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Diverzitet peptidnih sekvenci u amiloidnom agregiranju proteina

SAZETAK

Kako proteinski biomakromolekuli imaju slozenu, ali metastabilnu trodimenzionalnu strukturu,
podlozni su agregiranju pri razli€itim promenama uslova okoline. Agregati se odlikuju razli¢itim
stepenom uredenosti, od potpuno amorfnih do visoko uredenih amiloidnih fibrila. Svi proteini,
bez obzira na strukturne karakteristike manje ili viSe su podlozni agregiranju, a pre vise decenija
postulirano je da je sposobnost gradenja amiloidnih fibrila odlika svih proteina budu¢i da
amiloidi predstavljaju globalni minimum energetskog dijagrama uvijanja proteina. Pored
ekstremne stabilnosti, amiloidni fibrili su izuzetni 1 po Cinjenici da mogu nastati od peptida sa
potpuno razli¢itim nacinom uvijanja u nativnom stanju, kao $to su primeri prirodno neuvijenih ili
potpuno a-helikoidnih proteina koji podlezu fibrilaciji. lako se pretpostavlja da svi proteini mogu
graditi fibrile, uslovi fibrilacije nisu pronadeni za veliki broj polipeptida niti su potvrdeni kod
polipeptida koji imaju viSe domena 1 imaju stabilne strukture B-plocica. Paradoksalno, najveci
broj proteina sa potvrdenom tendencijom agregacije u nativnom stanju sadrzi dominantno o-
helikse ili neuredeni niz. Veliki broj nerasvetljenih pitanja u pogledu uvijanja, pogresnog
uvijanja i agregiranja proteina smanjuje razumevanje uzroka patoloskih stanja za koja su ovi
fenomeni odgovorni. Potreban je veliki broj fundamentalnih istraZivanja usmerenih u ispitivanje
mogucénosti gradenja fibrila od razlicitih prekursora, kao i1 utvrdivanje puta koji omogucava

prevazilazenje kineticke barijere ovog procesa.

Osnovni cilj ove disertacije je ispitivanje podloznosti raznorodnih peptidnih sekvenci
amiloidnom agregiranju kako bi fundamentalna pitanja o nativhom i nenativnom uvijanju
proteina bila delimi¢no rasvetljena. Za postizanje ovog cilja uradena je komparativna analiza
stabilnosti biljnih cistein-proteaza papaina i smese ficina i ispitivanje uslova destabilizacije ovih
proteina, kao i zivotinjskih rezervnih i1 zaStitnih proteina, ovalbumina i lizozima. Dobijena
nenativna stanja proteina inkubirana su u uslovima u kojima je obezbedena produzena
rastvorljivost kako bi bilo spreeno stvaranje neuredenih agregata. Preduslov za trazenje
odgovora na ova pitanja bilo je uspostavljanje metodologije za pracenje formiranja oligomernih

intermedijera i zrelih amiloidnih fibrila.



Kori$¢enjem ovalbumina kao model sistema brzo fibrilirajuéeg proteina, a lizozima kao model
sistema sporo fibrilirajuéeg proteina, optimizovane su procedure njihove fibrilacije kako bi zrele
amiloidne, odnosno intermedijarne forme bile koris¢ene za dalje optimizovanje metodologije za
pracenje ovih fenomena. Primenjene su standardne metode za karakterizaciju amiloidnih fibrila —
fluorescencija Tioflavina T, mikroskopija atomskih sila i infracrvena spektroskopija. Pracenje
fluorescencije proteina, izlozenosti hidrofobnih povr§ina ANS fluorescencijom, praéenje
formiranja agregata gel filtracijom 1 pracenje gubitka aktivnosti enzima koris¢eni su kao metode
za ispitivanje stabilnosti i rasvetljavanje promena koje se deSavaju prilikom destabilizacije model

proteina.

Strukturne promene ovalbumina prilikom formiranja zrelih fibrila i lizozima prilikom formiranja
oligomernih intermedijera detaljno su okarakterisane infracrvenom spektroskopijom sa
preciznim diferenciranjem intramolekulske B-plocice od intermolekulske agregacione B-plocice,
kako kvalitativno, tako i metodom dekonvolucije. Dodatno je na ovim model sistemima
uspostavljena brza i jednostavna metoda za kvantitativno pracenje formiranja zrelih amiloidnih
fibrila i amiloidnih oligomera merenjem normalizovanog intenziteta traka agregacionih B-plocica
u Amidnom | regionu. Na osnowvu ispitivanja korelacije sa metodom ThT fluorescencije metoda
je procenjena kao adekvatna za detekciju zrelih amiloidnih fibrila, ali i za detekciju oligomernih

intermedijera koji se ne mogu detektovati fluorescentnom bojom ThT.

Uspostavljena metodologija primenjena je za analizu uslova destabilizacije nativnog uvijanja i
uslova amiliodnog agregiranja model polipetida divergentnih osobina. Za ovaj deo studije model
sisteme predstavljaju cistein-proteaze poreklom iz lateksa smokve koje se s obzirom na poreklo i
bioloSku ulogu eksprimiraju u velikom broju razli¢itih izoformi sa razli¢itim procentima
sekvencijalne i strukturne homologije, i papain, njihov strukturni homolog koji postoji samo u
jednoj izoformi. Prisustvo desetak razli¢itih izoformi ficina je iskoris¢eno za ispitivanje
potencijala gradenja nenativnih agregata u heterogenoj smesi. Po prvi put u ovoj studiji je
pokazano da papain moze da formira amiloidne fibrile nakon destabilizacije oba domena, kako
a-helikoidnog, tako 1 stabilnog domena bogatog B-plo¢icama. Nasuprot papainu, smesa ficina
sli¢nih strukturnih karakteristika pod istim uslovima ne gradi amiloidne fibrile usled heterogenog

sastava koji povecava stabilnost i onemogucava uredeno agregiranje.



Pored znacaja u objasnjenju mehanizama 1 kinetike amiloidnog agregiranja, formiranje

......

primene kao jeftinih i odrzivih biomaterijala za namene poput adsorbcije toksi¢nih teskih metala

iz prirodnih voda, kao §to je pokazano u ovoj studiji.

Kljuc¢ne reci: amiloidni fibrili, oligomeri, agregaciona [-plo¢ica, FTIR spektroskopija,

agregiranje, polipeptidi, proteinske sekvence, heterogene smese proteina, izoforme ficina.

Naucna oblast: Biohemija

UZa nau¢na oblast: Strukturna biohemija



Diversity of peptide sequences in amyloid aggregation of proteins

ABSTRACT

Biological macromolecules have complex, but metastable 3D structures. Upon conformational
changes in different conditions, they are prone to aggregation. Protein aggregates have various
organizations, from completely unordered to highly ordered amyloid fibrils. All proteins
regardless of their structural characteristics can form aggregates, and it is assumed that every
protein can form amyloid fibrils, as they represent the global minimum of protein folding
diagram. The amyloid state can be formed out of peptides with various folding types in their
native state, from intrinsically disordered to highly a-helicoidal proteins. Even though it is
assumed that each protein can form amyloid fibrils, fibrillation conditions have not been found
for many proteins, and it has never been reported that multidomain proteins and proteins with
stable B-sheets undergo fibrillation. Paradoxically, the highest number of proteins with a proven
tendency of amyloid aggregation has dominantly a-helices and unordered regions in their native
state. There are still many open questions in respect of protein folding, misfolding, and
aggregation. The understanding of these phenomena is important to understand the causes of
pathological states related to protein misfolding. The tendency of different proteins to form
fibrils in various conditions, as well as understanding the pathways taken to overcome the kinetic
barrier of amyloid fibrillation are important phenomena to research.

The main aim of this dissertation is the examination of the tendency of different peptide
sequences to form amyloid aggregates in order to enlighten fundamental questions about native
and nonnative protein folding. Plant cysteine proteases, papain and ficin, as well as animal
reserve and protective proteins, ovalbumin and lysozyme, were used as model systems for this
study. The stability and aggregation tendency of these proteins was examined in order to achieve
prolonged solubility of nonnative states to prevent disordered aggregates formation. The
prerequisite for such investigation was to establish a proper methodology for monitoring
oligomer intermediates and mature amyloid fibrils formation.

Using ovalbumin as a model system of fast fibrillating protein, and lysozyme as a model system
of slow fibrillating protein, the procedures for their fibrillation were optimized. Mature amyloid
fibrils and oligomer intermediates formed according to optimized procedures were used for the

optimization of methodology for monitoring fibrils and oligomer formation. Standard methods



for characterization of amyloid fibrils, including Thioflavin T fluorescence, Atomic Force
Microscopy, and Infrared spectroscopy were applied for amyloid and oligomer detection. Protein
fluorescence, hydrophobic patches exposure monitored by ANS fluorescence measurement,
aggregates formation monitored by gel filtration, and enzyme inactivation were used as methods
for the examination of protein stability in a functional and structural sense.

Ovalbumin structural changes in mature fibrils formation, as well as lysozyme structural changes
in oligomer formation, were characterized in detail by infrared spectroscopy suitable for
differentiation between intramolecular f-sheet and intermolecular aggregation-specific p-sheet.
This method provides the possibility to quantitatively analyze secondary structure changes by
deconvolution procedure. These model systems were used to establish a fast and simple method
for quantitative monitoring of mature amyloid fibril and amyloid oligomer formation by
measurement of normalized intensity of aggregation-specific B-sheet bands in the Amide I
region. The method showed great correlation with the results of ThT fluorescence which means
suitable for detection of mature amyloid fibrils, and also for detection of oligomer intermediates
that cannot be detected using fluorescent dye ThT.

The established methodology was applied for the analysis of destabilization conditions
appropriate for amyloid aggregation of other model polypeptides with divergent properties.
Model systems used for this part of the study were cysteine proteases from fig latex expressed in
multiple isoenzyme forms with different degrees of sequential and structural homology, and
papain, their structural homolog expressed as a single polypeptide. The existence of the above
ten ficin isoforms was used for the examination of the potential of nonnative aggregates
formation in a heterogeneous mixture. In this study, it was reported for the first time that papain
can undergo amyloid formation after the destabilization of both, a-helicoidal, and B-sheet rich
domains. Opposite to papain, ficin as a mixture of proteins with similar characteristics does not
form amyloid fibrils in the same conditions as heterogenous composition disables ordered
aggregates formation.

Besides the importance of understanding the mechanism and kinetics of aggregation, the
formation of amyloid aggregates from various widely available proteins can be significant for
their application as cheap and sustainable biomaterials for applications such as adsorption of

toxic heavy metal ions from polluted water as was shown in this study.



Keywords: amyloid fibrils, oligomers, aggregation P-sheet, FTIR spectroscopy, aggregation,

polypeptides, protein sequences, heterogeneous protein mixture, ficin isoforms.
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1. UvOD

Proteini su nosioci velikog broja funkcija u zivom svetu, koje obavljaju zahvaljujuci njihovim
raznovrsnim strukturama. Uvijanje proteina u jedinstvenu trodimenzionalnu strukturu (koja se
naziva nativnom) spontan je proces voden samo aminokiselinskom sekvencom proteina kao §to
je pokazano u ranim studijama Anfinsena [1]. Varijabilnost peptidnih sekvenci je stoga osnovni
preduslov postojanja razliCitih struktura 1 posledi¢no funkcija. Nacin uvijanja proteina na osnovu
informacija sadrzanih u sekvenci otvoreno je pitanje koje se zbog svog znacaja naziva i drugim
delom genetickog koda. Pored ovog pitanja, poslednjih decenija je otvoreno i pitanje na koji
nacin raznovrsne sekvence mogu zauzeti istu konformaciju polipeptidnog niza prilikom
formiranja amiloidnih fibrila [2]. Poznato je da amiloidni fibrili mogu nastati od razli¢itih
oligopeptida 1 polipeptida kao i da imaju uniformnu strukturu bogatu B-plo¢icama bez obzira na

sekvencu [3-9].

Znacaj istrazivanja ovih pitanja je pre svega fundamentalan, ali je 1 u osnovi razmevanja
patogeneze mnogih bolesti koje su izazvane pogre$snim uvijanjem i amiloidnim agregiranjem
proteina [10]. Veliki broj istrazivanja usmeren je na ispitivanje patogeneze Alchajmerove,
Parkinsonove i slicnih neurodegenerativnih bolesti, kao i potencijalnih terapeutskih pristupa.
lako je u poslednjim decenijama u velikoj meri razvijena metodologija za strukturnu analizu
proteina, od velikog je znacCaja razvoj novih metoda za brzu 1 jednostavnu detekciju 1
karakterizaciju amiloidnih fibrila 1 intermedijera njihovog stvaranja, posebno metoda

prilagodenih za analizu velikog broja bioloskih uzoraka.

Amiloidni fibrili imaju znacaj i u pogledu primene budu¢i da predstavljaju biomaterijale
izuzetnih mehanickih i hemijskih svojstava [11, 12]. Niska reaktivnost i visoka stabilnost ¢ine ih
pogodnim nanomaterijalima, a sposobnost vezivanja razli¢itih molekula pogodnim izborom za
dizajn membrana za selektivu apsorpciju kontaminanata iz otpadnih voda [13, 14]. Pionirska
istrazivanja u ovom polju pokazala su sposobnost amiloidnih fibrila pripremljenih in vitro od
govedeg B-laktoglobulina da vezuju jone teskih metala, koji su Cesti zagadivaci prirodnih voda

toksicni za zivi svet [14, 15].

S obzirom na univerzalnost fenomena amiloidnog agregiranja i na veliki broj neresenih pitanja u

ovoj obasti, istrazivanja koja su u toku mogu imati veliki znacaj u oblasti medicine i



biotehnologije. Svaki korak u ispitivanju strukture i stabilnosti proteina, Kkinetike procesa
denaturacije, uvijanja i pogreSnog uvijanja na primeru razliitih model sistema vodi blize

odgovorima na otvorena pitanja.

Glavni cilj ove studije je ispitivanje potencijala za formiranje amiloida od Zivotinjskih rezervnih
i zastitnih proteina i biljnih cistein-proteaza koje su odabrane za model sisteme dvodomenskih
proteina kombinovanog nacina uvijanja. Koris¢enjem adekvatnih model sistema ispitan je uticaj
diverziteta u sekvencama kod smese izoformi na efikasnost procesa amiloidogeneze.
Pronalazenje uslova za amiloidno agregiranje nativnih proteina moze predstavljati iskorak u
razumevanju veze sekvencijalne 1 strukturne raznolikosti proteina sa putevima pogresnog
uvijanja. Za postizanje ovih ciljeva neophodna je ekstenzivna strukturna analiza zarad koje je
iskoris¢en visok potencijal infracrvene spektroskopije i analize amidnih regiona proteina za

detekciju i karakterizaciju oligomera i zrelih amiloidnih fibrila.

U okviru ove doktorske disertacije prvi put je pokazano da je potrebno narusavanje strukture
nativnih B-plo€ica ekstremnom destabilizacijom za usmeravanje proteina sa izrazito stabilnim -
domenima ka putu amiloidnog agregiranja, nasuprot opstem verovanju da je destabilizacija i
promena konformacije potrebna samo u a-helikoidnim i neuredenim regionima. Pokazano je da
papain, kao model sistem dvodomenskog proteina sa velikim razlikama izmedu domena u
pogledu stabilnosti, moguce prevesti u amiloidnu formu. Takode je pokazano da veliki diverzitet
sekvenci, bez obzira na strukturne odlike koje nisu pokazane kao prepreka u gradenju amiloida,
moze sprecavati ove oblike agregiranja i na taj nacin kroz heterogenost pruzati stabilizaciju
smesi proteina. Razlike u tendenciji za amiloidno agregiranje uocene izmedu pojedinacnog
polipeptida i smese polipeptida sa malim varijacijama u sekvenci mogu biti od znacaja za
objasnjenje pojave ekspresije velikog broja izoformi bez funkcionalnih razlika u sistemima koje

karakteriSe visoka koncentracija proteina.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Konformacioni prelazi proteina

2.1.1. Trodimenzionalna struktura proteina

Proteini su polimeri aminokiselina povezanih peptidnim vezama sa visoko uredenom
trodimenzionalnom strukturom. U cilju izu¢avanja strukture proteina, izvrSena je podela po
nivoima strukture, od primarne koja podrazumeva aminokiselinsku sekvencu, do kvaternarne
koja daje informacije o nacinu organizovanja polipeptidnih lanaca kod multisubjedini¢nih
proteina. Bez obzira na broj polipeptidnih lanaca, svi globularni proteini imaju sekundarnu i

tercijarnu strukturu [16].

Sekundarna struktura je definisana kao konformacija polipeptidne ki¢me odnosno linearnog dela
polipeptida koji ¢ine amino i karbonilne grupe povezane preko Co atoma sa jedne strane i
peptidne veze sa druge strane. S obzirom na svojstva peptidne veze delimi¢no dvostrukog
karaktera, polozaj polipeptidne ki¢me definisan je vrednostima dva ugla — ¢ i y za koje su zbog
sternih smetnji dozvoljeni samo uski opsezi vrednosti definisani Ramac¢andranovim dijagramom
[17]. Kao posledica sternih ograni¢enja, sekundarne strukture koje razlikujemo su malobrojne —
a-heliks, B-plocica i zavijutak, dok se delovi polipeptidne kicme bez definisane sekundarne
strukture nazivaju neuredenim nizom Kkoji se odlikuje promenljivim uglovima veza. U okviru
ovih grupa prepoznate su i druge specifi¢ne strukture kao $to su neuredeni heliks i petlje, kao i
razli€iti tipovi B-plocica. Ove strukture stabilizovane su vodoni¢nim vezama izmedu elemenata
polipeptidne kicme. Pravilnost u formiranju vodoni¢nih veza diktira uredenost strukture i za
posledicu ima hiralnost koja uti¢e na apsorpciju infracrvene i cirkularno polarizovane svetlosti

Sto je iskoriS¢eno u metodama za analizu sekundarnih struktura [18].

Kod globularnih proteina, sekundarne strukture ne postoje nezavisno, odnosno van konteksta
trodimenzionalne — tercijarne strukture. Ova struktura predstavlja konformaciju polipeptida sa
jasno definisanim polozajem svakog od atoma. U odnosu na sekundarnu strukturu podrazumeva i
polozaj svakog bocnog ostatka kao 1 interakcije medu njima koje su daleko raznovrsnije od

interakcija izmedu delova polipeptidne ki¢me [16]. Ovaj strukturni nivo lezi u osnovi

......



struktura svakog proteina u kojoj obavlja fiziolosku funkciju naziva se nativna i do njenog

narusavanja dolazi naru$avanjem elemenata bilo sekundarne, bilo tercijarne strukture [19].

2.1.2. Stabilnost nativne strukture proteina

Termodinamika procesa uvijanja proteina od nascentnog polipeptidnog lanca nesumnjivo
potvrduje da je proces u vodenoj sredini spontan, odnosno da su protein stabilni [20]. Ipak,
stabilnost proteina je marginalna za §ta se potvrde mogu naci svuda u Zivom svetu. lako
esencijalna za funkcionisanje zivog sveta, konformacija proteina moze se narusiti pod uticajem
razli¢itih fizi¢kih i hemijskih faktora. To je posledica niske stabilizacije polipeptidnog lanca
prilikom uvijanja koja je u kvantitativnom smislu uporediva sa ja¢inom nekoliko vodoni¢nih
veza (20-65 kJ/mol) [21]. Kako ukupnu stabilnost procesa definise Gibsova slobodna energija,

neophodno je analizirati i entalpijske i entropijske faktore koji doprinose stabilizaciji proteina:
AG = AH- TAS

Promena entalpije pri konstantnom pritisku u fizioloSkim uslovima svodi se na promenu toplote
odnosno moze se dovesti u vezu sa formiranjem i naruSavanjem medumolekulskih interakcija u
datim uslovima. Prilikom uvijanja proteina veliki broj interakcija se formira izmedu elemenata
polipeptidnog niza, dok se naruSava deo interakcija sa vodom $to zbirno dovodi do neznatne
promene ovog parametra, sa vrednostima zavisnim od same sekvence [22]. S druge strane,
konformaciona entropija, odnosno entropija samog polipeptidnog niza se nuzno Smanjuje
prilikom procesa uvijanja s obzirom na daleko vecu uredenost uvijenog globularnog proteina u
odnosu na razvijeni niz [23]. Ipak, konformaciona entropija koja negativno uti¢e na stabilnost
proteina savladana je pozitivnom promenom entropije okoline, odnosno vode. U razvijenoj
formi, protein je okruzen molekulima vode koji efikasno hidratisu polarne regione uz formiranje
jakih interakcija, a formiraju klatrate oko nepolarnih delova sekvence s§to poveéava uredenost
vode. Visok hemijski potencijal ovakvog stanja ¢ini nativnu formu favorizovanom s obzirom da
uvijanjem poteina u kompaktnu globulu hidrofobni regioni bivaju zaklonjeni od vode u
unutra$njosti proteina [24]. Budu¢i da hidrofobni efekat na ovaj nacin stabilizuje strukturu
proteina, ona nastaje spontano samo u vodenoj sredini u kojoj pruza proteinima metastabilno

stanje koje se lako moze narusiti [25]. Marginalna stabilnost nativne strukture proteina ima veliki



znacaj u funkcionalnim aspektima jer omogucava proteinima fine konformacione promene koje

leZe u osnovi protein-ligand interakcija [26].

Zakljucke o stabilnosti nativne strukture i informacijama o nativnoj strukturi sadrzanim u
proteinskoj sekvenci doneo je Anfinsen jos 1961. [1, 20, 27]. Do ovih zaklju¢aka dosao je kroz
seriju eksperimenata vezanih za konformacione prelaze ribonukleaze u prisustvu haotropnih
agenasa. Znacaj ovog eksperimenta je veliki 1 zakljucci koje je doneo su revolucionarni, ali nisu

svi u potpunosti dosledni i primenjivi na sve proteine.

2.1.3. Put uvijanja proteina

Mali jednodomenski proteini kooperativho prelaze iz razvijene u uvijenu formu. Kriva koja
opisuje ovakav, reverzibilan process je sigmoidna. Ovakvi rezultati pokazani za veliki broj
proteina sugeriSu da je uvijanje odnosno razvijanje proteina proces koji se deSava bez stabilnih
intermedijera (slika 2.1). Ipak, na mnogim primerima uvijanja odnosno razvijanja proteina
uocava se prisustvo makar jednog stabilnog intermedijera, koji je savremenim tehnikama dobro
okarakterisan i nosi naziv stopljena globula [28]. KarakteriSe se formiranim sekundarnim
strukturama, te se njihov sadrzaj ne razlikuje znacajno od sadrzaja sekundarnih struktura
nativnog proteina, ali izostaje potpuni hidrofobni efekat Sto intermedijer cini 20%

voluminoznijim [29].

Postoje dva grani¢na modela kojima je mehanizam uvijanja proteina opisan, model kondenzacije
oko jezgra i model difuzije i sudara [30]. Prvi model podrazumeva brzo formiranje hidrofobnog
jezgra za kojim ubrzo sledi formiranje sekundarnih struktura kao lokalnih uredenja u okviru
definisane globule. Ovakav model odgovara malim jednodomenskim proteinima koji se uvijaju
bez postojanja stabilnog intermedijera kao Sto je i pokazano savremenim metodama za pracenje
formiranja sekundarnih struktura u realnoj vremenskoj skali. Drugi model podrazumeva lokalna
uredenja polipeptidne kicme u karakteristicne sekundarne strukture nakon kojih sledi hidrofobni
efekat za finalnu stabilizaciju [31]. Prema ovakvom modelu, stopljena globula je intermedijer
procesa uvijanja i najceS¢e se srece kod velikih proteina (od preko 100 aminokiselinskih
ostataka) i viSedomenskih proteina u kojima ne postoji jedno jezgro za hidrofobni kolaps i brzu
stabilizaciju. Bez obzira na put uvijanja koji moze biti blizu jednom od ova dva ekstremna

modela ili negde izmedu kako je opisano u modelu nukleacije i kondenzacije [2, 32], uvijanje
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proteina je proces koji se deSava u delovima sekunde u ¢eliji $to znaci da je dirigovan

informacijama u sekvenci, a ne pretragom najstabilnije konformacije [33].

. Kooperativan prelaz ——

2 %,.

protein
nativni

protein

Dvostepeni prelaz —

stopljena
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Udeo nativnog proteina, %
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denaturisani
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koncentracija denaturanta

Slika 2.1. Kriva razvijanja proteina karakteristi¢na za kooperativan prelaz i za prelaz sa stabilnim

intermedijerom.

2.1.4. Denaturacija i pogresno uvijanje

Denaturacija je u prosirenoj definiciji svako naruSavanje nativne strukture koje vodi gubitku
bioloske aktivnosti [34]. Samo u slucaju reverzibilne denaturacije ona podrazumeva potpuno
razvijanje proteina do nascentne forme [35]. Ovo je omoguéeno samo u uslovima u kojima se
sredina drasti¢no razlikuje od fizioloske, odnosno u sredini u kojoj je razvijena forma proteina
solubilizovana. S obzirom na postojanje kako polarnih, tako i hidrofobnih regiona u proteinima,
razvijanje ne moze biti univerzalno postignuto za svaku sekvencu samo promenom polarnosti, ali
univerzalna je solubilizacija (i time stabilizacija) razvijene forme proteina u prisustvu haotropa,
detergenata i u ekstremno baznoj sredini pH preko 12 [36]. Svi drugi destabilizatori dovode do
denaturacije uz moguce agregiranje, zavisno od uslova i sekvence. Denaturacija prema ovoj
definiciji podrazumeva i blago narusSavanje nativne strukture bez agregiranja i bez potpunog
razvijanja koje se moze ogledati u promeni konformacije regiona koji je esencijalan za funkciju

proteina [37].
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Slika 2.2.Relativna stabilnost razlicitih rastvornih i nerastvornih formi proteina.

Brzo uvijanje proteina u nativnu strukturu in vivo je proces katalizovan Saperonima i drugim
proteinima koji potpomazu uvijanje proteina [38]. Potreba za ovakvom masinerijom objasnjena
je tek u viSedecenijskim dopunama Anfinsenovih eksperimenata. Pre svega, kooperativno
uvijanje odnosno razvijanje proteina predstavljeni kao reverzibilan proces nisu u saglasnosti sa
mnogim eksperimentalnim rezultatima u kojima se nativno stanje brojnih proteina, ukljucujuéi i
ribonukleazu gubi. Naime, najveci broj postupaka za naruSavanje nativne strukture proteina nije
reverzibilan buduci da ne vodi do nastajanja potpuno razvijenog niza [39]. Potpuno razvijen niz
je visokoenergetski oblik ¢ije odrzavanje u vodenoj sredini spreava entropijski voden
hidrofobni efekat [24, 25]. Niska rastvorljivost delimi¢no razvijenog ili pogresno uvijenog niza
vodi hidrofobnom agregiranju koje se sre¢e u procesima narusavanja nativne konformacije,
odnosno denaturacije pod uticajem povisene temperature. | drugi destabilizujuéi faktori cesto
uzrokuju nastanak proteinskih agregata koji se ne mogu reverzibilno vratiti u nativno stanje.
Ovakvi oblici denaturacije vode do drugog nedostatka prethodno opisanin modela koji se
zadovoljavaju Anfinsenovim postulatom o maksimalnoj stabilizaciji proteina u nativnoj formi.
Kao sto eksperimentalni dokazi potvrduju, sve agregacione nenativne forme stabilizovane su u
vec¢oj meri od nativne $to Cini ove oblike denaturacije ireverzibilnim [35]. Tek postavke modela
prosirenog energetskog reljefa ukljucuju sve do sada opisane rastvorne i nerastvorne forme

proteina [40]. Ovaj model ne pojednostavljuje uvijanje proteina na svega dva stanja i postojanje
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jednog intermedijera, ve¢ podrazumeva veliki broj lokalnih minimuma intermedijernih 1
agregacionih formi, medu kojima neke imaju niZu energiju od nativne. Globalni minimum
energetskog dijagrama predstavljaju amiloidni fibrili, visoko uredeni agregati bogati B-plo¢icama
(slika 2.2) [41].

2.2. Amiloidni fibrili

2.2.1. Formiranje amiloidnih fibrila

Amiloidni fibrili su definisani kao visoko uredeni proteinski agregati sa monotonom strukturom
ukrStene B-plo¢ice nezavisnom od sekvence [42, 43]. Ovi agregati predstavljaju najstabilnije
strukturno stanje proteina i polipeptida (slika 2.3). Prve spekulacije o postojanju fibrilnog stanja
svakog proteina datiraju jo§ iz 1935. godine kada amiloidni fibrili in vivo jo§ nisu
eksperimentalno detektovani i vezuju se za Vilijama Ostburija koji je do ovakvih zaklju¢aka
dosao kroz interpretaciju rezultata difrakcije X-zraka nativnih globularnih proteina jajeta i
njihovih denaturisanih formi [44]. Oko 20 godina kasnije, proteini sa istim strukturnim
obrascima pronadeni su in Vivo i povezani sa patoloskim stanjima. Danas je hipoteza o
univerzalnoj tendenciji proteina da grade amiloidne fibrile Siroko prihva¢ena i potkrepljena
novim dokazima o fibrilaciji razli¢itih model sistema poput lizozima, ovalbumina, hemoglobina,

insulina, B-laktoglobulina, humanog i albumina govedeg seruma [4-8, 45].

A

Slobodna energija

nativno stanje \\\\

amiloidno stanje

Slika 2.3. Energetski dijagram amiloidnog agregiranja.



S obzirom na polozaj amiloida na dnu levka uvijanja proteina (slika 2.2), ne postoji univerzalna
putanja za njihovo formiranje [46-48]. Na putu ultimativne stabilizacije u formi amiloidnih
fibrila nalaze se brojni intermedijeri (slika 2.4) sa razliCitim stepenom stabilnosti [49].
Destabilizacija peptida, nativnih proteina ili njihovih proteolitickih fragmenata vodi ka
formiranju monomernih nukleusa fibrilacije [50]. Ovi nukleusi mogu imati karakteristike
stopljene globule [39] kao sto je pokazano na primeru razli¢itih model sistema [51-53]. Studije
pracene masenom spektrometrijom 1 mikroskopijom pokazale su da u procesu nastanka
amiloidnih fibrila od nukleusa fibrilacije prvo nastaju heterogeni oligomerni nizovi Koji
postepeno zauzimaju sve uredeniju strukturu bogatu B-plo¢icama koja dalje moze da raste u

procesu elongacije [10].

Oligomeri koji nastaju u procesu fibrilacije se smatraju toksi¢nim formama koje uzrokuju
patoloSka stanja povezana sa pogre$nim uvijanjem proteina [10]. Pokazano je da su oligomeri
toksi¢na vrsta bez obzira na to da li su formirani in vitro [54] ili in vivo [55]. Medutim, termin
oligomeri se dovodi u vezu sa razli¢itim stanjima. Grupa autora protofibrile naziva oligomernim
intermedijerima, dok drugi rezervisu ovaj termin za sferne intermedijere koji prethode
fibrilarnim formama. NajSira definicija kao oligomere tretira male aggregate sa 2-20
monomernih jedinica [42]. Sli¢na definicija oligomerno stanje definiSe kao stanje koje iskljucuje
50% proteinskih molekula u monomernom stanju, kao i drugu krajnost gde je vise od 50%

molekula deo velikog klastera [56].

Put dalje fibrilacije vodi metastabilne oligomere preko Stapicastih protofibrila koji predstavljaju
prvi intermedijer na ovom putu sa periodi¢énom strukturom [46, 57]. Protofibrili su jednostruki
nizovi koji se helikoidno uvijaju jedan oko drugog u formi ukrstene B-plocice [47] pri formiranju
zrelih fibrila [46] ¢ije dimenzije variraju od minimalnih 100 nm, do duzih formi koje prelaze 1
pm [58]. Zajednicke karakteristike koje klasifikuju ove strukture kao amiloidne ukljucuju
dijametar od oko 10 nm (30-120 A), visok sadrzaj B-plo¢ice, difrakcionu sliku ukrstene B-plodice
i jezgro rezistentno na vodoni¢nu izmenu [58]. Struktura amiloidnih vlakana gusto je pakovana i
visoko uredena §to je odlika i globularne nativne strukture. Specifi¢nost amiloidne forme je
konformacija paralelne ili antiparalelne B-plocice, sa polipeptidnom ki¢mom orijentisanom

normalno na osu fibrila [59].



w:@:g%

nativno stanje — stopljena globula razvijeni niz
INTERMEDIJERI é
AMILOIDNOG oligomeri
AGREGIRANJA
T neuredeni agregati
protofibrili

amiloidni fibrili

Slika 2.4. Neka od konformacionih stanja polipeptidnog niza: intermedijeri amiloidnog i

neuredenog agregiranja.

Strukturnom analizom amiloidnih formi razli¢itih proteina koji se javljaju u patoloskim stanjima,
utvrdeno je da je struktura na nivou protofilamenta sa zavojem duzine 24 B-plocice zajednicka za
sve tipove amiloida, dok se visi nivoi organizacije razlikuju [60]. Objasnjenje ove pojave nalazi
se u prirodi interakcija koje obezbeduju razli¢ite nivoe strukture amiloidnih fibrila. Vertikalne
interakcije izmedu antiparalelnih B nizova izuzetno su jake i smatraju se generickom osobinom
amiloidnih fibrila budu¢i da u ovim interakcijama ucestvuje polipeptidna kicma gradenjem
vodoni¢nih veza. Interakcije bo¢nih ostataka, koje obezbeduju dalje pakovanje protofibrila, nesto

su slabije i njihova jacina zavisi od aminokiselinske sekvence [10].
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Postojanje stabilnih oligomernih stanja na putu fibrilacije diktira sporiji proces tranzicije ka
zrelim fibrilima koji brzo rastu nakon inicijalne konstrukcije [42]. Brzina procesa fibrilacije
zavisi od osobina startnog proteina i protokola fibrilacije 1 moZe varirati od nekoliko sati do vise

nedelja.

2.2.2. Tendencija i uslovi za formiranje amiloidnih fibrila

Sama ¢injenica da je struktura amiloidnih fibrila nezavisna od sekvence, kao i visoka stabilnost
amiloida, navode na prirodan zaklju¢ak da je amiloidno stanje zajednicka osobina svih proteina i
da svaki protein pod odredenim uslovima moze da prede u amiloidnu formu [10]. Pored ovog
uvrezenog misljenja, u istrazivanjima je utvrdeno da je tendencija ka nastanku amiloidnih fibrila
zavisna od nekoliko faktora koji ukljucuju naelektrisanje polipeptida, sekvencu, hidrofobnost i
sekundarne strukture prisutne u nativnom obliku [50]. Vise studija je takode potvrdilo da je
formiranje amiloidnih fibrila posledica inherentnih svojstava polipeptidnog niza koja proisticu iz
sekvence, a ukljuuju duzinu, mogucnost sabijanja u kompaktnu strukturu i hiralnost o

ugljenikovog atoma [10].

Broj studija koje prijavljuju sposobnost razli¢itih polipeptidnih nizova da formiraju amiloidne
forme nije veliki. Dugacki polipeptidni nizovi (duzi od 150 aminokiselinskih ostataka) teze
podlezu amiloidnoj fibrilaciji usled topoloskih ograni¢enja. S obzirom da je duzina prosec¢nog
proteina izmedu 300 i 500 aminokiselinskih ostataka, najces¢e se prijavljuje nastanak amiloida

od manjih proteina i peptida ili njihovih protoliti¢kih fragmenata [10].

Sto se ti¢e faktora vezanih za proteinsku sekvencu, znadajan je podatak da su polipeptidi sa
uzastopnim ostacima glutamina pronadeni u nekim slu¢ajevima naslednih neurodegenerativnih
amiloidoza [50]. Ove i druge veze izmedu sekvence i tendencije formiranja amiloidnih fibrila
iskoriS¢ene su za razvoj nekoliko algoritama za predvidanje tendencije 1 brzine kojom razliCite
sekvence agregiraju, kao i mutacija koje rezultuju u poveéanoj ili smanjenoj brzini agregiranja.
Ovi algoritmi su se pokazali korisnim u odredivanju regiona polipeptidnog lanca koji su

ukljuceni u formiranje fibrila [50].

S obzirom na visoku stabilnost amiloidnih vlakana i na sposobnost mnogih proteina da ih grade,

moze se zakljuciti da je kinetiCka barijera za formiranje amiloida ono §to odrZava proteine u
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njihovoj nativnoj formi i da se uslovi pod kojima ¢e protein pre¢i u amiloidnu formu razlikuju
zavisno od prirode proteina [10]. Prijavljeni in vitro uslovi za formiranje amiloidnih fibrila
pokazuju visok nivo diverziteta. Varirajuéi parametri ukljucuju koncentraciju proteina, pH,
jonsku silu, temperaturu, vreme inkubiranja kao i proteoliticku degradaciju [59]. Bez obzira na
ovaj diverzitet, na velikom broju primera, kako in vivo, tako i in vitro, utvrdeni su odredeni
obrasci. Pomeranje ravnoteze ka amiloidnoj strukturi ¢esto podrazumeva kiselu sredinu (koja
favorizuje stanje stopljene globule i time omogucava laksi prelazak kineticke barijere ka
amiloidnim vlaknima) i visoku koncentraciju proteina koja favorizuje intermolekulske
interakcije [54]. Keli sa saradnicima je dokazao da preciS¢eni transtiretin formira fibrile in vitro
kada se njegovo nativno stanje nade u kiseloj sredini [50] Sto je kasnije potvrdeno na primeru
lizozima, insulina, B-2-microglobulina i ovalbumina [4, 5, 51, 61]. Ovakvi rezultati sugerisu da
su konformacione promene indukovane promenom pH dovoljne da pokrenu nukleaciju, dok su

dalje asosovanje monomera i elongacija posledica visoke koncentracije proteina.

Takode je pokazano da male koli¢ine amiloidnih fibrila dodate nativnom ili delimi¢no uvijenom
proteinu u nekim slucajevima mogu posluziti kao centar nukleacije [62] ¢ime se fibrilacija
znacajno ubrzava buduc¢i da je faza nukleacije najsporija. Protofibrili su se pokazali visoko

efikasnim u ovakvim eksperimentima formiranja amiloidnih vlakana [10].

2.2.3. Znacaj amiloidnih fibrila u patoloSkim stanjima

Pojam amiloida prvi put se javlja sredinom 19. veka za opisivanje agregata uocenih u jetri nakon
autopsije. Pojam su uveli Slejden i Virhou koji su agregate u jetri detektovali nakon bojenja
jodom. Nakon utvrdivanja visokog sadrzaja azota, eliminisana je pretpostavka da su u pitanju
ugljeni hidrati. Utvrdeno je da su u pitanju proteinske, vlaknaste strukture koje u kompleksu sa
bojom Kongo crveno ostvaraju karakteristicnu interakciju sa polarizovanom svetloS¢u pa se

mogu detektovati primenom mikroskopije [50].

Znacajni koraci ka upoznavanju strukture amiloidnih vlakana napravljeni su krajem pedesetih i
tokom Sezdesetih godina proslog veka. Snimljene su prve elektronske mikrografije tkiva
laboratorijskih Zivotinja sa amiloidnim depoima i uzoraka humanog tkiva dobijenog biopsijom ili

post mortem i enzimskim tretmanima je utvrdeno da ne sadrze kolagen niti hijaluronsku kiselinu
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kako je smatrano [63, 64]. Ve¢ prve difrakcione slike ovih struktura iz 1969. godine jasno su

pokazale da se amiloidna vlakna predominantno sastoje od 3-plocica [65].

Istorija proucavanja amiloidnih fibrila pocinje sa medicinskim istrazivanjima budu¢i da su
amiloidi povezani sa mnogim bolestima koje se svrstavaju u grupu bolesti pogresnog uvijanja
proteina odnosno konformacionih bolesti [66]. Peptidi koji grade amiloidne fibrile odgovorne za
nastanak bolesti uglavnom su prirodno neuvijeni peptidi koji kao takvi obavljaju razli¢ite uloge u
organizmu. Primeri su amiloid-p peptid u Alchajmerovoj bolesti, a-sinuklein u Parkinsonovoj
bolesti, amilin u dijabetesu tipa 2, hantingtin u Hantingtonovoj bolesti. Ovi prirodno neuvijeni
interakcijama koje ostvaruju sa fizioloskim partnerima. Njihove sekvence su evoluirale tako da
omogucavaju rastvorljivost u postojeCem neuvijenom obliku, pa ih ¢esto odlikuje veliki broj
polarnih i naelektrisanih ostataka koji spreavaju agregiranje u fizioloskim uslovima [10].
Izmene u sekvenci ili izmenjeni faktori sredine favorizuju agregiranje ovih proteina koje pokrece

kaskadu patoloskih reakcija. Postoje i dalje otvorena pitanja toksi¢nosti amiloidnih fibrila.

Amiloidoze su klini¢ki poremecaji koji su uzrokovani samim deponovanjem nerastvornih
amiloidnih fibrila u ekstracelularnom prostoru [67]. Kod sistemskih amiloidoza, glavni uzrok
bolesti je prisustvo velikih koli¢ina amiloidnih naslaga u vitalnim organima ukljucujuéi jetru,
slezinu i bubrege, zatim u zidovima krvnih sudova i vezivnom tkivu. Karakterise ih prisustvo
proteina poznatog kao amiloidna-P komponenta seruma (Ap) koji nastaje iz serum amiloid
proteina (serum amiloid P apolipoprotein - SAP), glikoproteina normalno prisutnog u serumu
zdravih ljudi [50]. Pored ovog proteina, utvrdeno je prisustvo i drugih proteina ekstracelularnih
teCnosti u amiloidnim naslagama kao Sto su apolipoprotein E, al-antihimotripsin, T protein,

membranski proteini (BMP), laminin i kolagen 1V [59].

Izaziva¢ Alchajmerove bolesti je B-amiloid prekursor (B-APP) koji u nativnom stanju
funkcioniSe kao povrsSinski ¢elijski receptor koji ucestvuje u remodelovanju povrsine Celije i u
interakcijama sa susednim c¢elijama 1 komponentama ekstracelularnog matriksa. Ovaj protein
podleze regulisanoj proteolizi pri ¢emu se oslobadaju rastvorni fragmenti koji mogu da se jave u
konformaciji koja inicira formiranje fibrila. Stepen i brzina fibrilacije zavise od sekvence,
koncentracije peptida, kao i sredinskih faktora. Dokazano je da neki genski defekti vode do

povecane produkcije, povecane agregacije ili smanjenog uklanjanja amiloidnog-p (AP) peptida
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[59]. Agregiranju su najpodlozniji peptidi na N-terminalnom kraju B-APP. Uradene su brojne
studije u kojima su peptidi razli¢ite duzine sa izmenama u aminokiselinskoj sekvenci proizvedeni
metodama rekombinantne DNK, ¢ime je potvrdena podloznost N-terminalnih sekvenci

agregiranju [68].

Parkinsonova bolest se karakteriSe inkluzionim telima nazvanim Levijeva telasca u substancia
nigra [60]. Osnovna komponenta ovih telasca je a-sinuklein, ali takode sadrze i druge proteine
kao Sto su Saperoni, aB-kristalin, klusterin, torzin A, Hsp27 i Hsp70. a-Sinuklein je presinapticki
protein lokalizovan na krajevima aksona koji ima ulogu u razvijanju i odrZavanju sinaptickih
kontakata. Uzrok Parkinsonove bolesti je deponovanje a-sinukleina u punoj duzini, dok se kod
drugih bolesti, poput Alchajmerove, u depoima nalaze samo fragmenti ovog proteina poznati kao
ne-B-amiloidna komponenta (NAC od eng. non amyloid component) [59]. Sredi$nji deo a-
sinukleina (iz kog se oslobada NAC) je hidrofoban, dok N-terminalni kraj ima sekvence
karakteristicne za amfipatine helikse apolipoproteina. Pripada klasi prirodno neuvijenih
proteina, medutim analiza aminokiselinske sekvence i mogucénosti za formiranje razliCitih
sekundarnih struktura ukazuje na moguénost da ovaj protein ima fizioloSkog partnera koji mu
omogucava uvijanje u ¢eliji u a-helikse i B-plocice koji sadrze vise od 60% aminokiselinskih

ostataka [59].

Hantingtonova bolest je autozomalno-dominantni neurodegenerativni poremecéaj uzrokovan
uzastopnim tripletima koji kodiraju za poliglutaminsku sekvencu u N-terminalnom regionu
Hantingtonovog proteina [59]. Hantingtonov protein (hantingtin) je u nepatoloskim stanjima
eksprimiran u visokom nivou u neuronima strijatuma. Nalazi se u citoplazmi i predstavlja protein
molekulske mase 348 kDa. Deo proteinskog sadrzaja vezan je za vezikule ili mikrotubule $to
ukazuje na ulogu u usidravanju citoskeleta, transportu vezikula ili njihovoj vezi sa organelama i
mikrotubulama. Broj ponovaka glutamina u N-terminalnom delu sekvence varira od 10 do 36,
dok kod obolelih prelazi ovaj broj sve do moguéih 180 ponovaka. Postoji veza izmedu broja
ponovaka 1 zivotne dobi u kojoj se simptomi ispoljavaju. Protein ima jo$ jednu specifi¢nu
karakteristiku u vidu 29 ponovaka prolina za koje se takode smatra da su povezani sa nastankom
bolesti [59].

lako je patogenost amiloidnih prekursora - oligomera potvrdena [54, 55], klini¢ko-patoloSke

studije pokazuju da kod naslednih sistemskih amiloidoza do nastanka bolesti dolazi tek nakon
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akumulacije dovoljne koli¢ine naslaga, bez obzira na produZenu izlozenost amiloidogenim
prekursorima [67]. S obzirom na pretpostavljenu ulogu obe forme u patogenezi, potrebne su

specifi¢ne 1 osetljive metode za detekciju kako oligomera, tako i zrelih fibrila.

Post mortem studije na uzorcima pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti pokazale su da je
veliki broj razli¢itih proteina deo amiloidnih plaka [69]. Detektovano je 4000 razli¢itih proteina
od kojih je za 40 proteina identifikovanih masenom spektrometrijom pokazano da su u vecoj
meri zastupljeni u amiloidnim plakama u odnosu na kontrolne uzorke zdravih individua iste
starosne dobi [70]. Pored Alchajmerove bolesti, diverzitet peptidnih sekvenci je potvrden kod
razli¢itih amiloidoza, a neki od proteina koji su ¢esti konstituenti plaka su t protein, a-sinuklein,
apolipoprotein E [69]. Aktuelna su ispitivanja protein-protein interakcija izmedu glavnih
konstituenata amiloidnih plaka [70, 71], kao i razlike u proteinskom sadrzaju plaka kod
pacijenata sa razli¢itim stepenom progresije bolesti [72]. Uticaj diverziteta sekvenci na
amiloidno agregiranje proteina moze imati veliki zna¢aj u razumevanju patogeneze amiloidnih

bolesti.

Ipak, nisu svi amiloidi fibrili pronadeni in vivo povezani sa patoloskim stanjima. Zabelezeno je
viSe proteina koji u amiloidnoj formi obavljaju svoje funkcije i nazivaju se funkcionalnim
amiloidima. Primeri su kurli - komponenta ekstracelularnog matriksa ukljuc¢ena u adheziju,
agregaciju i stvaranje biofilmova kod E. coli, ¢aplini i hidrofobini koji pomazu formiranje hifa
streptomiceta, harpini koje patogene bakterije luce kako bi destabilizovale ¢elijsku membranu
biljnih ¢elija i indukovale ¢elijsku smrt, Pmell7 - templat za sintezu melanina, neuronalni CPEB
protein (od eng. cytoplasmic polyadenylation element binding protein) koji regulise translaciju,

kao i neki peptidni hormoni [73, 74].

2.2.4. Znacaj amiloidnih fibrila kao nanomaterijala

Bez obzira na diverzitet proteina koji sluze kao prekursori za formiranje fibrila, zajednicka je
amiloidna struktura sa gusto pakovanim B-plo¢icama sa lancima medusobno udaljenim 10-12 A
[75, 76]. Ovakva struktura pruza izuzetnu mehani¢ku i hemijsku stabilnost, rezistenciju na
proteolizu, detergente i visoke temperature i Cvrstinu koje ¢ine amiloide nanomaterijalima
pogodnim za razliCite namene [11, 12]. Amiloidni fibrili su efikasno koris¢eni kao

fundamentalne komponente biomembrana [77], funkcionalnih bionaprava [78, 79], hidrogelova

15



za kulture c¢elija i dopremanje lekova [80, 81], biosenzora [82], funkcionalnih materijala sa
visokom biokompatibilno$¢u i sposobnos¢u bioloskog prepoznavanja [83, 84], kao i materijali za

konverziju energije [85].
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Slika 2.5.Shematski prikaz vezivanja jona teSkih metala za amiloidne fibrile.

lako je strukturna osnova fibrila ista, diverzitet ovih nanomaterijala se uocava prilikom njihove
organizacije u razliCite oblike i topologije, zavisno od mehanizma agregiranja [86]. Neki su
prepoznati kao nanocestice, nanofibrili, nanotube i 3D platforme [80, 87-89]. Pored uniformnih
mehanickih 1 varijabilnih topoloskih karakteristika, amiloidni fibrili pokazuju diverzitet
hemijskih grupa u aminokiselinskim ostacima. Kako su amiloidogene sekvence brojne, razlicit
sastav 1 organizacija ovih grupa pruZaju Siroku varijabilnost za primene, posebno u pogledu

vezivanja raznovrsnih molekula i jona [13, 14].

Poznato je da metalni joni interferiraju sa patogenezom neurodegenerativnih bolesti koje u
osnovi imaju formiranje amiloidnih fibrila [90]. In vitro je pokazano da su amiloidni fibrili
sposobni za vezivanje jona metala i u svom zrelom obliku. Boliseti i Mezenga su objavili
nekoliko studija u vezi sa vezivanjem razliitih toksi¢nih metalnih jona iz zagadenih voda za
amiloidne fibrile. Fibrili kori$¢eni u ovim studijama su formirani od B-laktoglobulina sa visokim
potencijalom fibrilacije. Dizajnirane su membrane izgradene od aktivnog uglja i amiloidnih
fibrila koje mogu da eliminiSu Sirok spektar metalnih kontaminanata iz industrijskih voda [14].
PovrSina amiloidnih fibrila sadrzi heterogena vezivna mesta pogodna za vezivanje razlicitih
jonskih vrsta kao $to su dicijano-aurat i ziva-hlorid. Joni kadmijuma (V1) su efikasno uklonjeni

iz otpadnih voda kori$¢enjem amiloidnih fibrila lizozima modifikovanih etilendiaminom [91].
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Ove studije potvrduju da amiloidni fibrili nude Sirok spektar dostupnih morfologija, veliki odnos
povrsine i zapremine, veliku gustinu vodoni¢nih veza i prisustvo biokompatibilnih aminokiselina
na njihovoj povrsini [92, 93]. Sve ove osobine ih ¢ine nanomaterijalima buduénosti pogodnim za

tretman razli¢itih vidova zagadenja.

2.3. Metode za pracenje formiranja fibrila

Medu standardnim tehnikama za pracenje amiloidne fibrilacije, najve¢u primenu imaju
spektroskopske metode koje se zasnivaju na primeni specifiénih fluorescentnih boja koje
interaguju sa karakteristi¢cnom strukturom amilodnih fibrila — Kongo crveno i Tioflavin T (ThT)
[58].

Kongo crveno prvenstveno ima istorijski 1 medicinski znacaj buduc¢i da se koristi od 1922. kada
je Bennhold prvi put iskoristio za histohemijsko bojenje amiloida. Godine 1927. Divri i Florkin
iskoristili su polarizovanu svetlosnu mikroskopiju za posmatranje ovih preparata i utvrdeno je da
nastaje izrazito zelena birefrigencija prilikom bojenja amiloida ovom bojom, a koja se ne javlja
kod drugih flibrilarnih struktura. Ovo je posledica orijentacije planarnih molekula boje paralelno
osi amiloidnih fibrila [59]. U istrazivacke svrhe, uspostavljena je metoda pratenja promene
apsorpcionih i fluorescentnih spektara Kongo crvenog usled vezivanja za amiloidne fibrile. Zbog
ograniCene specificnosti, danas je gotovo u potpunosti zamenjena fluorescentnom bojom ThT
[94].

Odlike koje izdvajaju metodu pracenja vezivanja ThT za fibrile merenjem fluorcencije jesu
velika specificnost za amiloidne forme, kao i jednostavnost same procedure. Ipak, specifi¢nost
vezivanja ThT nije apsolutna. Ova boja prepoznaje brazde u fibrilarnoj strukturi pa se moze
vezivati i za molekule DNK, ciklodekstrine, ali i micele detergenata [58]. Ove interferirajuce
supstance mogu da dovedu do lazno pozitivnih rezultata, naroCito u bioloSkim uzorcima, pa
ograniCavaju upotrebu na kontrolisane in vitro uslove fibrilacije. Pored ovih ogranicenja,
interakcija ThT i amiloidnih fibrila je zavisna od pH, jonske sile i viskoznosti rastvora [58]. Kao
Sto je prikazano na slici 2.6, ThT pokazuje nizak afinitet prema intermedijernim formama

fibrilacije kao $to su oligomeri pa nije pogodna metoda za detekciju ovih stanja [58].
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Slika 2.6. Kriva ThT fluorescencije tokom fibrilacije sa intermedijernim stanjima.

Drugu grupu metoda koje takode imaju Siroku primenu ¢ine metode kojima se analiziraju
morfoloske osobine fibrila. U ovu grupu spadaju dinamicko rasejanje svetlosti (DLS od eng.
dynamic light scattering) kao i razli¢ite metode mikroskopije — mikroskopija atomskih sila
(AFM od eng. atomic force microscopy), transmisiona elektronska mikroskopija (TEM od eng.
transmission electron microscopy), skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM od eng. scanning

electron microscopy) [95].

Trec¢u grupu metoda u standardnoj upotebi ¢ine spektroskopske metode za pracenje promena
sekundarnih struktura — cirkularni dihroizam (CD od eng. circular dichroism). infracrvena
spektroskopija (IR od eng. infrared spectroscopy) i Ramanova spektroskopija [96]. S obzirom na
veoma izrazene promene sekundarnih struktura prilikom amiloidne fibrilacije, ove metode imaju
veliki znacaj. Tu se posebno izdvaja infracrvena spektroskopija, kao pogodna metoda za analizu
proteinskih agregata, ukljucujuci i amiloidne fibrile [97, 98]. S obzirom na visoku osetljivost i
moguénost diferenciranja intramolekulske 1 intermolekulske B-ploc¢ice [95], infracrvena
spektroskopija je daleko preciznija u detektovanju amiloidnih fibrila i intermedijera na putu
fibrilacije u odnosu na ostale metode za detekciju i odredivanje sekundarnih struktura proteina
[97, 99]. Razlaganje Amidnog | regiona infracrvenih spektara proteina metodom dekonvolucije

pruza moguc¢nost odredivanja ta¢nog sadrZzaja sekundarnih struktrura [37]. Ova metoda zahteva
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operacije u obradi spektara tako da nikad nije dobila Siroku primenu u analizi velikog broja

uzoraka kao $to su bioloski uzorci za pretragu fibrila i njihovih toksi¢nih intermedijera [100].

Pored ovih metoda, znac¢ajno mesto imaju i metode analize trodimenzionalne strukture kao S$to je
tehnika rasejanja X-zraka pod malim uglom (SAXS od engl. small angle X-ray scattering) [101-
103].

2.3.1. Infracrvena spektroskopija

Odredivanje sadrzaja sekundarnih struktura proteina analizom infracrvenih spektara datira iz
1950. kada su Eliot i Ambrouz pokazali razliku izmedu apsorpcije sintetickih polipeptida u
konformaciji a-heliksa i B-plocice [104]. Od tada su IR tehnike zna¢ajno unapredene ukljucujuci
razvoj 2D i vremenski razlozene IR spektroskopije $to je omogucéilo da se infracrveni spektri
proteina ekstenzivno analiziraju u Amidnom I regionu za utvrdivanje strukture, stabilnosti,
uvijanja, pogreSnog uvijanja proteina, agregiranja, formiranja amiloidnih fibrila i pracenje
protein-ligand interakcija [7, 105, 106]. Pored razvoja sofisticiranih tehnika, razvijene su i
metode koje se zasnivaju na osnovnim tehni¢kim reSenjima, ali koriste fenomene kao $to je

vodonik-deuterijum izmena za precizniju analizu amidnih regiona [107-110].
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Slika 2.7.Amidni regioni infracrvenog spektra proteina i glavne vibracije odgovorne za apsorpciju.
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Za analizu proteina koriste se kako transmisiona, tako i infracrvena spektroskopija sa
prigusenom totalnom refleksijom (ATR od eng. attenuated total reflectance). Osnova metode se
zasniva na uticaju razli¢itih konformacija polipeptidne ki¢me (kao $to su a-heliks, B-plocica,
neuredeni niz, zavijutak) 1 obrasca vodoni¢nog vezivanja u ovim konformacijama na energiju
vibracija karbonilne grupe koja se odrazava na apsorpciju infracrvene svetlosti. Pored
polipeptidne ki¢me, bo¢ni ostaci takode apsorbuju u amidnim regionima [111]. S obzirom na
veliki broj strukturnih elemenata koji doprinose apsorpciji, dolazi do preklapanja traka pa je
proces njihovog razdvajanja na pojedina¢ne konstituente (dekonvolucija) veoma kompleksan.
Pogodan je za analizu sekundarnih struktura kod proteina €ije su trodimenzionalne strukture
odredene kristalografski kako bi postojala adekvatna referentna metoda. Daleko je jednostavnija
upotreba IR za pracenje stabilnosti, odnosno strukturnih promena, budu¢i da se one prate u
funkciji temperature ili intenziteta nekog drugog destabilizujuceg faktora [112, 113]. Bez obzira
na tehnicka ogranicenja u smislu izbora pufera koji ne interferira u apsorpciji u amidnim
regionima i komplikovanu obradu spektra, infracrvena spektroskopija je brza, jeftina i veoma
informativna metoda za pracenje strukturnih promena. Moguénost razlikovanja intramolekulske i
intermolekulske B-plocice koja je moguca jedino Ramanovom i1 IR spektroskopijom cini je

jednom od najznacajnijih metoda za pracenje amiloidnog agregiranja [95].
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2.4. Model sistemi amiloidogenih proteina

2.4.1. Ovalbumin

Ovalbumin je rezervni protein koji ¢ini 50% proteinskog sadrzaja belanceta i ima ulogu tokom
embrionalnog razvic¢a. Pripada proteinskoj superfamiliji serpina od preko 300 homologih
proteina koja je naziv dobila po brojnim pripadnicima koji deluju kao inhibitori serin-proteaza
[114]. Ovalbumin je kiseli protein pl vrednosti 4,6 i molekulske mase 45 kDa. N-glikozilovan je
na polozaju Asn293 ugljenohidratnom komponentom koja sadrzi 4-6 ostataka manoze i 2-4 N-
acetil-p-D-glukozamina u ukupnoj molekulskoj masi 1,3-2,1 kDa [8]. Poseduje jedan disulfidni
most izmedu ostataka cisteina na pozicijama 73 1 120 koji je izloZen rastvaracu, kao i tri

slobodne tiolne grupe u unutrasnjosti proteina [8].
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Slika 2.8. Struktura ovalbumina sa reaktivnom centralnom petljom u formi A) e-heliksa (PDB kod:
1UHG) i B) B-plocice (PDB kod: 1JTI).

Nativno stanje proteina opisuje se kao kombinacija a-heliksa (35%) i B-plocice (45%) [8, 115]. S
obzirom na visoku zastupljenost u prirodnom izvoru, ovalbumin ima veliku primenu u
istrazivanjima i biotehnologiji kao emulzifikator, geliraju¢i agens i kao matriks za in ovo

eksperimente koji in vitro simuliraju uslove visoke koncentracije proteina kakvi vladaju u ¢éeliji.

Superfamilija serpin proteina odlikuje se karakteristicnom konformacionom promenom koja ima
znacaj za njihovu inhibitornu funkciju. Stanje slobodnog inhibitora se smatra metastabilnim
stanjem, buduc¢i da tek nakon proteolize serin-proteazom dolazi do oslobadanja reaktivne
centralne petlje koja gradi interakcije sa centralnom B-plo¢icom ¢ime se postize stabilizacija
inhibitora i efikasnija inhibicija enzima [116]. lako ovalbumin nije inhibitor, ima strukturne

odlike ostalih serpin proteina ukljuuju¢i centralnu antiparalelnu B-ploficu sa pet nizova
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paralelnih osi molekula i reaktivnom centralnom petljom u formi a-heliksa (slika 2.8A). Kao
posledica ovako izuzetnih odlika u pogledu stabilnosti, ovalbumin se moze nac¢i u termostabilnoj
formi oznacenoj u literaturi kao S-OVA. Ova forma se detektuje u baznoj sredini i pokazano je

da poseduje region petlje insertovan u centralnu -plocicu (slika 2.8B) [117, 118].

Ovalbumin ima stabilni intermedijer i u Kiseloj sredini. Okarakterisan je kao standardni
intermedijer uvijanja/razvijanja — stopljena globula [119-121]. S obzirom na brzo formiranje
ovog intermedijera, ovalbumin je sklon formiranju amiloidnih fibrila. Buduéi da je visoko
zastupljen protein u svom prirodnom izvoru, jedan je od najzastupljenijin model sistema za
studije amiloidnog agregiranja. Publikovani su razli¢iti protokoli za dobijanje amiloidnih fibrila
ovalbumina od kojih neki podrazumevaju inkubiranje u neutralnim uslovima [8], ali najveci broj
studija prijavljuje izlaganje niskoj pH vrednosti od oko 2 i visokoj temperaturi tokom nekoliko
dana kao pogodne uslove za fibrilaciju [61, 122-124]. Studije pokazuju da je fibrilacija
ovalbumina efikasna bez obzira na redukciju disulfidnih mostova [8, 61, 125]. Amiloidni fibrili
ovalbumina su veoma dobro okarakterisani u pogledu kinetike formiranja [125], morfologije
fibrila koji nastaju [61] i delova peptidne sekvence koji predstavljaju jezgro za fibrilaciju [8]. U
pitanju su dva B-niza u strukturi nativnog ovalbumina (**MVLVNAIVFK' i 3*FLFCIK®®),
kao i deo jednog o-heliksa (**LAMVYL*) [8]. Proces fibrilacije je opisan kao veoma brz, bez
izraZene lag faze [125] $to je pored pomenute visoke zastupljenosti izdvaja ovalbumin kao model

sistem formiranja amiloidnih fibrila.
2.4.2. Lizozim

Lizozim (EC 3.2.1.17) je antimikrobni enzim sa N-acetilmuramid-glikanhidrolaznom aktivno$cu.
Katalizuje hidrolizu B-1,4-glikozidnih veza izmedu N-acetilmuraminske kiseline i N-acetil-D
glukozamina ¢ime $titi zivotinju od gram-pozitivnih bakterija [126]. Lizozim iz kokosjeg jajeta
(HEWL od eng. hen egg white lysozyme) ispoljava svoju zastitnu ulogu tokom embrionalnog
razvoja pileta. Globularan je protein mase 14,3 kDa, sa izuzetno visokom pl vredno$¢u od oko
11 (iako je teorijska 9,32) koja je posledica visoko zastupljenog arginina u aminokiselinskoj
sekvenci (8%) i velike perturbacije pKa vrednosti pojedina¢nih aminokiselinskih ostataka u
okviru 3D strukture [127]. Ima 4 disulfidna mosta u svojoj strukturi. Najveéi udeo sekundarih
struktura ¢ine a-heliksi (oko 40%), sa znacajnim udelom neuredenih regiona 1 malim udelom B-

plocice (12%) [126, 128]. Iako je odlika antiparalelne B-ploCice visoka stabilnost, f-domen
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lizozima je okarakterisan kao delimi¢no struktuiran u kiseloj sredini i zato podlozniji

narusavanju od a-domena [62].

Slika 2.9. Struktura lizozima (PDB kod: 194L).

Velika je raznolikost procedura za destabilizaciju 1 posledi¢no neuredeno ili uredeno agregiranje
lizozima. Pokazano je da lizozim ima dva karakteristicna konformaciona prelaza, pracena
povecanjem izlozenosti hidrofobnih povrsina, koja predstavljaju delimi¢no uvijena stanja [129].
Dok jedno od njih nastaje u kiseloj sredini na oko pH 2,6 i pokazuje promene u CD spektru,
drugo stanje koje nastaje u ekstremno baznoj sredini na pH oko 12,75 ima karakteristike
stopljene globule bez znacajnih promena u CD spektru [130, 131].

Nenativna forma lizozima ima veliku rastvorljivost, naroCito u kiseloj sredini, kao posledica
dominantnog pozitivnog naelektrisanja koje onemogucava agregiranje. Povecanje rastvorljivosti
povecava podloznost formiranju neuredenih intermedijera na putu formiranja amiloidnih fibrila.
Uslovi koji favorizuju amiloidno stanje variraju od ekstremno kiselih (pH oko 2) [4, 62, 132],
koji su zajednicki za veliki broj proteina razli¢itih osobina, do ekstremno alkalnih pH iznad 12

[131, 133, 134].

Prijavljene su varijacije pH i temperature inkubiranja sa potpuno razli¢itim efektom na
mehanizam fibrilacije [135]. Pokazano je u nekim studijama da u velikoj meri dolazi do
fragmentacije lizozima pri formiranju amiloida [97, 136], dok su druge studije pokazale da se

ovaj fenomen desava u daleko manjoj meri [137] ili u potpunosti izostaje [62].

Medu razli¢itim protokolima fibrilacije su i inkubiranje u prisustvu visoke koncentracije etanola

ili haotropnog agensa [138]. Nenativne forme lizozima pokazuju rastvorljivost u rastvoru etanola
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sve do 90% koncentracije [139] dok vecina proteina biva kvantitativno isprecipitirana u rastvoru
etanola koncentracije iznad 60% bez obzira na konformaciju polipeptidne ki¢me. Makroskopska
precipitacija lizozima u 90% rastvoru etanola ne deSava se danima cak ni pri Visokoj

koncentraciji proteina [140].

Pokazano je da sinteticki peptid koji u nativnoj formi zauzima strukturu antiparalelne B-plocice
(sekvence “GYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRN®Y) formira fibrile u visokom prinosu [62].
Bez obzira na uslove, fibrilacija lizozima se pokazala kao spor proces sa dugom lag fazom [62,
140-142]. Vreme fibrilacije koje iznosi i do dva meseca [142] Cini lizozim dobrim model

sistemom za ispitivanje karakteristika intermedijernih stanja [97].

2.5. Model sistemi za ispitivanje potencijala fibrilacije
2.5.1. Proteoliti¢ki enzimi

Proteoliticki enzimi (proteaze, peptidaze) pokazuju izuzetnu raznolikost u zivom svetu. Znacaj
peptidne veze [143]. Proteoliticki enzimi su nezamenljiv deo industrije hrane, pica,
farmaceutskih proizvoda i deterdzenata sa oko 60% ukupne svetske proizvodnje enzima [144].

Brojne su fizioloske uloge proteolitickih enzima biljaka koje ukljucuju kako regulatorne tako i
odbrambene funkcije [145]. Pored znacajne uloge peptidaza u mobilizaciji proteinskih resursa u
¢eliji, neophodna je zastita celijskih proteina Koji obavljaju razli¢ite esencijalne uloge od
proteoliticke degradacije. Ovo je obezbedeno visokom selektivno$cu i1 regulacijom proteolitickih
enzima. Selektivnost i slozena regulacija su delimi¢an odgovor na pitanje zasto je evolucija
proizvela tako veliki broj biokatalizatora koji katalizuju istu hemijsku reakciju. Pored razlike u
specifi¢nosti koju donosi tako veliki broj enzima, neophodno je istaci i razlike koje omogucavaju
funkcionisanje u razlicitim uslovima (pH, temperatura, subcelijska/vancelijska lokalizacija).
Procesi proteolize zahtevaju postojanje pouzdanih i finih mehanizama kontrole koji pruzaju

maksimalnu efikasnost, visoku selektivnost, ali i stabilnost [143].

Prema tradicionalnoj podeli, proteoliticki enzimi se dele na osnovu mehanizma katalize na
aspartat, cistein, glutamat, serin, treonin-peptidaze, metaloproteinaze i peptidaze nepoznatog tipa

katalize. Roulings je sa saradnicima devedesetih godina proslog veka kreirao MEROPS bazu
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podataka o proteolitickim enzimima u kojoj su peptidaze klasifikovane na osnovu evolutivnog
porekla, odnosno na osnovu sli¢nosti aminokiselinskih sekvenci. Kategorije na osnovu kojih je
izvrSeno klasifikovanje peptidaza ukljucuju tipove, familije 1 klanove definisane na osnovu

razli¢itog stepena homologije [146].

Cistein-proteaze su enzimi koji u aktivnom centru imaju kataliticki ostatak cisteina. Ova
heterogena grupa proteina razli¢itih strukturnih karakteristika i raznolikog porekla karakterise se
prisustvom kataliticke dijade ili trijade. Nazastupljenija familija je papainska familija C1 cistein-
organizmima, od virusa do viSih eukariota. Kalpaini su familija cistein-proteaza koja deli neke
zajednicke karakteristike sa papainom pa su stoga svrstani zajedno u klan CA. Filogenetska
analiza pokazuje da je raznovrsnost proteina u okviru ovog klana posledica visestruke
duplikacije gena od kojih su se neke desile rano tokom evolutivne istorije eukariota [147].
Gotovo svi proteini CA klana pripadaju eukariotima osim bakulovirusne cistein-proteaze i PL
proteaze SARS-CoV familije virusa [148]. Eukariotske proteaze nalik papainu dele se u nekoliko
evolutivnih grupa. Jedan od vaznih parametara na osnovu kojih se ovi enzimi svrstavaju u

posebne evolutivne grupe jeste raspored disulfidnih mostova [149].

2.5.2. Papain: cistein-proteaza papaje

Papain (EC 3.4.22.2) je najbolje izuceni predstavnik familije C1, klana CA cistein-proteaza.
Prirodno se nalazi u lateksu i u plodu papaje (Carica papaya). U aktivnom centru poseduje
kataliticku trijadu, sa cisteinom koji zahteva redukujce uslove kako bi enzim bio u potpunosti
aktivan s obzirom na podloznost oksidaciji i gradenju intrermolekulskog disulfidnog mosta.
Papain ima molekulsku masu od 23 429 Da u svojoj zreloj formi od 212 aminokiselina s obzirom
da se sintetiSe u formi zimogena iz kog se odseca propeptid i signalna sekvenca. Enzim je bazan
sa pl vrednos¢u 8,75. Stabilizovan je postojanjem 4 disulfidna mosta [150].

U strukturi papaina uocavaju se dva domena. N-terminalni domen je a-helikoidan, dok je C-
terminalni domen po strukturi antiparalelna B-plo¢ica. Udeo ove dve sekundarne strukture iznosi
26% (a-heliks), odnosno 25% (B-plocica), dok je ostatak proteina pretezno u formi neuredenog

niza koji je zastupljen sa 42% [151].
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Slika 2.10. Struktura papaina (PDB kod: 1BP4).

Ispitivanja stabilnosti papaina pokazala su vecu stabilnost f-domena ¢ija se struktura naruSava u
daleko ekstremnijim uslovima u odnosu na a-domen [37, 152]. Bez obzira na stabilnost [-
domena, sa delimi¢nim naruSavanjem strukture u pogledu gubitka o-heliksa, enzim gubi
aktivnost [152]. Objasnjenja strukturnih promena prilikom denaturacije papaina i razlike u
stabilnosti dva [37, 152], rasvetlela su ve¢ dugo poznato svojsto papaina da pokazuje rezistenciju
na natrijum dodecil-sulfat (SDS od eng. sodium dodecyl sulfate) i da se potpuna denaturacija u
prisustvu SDS desava tek pri izuzetno visokim temperaturama. Kao posledica rezistencije na
SDS, mobilnost proteina u SDS-PAGE ne odgovara molekulskoj masi ukoliko se uzorak ne
zagreva na temperaturi bliskoj 100°C [152]. Istrazivanje sprovedeno na velikom broju proteina
pokazalo je sli¢no ponaSanje kod viSe proteaza koje je korelirano sa rezistencijom istih proteina
na proteolizu [152]. Zaklju¢eno je da su u pitanju kineticki inertni proteini, te da je njihova
rezistencija na razne destabilizuju¢e faktore posledica kineticke, pre nego termodinamicke
stabilizacije. Ovaj oblik stabilizacije ogleda se u visokoj vrednosti energije aktivacije za
narusavanje nativnog stanja i prevodenje u denaturisano, $to se ogleda i u visokoj temperaturi
topljenja (Tm vrednosti) koja iznosi 83°C [153]. PredloZeno je da ovaj vid stabilizacije proteina
predstavlja vid evolutivne zaStite za sekvence koje su u velikoj meri podlozne formiranju
osobine ¢ine papain interesantnim model sistemom za ispitivanje puteva amiloidnog agregiranja,

ali do sada tendencija formiranja amiloida od papaina nije prijavljena u literaturi.
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2.5.3. Ficini: cistein-proteaze lateksa smokve

Lateks je mlecna tecnost koju proizvode laticiferi, specijalizovane mlecne Celije kod 10%
cvetnica. Zajednicka odlika lateksa razli¢itih biljaka je prisustvo velikog broja sekundarnih
metabolita. Lateks smokve (Ficus carica, varijetet Brown Turkey) bogat je cis-1,4-
poliizoprenom, proteinima, alkaloidima, terpenoidima, taninima i sterolima [154]. Sve ove
komponente Cine lateks primarnim oblikom zastite mladih delova biljke od povrede [154].
Biohemijsku zastitu pruza veliki broj enzima ukljucujuci proteaze, oksidaze, glukozidaze,
fosfataze [154, 155], hitinaze [156] i kolagenaze [157]. S obzirom na bogatstvo cistein-
proteazama i drugim enzimima, lateks smokve ima dugu tradiciju upotrebe u tradicionalnoj

medicini.

Dominantni proteini lateksa smokve su cistein-proteaze sa zajednickim nazivom ficin (EC
3.4.22.3). Ovi enzimi pripadaju C1 familiji cistein-proteaza i funkcionalno su bliski papainu iz
lateksa papaje 1 bromelainu iz ananasa. Biljne proteaze iz ove familije imaju fizioloske uloge u
odbrani od herbivornih insekata i fitopatogena [158]. Analiza proteinskog sastava ove grupacije
proteina ukazuje na veliki broj izoformi ficina. Vecina radova prijavljuje postojanje oko 5
izoformi na osnovu broja razlicitih pikova u jonoizmenjivackoj hromatografiji [159-161] koja se
koristi u pokuSajma razdvajanja izoformi vise od 50 godina [162]. Poteskoce prilikom
razdvajanja i identifikacije izoformi posledica su razli¢itog profila ekspresije ficina tokom
perioda zrenja [66], autolize [161] i genomskih/sekvencijalnih razlika izmedu razli¢itih varijeteta
i kultivara [163]. Iako su ficinske izoforme uocene pre vise od 100 godina, nisu odvojeno
kristalizovane sve do 2015. godine [164, 165]. Danas su publikovane 4 strukture ficinskih
izoformi oznacenih kao ficin A (PDB kod: 4YYQ), ficin B (u dve kristalne forme sa PDB
kodovima: 4YYR i 4YYYS), ficin C (u dve kristalne forme sa PDB kodovima: 4YYU i4YYV) i
ficin D (PDB kod: 4YYW) sa molekulskim masama u opsegu 23848,1-24454,8 Da i pl
vrednostima 4,87-8,94. Tercijarne strukture ovih enzima u velikoj meri se podudaraju sa
tercijarnom strukturom papaina. Odlikuju ih prisustvo istih strukturnihn domena i gotovo
identi¢ne raspodele sekundarnih struktura [164, 165]. Za ove 4 ficinske izoforme publikovane su
I male razlike u osetljivosti na seriju standardnih inhibitora cistein-proteaza [159]. Novije
transkriptomske studije pak pokazuju da je ukupan broj eksprimiranih ficinskih izoformi mnogo

ve¢i od broja predlozenog na osnovu ispitivanja proteinskog sastava [166]. Rezultati analize
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proteoma i transkriptoma lateksa smokve se pojavljuju u poslednje tri godine i potvrduju razliku

u ekspresiji ficina izmedu razli¢itih stadijuma zrenja [167] i izmedu razli¢itih organa mlade

biljke [166].

Ficin, papain i aktinidin, pripadnici iste familije cistein-proteaza su $iroko upotrebljavani u
razli¢itim industrijskim procesima poput prerade mesa, proizvodnje sira [168] , prerade Zitarica
[169], pa sve do primene papaina za hidrolizu antitela u istrazivacke svrhe. Papain je predloZen i
kao pogodan enzim za primene u industriji alkoholnih pi¢a za stabilizaciju vina i prevenciju

zamucenja usled formiranja proteinskih agregata [170].

Papain i ficin imaju istu katalitiCku trijadu cistein-proteaza i dele mehanizam katalize [171].
Mnoge osobine u pogledu funkcije, ukljucujuci transpeptidaznu i esteraznu aktivnost i aktivaciju
redukcionim sredstvima, zajedni¢ke su za ficin i papain [172, 173]. Razlike koje su uocene
izmedu ovih proteina odnose se na supstratnu specifi¢nost [152] usled razlike u aminokiselinama
koje okruzuju supstrat-vezuju¢e mesto [171]. | u pogledu stabilnosti pokazano je da su oba
enzima podlozna denaturaciji na pH vrednostima ispod 3 sa dobro opisanim stanjem stopljene
globule koje se u kiseloj sredini formira [174, 175]. S obzirom na veliku sli¢nost u pogledu
strukture i aktivnosti papaina i ficina, komparativna analiza ova dva model sistema u ovoj studiji
pruza uvid u razlike u amiloidnom agregiranju usled diverziteta sekvenci u slu¢aju ficina,

naspram uniformne sekvence jednog polipeptida u sluc¢aju papaina.
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3. CILJEVI

Kako amiloidni fibrili mogu nastati od razliitih proteina koji se kod amiloidnih plaka mogu naéi i u
heterogenoj smesi, za razumevanje ovih procesa neophodna su istrazivanja tendencije raznovrsnih
peptidnih sekvenci za formiranje amiloidnih agregata, kao i detaljna analiza strukturnih promena na putu
fibrilacije. Izucavanje tendencije peptida razlicitih svojstava za formiranje amiloidnih agregata od velikog
je znafaja za razumevanje amiloidogeneze, kako u in vivo uslovima relevantnim za patogenezu
neurodegenerativnih oboljenja, tako i u in vitro uslovima primenjenim za dobijanje amiloidnih
nanomaterijala. Glavni cilj ove disertacije je stoga ispitivanje uticaja diverziteta peptidnih sekvenci na
amiloidno agregiranje proteina. Kao model sistemi koriS¢eni su rezervni i zastitni proteini kokoSjeg jajeta
— ovalbumin i lizozim, kao i enzimi iz grupe cistein-proteaza papaje i smokve — papain i ficin. Za

postizanje opsteg cilja ove studije postavljeno je nekoliko specifi¢nih ciljeva.
1. 1zolovanje proteinskih model sistema i njihova karakterizacija

Prvi cilj je bio izolovanje proteina iz prirodnih izvora ili komercijalnih preparata, izuzev lizozima

koji je koris¢en kao komercijalni &ist protein (Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka):
a) Precis¢avanje ovalbumina iz kokosjeg jajeta (G. gallus) taloznim metodama,

b) Precis¢avanje papaina iz komercijalnog preparata papaje (C. papaya) jonoizmenjivackom

hromatografijom,

¢) Priprema smeSe izoformi ficina iz lateksa smokve (F. carica), razdvajanje izoformi i njihova

karakterizacija u pogledu strukture i stabilnosti.
2. Optimizovanje postupka za formiranje amiloidnih fibrila

Za ostvarivanje daljih specifiénih ciljeva, bilo je neophodno optimizovanje procedura za
formiranje zrelih amiloidnih fibrila i oligomernih intermedijera od koris¢enih model sistema. Za

uspostavljanje adekvatnih modela postavljeni su ciljevi:

a) Razvijanje protokola za brzu fibrilaciju ovalbumina za ispitivanje strukturnih svojstava zrelih

amiloidnih fibrila,

b) Razvijanje protokola za sporu fibrilaciju lizozima za ispitivanje strukturnih svojstava

amiloidnih oligomera i zrelih fibrila.
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3. Mapiranije finih strukturnih promena zrelih fibrila i amiloidnih oligomera infracrvenom

spektroskopijom

Za ispitivanje procesa fibrilacije brzo i sporo-fibriliraju¢ih proteina, kao jedan od ciljeva
postavljeno je detaljno ispitivanje promena u sadrzaju sekundarnih struktura u razli¢itim fazama
formiranja amiloidnih fibrila ovalbumina i lizozima primenom metode dekonvolucije

infracrvenih spektara proteina.
4. Optimizovanje metodologije za pracenje formiranja amiloidnih agregata

Po uspostavljanju model sistema brzo i sporo-fibriliraju¢ih proteina, cilj ove studije bio je
uspostavljanje metodologije pogodne za pretragu uslova za amiloidno agregiranje, ispitivanje
strukturnih promena na putu fibrilacije i jednostavnu i pouzdanu detekciju amiloidnih fibrila i
oligomernih intermedijera znacajnih u dijagnosticke svrhe. S obzirom na veliku specificnost
infracrvene spektroskopije u diskriminisanju izmedu razli¢itih sekundarnih struktura, ukljucujuci
i razlic¢ite forme B-plocica, glavni metodoloski cilj je ispitivanje potencijala ATR-FTIR metode
za brzo, ekonomicno i efikasno kvalitativno i kvantitativno prac¢enje formiranja amiloidnih

oligomera i zrelih fibrila simultanom analizom Amidnog I, Amidnog Il i Amidnog Il regiona.
5. Komparativna stabilnost papaina i smese ficina

Sa pretragom uslova za fibrilaciju papaina i smese ficina kao glavnim ciljem, ispitivana je

komparativna stabilnost ova dva model sistema kroz nekoliko definisanih ciljeva:

a) Ispitivanje inaktivacije papaina i smeSe ficina usled gubitka stabilnosti na razli¢itim pH

vrednostima,
b) Ispitivanje kinetike inaktivacije papaina i smeSe ficina,

c) Ispitivanje promene aktivnosti i strukture papaina i smeSe ficina na niskim temperaturama, u

kiseloj sredini i u prisustvu etanola kao destabilizatora,

d) Ispitivanje podloznosti papaina i smese ficina denaturaciji ureom.
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6. Ispitivanje uslova za amiloidno agregiranje papaina i smese ficina

Kako su glavni ciljevi ove studije ispitivanje tendencije formiranja amiloidnih agregata razlicitih
proteina i utvrdivanje razlika u tendenciji formiranja amiloida u odnosu na diverzitet peptida u
smesi, jedan od ciljeva ove studije jeste pretraga uslova za amiloidno agregiranje papaina i ficina
i ispitivanje razlika u njihovoj tendenciji agregiranja s obzirom na razliku u pogledu
heterogenosti polipeptidnog sastava. Ovi model sistemi odabrani su s obzirom na ¢injenicu da je
papain pojedinacni polipeptid, dok je ficin smesa izoformi sli¢nih strukturnih karakteristika, te
stoga dobar model heterogene populacije peptida. Pored toga, papain i ficin pokazuju veliki
stepen homologije pa poredenje tendencije amiloidnog agregiranja ova dva model sistema pruza

mogucnost utvrdivanja uticaja samog diverziteta sekvenci na amiloidno agregiranje.
7. Ispitivanje potencijala amiloidnih fibrila za vezivanje metala

Ovalbumin, protein podlozan brzom formiranju amiloidnih fibrila, odabran je kao model sistem
za ispitivanje vezivanja jona teSkih metala za amiloide. Time je postavljen cilj ispitivanja
potencijala amiloidnih fibrila od prirodnih lako dostupnih proteina za pripremu membrana za

precis¢avanje otpadnih voda.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Reagensi i rastvori

Korisc¢eni reagensi: lizozim iz kokos$jeg jajeta, albumin govedeg seruma, kazein, L-cistein, L-
glicin, Coomassie brilliant blue R-250, Coomassie brilliant blue G-250, Tioflavin T, 8-
anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina, matriks SP-Sepharose, acetonitril za HPLC" proizvodaca
Sigma-Aldrich (Stajnhajm, Nemacka), proteinski marker proizvodada Thermo Scientific
(Rokford, SAD). Sve ostale hemikalije su komercijalni proizvodi p.a. Cistoce koriSéeni bez

daljeg preciscavanja.

4.2. 1zolovanje proteina

4.2.1. Izolovanje ovalbumina
4.2.1.1. Talozne metode za izolovanje ovalbumina iz jajeta

Ovalbumin iz belanceta kokosjeg jajeta izolovan je taloznim metodama. Belance je meSano 5
min i procedeno kroz troslojnu gazu. Globulini su talozeni pri 50% zasi¢enju amonijum-sulfata.
Po dodatku jednake zapremine zasiCenog rastvora amonijum-sulfata, precipitat je odvojen
centrifugiranjem 30 min na 5000 x g. Iz dobijenog supernatanta je precipitiran ovalbumin
podesavanjem pH 2 M siréetnom kiselinom do izoelektri¢ne tacke (pl) proteina koja iznosi 4,6.
Talog je odvojen centrifugiranjem 30 min na 5000 x g i resuspendovan u 50 mM Tris’-HClI
puferu pH 7. Za dodatno precis¢avanje postupak precipitacije na pl je ponovljen uz prethodno
dodavanje jednake zapremine zasi¢enog amonijum-sulfata koji pospesuje talozenje ovalbumina.

Dobijeni rastvor proteina je ¢uvan na —20°C.

4.2.1.2. Analiti¢ka reverzno-fazna hromatografija za ispitivanje ¢istoce proteina

Preparat ovalbumina analiziran je reverzno-faznom te¢nom hromatografijom visokih
performansi (RP-HPLC od eng. reverse-phase high performance liquid chromatography) na

Akta Purifier 10 sistemu (GE Healthcare, Upsala, Svedska). Koris¢ena je kolona Discovery BIO

! Te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC od eng. high performance liquid chromatography)
2 Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris)
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Wide Pore C5 dimenzija 10 cm x 4,6 mm, veli¢ine Cestica 5 um (Supelco, Belfont, SAD).
Koris¢eni su 0,1% rastvor trifluorsiréetne kiseline (rastvor A) i 90% acetonitril sa 0,1%
trifluorosiréetnom kiselinom (rastvor B). Za eluciju je koris¢en gradijent acetonitrila 0-90%.
Radni program za hromatografsko razdvajanje sadrzao je sledece korake i1 parametre:

protok 1 mL/min

ekvilibracija: 6 zapremina kolone (CV od eng. column volume)

nanoSenje uzorka: 1 mL

ispiranje nevezanih proteina 2 CV

veli¢ina frakcije: 0,5 mL

gradijent: 0-100% rastvora B, 10 CV

ispiranje kolone: 5 CV rastvora B

Elucija je pra¢ena merenjem apsorbancije na 215 i 280 nm, kao i pra¢enjem konduktiviteta.

4.2.2. 1zolovanje papaina
4.2.2.1. Ekstrakcija papaina

Papain je ekstrahovan iz komercijalnog liofilizovanog ekstrakta papaje (The British Drug House
Ltd, London, UK). Za ekstrakciju proteina iz 5 g suvog praha koris¢eno je 100 mL 100 mM Tris-
HCI pufera pH 8 sa 100 mM NaCl i 1 mM EDTA?® (pH 7,2 bez NaCl kod naknadnog
preciS¢avanja jonoizmenjivackom hromatografijom). Suspenzija je inkubirana 30 minuta nu
ledenom kupatilu uz mesanje na magnetnoj mesalici nakon ¢ega je centrifugirana 15 minuta na
4000 x g na 4°C. Bistri supernatant koncentracije proteina oko 20 mg/mL koriS¢en je u daljem
radu. Po potrebi je dodatno pre€iS¢avan jonoizmenjivackom ili kovalentnom hromatografijom u

cilju uklanjanja pigmenata, proteolitickih fragmenata 1 neaktivnog proteina.

4.2.2.2. Kovalentna hromatografija za preCis¢avanje papaina

Za dodatno preciScavanje ekstrakta papaina koris¢en je matriks Tiol-Sepharose 4B (GE
Healthcare, Upsala, Svedska) napakovan u kolonu dimenzija 1 x 10 cm. Za ekvilibraciju
matriksa koris¢en je 100 mM Tris-HCI pufer pH 8 sa 100 mM NaCl i 1 mM EDTA (20

* Etilendiamintetraacetat (EDTA)
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zapremina kolone) [37]. Po nanosSenju uzorka, istim puferom su isprani nevezani proteini (do
pada koncentracije proteina odredene Bredfordovom metodom na nulu) dok su vezani proteini

eluirani istim puferom sa dodatkom 10 mM L-cisteina.

4.2.2.3. PreciS¢avanje papaina jonoizmenjivackom hromatografijom

Nakon opisane ekstrakcije papaina, uzorak je pripremljen za jonoizmenjivacku hromatografiju
razblazivanjem 10 puta dejonizovanom vodom u cilju smanjenja jonske sile. Kao matriks
koris¢en je SP-Sephadex, katjonski izmenjivac¢ sa negativno naelektrisanim sulfopropil grupama.
Za bubrenje 6 g matriksa koris¢eno je 50 mL 100 mM Tris-HCI pufera pH 7,2 sa 1 mM EDTA
zagrejanog na 50°C. Nakon bubrenja, matriks je ispiran 10 mM Tris-HCI puferom pH 7,2 sa 10
mM NacCl do potpune ekvilibracije. Za matriks je vezan razblazeni ekstrakt uz blago muckanje.
Nakon 30 minuta inkubiranja, nevezani proteini su ispirani 5 puta zapreminom jednakom
zapremini matriksa, do negativnog Bredfordovog testa na prisustvo proteina. Vezani proteini su
eluirani 10 mM Tris-HCI puferom pH 7,2 sa 0,5 M NacCl u tri frakcije jednake zapremini kolone.
Spojene frakcije vezanih proteina koncentrovane su do koncentracije proteina 15 mg/mL.

4.2.3. 1zolovanje ficina
4.2.3.1. Prikupljanje i obrada lateksa smokve — izolovanje ficina

Smesa ficina iz koje su izolovane pojedinac¢ne izoforme dobijena je iz lakteksa smokve (Ficus
carica). Svez lateks je prikupljen po zasecanju ploda smokve u razli¢itim fazama zrenja, od 1.
maja do 15. avgusta. Stabla sa kojih je lateks prikupljan deo su privatne plantaze u Baru u Crnoj
Gori.

Lateks je neposredno pre upotrebe odmrzavan na 4°C i centrifugiran 45 min na 15000 x g na
temperaturi 4°C. Veliki deo mase poreklom od nerastvornih fragmenata ¢elija i polimerne gume
odvojen je centrifugiranjem, a supernatant je odmasScen petroletrom. Ektrakcija lipidnog
materijala petroletrom je ponovljena tri puta, svaki put sa dvostrukom zapreminom lateksa [157].
Po potrebi je za brze odvajanje faza emulzija centrifugirana 2 min na 15000 x g. Nakon
celokupnog postupka dobijena je bistra vodena frakcija lateksa visoke koncentracije proteina

(10-50 mg/mL) kori$¢ena kao smesa izoformi ficina i skladistena na -20°C do upotrebe. Sastav
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izoformi je ispitivan reverzno-faznom hromatografijom za sve uzorke lateksa prema protokolu iz
odeljka 4.2.1.2. Za preparativno razdvajanje izoformi jonoizmenjivackom hromatografijom
koris¢en je uzorak lateksa prikupljen sredinom juna. Uzorci lateksa prikupljenog tokom avgusta,
najbogatiji proteinima, koriS¢eni su prilikom izolovanja velike koli¢ine smeSe ficina za pracenje

promena i aktivnosti ficinskih izoformi u smesi.

4.2.3.2. Razdvajanje izoformi ficina jonoizmenjivackom hromatografijom

Izoforme ficina su razdvajane jonoizmenjivackom hromatografijom na matriksu SP-Sepharose.
Koriséena je kolona dimenzija 0,8 x 6 cm napakovana je sa 3 mL matriksa koji je ekvilibrisan sa
30 mM natrijum-citratnim puferom pH 5. Vodena frakcija lateksa razblazena je 10 puta istim
puferom nakon cega je 10 mL naneto na kolonu. Nevezani proteini ispirani su sa 5 zapremina
kolone pocetnog pufera. Vezani proteini eluirani su izmenom 30 mM natrijum-citratnih pufera
pH 5.0 rastu¢e koncentracije natrijum-hlorida (50, 100, 150, s200, 250, 400 mM). Zapremina
svakog od nanetih pufera bila je 50 mL, a sakupljane su frakcije zapremine 0,3 mL.
Koncentracija proteina u frakcijama merena je Bredfordovom metodom i iskoriS¢ena za

konstruisanje hromatograma. Vezane frakcije ispod pet najistaknutijih pikova su spojene.

4.2.3.3. Reverzno fazna hromatografija za razdvajanje izoformi ficina

Pored opisane analiticke metode (odeljak 4.2.1.2.) i za preparativno razdvajanje izoformi ficina
koris¢ena je RP-HPLC metoda u uslovima koji omoguéavaju oCuvanje enzimske aktivnost.
Izoforme su razdvojene na istoj koloni - Discovery BIO Wide Pore C5 (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) na Akta Purifier 10 sistemu (GE Healthcare, Upsala, Svedska). Uzorci vezanih frakcija sa
jonoizmenjivacke hromatografije razblazeni su 10 puta 10 mM rastvorom amonijum-acetata pre
nanoSenja na kolonu. Radni program za hromatografsko razdvajanje sadrzao je slede¢e korake i
parametre:

protok 1 mL/min

ekvilibracija: 5 CV

nanosenje uzorka: 1 mL

ispiranje nevezanih proteina 2 CV

veli¢ina frakcije: 0,5 mL
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gradijent: 0-100% rastvora B, 10 CV

ispiranje kolone: 7 CV rastvora B

Kao rastvor A koris¢en je 25 mM rastvor amonijum-acetata, a kao rastvor B 70% acetonitril sa
25 mM amonijum-acetatom. Za razdvajanje je koris¢en gradijent acetonitrila (0-70%) u duzini
od 10 zapremina kolone. Prikupljane frakcije su uparavane neposredno nakon hromatografskog
razdvajanja koriS¢enjem vakuum uparivaca Thermo Savant DNA120 SpeedVac Concentrator
(Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD). Uzorci su resuspendovani u 0,1 mL 30 mM citratnog

pufera pH 5 i pripremani za elektroforetsku analizu.

4.2.3.4. Tripsinsko mapiranje metodom otiska prsta (TMF) za identifikaciju izoformi

Frakcije ficina sa jonoizmenjivacke hromatografije podvrgnute su tripsinskom mapiranju
masenom spektrometrijom u cilju detekcije izoformi. Frakcije ispod pojedina¢nih pikova
analizirane su SDS PAG elektroforezom. PreciS¢ena izoforma obelezena kao frakcija V isecena
je iz gela i inkubirana sa 24 sata na 37°C sa 0,001% rastvorom tripsina za masenu spektrometriju
(Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka) u 100 mM amonijum-bikarbonatnom puferu pH 8.
Peptidni fragmenti su dodatno ekstrahovani iz gela inkubiranjem 30 minuta na 37°C sa 50 mL
50% acetonitrila sa 0,1% trifluorosiretnom kiselinom. Rastvara¢ je uklonjen uparavanjem
pomoc¢u vakuum uparivaca Thermo Savant DNA120 SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher
Scietific, Valtam, SAD). Peptidi su razdvojeni reverzno-faznom hromatografijom (RP-HPLC) na
C-18 koloni (RR HT, 1,8 um, 4,6 x 50 mm) kuplovanoj sa Zorbax Eclipse XDB-C18,
instaliranoj na 1200 series HPLC sistem (Agilent Technologies, Santa Klara, SAD). Razdvajanje
je uradeno pri segmentiranom gradijentu (5—95% acetonitril 10 min pa 95% acetonitril 5 min).
Svi rastvori su sadrzali 0,2% mravlje kiseline. Koris¢en je maseni spektrometar 6210 Time-of-
Flight (TOF) LC-MS* system (G1969A, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD) u pozitivnom
rezimu elektron-sprej jonizacije (ESI, od eng. electron spray ionization) sa naponom na vrhu
kapilare od 4000 V, naponom fragmentora 200 V i opsegom masa 100-300 m/z. Mase peptida su
pretrazene naspram sekvenci transkriptoma smokve iz NCBI baze podataka koris¢enjem softvera

Protein Prospector v 6.2.2 (Univerzitet u Kaliforniji, San Francisko, SAD).

* Tegna hromatografija — masena spektrometrija (LC-MS od eng. liquid chromatography — mass spectrometry)
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4.2.3.5. Modelovanje 3D strukture

Trodimenzionalna struktura ficina 1¢ modelovana je koriS¢enjem softvera Phyre 2.0 Server
(Imperial College, London, UK) na osnovu sekvence 214 aminokiselina dugog zrelog proteina.
Softverski su odabrani srodni proteini iz baze podataka Protein Data Bank (PDB) kao template,
medu kojima su bili papain, karikain, ficin A i ficin D. Na principima hereustike, struktura ficina
Ic je modelovana na osnovu templata, uporedivanja sekvenci, procenta identi¢nosti medu njima,

kao i poravnavanja [176].
4.3. Destabilizacija proteina i formiranje amiloida

4.3.1. Destabilizacija ovalbumina i formiranje amiloidnih fibrila

Ovalbumin izolovan taloZznim metodama i rastvoren u 50 mM Tris-HCI puferu pH 8, preveden je
u rastvor HCI pH 2. Za manje zapremine uzorka ovo je uradeno na Sephadex G-25 ili Biogel P6
koloni. Kolone sa oba matriksa bile su zapremine 6 mL, ekvilibrisane rastvorom HCI pH 2.
Nanosena je ukupna zapremina od 1 mL uzorka proteina. Na osnovu prethodne kalibracije
plavim dekstranom, zapremina od 2 mL elucionog sredstva je propustena, a zatim su prikupljane
frakcije zapremine 0,1 mL u kojima je testirana koncentracija proteina Bredfordovim reagensom

na osnovu ¢ega su frakcije spajane.

U slucaju izmene rastvora dijalizom, uzorak proteina je dijalizovan naspram dejonizovane vode
(1000 puta vece zapremine) dva puta po sat vremena na sobnoj temperaturi u cilju uklanjanja
velike koli¢ine soli, nakon ¢ega je dijalizovan 2 sata naspram 1000 puta vece zapremine rastvora

HCI pH 2.

Fibrili ovalbumina pripremani su inkubiranjem uzorka proteina koncentracije 6 mg/mL [125] u
rastvoru HCI pH 2 [121, 124] u zapremii od 1 ili 1,5 mL u ependorf tubama na 90°C u
termobloku BioSan CH-100 (BioSan, Riga, Letonija) 24 h ili 5 dana. Tokom inkubacionog
perioda izdvajani su alikvoti u razli¢itim vremenskim intervalima (0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 and
24 h) za testiranje biohemijskih i biofiziCkih karakteristika proteina i pra¢enje formiranja

amiloidnih fibrila.
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4.3.2. Destabilizacija lizozima iz kokoSjeg jajeta i formiranje amiloida

Komercijalni prah lizozima rastvoren je u MiliQ vodi u koncentraciji 60 mg/mL. Rastvor je
razblazen dodatkom apsolutnog etanola do finalne koncentracije 90% (V/V) pri ¢emu je
postignuta koncentracija proteina od 6 mg/mL. Rastvor je inkubiran na sobnoj temperaturi uz
blago meSanje na magnetnoj mesalici tokom 60 dana. Manje zapremine uzoraka inkubirane su u
ependorf tubama uz meSanje na magnetnoj mesalici opremljenoj rotacionom ploc¢om. Tokom
prva 4 dana inkubiranja izdvajani su alikvoti (nakon 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96

h) za biohemijske i biofizicke analize oliugomernih stanja.

4.3.3. Destabilizacija papaina i ficina u kiseloj sredini i u prisustvu niske koncentracije
etanola

Uzorci papaina i1 ficina u koncentraciji 0,3 mg/mL pripremani su razblazivanjem uzoraka
koncentracije proteina 10 mg/mL u 50 mM Tris-HCI puferu pH 8 50 mM natrijum-tartaratnim
puferom pH 3,2. Pripremani su uzorci bez etanola, sa 5% i 12% etanola i inkubirani na 4°C.
Tokom inkubacionog perioda alikvoti su izdvajani nakon 5, 24, 48, 96, 168, 264, 360, 528 sati. U
ovim alikvotima je odredena opSta proteoliticka aktivnost naspram kazeina kao supstrata
(odeljak 4.4.3.2). Za svaki uzorak pripremana je odgovaraju¢a kontrola sa adekvatnom
koncentracijom etanola. Set analognih alikvota sa istim sadrzajem etanola analiziran je u istim
vremenskim ta¢kama infracrvenom spektroskopijom (odeljak 4.7.1). Ovi uzorci su umesto u
natrijum-tartarathnom puferu pripremani u rastvoru HClI pH 3,2 zbog interferiranja signala

tartarata sa signalima proteina u Amidnom | regionu.

4.3.4. Destabilizacija papaina i ficina u kiseloj sredini i u prisustvu visoke koncentracije

etanola uz predtretman ureom

Uzorci papaina i smese ficina koncentracije 24 mg/mL rastvoreni u 100 mM Tris-HCI puferu pH
8 dijalizovani su naspram rastvora HCI pH 3 dva sata u cilju izmene rastvaraca. U dijalizovani
rastvor dodata je urea do finalne koncentracije 8 M uz podeSavanje koncentracije proteina na 6
mg/mL. Uzorci su inkubirani u prisustvu uree preko no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon 16 h urea
je uklonjena dvostrukom dijalizom u trajanju od po sat vremena naspram 200 puta vece

zapremine rastvora HCI pH 3. Po uklanjanju uree, rastvori proteina su skoncentrovani na
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ultrafiltracionim ¢elijama za centrifugiranje sa veli¢inom pora 3000 Da do koncentracije 6
mg/mL. Deo rastvora je dodatno skoncentrovan 10 x nakon cega je dodat etanol do 90%
koncentracije. Finalno je u rastvore zapremine 1 mL dodato 26 pL B-merkaptoetanola do
koncentracije 355 mM odnosno rastvor HCI pH 3 u jednakoj zapremini u uzorke Koji su
inkubirani u neredukuju¢im uslovima. Svi uzorci su inkubirani 24 h na sobnoj temperaturi, a
alikvoti su izdvajani nakon 1, 2, 4 h i ¢uvani na -20°C do prikupljanja i analize svih uzroaka

merenjem ThT fluorescencije i snimanjem ATR-FTIR spektara.

4.4. Analiticke metode za karakterizaciju proteinskih preparata

4.4.1. Metode za odredivanje koncentracije proteina
4.4.1.1. Bredfordova metoda

Koncentracija proteina odredivana je Bredfordovom metodom [177] uz koris¢enje albumina
govedeg seruma (BSA od eng. bovine serum albumin) za pripremu standardnih rastvora.

Rastvori kori$¢eni za izvodenje Bredfordove metode su:
1. Bredfordov reagens: 0,125% (m/V) CBB G-250, 19% (V/V) etanol, 42,5% fosforna kiselina,

2. Standardni rastvori BSA: pripremani u koncentracijama iz tabele 4.1 od polaznog rastvora

BSA koncentracije 1 mg/mL.

Bredfordov reagens je pripreman u etanolu uz mesanje i naknadno dodavanje vode i fosforne
kiseline nakon potpunog rastvaranja. Pripremljen reagens je pre upotrebe razblaZivan pet puta
dejonizovanom vodom i filtriran kroz standardni filter papir. Za odredivanje koncentracije
koris¢ene su dve metode, makro metoda za koncentracije u opsegu 0,1-1 mg/mL u Kkojoj je
odmeravano 5 pL uzorka i 200 pL Bredfordovog reagensa, i mikro metoda za opseg
koncentracija 0,01-0,1 mg/mL u kojoj je odmeravano 20 pL uzorka i 200 pL reagensa u bunare
mikrotitar plo¢ice. Nakon 5 minuta inkubiranja merena je apsorbancija na talasnoj duzini 620 nm
koris¢enjem citaca za mikrotitar plo¢ice LKB Micro plate reader 5060-006 (GDV, Rim, ltalija).
Slepa proba je pripremana meSanjem 5, odnosno 20 pL. dejonizovane vode sa 200 pL reagensa.

Svako merenje, ukljucujuci slepe probe i standardne rastvore, uradeno je u triplikatu.
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Tabela 4.1. Koncentracije standardnih rastvora BSA za Bredfordovu metodu.

Makro metoda (mg/mL) | Mikro metoda (mg/mL)
0,10 0,010
0,25 0,025
0,50 0,050
0,75 0,075
1,00 0,100

4.4.1.2. Biuretska metoda
Rastvori koris¢eni za odredivanje koncentracije proteina biuretskom metodom su:

1. Biuretski reagens: 0,3% (m/V) bakar-sulfat, 1,2% (m/V) natrijum kalijum-tartarat, 6% (m/V)

natrijum-hidroksid,
2. Standardni rastvori BSA koncentracije 1, 2, 3, 4 i 5 mg/mL.

Uzorci u zapremini od 0,5 mL mesSani su sa 2,5 mL biuretskog reagensa. Nakon 20-30 minuta u
mraku merena je apsorbancija na 540 nm koriS¢enjem uniSPEC 2 spektrofotometra (Lab
Logistics Group GmbH, Mekenhajm, Nemacka). Kao slepa proba koriS¢ena je dejonizovana
voda. Linearnom regresijom dobijena je kalibraciona prava kao zavisnost apsorbancije od

koncentracije proteina.
4.4.2. Elektroforetske metode

Elektroforeze su radene na sistemima za horizontalnu elektroforezu Hoefer mighty small SE 245
(Hoefer, Holiston, SAD) i Biostep Gel Electrophoresis Tank Vertical GVV202 (Burkhartsdorf,

Nemacka) po originalnoj Lemlijevoj proceduri [178].

4.4.2.1. Natrijum-dodecil sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS PAGE)

Za pripremu gelova, uzoraka i izvodenje SDS PAGE pripremljeni su sledeci rastvori:

1. Monomerni rastvor: smeSa akrilamida i bisakrilamida u kojoj je zbirna koncentracija ovih
supstanci 30%, a 2,7% ukupne mase ¢ini bisakrilamid,

2. Pufer za gel za razdvajanje: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8,

3. Pufer za gel za koncentrovanje: 0,5 M Tris-HCI pH 6,8,
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4. Rastvor detergent: 10% (m/V) SDS,

5. Inicijator polimerizacije: 10% (m/V) amonijum-persulfat (APS),

6. Rastvor za nadslojavanje: n-butanol zasi¢en vodom,

7. Pufer za pripremu uzoraka 5x koncentrovan: 0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 50% (V/V) glicerol,
10% (m/V) SDS, 0,1% (m/V) brom fenol plavo, 25% (V/V) B-merkaptoetanol,

8. Pufer za elektroforezu: 0,025 M Tris-HCI pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1% SDS.

Za razdvajanje je koris¢en 10% gel za razdvajanje i 4% gel za koncentrovanje koji su pripremani

od navedenih komponenti prema protokolima prikazanim u tabelama 4.6 i 4.7.

Tabela 4.6. Sastav SDS poliakrilamidnih gelova pripremanih za elektroforezu na Biostep Gel

Electrophoresis Tank Vertical GV202.

Komponente 10% gel za razdvajanje | 4% gel za koncentrovanje
AA 2 mL 0,4 mL
Tris-HCI pH 8,8 1,25 mL -
Tris-HCI pH 6,8 - 0,75 mL
Voda 1,65 mL 1,8 mL
TEMED? 2,5 uL 1,5 pL
SDS 50 pL 30 pL
APS 25 pL 15 pL
Finalna zapremina 5SmL 3mL

Tabela 4.7. Sastav SDS poliakrilamidnih gelova pripremanih za elektroforezu na Hoefer mighty

small sistemu.
Komponente | 10% gel za razdvajanje | 4% gel za koncentrovanje
AA 4,8 mL 0,8 mL
Tris-HCI pH 8,8 3mL -
Tris-HCI pH 6,8 - 1,5 mL
Voda 4 mL 3,6 mL
TEMED 6 uL 3L
SDS 120 pL 60 pL
APS 60 pL 30 puL

Izmedu staklenih ploca fiksiranih u nosa¢u sa distancerima (eng. spacer), debljine 0,75 mm
(Hoefer mighty small sistem) odnosno 1 mm (Biostep Gel Electrophoresis Tank Vertical
GV202), nalivani su rastvori za gelove za razdvajanje. Gelovi su nakon nalivanja nadslojeni

zasi¢enim rastvorom n-butanola. Po zavrSetku polimerizacije, gelovi su ispirani dejonizovanom

® Tetrametiletilendiamin (TEMED)
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vodom, osuseni i nadslojeni rastvorom gelova za koncentrovanje uz uranjanje “CeSlja” za
pripremu bunara za nanoSenje uzoraka. Nakon polimerizacije, formirani su bunari za nalivanje
uzoraka koji su ispirani dejonizovanom vodom. Sendvi¢ staklenih plo¢a izmedu kojih se nalazi
polimerizovan gel unoSen je u kadu za elektroforezu, nalivan pufer za elektroforezu u za to
predvidene odeljke kade. Mikro$pricom su nanoSeni uzorci u bunare. Uzorci su prethodno
pripremani meSanjem sa 5x koncentrovanim puferom za uzorke u odnosu 4:1. Po dodatku pufera
za uzorke na gelove na kojima su bojeni ukupni proteini, uzorci su inkubirani 10 min na 95°C.
NanoSena je zapremina od 20 do 60 pL uzoraka u bunare zavisno od koncentracije proteina.
Koncentrovanje proteina izvodeno je pri konstantnom naponu od 80 V. Pri prelasku uzoraka u
gel za razdvajanje, napon je povecavan na 120 - 200 V. Po zavrSetku elektroforeze, ploce su
razdvajane, gelovi ispirani dejonizovanom vodom i bojeni kako bi se detektovale proteinske

trake.
4.4.2.2. Detekcija proteinskih traka

Po zavrSetku elektroforetskog razdvajanja, proteinske trake su vizualizovane bojom Coomassie
Brilliant Blue (CBB). Prva faza u ovom postupku bojenja je fiksiranje proteina rasvorom 50%
(V/V) metanola i 10% (V/V) sir¢etne kisleine. Nakon 10 minuta inkubiranja u ovom rastvoru,
gel je inkubiran u 0,25% (m/V) rastvoru boje CBB u 50% (V/V) metanolu i 10% (V/V) siréetnoj
kiselini 15 minuta. Za obezbojavanje gela i kontrastiranje proteinskih traka koris¢en je rastvor za
fiksiranje izmenjen 2 puta uz inkubiranje 10 minuta. Za potpuno obezbojavanje pozadine gelovi

su inkubirani u rastvoru 7% (V/V) siréetne kiseline u kom su ¢uvani.
4.4.2.3. Zimogramska detekcija proteolitickih enzima

Za zimogramsku detekciju proteolitickih enzima uradena je zelatinska SDS PAG elektroforeza.
Rastvori su pripremani na isti nac¢in kao za klasi¢cnu SDS PAGE. Za pripremu gelova koris¢eni
su protokoli dati u tabelama 4.6 i 4.7, uz dodatak Zelatina do finalne koncentracije 0,1% (m/V)
kako bi se postigla kopolimerizacija sa Zelatinom. Ovaj procenat zelatina u gelu postignut je
odmeravanjem 0,3% (m/V) rastvora zelatina [179] u dejonizovanoj vodi umesto vode za
pripremu gelova za razdvajanje. Gelovi za koncentrovanje pripremani su na isti nac¢in kao za

klasicnu SDS PAGE. Uzorci su pripremani mesanjem u odnosu 4:1 sa puferom za pripremu
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uzoraka. Pre nanoSenja na gelove, inkubirani su 30 min na 60°C. Razdvajanje je radeno pri

konstantnoj jacini struje od 25 mA.

Za detekciju traka primenjivana je tehnika inverznog bojenja bojom CBB u kojoj se dobija plavo
obojenje gela sa zelatinom i prozirne trake koje ukazuju na proteoliticku aktivnost enzima iz
uzorka. Po zavrSetku elektroforetskog razdvajanja, gelovi su ispirani dejonizovanom vodom i
inkubirani preko no¢i (oko 16 h) u 50 mM Tris-HCI puferu pH 8 sa 20 mM L-cisteinom. Nakon

prekono¢nog inkubiranja, gelovi su obojeni CBB prema protokolu iz odeljka 4.4.2.2.
4.4.2.4. Denzitometrijska analiza elektroforetskih gelova

Gelovi su denzitometrijski analizirani korii¢enjem programa GelAnalyzer 19.1° sa opcijom
analize pojedinacnih traka. Za uporedivanje intenziteta pojedinacnih traka uzorci su nanoSeni na
gelove u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost intenziteta traka dobijenih

denzitometrijskom analizom triplikata.

4.4.3. Eseji sa odredivanje proteoliticke aktivnosti
4.4.3.1. Esej hidrolize sinteti¢kog supstrata BAPNA

Sinteti¢ki supstrat BAPNA (N-a-benzoil-D,L-arginin-4-nitroanilid) je kori§¢en za odredivanje
aktivnosti ficina 1 papaina. Reakcione smeSe su pripremane mesanjem 50 pL rastvora enzima
koncentracije 1 mg/mL sa 50 pL 100 mM Tris—HCI pufera pH 8,0 i 100 uL 2 mM rastvora
supstrata BAPNA u 100 mM Tris—HCI puferu pH 8 koji sadrzi 10 mM L-cistein i 5% (V/V)
dimetilsulfoksida (DMSQO) u bunarima mikrotitar ploCica. Inkubirane su 30 minuta na sobnoj
temperaturi nakon Cega su reakcije prekidane dodatkom 100 uL 50% (V/V) siréetne kiseline.
Apsorbancija oslobodenog p-nitroanilina merena je na 405 nm koris¢enjem uredaja LKB
Microplate reader 5060-006 (GDV, Rim, lItalija). Jedna jedinica enzimske aktivnosti definisana
je kao koli¢ina enzima koja oslodi 1 umol p-nitroanilina po minutu. Ekstinkcioni koeficijent

kori§¢en za odredivanje koncentracije p-nitroanilina iznosi 8800 M™cm™.

® www.gelanalyzer.com, Istvan Lazar Jr., PhD and Istvan Lazar Sr., PhD, CSc
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4.4.3.2. Kazeinoliticki esej

Za odredivanje kazeinoliticke aktivnosti papaina i ficina koriS¢eni su uzorci proteina kocentracije
0,1 mg/mL. Reakcione smese sadrzale su 50 pL rastvora enzima i 250 pL 0,65% (m/V) rastvora
kazeina u 100 mM Tris-HCI puferu pH 8 sa 10 mM L-cisteinom. Nakon 30 minuta inkubiranja
na 37°C, reakcije su zaustavljene dodatkom 100 pL 10% (m/V) trihlorsiréetne kiseline. StaloZeni
kazein odvojen je centrifugiranjem 15 minuta na 12000 x g. Apsorbancija supernatanta na 280
nm merena je na uniSPEC 2 spektrofotometru (Lab Logistics Group GmbH, Mekenhajm,
Nemacka). Sva merenja uradena su u triplikatu. Jedna arbitrarna jedinica kazeinoliti¢ke
aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima koja dovodi do poveéanja apsorbancije na 280 nm
za jednu jedinicu po minutu reakcije [157]. Specifi¢na aktivnost izraZena je kao broj arbitrarnih

jedinica po miligramu proteina u uzorku.

4.4.3.3. Zelatinoliti¢ki esej

Aktivnost izoformi ficina u hidrolizi Zzelatina merena je ninhidrinskom metodom [179].
Reakcione smese su pripremane mesanjem 10 pL uzorka proteina koncentracije oko 1 mg/mL sa
100 pL rastvora zelatina koncentracije 20 mg/mL u 100 mM Tris-HCI puferu pH 8. Nakon 5 h
inkubiranja na 37°C, reakcije su zaustavljane dodatkom 110 pL 20% (m/V) polietilen glikola
(PEG) 6000 i inkubiranjem 1 h na 4°C. SmeSe su nakon inkubiranja centrifugirane 30 min na
12000 x g na temperaturi 4°C. Pripreman je svez ninhidrinski rastvor koji sadrzi 2% (m/V)
ninhidrina, 50% (m/V) propilen-glikola, 0,16% (m/V) kalaj-hlorida u 50 mM citratnom puferu
pH 5. Za odredivanje koncentracije hidrolitickih proizvoda, 10 puL supernatanta je razblazeno
dva puta vodom i dodato je 200 uL rastvora ninhidrina. SmeSe su inkubirane 15 minuta na
100°C. Po hladenju do sobne temperature, 400 puL 1-propanola je dodato u smese, nakon Cega je
celokupni rastvor dva puta razblazen 100 mM Tris-HCI puferom pH 8. Merena je apsorbancija
na 540 nm. Sva merenja uradena su u triplikatu. Jedna jedinica Zelatinoliti¢ke aktivnosti (GDU
od eng. gelatin digestion unit) definisana je kao koli¢ina enzima koja oslobada peptide iz zelatina
¢ija je boja koja se dobija u reakciji sa ninhidrinom ekvivalnetna boji koju u istoj reakciji daje 1
mmol glicina za reakciono vreme od 5 h. Za ovakvo odredivanje aktivnosti konstruisana je
kalibraciona prava meSanjem rastvora glicina u opsegu koncentracija 1-8 uM sa rastvorom

ninhidrina.
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4.5. Funkcionalni eseji za praéenje stabilnosti proteaza

4.5.1. Odredivanje pH stabilnosti papaina i ficina

Razblazeni uzorci proteina koncentracije oko 0,1 mg/mL su inkubirani u puferima razli¢ite pH
30 minuta na sobnoj temperaturi (22°C). Kori$¢eni su 50 mM natrijum-citratni pufer (pH 3-6),
50 mM natrijum-fosfatni pufer (pH 7), 50 mM Tris-HCI pufer (pH 8 i 9) i 50 mM natrijum-
glicinatni pufer (pH 10). Aktivnost svakog uzorka je odredena koriS¢enjem kazeina kao
supstrata, na optimalnoj pH vrednosti, prema postupku opisanom u poglavlju 4.4.3.2. Za
poredenje, odredena je aktivnost netretiranog uzorka koncentracije 0,1 mg/mL u 50 mM Tris-
HCI puferu pH 8, neinkubiranog na sobnoj temperaturi. Rezidualna aktivnost nakon inkubiranja
na razli¢itim pH vrednostima izracunata je kao odnos enzimske aktivnosti tretiranog uzorka i

netretiranog uzorka istog proteina i izrazena procenatualno. Sva merenja su Uradena u triplikatu.

1. inkubiranje proteina | 2. pipetiranje
30' na-10 do 100°C © inkubiranih .Y
. 1« uzorakau S SO 0 §
3 bunariée -0 >>o
3 o — DO OO OO0 C e
M 00000000000 3. dodatak
& F 8 ‘000006000006« lsupstrata
g %L
4. inkubiranje reakcionih smesa 5. merenje apsorbance 6. izraCunavanje

zaostale aktivnosti

..............

Slika 4.1. Konstrukcija krive termalne denaturacije.
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4.5.2. Kriva termalne inaktivacije

Rastvori papaina i ficina koncentracije 0,5 mg/mL u 50 mM natrijum-tartaratnom puferu pH 3,2
inkubirani su na temperaturama -10, 0, 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 i 100°C
30 minuta. Nakon hladenja do sobne temperature odredena je enzimska aktivnost prema
supstratu BAPNA prema protokolu iz poglavlja 4.4.3.1. Rezidualna aktivnost je izraCunata
procentualno u odnosu na netretirani uzorak i grafi¢ki prikazana u zavisnosti od temperature

[152]. Sva merenja uradena su u triplikatu.
4.5.3. Odredivanje konstanti brzine inaktivacije

Konstante brzine inaktivacije ficina i papaina u kiseloj sredini odredene su na razli¢itim
temperaturama - 45, 50, 55 i 60°C u 50 mM natrijum-tartaratnom puferu pH 3,2 prema
prethodno opisanom postupku [152]. Uzorci su inkubirani na navedenim temperaturama i
alikvoti su uzimani nakon 1, 3, 5, 10, 20, 30, 45 minuta 1 ohladeni do sobne temperature. Nakon
hladenja, odredena je aktivnost svakog alikvota naspram supstrata BAPNA prema protokolu iz
odeljka 4.4.3.1. Rezidualna aktivnost je izraCunata kao odnos aktivnosti inkubiranih uzoraka i

pocetnog uzorka izrazena u procentima.

Dobijene vrednosti su prevedene u logaritam sa osnovom 10 i predstavljena je zavisnost

logaritma rezidualne aktivnosti od vremena:

log (rezidualna aktivnost, %) = — xt

2,303
gde je k konstanta brzine inaktivacije, a t vreme inkubiranja.

Iz vrednosti nagiba dobijenih pravih izracunate su vrednosti konstante brzine inaktivacije (k)

enzima na svakoj od temperatura.
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Slika 4.2. Praéenje kinetine inaktivacije proteina.

4.5.4. Odredivanje aktivacione energije za inaktivaciju papaina i ficina

Aktivaciona energija za inaktivaciju papaina i1 ficina odredena je primenom Arnijusovog

dijagrama na kom je predstavljena sledeca zavisnost:

mk= —2%, ¢
= "rr

gde je k konstanta brzine inaktivacije, T temperatura izrazena u kelvinima, Ea energija aktivacije

za process, R univerzalna gasna konstanta (8,314 J mol™ K™), a C konstanta.
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4.6. Fluorimetrijske metode za pracenje stabilnosti i strukturnih promena

proteina
4.6.1. Unutrasnja fluorescencija triptofana

Unutrasnja fluorescencija triptofana koriS¢ena je za snimanje spektara proteina u razli¢itim
denaturiSu¢im uslovima. Od denaturanata kori§¢ena je urea 1 poviSena temperatura. Spektri su
snimani na PerkinElmer LS 50 spektrofluorimetru (PerkinElmer, Valtam, USA). Za
eksperimente denaturacije ureom uzorci su inkubirani u prisustvu razli¢itih koncentracija uree (0,
04,08, 12,161 2,0 M) u50 mM natrijum-fosfatnom puferu preko no¢i. Spektri su snimani na
temperaturama 10, 20, 30, 40 1 50°C. Za ekscitaciju je koris¢ena svetlost talasne duzine 295 nm
sa ekscitacionim slitom promera 8,5 nm, dok je emisija pracena u opsegu od 300 do 450 nm sa
emisionim slitom promera 3,3 nm i brzinom skeniranja od 60 nm/min. Kori$¢ena je kiveta $irine
I cm. Na osnovu spektara su ocitavane vrednosti maksimalne emisije (izmedu 355 1 357 nm u
svim uzorcima) kori§¢ene za konstrukciju krivih denaturacije u zavisnosti od koncentracije uree,

odnosno temperature.

4.6.2. ANS fluorescencija

Za snimanje emisionih spektara 8-anilino-1-naftalen sulfonata (ANS) u prisustvu proteina iz
uzoraka pripremane su smese koje su sadrzale 200 pL 8 mM rastvora ANS, 1900 pL 100 mM
Tris-HCI pufera pH 8 i 100 puL uzorka proteina u koncentraciji 0,6 mg/mL. Emisioni spektri u
opsegu 400 do 600 nm su snimani na spektrofluorimetru FluoroMax-4 Jobin Yvon (Horiba,
Lonzimo, Francuska) uz ekscitaciju svetlos¢u talasne duzine 390 nm sa slitom promera 5 nm.
Dobijeni spektri su korigovani za vrednosti slepe probe — pufera. Svi spektri snimani su u

triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri merenja.

Za merenje vrednosti fluorescencije na maksimumu emisije (480 nm) koriS¢en je instrument
Tecan Infinite m200 PRO (Tecan, Manedorf, Svajcarska). Smese su pripremane pipetiranjem 20
uL 8 mM rastvora ANS, 190 pL 100 mM Tris-HCI pufera pH 8 i 10 pL uzorka proteina u
koncentraciji 0,06-6 mg/mL. Razblazenja su pripremana tako da intenziteti budu u mernom

opsegu instrumenta.
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Prilikom karakterizacije Ficina 1lc, izloZenost hidrofobnih povrSina pracenjem ANS
fluorescencije uradena je na PerkinElmer LS 50 spektrofluorimetru (PerkinElmer, Valtman,
SAD). Protein u koncentraciji 0,03 mg/mL je inkubiran jedan sat u prisustvu 1 M uree na sobnoj
temperaturi. ANS je dodat u finalnoj koncentraciji 12 mM nakon ¢ega su snimani emisioni
spektri u opsegu 400 do 600 nm sa emisionim slitom 15 nm, uz ekscitaciju na 380 nm sa
ekscitacionim slitom 5 nm, pri brzini skeniranja 60 nm/min. Isti tretman ureom primenjen je i u

prisustvu 50 mM natrijum-fosfatnog pufera pH 7 i 50 mM natrijum-glicinatnog pufera pH 3.
4.6.3. ThT fluorescencija

Za snimanje emisionih spektara ThT u prisustvu proteina iz uzoraka pripremane su smese koje su
sadrzale 200 uL 0,1 mM rastvora ThT, 1800 uL 100 mM Tris-HCI pufera pH 8 i 200 uL uzorka
proteina u koncentraciji 0,6 mg/mL. Emisioni spektri u opsegu 450 do 550 nm su snimani na
spektrofluorimetru FluoroMax-4 Jobin Yvon (Horiba, Longjumeau, Francuska) uz ekscitaciju
svetlo$¢u talasne duzine 440 nm sa slitom promera 5 nm. Dobijeni spektri su korigovani za
vrednosti slepe probe — pufera. Svi spektri snimani su u triplikatu, a srednje vrednosti su

prikazane kao rezultat.

Za merenje vrednosti fluorescencije na maksimumu emisije (480 nm) koriS¢en je instrument
Tecan Infinite m200 PRO (Tecan, Manedorf, Svajcarska). Smese su pripremane pipetiranjem 20
uL 0,1 mM rastvora ThT, 180 puL 100 mM Tris-HCI pufera pH 8 i 20 pL uzorka proteina u
koncentraciji 0,06-6 mg/mL. Razblazenja su pripremana tako da intenziteti budu u mernom

opsegu instrumenta.
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4.7. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) za

pracenje strukturnih promena proteina
4.7.1. Priprema uzoraka i snimanje infracrvenih spektara

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom radena je u reZimu umanjene ukupne
refleksije (ATR, od eng. attenuated total reflectance). Spektri proteina u srednjem IR regionu
(400 do 4000 cm™) snimani su pri rezoluciji 2 cm™ na uredaju Nicolet 6700 FTIR (Thermo
Scientific, Valtam, SAD) sa DTGS KBr detektorom sa termoelektri¢cnim hladenjem. Uzorci
zapremine 1,5 do 10 pL nanoSeni su na dijamantski kristal (Smart Orbit, Thermo Scientific,
Valtam, SAD) i uparavani strujom argona. Zapremina je varirana tako da masa proteina
uparenog u vidu tankog filma na kristalu bude oko 10 pg. Svaki spektar je dobijen sakupljanjem
64 snimaka. Spektri su obradeni u softveru OMNIC, verzija 7.0 (Thermo Scientific, Valtam,
SAD). Nad svim spektrima su primenjene iste osnovne tehnike obrade — automatska ATR
korekcija za dijamantski kristal i automatska korekcija bazalne linije. Po potrebi je uklanjan Sum

u istom softveru, sa faktorom 4821 cm™ odnosno 6750 cm™.

4.7.2. Kvalitativna analiza spektara

Analizirani su Amidni | (1600-1700 cm™), Amidni I1 (1600-1500 cm™) i Amidni 111 (1330-1200
cm™) region spektara. Za detaljniju analizu kori¢en je i drugi izvod spektara u Amidnom I
regionu. Za dobijanje ovih izvedenih spektara, koriséen je Savicki-Golej drugi izvod u 7 tacaka
tre¢eg polinomskog reda. Najistaknutije trake u spektrima dodeljene su sekundarnim strukturama
na osnovu drugog izvoda spektara i literaturnih podataka. Polozaj traka sekundardnih struktura
karakteristi¢nih za nativne proteine se razlikovao od model sistema do model sistema i detaljnije
je objasnjen u poglavlju Rezultati. Pored sekundarnih struktura karakteristiénih za nativne

proteine, u velikom broju uzoraka analizirane su agregacione B-ploCice detektovane u regionima

1610-1630 cm™ i 1690-1700 cm™.
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4.7.3. Korelacija drugih izvoda spektara

Za poredenje spektara tretiranih proteina naspram pocetnog, nativnog uzorka, odreden je
koeficijent korelacije izmedu njihovih drugih izvoda. Korelacioni koeficijent je racunat na

osnovu sledeée formule:
XXV

/inz Yy}

gde su x 1 y apsorbancije dva spekra koji se uporeduju na svakoj vrednosti talasnog broja (i).

4.7.4. Kvantitativna analiza spektara — dekonvolucija

Za odredivanje procentualnog sadrzaja sekundarnih struktura ispitivanih proteina, radena je
Furijeova samodekonvolucija Amidnog | regiona primenom softvera OMNIC. Pri razlaganju
spektara na pojedina¢ne komponente — Lorencijeve krive, zadate su vrednosti Sirine pika na
polovini njegove visine koja je iznosila 13 cm™ i faktor poveéanja rezolucije koji je iznosio 2,4
[152]. Pojedinaéne krive su ukapane u zbirnu krivu velike podudarnosti sa polaznim spektrom.
Povrsina ispod pojedina¢nih krivih deljena je sa sumom povrSine svih dobijenih pikova u cilju
izraCunavanja udela svake sekundarne strukture, odnosno procentualne zastupljenosti date

sekundarne strukture.

4.7.5. Kvalitativna analiza spektara — normalizacija intenziteta

Za odredivanje tendencije zauzimanja odredene sekundarne strukture odredeni su intenziteti
apsorpcije na karakteristicnim trakama i podeljeni sa intenzitetom maksimuma u Amidnom II
regionu (1539-1544 cm™). Maksimum Amidnog II regiona koridéen je kao interni standard za
adekvatno poredenje intenziteta pojedinaCnih traka izmedu uzoraka. Dobijene normalizovane
vrednosti tj. odnos intenziteta Amidne | i Amidne Il trake predstavlja tendenciju zauzimanja

odredene sekundarne strukture.
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4.8. Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Mikroskopija atomskih sila (AFM, od eng. atomic force microscopy) uradena je u tapkaju¢em
rezimu koriS¢enjem uredaja BioScope Resolve (Bruker, Bilerika, SAD). Uzorci proteina su
razblazeni do koncentracije 10 pg/mL Mili Q vodom i naneti na komercijalne Mica diskove
(model SD-101, Bruker, Bilerika, SAD) od liskuna. Nakon vezivanja za disk, uzoci su isprani
Mili Q vodom 1 osuSeni strujom azota. Mikroskopije su napravljene koriS¢enjem softvera

Nanoscope 8.10 koji je koriS¢en 1 za odredivanje duzine i dijametra amiloidnih fibrila.

4.9. In silico ispitivanje potencijala za formiranje amiloida

Za ispitivanje potencijala za formiranje amiloida i detektovanje amiloidogenih peptida

ovalbumina, lizozima, papaina 1 ficina 1c kori$¢eni su alati ZipperDB, TANGO 1 PASTA.

Alatu ZipperDB pristupano je preko internet adrese:

https://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/intro

Koris¢enjem opcije napredna pretraga za cele proteine unete su sekvence zrelih proteina bez
signalnih peptida i propeptida preuzete iz Uniprot baze: ovalbumin - P01012 (OVAL_CHICK),
lizozim - P00698 (LYSC_CHICK), papain - P00784 (PAPAl CARPA) i ficin 1c -
AOAGNOC805 (AOABNOC805 FICCA). Dobijeni rezulultati preuzeti su u vidu slika na kojima
je graficki prikazana energija svakog od aminokiselinskih ostataka kada bi se nasla u strukturi

amiloidne B-plocice.

TANGO alat je koriS¢en uz navodenje preciznih uslova fibrilacije. UnoSene su sekvence zrelih
lanaca i navodene su vrednosti temperature, jonske sile, pH vrednosti i koncentracije proteina
primenjene u eksperimentima fibrilacije (odeljak 4.3). Tendencija za formiranje agregacione [3-
plocice data je kroz parametar ,,Agg“. Vrednosti ovog parametra vis§e od 1 uzimane su kao

visoka tendencija za fibrilaciju [180].

PASTA alat je koris¢en za pretragu amiloidogenih peptida sa optimalnim vrednostima energije
koja iznosi -5 Pasta energetskih jedinica odnosno -5,96 kcal/mol. Na ovaj nacin postignuta je
osetljivost od 43,6% 1 specificnost 5,1%. Kao rezultat prikazana je sekvenca sa oznakama kojoj

sekundarnoj strukturi je pripisan svaki od ostataka (paralelna i antiparalelna agregacija,
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neagregirajuci region, neuredeni region, uredeni region, a-heliks, B-plocica, upredena zavojnica).
U ovoj studiji su razmatrani samo delovi sekvence oznafeni kao paralelne i1 antiparalelne

agregacije.

4.10. Vezivanje jona metala za amiloidne fibrile

Amiloidni fibrili ovalbumina pripremani su po opisanoj proceduri (odeljak 4.3.1) zagrevanjem
na 90°C u rastvoru HCI pH 2 pet dana. Dobijeni fibrili su precipitirani centrifugiranjem 15 min
pri gravitacionoj sili 18000 x g. Precipitiati su osuSeni u vakuum uparivaéu Thermo Savant
DNA120 SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD) pre merenja mase.
Rastvori soli teskih metala (50 mg/L olovo-acetata i 5 mg/L kadmijum-hlorida) naneti su na 10
mg amiloidnih fibrila. Pripremani su kako uzorci u prisustvu soli samo jednog od metala, tako |
smeSa soli oba metala. SmeSe su intenzivno meSane 5 minuta nakon ¢ega su amiloidni fibrili
uklonjeni centrifugiranjem 15 min pri gravitacionoj sili 18000 x g. Supernatant je koriS¢en za
odredivanje koncentracije nevezanih jona metala koris¢enjem atomskog apsorpcionog

spektrometra Perkin-Elmer 2380 (Agilent Technologies, Santa Klara, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Izolovanje i karakterizacija proteina

5.1.1. Izolovanje ovalbumina

Ovalbumin koris¢en za formiranje amiloidnih fibrila izolovan je iz belanceta kokoSjeg jajeta
taloZznim metodama. Nakon talozenja globulinskih proteina pri 50% zasi¢enju amonijum-sulfata,
ovalbumin kao dominantan protein koji zaostaje u supernatantu, taloZen je podeSavanjem pH na
4,6, odnosno na pl vrednost ovog proteina. Korak talozenja na izoelektri¢noj tacki je ponovljen,
nakon ¢ega je ispitivana Cisto¢a dobijenog preparata reverzno-faznom hromatografijom na C5
koloni. Na slici 5.1 prikazani su SDS-PAGE elektroforegram koji prati proces precis$¢avanja (A),

kao i reverzno-fazni hromatogram kojim je ispitana homogenost preparata (B).

A M ekstrakt OG OA B
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116.0
250

66.2
200
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T
0 5 10 15
kDa Ve, mL

Slika 5.1. Rezultati pre¢iS§éavanja ovalbumina iz belanceta jajeta: A) SDS-PAGE elektroforegram
(M — marker proteini poznatih molekulskih masa, OG - ovoglobulini, OA - ovalbumin); B)
Reverzno-fazna hromatografija na C5 koloni za ispitivanje homogenosti preci§¢enog ovalbumina
(Ve — eluciona zapremina, A — apsorbancija na 215 nm).

Na osnovu elektroforegrama utvrdeno je da je veliki broj traka prisutan u pocetnom ekstraktu,
odnosno puferisanom rastvoru belanceta, kao i prisustvo jedne dominantne trake na poziciji 45
kDa koja odgovara ovalbuminu u finalnom uzorku dobijenom taloznim metodama. Reverzno-
fazna hromatografija pokazala je prisustvo jednog dominantnog pika ovalbumina i dva manja

pika koji poticu od necisto¢a. Stepen CcCisto¢e je odreden poredenjem povrSine ispod
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ovalbuminskog pika sa totalnom povrsinom ispod krive korS¢enjem Unicorn softvera (Cytiva,

Marlboro, SAD) i dobijena je vrednost od oko 90%.

5.1.2. Izolovanje papaina i smeSe ficina

Papain je ekstrahovan iz komercijalnog liofilizovanog ekstrakta papaje (The British Drug House
Ltd, London, England) Tris-HC1 puferom pH 8 u prisustvu EDTA. Dodatno precis¢avanje

postignuto je jonoizmenjivatkom hromatografijom na SP-Sephadex matriksu.

A B
M papain ficin papain ficin

kDa 3
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66.2
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Slika 5.2. A) SDS-PAGE i B) zimogram sa Zelatinom kopolimerizovanim u 12% poliakrilamidni gel
za razdvajanje (M — marker proteini poznatih molekulskih masa).

Smesa ficina pripremljena je iz lateksa prikupljenog otkidanjem zrelog ploda smokve.
Centrifugiranjem su uklonjene gumaste materije, a lipofilni molekuli ekstrakcijom petroletrom.
Dobijena je vodena frakcija visokog sadrzaja proteina (20-60 mg/mL zavisno od perioda zrenja

ploda) razblazena po potrebi 50 mM Tris-HCI puferom pH 8.

Precisceni papain kao i smesa ficina pokazuju na SDS-PAGE elektroforegramu molekulske mase
oko 24 kDa (slika 5.2A). U uzorku papaina, pored dominantne trake na 25 kDa detektuje se i
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slabija traka na oko 50 kDa. U slucaju ficina postoji nekoliko diskretnih traka bliskih
molekulskih masa u rasponu 22-30 kDa koje predstavljaju razlicite izoforme ficina (prilog 1).
Zimogramska detekcija (slika 5.2B) pokazuje proteolitiC¢ku aktivnost kako papaina, tako 1 smese

ficina prema Zelatinu kao supstratu.

5.1.3. Razdvajanje izoformi ficina

Reverzno faznom hromatografijom pokazano je prisustvo velikog broja izoformi ficina u
vodenoj frakciji lateksa (prilog 2). U cilju razdvajanja izoformi prisutnih u lateksu smokve
prikupljenom tokom meseca juna, primenjena je jonoizmenjivacka hromatografija na katjonskom
jonoizmenjivac¢u, SP-Sephadex. Hromatografija je uradena u kiseloj sredini na pH 5, a vezani
proteini su eluirani rastu¢om koncentracijom natrijum-hlorida (0-400 mM). Kao $to je prikazano
na slici 5.3A, hromatografskim razdvajanjem je dobijeno pet glavnih pikova vezanih proteina
razliite povrSine. Najzastupljeniji proteini u smesi su eluirani pod pikovima IV 1 V. Trake
proteina detektovanih u spojenim frakcijama ispod pikova I-1V (slika 5.3B) pokazuju relativnu
mobilnost od oko 25 kDa kao sto je ocekivano za izoforme ficina (prilog 1). Spojene frakcije
ispod svakog od pikova analizirane su u pogledu ukupne proteoliticke aktivnosti naspram
kazeina kao supstrata i zelatinoliticke aktivnosti (tabela 5.1). Pik V sa elucionom zapreminom 65
mL je u najvecoj meri odvojen od ostalih pikova i simetri¢an Sto ukazuje da se pod njim nalazi
samo jedna izoforma. Ova izoforma cini 21,5% sadrzaja proteina u analiziranom lateksu.
Proteini eluirani ispod svih pet dominantnih pikova, kao i nevezani proteini, pokazuju
proteoliti¢ku aktivnost §to ukazuje na to da su u pitanju izoforme ficina. Zelatinoliti¢ka aktivnost
u vecoj meri varira izmedu razli¢itih frakcija. Najbaznija izoforma eluirana pod pikom V ima
kazeinoliticku aktivnost koja iznosi 24 U/mg, dok zelatinoliticka aktivnost iznosi 84 GDU/mg.
Odnos opste proteoliti¢ke i1 Zelatinoliticke aktivnosti je daleko nizi kod nevezane frakcije 1 prve

vezane frakcije.
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Slika 5.3. A) Hromatografsko razdvajanje proteina lateksa na SP-Sephadex koloni ekvilibrisanoj 30
mM natrijum-citratnim puferom pH 5. Vezani proteini eluirani su gradijentom 0-0,4 M NaCl u
istom puferu. Koncentracija proteina odredena je Bredfordovom metodom. B) SDS PAGE analiza
eluiranih izoformi ispod svakog od pikova u 12% gelu za razdvajanje (M — marker proteini
poznatih molekulskih masa, SS — pocetni uzorak, UP — nevezani proteini, I-V - vezani proteini
eluirani ispod glavnih pikova).

Tabela 5.1. Specificna aktivnost frakcija lateksa smokve dobijenih razdvajanjem
jonoizmenjivackom hromatografijom. Aktivnost je merena naspram kazeina i Zelatina kao

supstrata (N — frakcija nevezanih proteina, 1-V — frakcije vezanih proteina).

Uzorak ispod pika | Prinos, % | Opsta proteolitika aktivnost, U/mg | Zelatinoliti¢ka aktivnost, GDU/mg
UP 9,5 11,9+0,6 190 £ 4
I 6,7 251 132 +3
| 13,3 27,3+0,8 835
i 18,8 21,505 1014
1\ 23,5 24,2+0,6 39+2
\% 21,5 240x04 84+3

Homogenost izoforme pod pikom V ispitana je reverzno-faznom hromatografijom na C5 koloni.
Hromatogram i elektroforegram prikazani na slici 5.4 pokazuju prisustvo jedne dominantne
izoforme (85-90% zastupljenosti) i dve necistoCe nize zastupljenosti. Frakcije ispod pikova su
podvrgnute tripsinskom mapiranju u cilju identifikacije izoforme ficina kori§¢enjem programa

Protein Prospector za analizu masa dobijenih peptida. Za poredenje koris¢eno je 11 ficinskih
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izoformi opisanih na osnovu analize transkriptoma (prilog 1). Najveée preklapanje je pronadeno
izmedu preciséene izoforme ficina i izoforme ficina oznacene kao ficin 1c uz pokrivenost
sekvence 48,6% Sto predstavlja 105 od 216 aminokiselinskih ostataka (prilog 3). Pronadeno je 14
preklapajucih peptida od kojih je 7 peptida specifi¢nih za ficin 1c. Peptidi prepoznati kod drugih
izoformi, ficina la i ficina 3, nisu se pokazali kao specificni za date izofome, a pokrivenost
sekvenci ovih proteina je daleko manja i iznosi oko 14% (prilog 3). Ficin 1c je na osnovu
sekvence bazan protein Cija je teorijski odredena pl vrednost 8,64 (prilog 1) Sto je u saglasnosti
sa elucijom pri visokoj jonskoj sili (> 0,3 M) u jonoizmenjivackoj hromatografiji (slika 5.3A).
Izoforme ficina izolovane iz drugog kultivara smokve obelezne kao ficin B, C i D prepoznate su

sa pokrivenoscu sekvence u opsegu 12-20% (prilog 3).
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Slika 5.4. A) Reverzno-fazna hromatografija izoforme ficina izolovane jonoizmenjivackom
hromatografijom (pik V). Hromatografija je uradena na koloni Discovery BIO Wide Pore C5
dimenzija 10 cm x 4,6 mm na HPLC sistemu. Proteini su eluirani u 0-70% gradijentu acetonitrila u
25 mM rastvoru amonijum-acetata. B) SDS PAGE analiza frakcija ispod pikova u 12% gelu za
razdvajanje (M — marker proteini poznatih molekulskih masa, 11,5, 12,5 i 13,5 — elucione

zapremine uzoraka u mL).

5.1.4. Ispitivanje strukture i stabilnosti ficina 1c

Identifikovana izoforma ficin 1c okarakterisana je u pogledu odredivanja sadrzaja sekundarnih
struktura infracrvenom spektroskopijom i modelovanja trodimenzionalne strukture. Infracrveni

spektar prec¢iS¢ene izoforme je analiziran metodom dekonvolucije. Spektar ficina 1c u Amidnom
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I regionu razloZzen na pojedina¢ne komponente prikazan je na slici 5.5. Trake su dodeljene
sekundarnim strukturama prema literaturnim podacima za srodne proteine [37, 181-185], a

dobijeni procenti sekundarnih struktura dati su u tabeli 5.2.
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Slika 5.5. Originalni IR spektar i fitovani IR spektar ficina 1c dobijen iz razloZenih pojedinacnih

pikova.

Tabela 5.2. Sadrzaj sekundarnih struktura ficina i srodnih cistein-proteaza.

_ Sadrzaj sekundarnih struktura, %
Protein
B-plocica | a-heliks | Zavijutak | Neuredeni niz | GreSka/referenca
Smesa izoformi ficina 25,8 28,2 19,3 26,7 2,3
Ficin 1c 25,6 23,4 18,1 32,9 0,8
Ficin A 22-26 19-24 18-19 35-40 [159]
Ficini B-D 22-24 19-23 18 36-40 [159]
Papain 20 29 18 38 [159]
Karikain 20 26 15 42 [159]

Podaci iz tabele 5.2 pokazuju da se sadrzaji B-plocice (25,6%) i a-heliksa (23,4%) ficina 1c ne
razlikuju u odnosu na sadrzaj istih sekundarnih struktura ficina izolovanih iz F. carica varijetet
Chetoui cije su tercijarne strukture poznate i Cije su sekvence u velikoj meri podudarne s
obzirom na veliku evolutivnu bliskost (prilozi 4 i 5). Celokupan sadrzaj sekundarnih struktura
ficina 1c je takode sli¢an sadrzaju sekundarnih struktura srodnih cistein-proteaza — papaina i

karikaina.
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Slika 5.6. 3D strukture A) ficina 1c (model); B) ficina D (PDB 4YYW); C) ficina C (PDB 4YYU); D)
ficina B (PDB 4YYS); E) papain (PDB 1KHQ) i F) ficina A (PDB 4YYQ).

Model 3D strukture zrelog ficina lc formiran je koriS¢enjem servera Phyre 2.0. Svi koris¢eni
templati pokrivaju 99% sekvence ficina 1c. Informacije o biblioteci templata date su u tabeli u
prilogu 4. Gotovo svi aminokiselinski ostaci (99%) modelovani su sa 100% pouzdanosti.
Struktura ficina 1¢c modelovana sa dimenzijama: X = 52,538 A, Y = 60,697 A, Z = 42,676 A
prikazana je na slici 5.6A. Pored modelovane strukture ficina 1c prikazane su i tercijarne
strukture ficina A-D, kao i papaina koji pokazuju visok stepen sekvencijalne homologije i
evolutivne bliskosti (prilozi 5 i 6). Nacin uvijanja analiziranog proteina prepoznat je kao tipi¢ni
nacin uvijanja za cistein-proteaze srodne papainu. Razlikuju se dva domena od kojih je jedan
dominantno a-helikoidni, a drugi je bogat B-ploCicama. Uocena razlika izmedu modelovane
strukture ficina lc i struktura ficina B, C i D je nedostatak kratkog heliksa u sredisSnjem delu

neuredenog regiona u a-helikoidnom domenu. Isti heliks nedostaje u strukturi ficina A i papaina.

Ispitana je stabilnost ficina 1c u neutralnoj i Kkiseloj sredini (pH 3) i u prisustvu haotropnog
agensa — 1 M uree (slika 5.7). Promene uzrokovane prisustvom haotropa i snizenjem pH su
pracene snimanjem emisionih spektara proteina (slika 5.7A) i emisionih spektara ANS (slika

5.7B) u prisustvu razli¢ito tretiranih uzoraka ficina 1c. Promena pH dovodi do pada intenziteta
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emisije, dok prisustvo uree dovodi do povecanja intenziteta emisije bez obzira na pH vrednost.
Oba destabilizujuca faktora, kisela sredina i prisustvo uree 1 nezavisno i u kombinaciji dovode do
povecane izlozenosti hidrofobnih povrSina S§to je uofeno porastom intenziteta ANS

fluorescencije u svim uzorcima u odnosu na uzorak u neutralnoj sredini i bez uree.

350 ——pH7,0Murea 400 ——pH7,0Murea
] ——pH7,1Murea ——pH 7,1 Murea
——pH 3, 0 M urea 350 ——pH 3,0 Murea
o 001 ——pH3,1Murea ——pH 3,1 Murea
- ]
5 5 3004
g 250 2
3 3
@ 250
2 200 ]
o
S >
= £ 200
5 1507 =
£ 1004 £ 150+
o 2
i3 E
50 100
0 50
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 440 460 480 500 520 540 560 580 600
A, nm A, nm

Slika 5.7. A) Emisioni spektri ficina 1c i B) Emisioni spekti ANS u prisustvu ficina 1c na pH 7 i pH

3 bez uree i u prisustvu 1 M uree.
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5.2. Formiranje i karakterizacija amiloidnih fibrila brzo fibrilirajudeg

proteina — ovalbumina

Za razvoj metodologije 1 procedura za detekciju 1 analizu agregacionih formi proteina, koris¢eni
su proteini kokosjeg (Gallus gallus) jajeta — ovalbumin i lizozim kao model sistemi proteina koji

grade amiloidne fibrile. Ovalbumin je koris¢en kao model sistem brzo-fibrilirajuceg proteina.

5.2.1. Analiza amiloidogenih peptida ovalbumina

Za predvidanje peptida u sekvenci ovalbumina pogodinih za gradenje agregacionih B-plocica
koris¢eni su alati ZipperDB, TANGO i PASTA. Rezultati analize sekvence ovalbumina
ZipperDB alatom dati su na slici 5.8A. Vrednosti energije za svaki aminokiselinski ostatak
prikazane su grafic¢ki na y-0si pri ¢emu je tendencija za formiranje amiloidnih fibrila izraZena i
bojom (od najslabije — plave do najizraZenije — crvene). Segmenti u kojima 6 ili viSe uzastopnih
aminokiselinskih ostataka ima visoku tendenciju ka formiranju amiloidnih fibrila (energiju u
strukturi amiloidne B-plocice nizu od praga koji iznosi -23 kcal/mol) oznaceni su na slici 5.8B
crvenom bojom u okviru 3D strukture. Sa druge strane, peptidi ovalbumina koji su okarakterisani
koriS¢enjem alata TANGO kao podlozni formiranju agregacionih B-plo€ica u uslovima pH 2,
90°C 1 pri koncentraciji proteina 6 mg/mL obelezeni su crnom linijom na prikazu sekvence na
slici 5.8A, dok su segmenti procenjeni kao pogodni za gradenje agregata bogatih B-plo¢icama

koriS¢enjem alata PASTA oznaceni sivom linijom.

Svaki od pomenutih alata prepoznao je peptid u regionu 173-181, niz u okviru veée antiparalelne
B-plocice, kao sekvencu visokog potencijala za gradenje okosnice amiloidne strukture. Ta¢na
sekvenca ovog peptida, odnosno prvi i poslednji aminokiselinski ostatak koji ulaze u njegov
sastav razlikuju se kod rezultata dobijenih razli¢itim alatima. S druge strane, postoje regioni koji
su prepoznati kao amiloidogeni samo jednom od metoda, kao $to je slucaj sa sekvencom 304-326
prepoznatom samo koris¢enjem alata ZipperDB ili sekvence izmedu 376-381 prepoznatom
alatom TANGO. Poredenja radi, na slici 5.8C prikazana je struktura ovalbumina sa crveno

obelezenim eksperimentalno odredenim amiloidogenim peptidima [8].
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Slika 5.1. A) Energija fibrilacije aminokiselinskih ostataka ovalbumina predvidena ZipperDB
alatom: crvenom bojom su obeleZeni ostaci ¢ija energija fibrilacije je niZa od definisanog praga (-23
kcal/mol). Crnom linijom su obeleZeni amiloidogeni peptidi predvideni alatom TANGO, a sivom
peptidi predvideni alatom PASTA. B) i C) Trodimenzionalna struktura ovalbumina, PDB kod
1JTI. Slika je kreirana kori§¢enjem programa iCn3D: Web-based 3D Structure Viewer — NCBI
(Rokvil, SAD), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html. Crvenom bojom su
obeleZeni amiloidogeni peptidi predvideni alatom ZipperDB (B) i eksperimentalno odredeni peptidi

iz literaturih podataka (C).
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5.2.2. Formiranje amiloidnih fibrila ovalbumina

Za dobijanje amiloidnih fibrila, ovalbumin je inkubiran u koncentraciji 6 mg/mL u kiseloj sredini
(pH 2) pri visokoj temperaturi (90°C) tokom 24 h. Proces fibrilacije pracen je merenjem
fluorescencije boje ThT specificne za amiloidne forme i ANS koja ukazuje na izlozenost
hidrofobnih povrsina. Promena ThT fluorescencije (slika 5.9A) sa vremenom inkubiranja ima
oblik hiperbole sa znac¢ajnim skokom fluorescencije u toku prvog sata, pracenim sporijim rastom
sve to dostizanja platoa nakon 4 sata zagrevanja. Tokom 24 sata inkubiranja, ThT fluorescencija
raste oko 20000 puta. ANS fluorescencija (slika 5.9B) pokazuje jednako intenzivan rast nakon
prvog sata inkubiranja, ali suprotno od ThT fluorescencije, produzeno inkubiranje dovodi do
pada intenziteta fluorescencije uz dostizanje konstantne vrednosti nakon 16 sati zagrevanja

ovalbumina.
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Slika 5.9. Pracenje formiranja amioida ovalbumina tokom 24 h u rastvoru HCI pH 2 na 90°C

merenjem intenziteta fluorescencije A) ThT, B) ANS sa vremenom.

Za dalju potvrdu amiloidne forme agregata snimljena je mikroskopija atomskih sila uzoraka
ovalbumina inkubiranih 24 sata na 90°C. Na mikroskopijama prikazanim na slici 5.10 uo¢avaju

se zreli fibrili dijametra oko 10 nm i duzine u rasponu 50 do 200 nm.

Stabilnost agregata dodatno je ispitana SDS-PAG elektroforezom. Uzorci inkubirani razlicito
vreme na povisenoj temperaturi i snizenoj pH vrednosti pripremani su u denaturiSu¢em puferu uz

zagrevanje na 95°C. Slika 5.11A pokazuje da se traka monomernog ovalbumina na 45 kDa
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postepeno gubi, a da se pojavljuju fragmenti manjih molekulskih masa. Nakon 2 sata inkubiranja
traka monomernog ovalbumina je i dalje prisutna, ali sa daljim inkubiranjem potpuno nestaje uz
pojavljivanje trake na samoj granici izmedu gelova za razdvajanje 1 koncentrovanje koja ukazuje
na stabilne agregate rezistentne na SDS i -merkaptoetanol na 95°C. Paralelno sa pojavom
intenzivne trake agregata na granici gelova, detektuju se i trake manje molekulske mase od mase

nativnog ovalbumina koje ukazuju na fragmentaciju proteina.
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Slika 5.11. SDS-PAGE uzoraka ovalbumina inkubiranih na pH 2 i 90°C: A) Elektroforegram (M —
molekulski markeri poznatih masa, 0-24 vreme inkubiranja); B) Denzitometrijska analiza trake

nativnog ovalbumina (45 kDa) na osnovu triplikata elektroforetskih uzoraka.

Denzitometrijskom analizom u programu GelAnalyzer 19.1 pracen je intenzitet trake nativnog

ovalbumina (slika 5.11B) i1 utvrdeno je da se sa vremenom ova traka gubi 1 da kriva pokazuje
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oblik parabole koja odgovara trendu promene ThT fluorescencije s obzirom na najveéi intenzitet
promene u prvom satu inkubiranja i postepeno postizanje platoa do kraja inkubacionog perioda
od 24 h.

5.2.3. Kvalitativna analiza fibrilacije ovalbumina ATR-FTIR metodom — Amidni I region

Za detaljnu analizu strukturnih promena na putu fibrilacije ovalbumina primenjena je ATR-FTIR
metoda. Spektri ovalbumina snimani su nakon razli¢itog vremena inkubiranja u destabilizuju¢im
uslovima. Analizirani su Amidni I, Amidni Il i Amidni Il region koji su zajedno prikazani na
slici 5.12. Celokupni region od 1200 do 1700 cm™ prikazan je za uzorak ovalbumina u
dejonizovanoj vodi pH 7, pocetni uzorak ovalbumina u rastvoru HCI pH 2 i uzorak ovalbumina
inkubiran 24 ¢asa na 90°C u rastvoru pH 2. Uocava se da ne postoje znacajne razlike u obliku
spektra ovalbumina u neutralnoj i Kkiseloj sredini ni u jednom od amidnih regiona. Sa druge
strane, zagrevanjem ovalbumina na 90°C dolazi do znacajnih promena u celokupnom spektru.
Globalna tendencija ovih promena moze se okarakterisati porastom intenziteta u regionima nizih
talasnih brojeva, sa posebno izrazenim trakama na rubnim oblasnima Amidnog I i Amidnog II1

regiona. Radi detaljnijeg uvida u promene koje se deSavaju, analizirani su pojedinac¢ni amidni

regioni.
0.45- .
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Slika 5.12. Amidni regioni ovalbumina u rastvoru pH 7 (nativan), u rastvoru pH 2 pre inkubiranja

na 90°C (0 h) i nakon 24 sata inkubiranja na ovoj temperaturi (24 h).
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Amidni | region (1600-1700 cm™) spektara ovalbumina inkubiranog 0-24 h u kiseloj sredini i na
poviSenoj temperaturi prikazan je na slici 5.13. Sa produZenim vremenom inkubiranja u
destabilizuju¢im uslovima, izgled spektara se znaCajno menja u ovom regionu. Najizrazenije
promene su postepen pad apsorbancije u regionu 1640-1660 cm™ u kom se nalaze trake o-heliksa
i neuredenog niza [186], kao i porast apsorbancije u regionu 1610-1630 cm™ u kom se nalazi
traka agregacione B-plocice [61]. Uocava se preklapanje spektara izmedu 0,5 i 2 h inkubiranja,
praceno izraZzenijim promenama nakon 4 h i ponovnim preklapanjem spektara u periodu 8-20 h.
Finalno, nakon 24 h izdvaja se spektar u velikoj meri izmenjen u odnosu na prethodne. U cilju
preciznog utvrdivanja tacnih talasnih brojeva na kojima se uocavaju promene spektara,

generisani su drugi izvodi svakog od spektara u Amidnom | regionu.
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Slika 5.13. Amidni I region uzoraka ovalbumina inkubiranih 0-24 h na pH 2 i 90°C.

Derivatizacija je radena sa Savicki-Golej filterom ¢ime su dobijeni drugi izvodi u 7 tacaka treceg
polinomskog reda. Ovom operacijom omoguceno je lakSe utvrdivanje polozaja traka kao
lokalnih minimuma drugih izvoda kao §to je prikazano na slici 5.14. U pocetnom uzorku
ovalbumina pre zagrevanja izraZzeni su minimuni na pozicijama: 1636 em™ (intramolekulska -
plogica [186, 187]), 1646 cm™ (neuredeni niz [186]), 1653 cm™ (a-heliks [186]), 1662-1675 cm™
(neuredene strukture [188]) i 1682 cm™ (B-zavijutak [189]). Pored ovih izraZzenih minimuma,

detektuju se i slabiji minimumi na oko 1625 i 1695 cm™ koji poti¢u od agregacionih
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intermolekulskih p-plogica [95, 111, 122, 136] kao i slabo izrazen minimum na 1611 cm™ koji je
identifikovan kao pik poreklom od bo¢nih nizova [111]. U uzorcima inkubiranim na povisenoj
temperaturi uotava se postepen gubitak trake o-heliksa na 1653 cm™, da bi nakon 24 h gotovo
potpuno izostala. Gubitak ovog minimuma tokom prva 4 sata inkubiranja pracen je povecanjem
minimuma u bliskoj oblasti — na oko 1662 i 1646 cm™ koji odgovaraju neuredenim strukturama
[186], kao i u manjoj meri pojavom minimuma na 1625 i 1695 cm™ koji predstavljaju
agregacione B-plocice. Ve¢ nakon 30 minuta na povisenoj temperaturi uocljivi su ovi minimumi
koji se dodatno produbljuju sa produZenim inkubiranjem i to na racun trake na 1653 cm™ koja
postepeno nestaje. Kao rezultat, drugi izvod finalnog uzorka ovalbumina inkubiranog 24 sata u
ovim uslovima sadrzi samo dva izrazena minimuma na pozicijama karakteristicnim za
agregacione B-plocice. Samim tim, poredenje drugih izvoda pruza nedvosmislenu kvalitativnu
potvrdu promena u izgledu proteinskog spektra. Za delimi¢nu kvantitativnu potvrdu razlika
izmedu spektara, odredeni su korelacioni koeficijenti kojima je poreden drugi izvod potpuno
nativhog uzorka ovalbumina na pH 7 sa drugim izvodima uzorka na pH 2 na pocetku
inkubacionog perioda (0 h), kao i uzoraka inkubiranih 4 h, 16 h i 24 h na povisenoj temperaturi.

Rezultati su prikazani u Tabli 5.1.
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Slika 5.14. Drugi izvod Amidnog | regiona uzoraka ovalbumina inkubiranih 0-24 h na pH 2i 90°C i

nativnog uzorka u vodi pH 7.
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Korelacioni koeficijenti prikazani u tabeli 5.1 ukazuju na veliku promenu u sadrzaju sekundarnih

struktura indukovanu drasticnim uslovima sredine u kojima je ovalbumin inkubiran. Sama

promena pH vrednosti dovodi do velikih promena u Amidnom I regionu spektra koje se mnogo

bolje uo€avaju poredenjem drugih izvoda (koeficijent korelacije 0,49). Dodatni stres indukovan

zagrevanjem na 90°C dalje doprinosi dramati¢noj promeni u FTIR spektru ve¢ tokom prva dva

sata. Dalje promene u periodu 2-24 sata, utvrdene poredenjem drugih izvoda, nisu u toj meri

izrazene (korelacioni koeficijenti 0,17-0,13).

Tabela 5.3. Koeficijenti korelacije izmedu drugog izvoda nativnog ovalbumina pH 7 i uzoraka

inkubiranih 0-24 h na pH 2 i 90°C.

Vreme inkubiranja na pH 2 90°C | Korelacioni koeficijent
O0h 0,49
2h 0,17
4h 0,17
24 h 0,13

5.2.4. Kvalitativna analiza fibrilacije ovalboumina ATR-FTIR metodom — Amidni Il region

Analizom Amidnog Il regiona (1500-1600 cm™) uogene su daleko manje razlike izmedu spektara

razli¢itih uzoraka (slika 5.15). Svi spektri uzoraka ovalbumina inkubiranih razli¢ito vreme na

poviSenoj temperaturi imaju isti polozaj maksimuma na oko 1535-1540 cm™. Pocetni,

nezagrevan uzorak se odlikuje nesto manjom povr§inom u odnosu na zagrevane uzorke, ali dalje

razlike izmedu uzoraka inkubiranih razli¢ito vreme nisu uocljive.
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Slika 5.15. Amidni Il region uzoraka ovalbumina inkubiranih 0-24 h na pH 2 i 90°C.

5.2.5. Kvalitativna analiza fibrilacije ovaloumina ATR-FTIR metodom — Amidni 111 region

Amidni 11l region (1200-1350 cm™) ovalbumina u kiseloj sredini se znafajno menja sa
vremenom inkubiranja na 90°C (slika 5.16). Ukupne vrednosti apsorbancije su znacajno nize
nego u Amidnom I regionu $to ukazuje na nizu osetljivost, ali pri koncentraciji ovalbumina 6
mg/mL postepeni pad trake na 1320 cm™ koja se pripisuje a-heliksu [190] je veoma izraZen i
stepen ovog pada korelira sa vremenom inkubiranja. Pored trake a-heliksa uocljiva je traka [3-
zavijutka u regionu 1270-1285 cm™, &iji je polozaj u skladu sa literaturnim podacima, kao i
dominantna traka koja odgovara B-plocici koja se prema literaturnim podacima nalazi u regionu
1220-1240 cm™ [191]. U slucaju ovalbuminskih spektara prikazanih na slici 5.16, polozaj ove
trake se pomera ka nizim talasnim brojevima sa vremenom inkubiranja, od pocetnih 1235 cm™
na 1230 cm™ kod uzorka inkubiranog 24 sata. Ove promene su u skladu sa promenama koje su

uocene u Amidnom I regionu.
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Slika 5.16. Amidni 111 region uzoraka ovalbumina inkubiranih 0-24 h na pH 2 i 90°C.

5.2.6. Kvantitativha analiza ATR-FTIR spektara ovalbumina: dekonvolucija Amidnog |

regiona

ATR-FTIR metoda je ispitana u pogledu moguénosti kvantitativnog pracenja formiranja
amiloidnih fibrila ovalbumina. Strukturne promene koje se deSavaju na putu amiloidnog
agregiranja ispitivane su kvantitativnom analizom Amidnog | regiona FTIR spektara. Metodom
dekonvolucije je odreden sadrzaj sekundarnih struktura uzoraka inkubiranih 0, 2, 4 1 24 h u
uslovima pH 2 i 90°C, kao i uzorka ovalbumina u vodi (pH 7). Amidni | region spektara je
razlozen na pojedinacne konstituente tako da se njihov zbir u najve¢oj mogucoj meri preklapa sa
originalnim spektrom (originalni i fitovani spektri prikazani u prilogu 8). Dobijeni pikovi su
dodeljeni sekundarnim strukturama na osnovu literaturnih podataka za ovalbumin ili srodne
proteine. Pozicije maksimuma pikova i njihove relativne povrsine izvedeni su iz dekonvolucije i
prikazani u tabeli 5.4. Na osnovu prikazanih podataka uocava se da pored promene povrsine
ispod pojedinacnih pikova, odnosno udela sekundarnih struktura, dolazi i do malih promena u
njthovom polozaju. Agregaciona B-plocica detektovana je pod pikovima C¢iji se maksimumi
nalaze u rasponu 1624 do 1626 cm™, kao i na viSoj frekvenciji sa talasnim brojem u opsegu 1693
do 1696 cm™. Za razliku od intermolekulske agregacione B-plogice, intramolekulska B-plogica

detektovana je u uZem opsegu izmedu talasnih brojeva 1636-1638 cm™. Pozicija o-heliksa
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detektovana je u opsegu 1656-1658 cm™. Od neuredenih struktura razlikuju se neuredeni niz sa
karakteristiénim apsorpcionim maksimumom izmedu 1646 1 1648 cm™ i neuredeni heliks na
1668-1671 cm™. Zavijutak je detektovan na pozicijama 1679-1685 cm™. Procentualno izrazena
povrSina ispod pomenutih pikova u odnosu na sumu povrSina svih pikova ukazuje na
zastupljenost date sekundarne strukture. S obzirom na pojavu vise traka koje odgovaraju jednoj
sekundarnoj strukturi u tabeli 5.5 je dat pregledan sadrZaj sekundarnih struktura u istim
uzorcima, kao 1 sadrzaj sekundarnih struktura nativnog ovalbumina odreden iz tercijarne
strukture dobijene difrakcijom X-zraka’. Sadrzaj sekundarnih struktura u neutralnim uslovima je
uporediv sa vrednostima izvedenim iz Kkristalne strukture [192]. Ukupni sadrzaj B-plocice dobijen
metodom dekonvolucije iznosi 36%, dok je procenat dobijen iz kristalne strukture 37,9%.
Procenti a-heliksa 1 zavijutka se takode dobro poklapaju (26% 126,3%, 7% 1 7,7%), kao 1 ukupni

procenat neuredenih struktura (31% 1 28,1%).

Tabela 5.4. Dodeljivanje traka (v, cm™) u Amidnom I regionu sekundarnim strukturama i relativna
povrsina (P, %) ispod pojedina¢nih pikova u odnosu na ukupnu povr§inu Amidnog I regiona za

spektre nativnog ovalbumina i spektre ovalbumina u rastvoru HCI pH 2 zagrevane na 90°C 0, 2, 4

ili 24 sata.

nativan ova Oh 2h 4h 24 h dodeljivanje traka

v, P, v, P, v, P, v, P, v, P, sekundarna Ref,
em| % [em?| % |em?| % [ ecm? | % | em? % struktura
1626 | 11,7 | 1626 | 17,1 | 1626 | 22,8 | 1624 | 25,0 | 1625 30,2 agregaciona [95, 111, 122, 136]
1638 | 22,2 | 1637 | 19,3 | 1637 | 17,2 | 1636 | 14,6 | 1637 16,5 B-plocica [186, 187]
1648 | 12,2 | 1647 | 15,8 | 1648 | 13,8 | 1646 | 13,9 | 1647 12,9 neuredeni niz [186]
1658 | 26,9 | 1657 | 21,5 | 1658 | 20,2 | 1657 | 19,5 | 1656 16,1 a-heliks [186]
1671 | 19,1 | 1669 | 15,1 | 1671 | 16,5 | 1670 | 15,8 | 1668 12,0 neuredeni heliks [188]
1685 | 68 | 1681 | 9,1 | 1683 | 55 | 1683 | 7,7 | 1679 7,0 Zavijutak [186]
1696 | 2,1 | 1691 | 2,1 | 1694 | 40 | 1696 | 3,5 | 1693 5,3 agregaciona [95, 111, 122, 136]

Graficki prikaz sadrzaja sekundarnih struktura (slika 5.17) pokazuje da se medu sekundarnim
strukturama karakteristicnim za nativni ovalbumin, najveci pad u procesu fibrilacije uocava kod
a-heliksa i1 intramolekulske B-plocice, koje su ujedno i najzastupljenije sekundarne strukture
nativnog ovalbumina (slika 5.17A). Od neuredenih struktura, znacajan pad je uoCen samo u
sadrzaju neuredenog heliksa. Apsorbancija tokom inkubiranja raste u regionu traka agregacione

B-plocice visoke i niske frekvencije (slika 5.17B). Porast sadrzaja agregacione B-plocice sa

" UniProt ulaz UniProtKB - P01012 (OVAL_CHICK)
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vremenom inkubiranja ima oblik hiperbole koji asocira na promenu intenziteta ThT

fluorescencije. Ovi rezultati pokazali su da je metoda pracenja sadrzaja agregacione B-plocice

potencijalno pogodna metoda za kvantitativno prac¢enje formiranja amiloidnih fibrila. Za proveru

ove hipoteze, ispitana je korelacija ove metode sa standardnom metodom za pracenje formiranja

fibrila — intenzitetom ThT fluorescencije u istim uzorcima.

Tabela 5.5. Sadrzaj sekundarnih struktura nativnog i tretiranog ovalbumina odreden medotom

dekonvolucije Amidnog I regiona i difrakcijom X-zraka nativnog ovalbumina.

. neuredeni
uzorak ovalbumina | pB-plo¢ica agregaciona |, heliks niz + greska
p-plocica -
zavijutak
pH 7 22,2 13,8 26,9 37,0 2,7
0 h, pH 2,90°C 19,3 19,2 21,5 40,0 1,1
2 h, pH 2, 90°C 17,2 26,8 20,2 35,8 1,2
4 h, pH 2,90°C 14,6 28,5 19,5 37,4 0,7
24 h, pH 2, 90°C 16,5 35,5 16,1 31,9 2,8
difrakcija X-zraka 37,9 / 26,3 35,8 /
A —a— B-plocica B —as—agregaciona B-plocica niske frekvencije

neuredeni niz

30 —a— a-heliks

—v— neuredeni heliks
zavijutak

25

20

% sadrzaj

% sadrzaj

—e—agregaciona B-ploéica visoke frekvencije
35

304
264
20+
154

104

Slika 5.17. Promena sadrZaja sekundarnih struktura tokom inkubiranja ovalbumina u Kiseloj

sredini i na visokoj temperaturi: A) procenat sekundarnih struktura karakteristi¢cnih za nativni

ovalbumin, B) procenat agregacionih p-plo¢ica.
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Slika 5.18. Promena u sadrZaju agregacione B-ploCice tokom inbkubacionog perioda na pH 2 i 90°C
dobijena dekonvolucijom trake na A) niskoj frekvenciji (1625 cm™) i B) visokoj frekvenciji (1695
cm™). Korelacija izmedu intenziteta ThT fluorescencije i sadrZaja agregacione p-plo¢ice C) niske

frekvencije (1625 cm™) i D) visoke frekvencije (1695 cm™).

Za detaljnije ispitivanje potencijala za kvantitativno pracenje procesa fibrilacije odredivanjem
sadrzaja agregacione [B-ploCice, dekonvolucija je primenjena na veem broju uzoraka tokom
perioda inkubiranja (0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 20, 24 h). Za sve uzorke ovalbumina odreden je samo
sadrzaj agregacionih B-plocica i prikazan u zavisnosti od vremena inkubiranja (slike 5.18A i
5.18B). Obe krive imaju oblik hiperbole koja je u vecoj meri pravilna kod pracenja trake
agregacione B-plocice niske frekvencije s obzirom na manje ukupne greske kao posledica visih
vrednosti apsorbancije. Delimi¢na korelacija izmedu rezultata dekonvolucije i intenziteta ThT

fluorescencije postoji i kod pracenja agregacione B-plo¢ice na visoj i na nizoj vrednosti talasnog
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broja (slike 5.18C i 5.18D), ali vrednosti korelacionog koeficijenta nisu narocito visoke (0,75 i
0,64). Ovakvi rezultati analize metode ukazuju da ATR-FTIR ima visok potencijal za
kvantitativno prac¢enje formiranja amiloida, ali dekonvolucija nije u potpunoj korelaciji sa

metodom ThT fluorescencije koja se smatra zlatnim standardom u ovoj oblasti.

5.2.7. Kvantitativna analiza ATR-FTIR spektara ovalbumina: odnos intenziteta Amidnog |
i Amidnog Il regiona

Iako korisna u odredivanju sadrzaja sekundarnih struktura, dekonvolucija se nije pokazala kao
pogodna metoda za kvantitativno pra¢enje formiranja fibrila s obzirom na slabu korelaciju sa
fluorescencijom ThT. Iz tog razloga primenjena je druga metoda za pracenje promena u
spektrima tokom fibrilacije koja se takode zasniva na praenju porasta agregacione B-plocice
visoke i niske frekvencije. Kako bi mogla da se poredi tendencija zauzimanja sekundarne
strukture poredenjem apsorbancije na odredenoj vrednosti talasnog broja, neophodna je
normalizacija ove apsorbancije koriS¢enjem internog standarda. Kao interni standard odabrana je
traka u Amidnom 11 regionu koja odgovara maksimumu apsorpcije i nalazi se na 1540 cm™. Ova
traka je odabrana za normalizaciju nakon $to je utvrdeno da se ne menja usled denaturacije 1
fibrilacije (slika 5.15). IzraCunat je odnos intenziteta traka u Amidnom I regionu koje odgovaraju
agregacionoj B-plocici (1625 i 1695 cm™) sa intenzitetom trake na 1540 cm™. Normalizovane
vrednosti su prikazane graficki u zavisnosti od vremena inkubiranja ovalbumina u uslovima
niske pH i visoke temperature (slike 5.19A i 5.19B). Kao i prethodno analizirane krive porasta
ThT 1 ANS fluorescencije 1 pracenje gubitka trake nativhog ovalbumina SDS PAGE metodom,
uocava se da je kritian korak u formiranju amiloida tokom prvog sata inkubiranja na 90°C dok
je do dvadesetCetvrtog sata inkubiranja dostignut plato. Kako se ovaj trend poklapa sa porastom
ThT fluorescencije (slika 5.9A), jednostavna metoda prac¢enja odnosa Amidne I i Amidne II
trake ima potencijal da bude adekvatna kvantitativna metoda za prac¢enje formiranja amiloida. Za
potvrdu relevantnosti ove analiticke metode, ispitana je korelacija vrednosti intenziteta ThT
fluorescencije za svaki od uzoraka sa normalizovanim intenzitetima traka koje odgovaraju
agregacionim B-ploc¢icama (slike 5.19C i 5.19D). Korelacioni koeficijenti koji iznose 0,934 za
pracenje agregacione [B-ploCice niske frekvencije 1 0,955 za pracenje agregacione PB-plocice

visoke frekvencije ukazuju na odli¢no poklapanje trendova prac¢enih obema metodama, Sto
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analizu normalizovanih traka u Amidnom I regionu ¢ini pogodnom metodom za kvantitativno

pracenje formiranja zrelih amiloidnih fibrila.
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Slika 5.19. Promena u normalizovanom intenzitetu traka agregacione B-ploice zasnovanom ha

odnosu intenziteta karakteristicne Amidne I trake i Amidne II trake tokom inkubiranja

ovalbumina na niskoj pH i poviSenoj temperaturi: A) odnos intenziteta 1625 cm™ / 1540 cm™, B)

odnos intenziteta 1695 cm™ / 1540 cm™ Korelacija izmedu intenziteta ThT fluorescencije i

normalizovanog intenziteta trake agregacione B-plocice C) niske frekvencije (1625 ecm™) i D) visoke

frekvencije (1695 cm™).
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5.3. Formiranje i karakterizacija oligomera sporo fibriliraju¢eg proteina —

lizozima

Za razliku od ovalbumina, lizozim je kao model sporo fibriliraju¢eg proteina koriS¢en za analizu
strukturnih promena u ranim fazama fibrilacije i razvoj metodologije za detekciju ranih

intermedijera amiloidnog agregiranja.

5.3.1. Analiza amiloidogenih peptida lizozima

Sekvenca lizozima analizirana je koriS¢enjem alata ZipperDB, TANGO i1 PASTA. Detektovani
su potencijalno amiloidogeni peptidi prikazani na slici 5.20A. Sva tri alata prepoznaju u N-
terminalnom regionu peptid visoke tendencije za gradenje amilodinih fibrila. Pored ovog
peptida, istaknut je 1 kra¢i peptid izmedu 44. 1 51. ostatka prepoznat i ZipperDB i TANGO

metodom, kao i dugacki segment 98-124 koji je prepoznat jedino koriS¢enjem alata ZipperDB.

1 1 k]| Bl 7 Bl
MRSLLILVLCFLPLAALGEVFGRCELAAANERHGLONY PG 3LGNY CV JPFE;HFHT JATHRH DGb'I.'D G[LHIISPII NOGRTPGS

150
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E‘N]. HIFC SJ.LLSSDITI;'JI"J.}I[\.;D ]lGlSAi k'l?NP\EGTB‘r\..lH[PGCFL

-15.0
kealimol
200
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-0 —

Slika 5.20. A) Energija fibrilacije aminokiselinskih ostataka lizozima predvidena ZipperDB alatom.
Crvenom bojom su obeleZeni ostaci Cija energija fibrilacije je niza od definisanog praga (-23
kcal/mol). Crnom linijom su obeleZeni amiloidogeni peptidi predvideni alatom TANGO, a sivom
peptidi predvideni alatom PASTA. B) i C) Trodimenzionalna struktura lizozima, PDB kod 194L.
Slika je kreirana kori§¢enjem programa iCn3D: Web-based 3D Structure Viewer — NCBI (Rokvil,
SAD), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html. Crvenom bojom su obeleZeni
amiloidogeni peptidi predvideni alatom ZipperDB (B) i eksperimentalno odredeni peptidi iz
literaturih podataka (C).
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Na osnovu slike 5.20B uocava se da su potencijalno amiloidni regioni predvideni alatom
ZipperDB uglavnom delovi a-heliksa. Slika 5.20C pak prikazuje region lizozima za koji je
eksperimentalno potvrdeno proteolizom i masenom spektrometrijom da ulazi u sastav amiloidnih
fibrila lizozima [4]. Delovi sekvence se poklapaju sa predvidenim a-heliksima, ali takode su

prisutni i delovi neuredenog niza koji nisu predvideni kao amiloidogeni na osnovu sekvence.

5.3.2. Formiranje amiloidnih fibrila lizozima

Preciscen lizozim (Sigma-Aldrich, Stejnhejm, Nemacka) iz koko§jeg jajeta inkubiran je 60 dana
u destabilizuju¢im uslovima — 90% rastvoru etanola u cilju formiranja amiloidnih fibrila. Uzorci
koncentracije proteina 6 mg/mL inkubirani su na sobnoj temperaturi uz konstantno mesanje. S
obzirom na znacaj model sistema za detekciju inicijalnih promena na putu ka amiloidnoj formi,

analizirani su uzorci prikupljeni tokom prva 4 dana inkubiranja.
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Slika 5.21. Emisioni spektri ThT u prisustvu uzoraka nativnog lizozima i lizozima inkubiranog u
90% rastvoru etanola; B) Intenzitet fluorescencije ThT na emisionom maskimumu tokom prva 4
dana inkubiranja.

Promene ilustrovane na slici 5.21 pracene su merenjem fluorescencije ThT i ANS u prisustvu
uzoraka inkubiranih u 90% etanolu tokom 4 dana. Pored ovih uzoraka analiziran je i uzorak
potpuno nativnog lizozima u 100 mM Tris-HCI puferu pH 8 kao i potpuno amiloidni uzorak
dobijen Sezdesetodnevnim inkubiranjem u prisustvu 90% etanola. Rezultati ovih analiza

prikazani su na slikama 5.21 i 5.22. Na osnovu spektara prikazanih na slikama 5.21A i 5.22A
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moze se uoCiti da promena intenziteta fluorescencije ThT 1 ANS nije intenzivna tokom prvih
dana inkubiranja lizozima u destabilizuju¢im uslovima. Promena u intenzitetu ThT fluorescenije

do koje dolazi nakon 60 dana inkubiranja je veoma izrazena i ukazuje na prelazak u amiloidnu

formu.
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Slika 5.22. Emisioni spektri ANS u prisustvu uzoraka nativnog lizozima i lizozima inkubiranog u
90% rastvoru etanola; B) Intenzitet fluorescencije ANS na emisionom maskimumu tokom prva 4

dana inkubiranja.

Emisioni spektri ANS tokom prvih nekoliko dana u 90% etanolu ne razlikuju se u velikoj meri u
odnosu na veliku promenu u intenzitetu fluorescencije zabelezenu nakon 60 dana inkubiranja.
Rezultati prikazani na slici 5.22A pokazuju da do velikog izlaganja hidrofobnih povrSina
lizozima dolazi tek u amiloidnoj formi, ali ne i u intermedijarnim formama detektovanim tokom
prvih dana inkubiranja. Grafici predstavljeni na slikama 5.21B i 5.22B prikazuju intenzitet
fluorescencije na maksimumu emisije ThT, odnosno ANS u zavisnosti od vremena inkubiranja.
Odnose se samo na prva 4 dana i pokazuju linearnu promenu sa nagibom 0 Sto sugerise na to da
promena u fluorescenciji gotovo da ne postoji, odnosno da se spektri snimljeni tokom prva 4

dana inkubiranja ne razlikuju znacajno.

Morfologija uzorka lizozima inkubiranog 4 dana u 90% etanolu analizirana je mikroskopijom
atomskih sila. Prikaz mikroskopije sa slike 5.23 ukazuje na postojanje heterogene populacije

formi lizozima sa najve¢om zastupljeno$c¢u oligomera. Prisutni su i kratki fibrili $irine 1-3 nm.
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Slika 5.23. Mikroskopija atomskih sila uzorka lizozima inkubiranog 4 dana u 90% etanolu.

5.3.3. Kvalitativna analiza oligomera lizozima ATR-FTIR metodom — Amidni | region
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Slika 5.24. Amidni regioni nativnog lizozima u vodenom rastvoru i uzoraka lizozima inkubiranih u

90% etanolu tokom razli¢itih vremenskih intervala.

U cilju analize strukturnih promena lizozima tokom inkubiranja u 90% rastvoru etanola, snimani
su FTIR spektri. Na slici 5.24 prikazana su sva tri amidna regiona kako nativnog uzorka u
vodenom rastvoru, tako i klju¢nih uzoraka u prisustvu 90% etanola. Spektri uzoraka inkubiranih

u prisustvu etanola pokazuju znacajan pomeraj u odnosu na spektar nativnog proteina. Ove
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Promene se mogu okarakterisati pomerajem maksimuma ka nizim talasnim brojevima ¢ime je
celokupni oblik spektra u ovom regionu promenjen. U Amidnom Il i Amidnom Il regionu,
izrazene su razlike izmedu nativnog uzorka i1 uzoraka u etanolu, ali naizgled bez znacajnije

promene oblika spektra. Za detaljniju analizu, amidni regioni su analizirani pojedinac¢no.
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Slika 5.25. Amidni | region nativnog lizozima i lizozima inkubiranog u 90% etanolu. Vreme

inkubiranja za svaki od spektara dato je u legendi.

Amidni I region kao konformaciono najzavisniji u najvecoj meri pruza uvid u tendenciju
promene sekundarnih struktura tokom destabilizacije lizozima (slika 5.25). Spektar nativnog
lizozima odlikuje se izraZenim trakama na oko 1650 cm™ koje odgovaraju o-heliksu i
neuredenom nizu [98]. Promene u spektru koje se uocavaju sa drasticnim smanjenjem polarnosti
okruzenja (dodatkom etanola do 90% koncentracije) ogledaju se u pomeraju maksimuma ka
nizim talasnim brojevima (crveni pomeraj) i izmenom odnosa intenziteta traka u celom regionu.
Kao posledica ovih promena, izgled spektra se zna¢ajno menja i postaju dominantne trake koje
odgovaraju agregacionim B-plo¢icama na talasnim brojevima oko 1620 i 1700 cm™ [99] na radun
smanjenja traka o-heliksa i neuredenog niza (1645-1660 cm™). Trake koje odgovaraju
sekundarnim strukturama nativnog lizozima ne gube se u potpunosti kao posledica ravnoteze

izmedu razli¢itih formi proteina, ukljuujuéi i nativnu. Pojava traka agregacionih B-ploc¢ica u
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kombinaciji sa rezultatima mikroskopije atomskih sila ukazuje na postojanje intermedijera
amiloidne fibrilacije. lako je opisan spektar dobijen neposredno nakon rastvaranja lizozima u
90% rastvoru etanola, dalji uzorci izdvojeni nakon produzenog inkubiranja u ovim uslovima
pokazuju veoma sli¢an izgled spektra. Razlike se uocavaju tek u uzorku sa zrelim amiloidnim
fibrilima inkubiranom 2 meseca u prisutvu etanola, u kom trake koje odgovaraju nativnim
sekundarnim strukturama dodatno opadaju. Medutim, ni ove razlike nisu u velikoj meri izraZene

s obzirom na dug vremenski period izmedu 4. i 60. dana inkubiranja.
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Slika 5.26. Drugi izvod Amidnog | regiona nativnog uzorka lizozima i uzoraka inkubiranih u 90%
etanolu 0 h do 60 dana.

Za preciznije oCitavanje pozicija traka analizirani su drugi izvodi Amidnog I regiona FTIR
spektara. S obzirom na veliko preklapanje spektara u periodu 0-96 h inkubiranja, analizirani su
drugi izvodi odabranih spektara: nativnog lizozima u vodenom rastvoru, pocetnog uzorka u 90%
etanolu, kao i uzoraka inkubiranih 24 h, 96 h i 60 dana u 90% etanolu (slika 5.26). Na osnovu
drugog izvoda jasno se oéitavaju pozicije a-heliksa u spektru nativnog lizozima na 1654 cm™,
kao i neuredenog niza na 1644 cm™ koje u rastvoru 90% etanola opadaju. Paralelno sa ovim
promenama raste minimum koji odgovara agregacionoj P-plogici na 1618 cm™ [98, 99].

Koeficijenti korelacije izmedu drugog izvoda spektra nativhog lizozima i destabilizovanih
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uzoraka lizozima prikazani su u tabeli 5.6. Ovi rezultati kvantitativno potvrduju da se promene

sekundarnih struktura u najve¢oj meri deSavaju prilikom same promene rastvaraca, a nakon toga

se dalje veoma sporo menjaju.

Tabela 5.6. Koeficijenti korelacije drugih izvoda nativnog lizozima i tretiranih uzoraka lizozima.

Uzorak (vreme inkubiranja u 90% etanolu)

Korelacioni koeficijent

0h 0,68
24 h 0,68
96 h 0,65
60 dana 0,64

5.3.4. Kvalitativna analiza fibrilacije lizozima ATR-FTIR metodom — Amidni Il region

lako su promene u Amidnom | regionu veoma izrazene, u Amidnom II regionu uocen je samo

blagi pomeraj maksimuma sa 1550 cm™ na 1540 cm™ izmedu nativnog lizozima i lizozima u

rastvoru etanola (slika 5.27). Zabelezene promene u Amidnom II regionu se mogu pripisati

promeni polarnosti rastvaraca, te stoga produzeno inkubiranje lizozima u istim uslovima nije

izazvalo dodatne promene u spektru.
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Slika 5.27. Amidni Il region nativnog lizozima i lizozima inkubiranog u 90% etanolu. Vreme

inkubiranja za svaki od spektara dato je u legendi.
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5.3.5. Kvalitativna analiza fibrilacije lizozima ATR-FTIR metodom — Amidni 111 region

Spektri lizozima u Amidnom 111 regionu prikazani su na slici 5.28. U spektru nativnog lizozima
uocavaju se trake koje odgovaraju o-heliksu (1310 cm™), neuredenom nizu (1257 cm™) i p-
ploGici (1236 cm™) [193, 194]. Sa promenom rastvarada, spektar se pomera ka traci koja
odgovara B-plocici, uz gubitak traka a-heliksa i neuredenog niza. Spektar nativnog proteina i
spektri destabilizovanog proteina se razlikuju u velikoj meri, ali dalje promene tokom
produzenog vremena inkubiranja nisu izrazene s obzirom na nisku osetljivost Amidnog III

regiona.
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Slika 5.28. Amidni Ill region nativnog lizozima i lizozima inkubiranog u 90% etanolu. Vreme

inkubiranja za svaki od spektara dato je u legendi.

5.3.6. Kvantitativna analiza ATR-FTIR spektara lizozima: dekonvolucija Amidnog |

regiona

lako i sama kvalitativna analiza Amidnog | regiona ukazuje na promene na nivou sekundarne
strukture prilikom gradenja oligomera lizozima, primenjena je metoda dekonvolucije za
kvantitativno ispitivanje sadrZzaja sekundardnih struktura. Amidni I region je razloZzen na
pojedinacne konstituente (prilog 9). Pojedinacne komponente su dodeljene razlicitim

sekundarnim strukturama prema prethodno publikovanim podacima za spektre lizozima
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rastvorenog u vodenoj sredini [98], spektre dobijene pra¢enjem vodonik-deuterijum izmene
[108-110], spektre homologog humanog lizozima [97], kao i spektre drugih proteina i amilodnih
fibrila [37, 188]. Sekundarnim strukturama su dodeljene sledeée trake: 1616-1628 cm™
(agregaciona P-plo¢ica), 1630-1640 cm™ (intramolekulska p-plogica), 1642-1649 cm™
(neuredeni niz), 1650-1660 cm™ (a-heliks), 1660-1690 cm™ (zavijutak i neuredene strukture),
1692-1700 cm™ (agregaciona B-plo¢ica). Odredena je povrsina ispod svakog pika i ukupna
povrsina ispod celokupnog Amidnog I regiona kao zbir povrSina pojedinacnih pikova. U tabeli
5.7. dat je pregled pozicija pojedina¢nih pikova, dodeljivanje ovih pikova razli¢itim sekundarnim
strukturama na osnovu literaturnih podataka, kao i povrsina ispod pikova. Sadrzaj sekundarnih
struktura prikazan u tabeli 5.8 predstavlja procenatualni udeo povrsine karakteristi¢nih pikova u
totalnoj povrSini Amidnog I regiona. U tabeli su pored dobijenih vrednosti prikazani i rezultati
izvedeni iz difrakcije X-zraka nativnog lizozima dobijeni na osnovu podataka iz UniProt baze®.
Rezultati difrakcione analize i dekonvolucije spektra nativnog lizozima se dobro poklapaju.
Dominantna sekundarna struktura u uzorku nativnog lizozima je o-heliks sa 41,7% prema
rezultatima dekonvolucije, dok rezultati difrakcione analize daju podatak od 42,6%. Promenom
polarnosti sredine, procenat a-heliksa pada na oko 20%, dok je dalji pad indukovan produzenim
inkubiranjem u 90% rastvoru etanola gotovo zanemarljiv. Ukupni sadrzaj B-plocice u nativnom
lizozimu se takode slaze sa rezultatima difrakcione analize. Sadrzaj intramolekulske B-plocice
predstavlja oko 10% bez obzira na uslove i vreme inkubiranja, dok se sadrzaj intermolekulske
agregacione B-plocice povecava sa prelaskom u etanolni rastvor sa 8,6 na 29,7%. Trend promene
se nastavlja 1 nakon 24 sata inkubiranja kada sadrzaj intermolekulske agregacione B-ploCice
dostize 34,7%. Sa daljim inkubiranjem trend postaje sporiji i zadrzava se u sli¢noj meri do 4.
dana ukazuju¢i na stabilno intermedijerno stanje. Tek finalni uzorak inkubiran 60 dana u ovim
destabilizuju¢im uslovima pokazuje znacajan skok u sadrzaju agregacione B-plocice koji iznosi
38,2%. Rezultati dekonvolucije jasno sugeriSu da je porast u sadrzaju agregacione B-plocice
nakon inicijalne promene rastvaraca posledica drasticnog smanjenja sadrzaja a-heliksa, ali da se
u produzenom periodu inkubiranja u ovim uslovima dodatni porast u sadrzaju agregacione f3-
plo€ice u vecoj meri moze pripisati smanjenom sadrZaju neuredenog niza i zavijutka (pad sa 38

na oko 32%).

8 UniProtKB - P00698 (LYSC_CHICK)
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Tabela 5.7. Dodeljivanje traka (v, ecm™) u Amidnom | regionu sekundarnim strukturama i relativna
povrsina (P, %) ispod pojedina¢nih pikova u odnosu na ukupnu povrS§inu Amidnog I regiona za

spektre nativnog lizozima i spektre lizozima u 90% rastvoru etanola.

v, em™ P, % sekundarna struktura Ref.
nativan [ Oh [ 24 h | 96 h | 60 dana

1616-1628 6,6 27,31 32,0 | 31,7 35,5 agregaciona B-plocica [37, 97, 98]
1630-1640 10,3 10,5 | 10,1 | 10,2 10,3 B-plocica [37, 97, 98, 110, 188]
1642-1649 12,5 19,2 | 145 | 14,2 14,7 neuredeni niz [37, 97, 98]
1650-1660 | 41,7 21,8 22,8 | 21,8 19,6 a-heliks [37, 98, 108, 110, 188]
1660-1676 13,0 70 | 62 | 6,7 7,0 neuredeni heliks [37, 98, 188]
1676-1690 13,9 11,7 | 11,7 | 12,0 10,2 zavijutak [37, 188]
1692-1700 2,0 24 | 2,7 | 34 2,7 agregaciona B-plocica [37]

Tabela 5.8. Sadrzaj sekundarnih struktura uzoraka lizozima odreden dekonvolucijom ATR-FTIR

spektara u Amidnom | regionu i literaturni podaci dobijeni difrakcijom X-zraka [128].

. . agregaciona . neuredeni 5
uzorak lizozima B-plocica v a-heliks niz + greska
B-plocica -
zavijutak

nativan 10,3 8,6 41,7 39,4 1
0 h, 90% etanol 10,5 29,7 21,8 38 0,8
24 h, 90% etanol 10,1 34,7 22,8 32,4 0,6
96 h, 90% etanol 10,2 35,1 21,8 32,9 1,1
60 dana, 90% etanol 10,3 38,2 19,6 31,9 0,8
difrakcija X-zraka 18,7 / 42,6 38,7 /

5.3.7. Kvantitativna analiza ATR-FTIR spektara lizozima: odnos Amidne | i Amidne 11

trake

Pored komplikovane 1 zahtevne metode dekonvolucije koja iziskuje slozenu matemati¢ku analizu
spektara, primenjena je i jednostavnija metoda za kvantitativnu analizu spektara. Tendencija
zauzimanja razli¢itih sekundarnih struktura prac¢ena je odredivanjem odnosa intenziteta trake
date sekundarne strukture u Amidnom I regionu sa maksimumom u Amidnom Il regionu koji je
koris¢en kao interni standard. Metoda je primenjena za pracenje promena u tendenciji
zauzimanja sledec¢ih sekundarnih sturktura: a-heliksa (1654 cm™), neuredenog niza (1644 cm™) i
agregacionih B-plo¢ica (suma intenziteta traka na 1620 i 1698 cm™). Intenziteti na nabrojanim
talasnim brojevima deljeni su sa intenzitetom Amidnog II maksimuma na poziciji izmedu 1542
cm™ za nativni lizozim u vodenom rastvoru i na poziciji 1534 cm™ za uzorke lizozima u 90%
etanolu. Na ovaj naéin je pracen trend promene sekundarnih struktura tokom perioda inkubiranja

kao sto je prikazano na slici 5.29B. Tendencija zauzimanja sekundarne strukture agregacione [3-
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plocice prikazana je kao zbir intenziteta traka na visokoj i niskoj frekvenciji (1622 cm™ i 1698
cm™) normalizovan na intenzitet Amidne I trake. U cilju poredenja trenda promene sekundarnih
struktura sa porastom intenziteta fluorescencije ThT, i ove vrednosti su date za iste uzorke na
slici 5.29A.
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Slika 5.29. A) Intenzitet ThT fluorescencije i B) odnos Amidna I/Amidna Il traka za nativni, 0 h, 24
h, 96 h i 60 dana inkubirani lizozim u 90% rastvoru etanola.

I ova metoda potvrduje tendenciju zauzimanja agregacione [-plofice u uslovima visoke
koncentracije etanola koja je veoma izrazena ve¢ kod intermedijarnih stanja detektovanih tokom
prva 4 dana inkubiranja. Istovremeno, tendencija formiranja sekundarnih struktura
karakteristiénih za nativni lizozim (o-heliksa, intramolekulske B-plo¢ice i neuredenog niza)
opada. Sa druge strane, intenzitet ThT fluorescencije raste u znacajnijoj meri tek nakon 60 dana
inkubiranja lizozima u ovim uslovima, dok je promena tokom prva 4 dana u nivou greske
merenja. Ovakva analiza FTIR spektara sugeriSe na gotovo trenutni prelazak lizozima iz
nativnog u intermedijerno oligomerno stanje sa promenom polarnosti okruzenja. Trend nastanka
agregacionih B-ploCica tokom pocetnih faza fibrilacije lizozima i gradenja oligomernih
intermedijera pracen ovom metodom nije u dobroj korelaciji sa promenom intenziteta ThT
fluorescencije u istim uzorcima (prilog 10). lako metoda pokazuje visoku korelaciju kod
pracenja formiranja amiloidnih fibrila brzo-fibriliraju¢eg ovalbumina, kod formiranja oligomera
lizozima ovo nije slucaj. Ovi rezultati potvrduju da je pracenje tendencije zauzimanja
agregacione B-plo¢ice ATR-FTIR spektroskopijom specifi¢nija metoda za detekciju oligomernih

stanja od metode pracenja ThT fluorescencije.
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5.4. Ispitivanje potencijala za formiranje amiloidnih agregata biljnih cistein-

proteaza

Po uspostavljanju metodologije za prac¢enje formiranja amiloidnih fibrila i oligomera na
proteinima jajeta, ispitana je mogucnost fibrilacije proteina iz klase cistein-proteaza — papaina iz

ploda papaje (Carica papaya) i ficina iz lateksa smokve (Ficus carica).

5.4.1. Analiza amiloidogenih peptida papaina i ficina 1c
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Slika 5.30. A) Energija fibrilacije aminokiselinskih ostataka papaina predvidena ZipperDB alatom:
crvenom bojom su obeleZeni ostaci ¢ija energija fibrilacije je niZa od definisanog praga (-23
kcal/mol). Crnom linijom su obeleZeni amiloidogeni peptidi predvideni alatom TANGO, a sivom
peptidi predvideni alatom PASTA. B) Trodimenzionalna struktura papaina, PDB kod 1BP4. Slika
je kreirana koriS¢enjem programa iCn3D: Web-based 3D Structure Viewer — NCBI (Rokvil, SAD),
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/full.html. Crvenom bojom su obeleZeni amiloidogeni

peptidi predvideni alatom ZipperDB.
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Sekvence papaina i ficina 1c analizirane su u cilju pretrage amiloidogenih peptida koris¢enjem
alata ZipperDB, TANGO i PASTA. Detektovani su potencijalno amiloidogeni peptidi prikazani
na slikama 5.30 i 5.31. Sva tri alata prepoznaju dug segment u N-terminalnom regionu papaina
visoke tendencije za gradenje amilodinih fibrila. Pored ovog peptida, istaknuti su i kra¢i peptidi
na pozicijama 70-77 i 129-136 prepoznati i ZipperDB i TANGO alatom. Na osnovu slike 5.30B
uoCava se da su potencijalno amiloidni regioni predvideni alatom ZipperDB delovi dva a-

heliksa, ali 1 jedne B-plocice.

U slucaju ficina 1c prepoznat je veoma dugaCak N-terminalni segment sa preko 10
aminokiseliskih ostataka sa energijom pogodnom za gradenje amiloidnih B-plocica (slika 5.15).
Ovaj region prepoznat je kao amiloidogen pomocu sva tri alata. Takode, delovi sekvence oko 60.

i oko 80. aminokiselinskog ostatka pokazuju veliki potencijal za formiranje fibrila.
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Slika 5.31. A) Energija fibrilacije aminokiselinskih ostataka ficina 1c predvidena ZipperDB alatom:
crvenom bojom su obeleZeni ostaci ¢ija energija fibrilacije je niZa od definisanog praga (-23
kcal/mol). Crnom linijom su obeleZeni amiloidogeni peptidi predvideni alatom TANGO, a sivom

peptidi predvideni alatom PASTA.
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5.4.2. Uporedna stabilnost papaina, ficina 1c i smeSe ficina

Stabilnost papaina, precis¢ene izoforme ficina i1 smeSe izoformi ficina pra¢ena je snimanjem
fluorescentnih spektara proteina u destabilizuju¢im uslovima. Uzorci proteina inkubirani su u
prisustvu razli¢itih koncentracija uree u opsegu temperature 10-50°C. Koncentracija uree je
varirana u opsegu 0-2 M. Na slici 5.32 prikazani su spektri papaina, ficina 1c i smeSe ficina
inkubirani preko no¢i u rastvorima razli¢ite koncentracije uree. Primeri spektara sa slike

snimljeni su pri temperaturi od 40°C.

Povecanje koncentracije uree dovodi do povecanja intenziteta fluorescencije kod sva tri uzorka
proteina. Ipak, trend povecéanja intenziteta fluorescencije nije potpuno isti. Kod papaina (slika
5.32A) i ficina 1c (slika 5.32B) promena intenziteta fluorescencije sa porastom koncenracije uree
prati isti trend. Ve¢ 0,4 M urea dovodi do znacajnog skoka u intenzitetu fluorescencije koji se sa
daljim povecanjem koncentracije do 2 M ne menja. Za razliku od ovih uzoraka pojedina¢nih
izoformi, uzorak smese ficina pokazuje postepeni porast intenziteta fluorescencije sa porastom

koncentracije uree (slika 5.32C).
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Slika 5.32. Emisioni spektri A) papaina, B) ficina 1c i C) smeSe ficina u prisustvu 0-2 M uree

snimljeni na 40°C.
S obzirom na identi¢no ponasanje papaina i ficina lc u ispitivanju stabilnosti u prisustvu uree, u

daljim analizama stabilnosti i tendencije agregiranja koriS¢en je papain kao model pojedinacnog

polipeptidnog lanca 1 smesa ficina kao sistem koji se sastoji iz viSe izoformi.
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5.4.3. Stabilnost papaina i smeSe ficina na razli¢itim pH vrednostima

Ispitana je pH stabilnost papaina i smeSe ficina i rezultati su prikazani na slici 5.33. Za merenje
rezidualne aktivnosti koris¢en je kazein kao supstrat. Rezultati ukazuju na vecéu stabilnost ficina
u Siroj oblasti pH u odnosu na papain. Vise od 80% aktivnosti ficina je zadrzano nakon 30
minuta inkubiranja na pH vrednostima u opsegu 3 do 10. Na pH vrednosti ispod 2 i ficin i papain

gube najveci deo svoje aktivnosti. Na pH vrednostima 3 1 9 ficin se pokazao nesto stabilnijim.

Za razliku od ficina, pH stabilnost papaina opisana je zvonastom krivom ukazujuéi na uzi opseg
stabilnosti. Ovakve razlike se mogu objasniti postojanjem jednog polipeptidnog lanca papaina i

smese izoformi ficina razlicitog opsega stabilnosti koje doprinose ukupnoj stabilnosti smese.

100+ /{ B 100 - s 4 /i—\
80 /. i\i—/i“f 80+ i/{ ’_ﬁ—} { §\§

60 4 ///

40 4

60

40

Rezidualna aktivnost, %
L ]
Rezidualna aktivnost, %

20 4 20

2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
pH pH

Slika 5.33. Efekat pH na stabilnost A) papaina i B) ficina. Rezidualna aktivnost nakon inkubiranja
30 minuta na sobnoj temperaturi u puferima razli¢ite pH odredena je naspram kazeina kao

supstrata.

5.4.4. Termalna inaktivacija papaina i ficina na pH 3,2

Termalna inaktivacija papaina i ficina u kiseloj sredini (u 50 mM natrijum-tartaratnom puferu pH
3,2) pratena je merenjem rezidualne aktivnosti nakon inkubiranja 30 minuta na razli¢itim
temperaturama. Rezultati su prikazani u formi krivih termalne inaktivacije prikazanih na slici
5.34. Krive inaktivacije, kako papaina, tako i ficina imaju oblik sigmoide na osnovu kog je
utvrdena temperatura topljenja, Tm (papain 51,3 + 0,3°C, ficin 45,6 + 0.2°C). Najveca razlika u

stabilnosti uoCava se u oblasti temperatura nizih od 25°C (slika 5.34). U slucaju papaina, 16%
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aktivnosti je izgubljeno na temperaturi oko 0°C. Sa druge strane, u slucaju ficina pad rezidualne

aktivnosti na niskim temperaturama je znatno manji (5%).

Za pracenje kinetike inaktivacije ova dva enzima u kiseloj sredini pracen je pad rezidualne
aktivnosti sa vremenom inkubiranja na temperaturama 45, 50, 55, 60°C. Alikvoti rastvora
papaina i ficina su uzorkovani u periodu od 45 minuta i na osnovu odredene rezidualne
aktivnosti konstruisani su semi-logaritamski grafici inaktivacije (slika 5.35A). Konstante brzine
inaktivacije odredene na osnovu nagiba ovih grafika prikazane su u tabeli 5.9. Na osnovu
vrednosti konstanti brzine inaktivacije konstruisan je Arenijusov grafik (slika 3.35B). Vredosti
aktivacionih energija (Ea) za termalnu inaktivaciju papaina i ficina na pH 3,2 dobijene su iz
Arenijusovog grafika i iznose, redom, 184 + 8 kJ/mol (R* = 0,997) i 208 + 3 ki/mol (R? = 0,999).

S obzirom na ove vrednosti Ea, ficin se pokazao kao znacajno stabilniji od papaina u kiseloj

sredini.
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Slika 5.34. Krive termalne inaktivacije A) papaina i B) ficina. Aktivnost je odredena naspram
kazeina kao supstrata nakon inkubiranja 30 minuta na odredenoj temperaturi i izraZzena kao

procenat rezidualne aktivnosti.
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Slika 5.35. A) Termalna inaktivacija papaina i ficina u temperaturnom opsegu 45-60°C na pH 3,2.
B) Arenijusov grafik - zavisnost konstante brzine inaktivacije enzima od recipro¢ne vrednosti

temperaure za papain i ficin.

Tabela 5.9. Konstante brzine inaktivacije (k, min™') papaina i ficina na razli¢itim temperaturama.

temperatura, °C 45 50 55 60
papain 0,0046 + 0,0005 | 0,012 + 0,002 | 0,037 + 0,003 | 0,10 * 0,02
ficin 0,0068 +0,0002 | 0,02+0,003 | 0,08+0,02 [ 0,234+0,007

5.4.5. Stabilnost papaina i ficina u kiseloj sredini na niskoj temperaturi

Budu¢i da su i papain 1 ficin skloni taloZenju sa promenom pH i polarnosti sredine, odabrani su
uslovi u kojima ne dolazi do vidljive precipitacije za ispitivanje produZene stabilnosti i

potencijala za gradenje amiloidnih fibrila. Stabilnost papaina 1 ficina je pracena tri nedelje na
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temperaturi 4°C u 50 mM natrijum-tartaratnom puferu pH 3,2. Postavljeni su uzorci bez etanola,
kao i uzorci u istom puferu sa 5% odnosno 12% (V/V) etanola. Uzorci alikvotirani u razli¢itim
vremenskim intervalima inkubiranja analizirani su u pogledu rezidualne kazeinoliti¢ke
aktivnosti, kao i u pogledu strukturnih promena metodama gel filtracije, FTIR spektroskopije,
ThT i ANS fluorimetrije.

Rezultati pracenja rezidualne aktivnosti papaina i smeSe ficina tokom tri nedelje prikazani su na
slici 5.36. Trend pada rezidualne aktivnosti je isti u svim uzorcima oba ezima bez obzira na
koncentraciju etanola. UoCava se postojanje stabilnog intermedijernog stanja izmedu 150 1 500 h
inkubiranja kod oba enzima. Ovaj intermedijer pokazuje oko 90% rezidualne aktivnosti u slué¢aju

ficina 1 oko 70% u slucaju papaina.

Nakon 500 sati inkubiranja, rezidualna aktivnost papaina znacajno opada i iznosi 15% za uzorak
sa 12% etanolom, 20% za uzorak sa 5% etanolom i 30% za uzorak bez etanola. Sa druge strane,
rezidualna aktivnost smeSe ficina nakon tri nedelje inkubiranja je gotovo tri puta ve¢a u odnosu
na rezidualnu aktivnost papaina. Dalje su ispitane strukturne promene tokom perioda inkubiranja

za pronalazenje objasnjenja razli¢itog ponasanja ova dva model sistema.
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Slika 5.36. Rezidualna aktivnost A) papaina i B) ficina tokom inkubiranja na 4°C u 50 mM
natrijum-tartaratnom puferu pH 3,2 sa 0, 51 12% etanola.

Snimani su FTIR spektri uzoraka papaina i ficina pre inkubiranja na niskoj temperaturi i nakon 3

nedelje inkubiranja. Kvalitativna analiza Amidnog I regiona ukazuje na izrazenije promene
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sekundarnih struktura papaina nego ficina tokom skladistenja na niskim temperaturama. Trake su
dodeljene pojedina¢nim sekundarnim strukturama na osnovu literaturnih podataka kao $to je
prikazano u tabeli 5.10. Tendencija zauzimanja sekundarnih struktura prac¢ena je odredivanjem
odnosa intenziteta trake karakteristi¢ne za datu sekundarnu strukturu u Amidnom I regionu (1652
cm™ o-heliks; 1632 cm™ B-plo¢ica; 1641 cm™ neuredeni niz; 1680 cm™ p-zavijutak; 1617 i 1697
cm™ agregaciona B-plo¢ica) i Amidne II trake (1544 cm™). Za svaki od uzoraka inkubiranih 3
nedelje u destabilizuju¢im uslovima, dobijene vrednosti normalizovanih intenziteta traka su
podeljene sa vrednostima normalizovanih intenziteta u adekvatnom pocetnom uzorku. Na taj
nacin su dobijeni odnosi koji ukazuju na trend promene sadrzaja date sekundarne strukture. Za
uzorke u kojima nisu uo¢ene promene sekundarnih struktura nakon tri nedelje inkubiranja, odnos
normalizovanog intenziteta 1 normalizovanog intenziteta pocetnog uzorka je 1. U slucaju
opadanja sadrzaja odredene sekundarne strukture, dobijene su vrednosti manje od 1, dok su za

sekundarne strukture ¢iji sadrzaj raste dobijene vrednosti vece od 1.

Tabela 5.10. Tendencija promene sadrzaja sekundarnih struktura papaina i ficina nakon
inkubiranja 3 nedelje na 4°C u kiseloj sredini sa ili bez etanola. Trake u Amidnom | regionu su

dodeljene sekundarnim strukturama na osnovu citiranih referenci.

1 stepen ofuvanosti sekundarne strukture
sekundarna struktura v, cm Referenca

0% etanol | 5% etanol | 12% etanol
-% B-plocica 1632 [182] 0,96 0,95 0,94
S | neuredeni niz 1641 [182] 0,98 0,97 0,89
= ["a-heliks 1652 [181] 0,96 0,95 0,83
B-zavijutak 1680 [182] 1,12 1,11 1,09
agregaciona B-plocica 1617, 1697 | [183-185] 1,07 1,11 1,05

sekundarna struktura v, et Referenca stepen ofuvanosti sekundarne strukture

0% etanol | 5% etanol | 12% etanol
c | B-plocica 1632 [182] 0,96 1,02 0,99
;g neuredeni niz 1641 [182] 0,93 0,97 0,99
a-heliks 1652 [181] 0,96 0,97 0,98
B-zavijutak 1680 [182] 1,05 1,00 1,05
agregaciona fB-ploéica | 1617; 1697 | [183-185] 1,02 1,01 1,00

U uzorcima papaina, tronedeljni period inkubiranja na 4°C doveo je do porasta u sadrzaju
agregacione B-plocice i zavijutka i1 do pada u sadrzaju o-heliksa i neuredenog niza. Smanjenje
udela sekundarnih struktura karakteristi¢nih za nativan papain i porast udela B-struktura ukazuju
na denaturaciju 1 delimi¢nu agregaciju s obzirom na porast u agregacionoj -polocici (1,07; 1,11

i 1,05 za rastuce koncentracije etanola). Za potvrdu formiranja agregata primenjena je analitiCka
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gel filtracija, a dobijeni hromatogrami su prikazani na slici 5.37. Kao §to se moze uociti na
osnovu hromatograma, nakon 3 nedelje na niskoj temperaturi, hromatografski profil papaina se
menja, deo povrSine osnovnog pika se gubi i detektuje kao povisena vrednost apsorbancije u
mrtvoj zapremini kolone $to ukazuje na pojavu agregata. Denauracija na niskim teperaturama i

agregiranje papaina objasnjavaju izrazen gubitak aktivnosti od 70-80% (slika 5.33A).
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Slika 5.37. Hromatogrami uzoraka papaina i ficina pre i posle inkubiranja na 4°C i pH 3,2 pri

razli¢itim koncentracijama etanola analiziranih gel filtracijom.

Za razliku od papaina, u uzorcima ficina znacajne promene sekundarnih struktura nisu uocene

(tabela 5.10), kao ni razlika u hromatografskom profilu (slika 5.34). Nije uocen porast u sadrzaju
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agregacione f-plocice, te rezultati dobijeni kombinacijom metoda ukazuju na ocuvanje strukture

1 aktivnosti ficina u uslovima snizene temperature, kisele sredine, kao 1 prisustva etanola.

5.4.6. Destabilizacija papaina i smeSe ficina visokim koncentracijama uree

Dalje je ispitana destabilizacija papaina i smeSe ficina u prisustvu visokih koncentracija uree.
Emisioni spektri uzoraka papaina i smeSe ficina sa ureom u opsegu koncentracija 0-8 M su
snimljeni na temperaturama 10-50°C. Krive denaturacije papaina i smese ficina ureom prikazane
su na slici 5.38. Krive denaturacije papaina (slika 5.38A) pokazuju intenzivan porast
fluorescencije u prisustvu uree do 0,4 M koncentracije. Dalji porast koncentracije uree sve do 7,6
M ne uti¢e na fluorescenciju papaina. Tek pri viSim koncentracijama i pri nizim temperaturama
(10-20°C) uocava se dalji porast intenziteta fluorescencije. Prilikom denaturacije smese ficina
ureom, porast fluorescencije sa porastom koncentracije uree je u vecoj meri postepen (slika
5.38B). Ne uocava se inicijalni drasti¢ni skok fluorescencije kao u slucaju papaina, ali do finalne

8 M koncentracije uree, ukupna promena fluorescencije kod papaina i smese ficina je uprediva.

A B —=—10
—e—20
700 700 30
—v— 40
£ 600 E 600 —+—50
T ] © ]
c c
[ dl
:g 500 - :5 500
c c
[T 7] 1
? b
© 400+ 2 400+
[=] [=]
E] 3 1
= =
£ 300 2 300 //V\J
N N
c c
2 2
& 200 3 200
£ £
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Koncentracija uree, M Koncentracija uree, M

Slika 5.38. Krive denaturacije A) papaina, B) smeSe ficina ureom (0-8 M) snimane u opsegu

temperatura 10-50°C.

S obzirom na rezultate analize stabilnosti papaina i smesSe ficina u prisustvu uree, ispitan je
potencijal ovih proteina za formiranje amiloidnih fibrila nakon predtretmana ureom. Rastvori
papaina i smese ficina koncentracije 6 mg/mL u rastvoru HCI pH 3 inkubirani su u prisustvu 8§ M

uree preko noéi na sobnoj temperaturi. Po uklanjaju uree nakon 16 h, postavljeni su uzorci u:
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1) Rastvoru HCI pH 3

2) Rastvoru HCI pH 3 sa 355 mM B-merkaptoetanolom

3) 90% etanolu u rastvoru HCI pH 3

4) 90% etanolu u rastvoru HC1 pH 3 sa 355 mM [-merkaptoetanolom.

Uzorci su inkubirani 24 h na sobnoj temperaturi uz izdvajanje alikvota koji su analizirani
merenjem ThT fluorescencije i snimanjem infracrvenih spektara. Rezultati ThT fluorescencije za
uzorke papaina i ficina inkubiranih u 90% rastvoru etanola prikazani su na slici 5.39. Na osnovu
slike se moze uociti veliki porast fluorescencije ThT sa vremenom kod uzoraka papaina, bez
obzira na prisustvo redukcionog sredstva. Intenzitet fluorescencije gotovo dvostruko raste u toku
prva 4 sata inkubiranja papaina, nakon cega se ne belezi dalji porast. U slucaju ficina postoji
daleko manji porast intenziteta fluorescencije u uzorcima bez redukcionog sredstva, dok u
prisustvu redukcionog sredstva ne postoji pravilan trend, odnosno nakon inicijalnog porasta

intenziteta fluorescencije nakon 2 h inkubiranja sledi pad do pocetnih vrednosti.
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500000 - —e—ficin 600000 - | —e—ficin |
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Slika 5.39. Praéenje formiranja amiloida papaina i smeSe ficina merenjem intenziteta fluorescencije
ThT tokom 24 h inkubiranja u 90% rastvoru etanola u kiseloj sredini: A) bez redukcionog

sredstva, B) u prisustvau 355 mM p-merkaptoetanola.

Rezultati ThT fluorescencije dobijeni za proteine inkubirane u rastvoru HCI pH 3 bez prisustva
etanola prikazani su u prilogu 11 i odlikuju se delimi¢nim porastom intenziteta fluorescencije

nakon prvog sata inkubiranja u svim uzorcima, nakon ¢ega sledi pad ispod pocetnih vrednosti.
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Slika 5.40. Amidni | region ATR-FTIR spektara A) papaina i B) ficina pre i nakon 24 h inkubiranja

na sobnoj temperaturi u 90% rastvoru etanola sa 355 mM f-merkaptoetanolom.

Rezultati dobijeni merenjem ThT fluorescencije papaina potvrdeni su metodom ATR-FTIR
spektroskopije. Na slici 5.40A dati su spektri papaina inkubiranih u uslovima visoke
koncentracije etanola i u prisustvu redukcionog sredstva. Detektuje se porast udela agregacione
B-plogice na oko 1625 cm™. Kod spektara ficina (5.40B) uocavaju se veoma sli¢ne promene u
spektru, nasuprot rezultatima ThT fluorescencije u kojioj nije uocena znacajna promena. Dalje su
izraCunati odnosi intenziteta traka u Amidnom I regionu i Amidne II trake (slika 5.41).

Analizirane su trake karakteristi¢ne za agregacione B-ploCice detektovane na talasnim brojevima
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1625 i 1695 cm™ [95, 122], intramolekulsku B-plogicu (1632 cm™) [182], neuredeni niz (1641
cm™) [182], o-heliks (1652 cm™) [181] i B-zavijutak (1680 cm™) [182]. Kod oba proteina uocava
se porast u tendenciji zauzimanja agregacione B-plocice koji se ogleda u porastu normalizovanoh
intenziteta obe trake karakteristicne za ovu sekundarnu strukturu. Istovremeno blago opada
tendencija zauzimanja sekundarnih struktura karakteristicnih za nativni papain, a-heliksa i
neuredenog niza. Takode je zabeleZen porast tendencije zauzimanja B-zavijutka koji je izrazeniji

kod ficina.

2.0+

1.5

1.0 1

Odnos intenziteta traka
(Amidni | / Amidni Il region)
Odnos intenziteta traka

(Amidni | / Amidni Il region)

0.5

0.0- 0.0 -
agregaciona B-plotica neuredeni a-heliks B-zavijutak agregaciona g i B-plogica i a-heliks B-zavijutak agregaciona
B-plogica niz B-plotica B-plogica niz B-plotica

Slika 5.41. Odnos Amidna I/Amidna Il traka za uzorke A) papaina i B) ficina nakon destabilizacije

ureom i inkubiranja 24 h u 90% etanolu u prisustvu p-merkaptoetanola.
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5.5. Vezivanje jona teSkih metala za amiloidne fibrile

Ispitano je vezivanje jona teskih metala za amiloidne fibrile ovalbumina. Koris¢eni su rastvori
olovo-acetata i kadmijum-hlorida koji su nanoSeni na dehidratisane amiloidne fibrile. Nakon
petominutnog inkubiranja amiloida i rastvora jona metala uz mesanje, fibrili su uklonjeni
centrifugiranjem nakon c¢ega je metodom atomske apsorpcione spektrometrije odredena
koncentracija metala koja je zaostala u rastvoru. Prikazani rezultati na slici 5.41 potvrduju
vezivanje jona olova i kadmijuma za amiloidne fibrile u istoj meri bez obzira na to da li je
amiloidni fibril tretiran rastvorom samo jednog od metala ili istovremeno rastvorima oba metala.
Prera¢unavanjem dobijenih rezultata na pg vezanog metala po mg fibrila, dobijaju se vrednosti

1,3 za olovo i 0,3 za kadmijum.

A Il masa nanetog Pb** B [ masa nanetog Cd*'
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Slika 5.41. Masa jona A) Pb®* i B) Cd* nanetih na amiloid (tamno) i detektovana (svetlo) nakon

centrifugiranja i uklanjanja firbila.
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6. DISKUSIJA

Model sistemi ove studije izolovani su iz svojih prirodnih izvora ili iz komercijalnih preparata
nepotpune Cistoce. S obzirom na visoku zastupljenost u belancetu kokoSjeg jajeta (Gallus
gallus), ovalbumin je izolovan iskljucivo taloznim tehnikama do 90% homogenosti kao $to je
potvrdeno reverzno-faznom hromatografijom (slika 5.1). Drugi model sistem iz kokosjeg jajeta,

lizozim, koriS¢en je kao komercijalni protein bez daljeg pre¢is¢avanja.

Papain, cistein-proteaza iz papaje (Carica papaya) izolovan je hromatografskim metodama iz
komercijalnog preparata u kom je dominantan protein, ali uz prisutne proteoliticke fragmente i
deo neaktivnog proteina. Homogenost papaina potvrdena je detekcijom trake molekulske mase
oko 24 kDa (slika 5.2), dok je aktivnost preciS¢enog proteina potvrdena zimogramskom
detekcijom. S obzirom na kopolimerizaciju zelatina sa poliakrilamidom u pripremi gelova i na
kineticku inertnost pri uslovima denaturacije u pripremi uzoraka na nizoj temperaturi za
zimogramsku detekciju [152], pozicije traka u dvema razli¢itim elektroforetskim tehnikama se ne
poklapaju. Ovakva pojava je u skladu sa opisanim ponaSanjem papaina i drugih kinetic¢ki inetrnih
proteina rezistentnih na SDS ¢ija se potpuna denaturacija postize samo zagrevanjem na veoma
visokim temperaturama [195]. Kao posledica kineticke inertnosti papaina, na elektroforetskom
gelu se uocava 1 traka delimi¢no denaturisane forme na poziciji od oko 50 kDa kao §to je

pokazano u prethodnim studijama [152].

Ficin, cistein-proteaza iz smokve (Ficus carica) dobijen je iz lateksa ove biljke uz prethodno
uklanjanje gumastih materija centrifugiranjem i lipidnih komponenti ekstrakcijom petroletrom.
Dobijena vodena frakcija koncentracije proteina 20-60 mg/mL pokazuje na elektroforetskom
gelu veliki broj diskretnih traka (slika 5.2) bliskih molekulskih masa oko 24 kDa kao §to je
prijavljeno i u prethodnim studijama [159, 164]. Najnoviji transkriptomski podaci prijvljuju
postojanje 11 ficinskih izoformi (ficini la-c, 2a-c, 3-5, 6a-b) u lateksu F. carica varijetet Masui
Dauphine (prilog 1), dok su prijavljene 4 trodimenzionalne strukture ficinskih izoformi
izolovanih iz F. carica varijetet Chetoui depozitovanih u PDB bazi. Heterogen sastav lateksa
potvrden je reverzno-faznom hromatografijom, a potvrdeno je da pored razli¢itih kultivara,
razli¢it sastav izoformi pokazuju i uzorci lateksa prikupljeni u razli¢itom periodu sezone zrenja
(prilog 2). Detektovane su razlike u broju izoformi, kao i u njihovoj relativnoj zastupljenosti

izmedu razli¢itih uzoraka. S obzirom na pokazanu vecu kazeinoliticku aktivnost u ranijim
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fazama zrenja smokve [66], za preparativno razdvajanje izoformi ficina kori$éen je lateks
prikupljen sredinom juna. Razdvajanje je uradeno jonoizmenjivatkom hromatografijom s
obzirom na jednaku masu izoformi i daleko veéu razliku u pl vrednostima (prilog 1) i na
prethodno prijavljene efikasne procedure razdvajanja izoformi na katjonskim izmenjiva¢ima
[159-161]. Hromatografija je uradena u kiseloj sredini (pH 5) u cilju prevencije autolize serin i

cistein-proteaza usled protonovanja katalitickih aminokiselinskih ostataka [157, 160].

Razlike u hromatogramu (slika 5.3) u odnosu na prethodno publikovane rezultate uocene Su u
pogledu relativne zastupljenosti frakcija, sto potvrduje veliku razliku u hromatografskom profilu
ficina u zavisnosti od vremena prikupljanja lateksa kao i od kultivara. Razdvojene frakcije
razlikuju se 1 u pogledu odnosa opste proteoliticke i kolagenoliticke aktivnosti (tabela 5.1). Opsta
proteoliti¢ka aktivnost merena naspram prirodnog supstrata kazeina koji ima $iroku upotrebu za
merenje aktivnosti proteaza [157, 160, 196], dovodi se u vezu sa zastitom od insekata i gljiva
kao $to je pokazano za papain [158]. S druge strane, Zelatin sa karakteristicnom sekvencom Pro-
Hyp-Gly koris¢en je kao supstrat za procenu aktivnosti prema matriksu vezivnog tkiva [196] u
¢ijoj hidrolizi je najpotentnija nevezana frakcija u kojoj se s obzirom na kiselu pl vrednost
o¢ekuje prisustvo prethodno opisane kolagenaze [157]. Ficinske frakcije takode pokazuju
razliite nivoe Zelatinoliticke aktivnosti Sto je u skladu sa potvrdama doprinosa aktivnosti cistein-

proteaza iz smokve u ukupnoj Zelatinoliti¢koj aktivnosti [197].

Za razliku od prethodnih studija u kojima je najkiselija izoforma najefikasnije razdvojena i
okarakterisana u kontekstu supstratne specificnosti, u ovoj studiji je od detektovanih 5 pikova
najbolje razdvojena najbaznija izoforma (slika 5.3) ¢ija je Cisto¢a potvrdena kao 85-90%
reverzno-faznom hromatografijom (slika 5.4). Ova izoforma je identifikovana na osnovu
rezultata peptidnog mapiranja nakon tripsinske digestije kao ficin 1c (prilog 3). Prepoznato je 14
preklapajucih peptida koji pokrivaju 48,6% sekvence, a medu kojima je 7 peptida specifi¢nih za
datu izoformu. U manjoj meri prepoznati su i peptidi ficina la i 3 Sto nije iznenadujuce s
obzirom na veliki procenat identi¢nosti sekvenci i blisku evolucionu povezanost ovih izoformi sa

izoformom ficin 1c (prilozi 4 i 5).

Identifikovana izoforma ficin lc je okarakterisana u pogledu sadrZaja sekundarnih struktura
(tabela 5.2) koje ukazuju na gotovo jednaku zastupljenost a-heliksa (25,6%) i B-plocCica (23,4%).

Celokupni sadrzaj sekundarnih struktura, kao 1 njihova organizacija u trodimenzionalnu strukturu
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modelovanu uz pomo¢ Phyre2 servera, ukazuje na veliku sli¢nost sa poznatim 3D strukturama
ficina A, B, C i D, kao i sa srodnim cistein-proteazama poput papaina (slika 5.6, prilog 4). Velika
strukturna slicnost sa papainom ogleda se 1 u analizama stabilnosti ficina 1c¢ u kiseloj sredini 1 u
prisustvu haotropa. Kao i u slu¢aju opisane kisele isoforme ficina [160, 174], i kod ficina 1c se u
kiseloj sredini znatno povecava izloZenost hidrofobnih povrSina (slika 5.7), kao i u prisustvu
haotropnog agensa. Sli¢ni rezultati u pogledu destabilizacije druge, neidentifikovane izoforme
ficina [172] potvrduju vec¢u podloznost denaturaciji u prisustvu uree u kiseloj sredini, odnosno
potvrduju formiranje stabilnog intermedijera stopljene globule na pH 3 detektovano kod kisele
izoforme [160, 174]. Sli¢an uticaj niskih koncentracija haotropa [153, 198-200] i formiranje
stopljene globule u kiseloj sredini [175] opisani su i kod papaina. Objasnjenje sli¢nog ponasanja
papaina, ficina 1c i ostalih opisanih izoformi ficina lezi u njihovoj evolutivnoj srodnosti (prilog
5) sli¢nostima u 3D strukturi (slika 5.6), rasporedu domena, sadrzaju sekundarnih struktura
(tabela 5.2), oCuvanosti hidrofobnog jezgra u pomenutim uslovima i konzervaciji ostataka

cisteina koji formiraju disulfidne mostove (prilog 6).

Po izolovanju model sistema, analizirane su njihove stabilnosti 1 podloznost ka formiranju
amiloidnih fibrila. Iako se smatra da je formiranje amiloidnih fibrila zajedni¢ka osobina svih
proteina i peptida [201-203], nije veliki broj polipeptidnih lanaca prirodno uvijenih proteina od
znacajni i zbog svoje uloge u patogenezi neurodegenerativnih oboljenja kao $to su amiloid 8 i o-
sinuklein [3, 9]. Od polipeptida sa definisanom tercijarnom strukturom u nativnom obliku,
pokazano je da amiloide formiranju ovalbumin, B-laktoglobulin, humani i kokosji lizozim,
insulin, i albumin humanog i govedeg seruma [4-8, 45]. Uslovi i kinetika fibrilacije u velikoj
meri variraju medu razlicitim model sistemima. U ovoj studiji odabran je ovalbumin iz kokosjeg
jajeta kao model sistem za formiranje zrelih amiloidnih fibrila koje je potvrdeno u velikom broju
studija [8, 61, 124, 204]. Ovaj protein poseduje veliki broj peptida podloznih formiranju
amiloidnih agregacionih B-ploica kao Sto je pokazano uporednom analizom pomocu alata
ZipperDB, Tango i Pasta (slika 5.8A). Ovi alati koriste razli¢ite pristupe i predstavljaju smernicu
sa ¢esto lazno pozitivnim rezultatima s obzirom da nijedan nije u potpunosti precizan i imaju
ograni¢enja u pogledu specificnosti i osetljivosti [180]. Peptidi prepoznati ZipperDB metodom
koja se zasniva na fitovanju aminokiselinske sekvence u poznatu amiloidnu strukturu

karakteristi¢nu za sekvencu NNQQNY, nalaze se u razli¢itim regionima koji imaju sekundarne
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strukture a-heliksa, B-plocice, ali i neuredenog niza u nativnom ovalbuminu (slika 5.8B). Kako je
ovalbumin jedan od proteina sa veoma dobro okarakterisanim procesom fibrilacije [61, 125]
peptidi koji u najvec¢oj meri doprinose formiranju amilodnih fibrila i predstavljaju okosnicu ove
monotone uredene strukture su i eksperimentalno odredeni. Ovi peptidi (slika 5.8C) delovi su
dve antiparalelene B-plocice i jednog a-heliksa [8]. Eksperimenalno potvrdena sklonost ovog
proteina da u kiseloj sredini za kratko vreme koje se meri u danima gradi amiloide fibrile
iskori¢ena je u ovoj studiji za razvijanje model sistema brzo-fibrilirajueg proteina za analizu

zrelih fibrilnih formi i razvijanje metodologije za njihovo detektovanje.

Snimanjem krive denaturacije ovalbumina u Kiseloj sredini UV spektroskopijom detektovano je
stanje intermedijera stabilnog u opsegu 60-80°C (prilog 7) koji odgovara opisanom stanju
stopljene globule favorizovane u kiseloj sredini [119-121]. Upravo kisela sredina koja vodi
stanju stopljene globule dovodi do gradenja amiloidnih fibrila pri poviSenoj temperaturi, kao $to
je prijavljeno u velikom broju studija [61, 122-124]. Kombinacija ovih uslova primenjena je i u
ovoj studiji sa ciljem optimizacije kratkog protokola za formiranje zrelih fibrila ovalbumina
(slika 6.1).

. PH 2 ’ 24 h, 90°C

nativni ovalbumin stopljena globula amiloidni fibrili
Slika 6.1. Shema gradenja amiloidnih fibrila ovalbumina.

Nativan protein je u kiseloj sredini preveden u intermedijarno stanje stopljene globule koje je
rastvorno u ekstremnim uslovima pH 2. Intermedijer je dalje preveden u stanje amiloidnih fibrila
inkubiranjem na temperaturi 90°C. Prelaz sa stanja stopljene globule na stanje zrelih fibrila u

slu¢aju ovalbumina deSava se u primenjenim uslovima veoma brzo kao $to je potvrdeno profilom
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ThT fluorescencije koji je opisan hiperbolom i samim tim izostankom lag faze (slika 5.9A) [125,
205]. Porast ThT fluorescencije je indikator formiranja amiloidnih fibrila sa najucestalijom
primenom s obzirom na visok stepen specifi¢nosti prema amiloidnoj formi agregata. S obzirom
na to da ThT pokazuje veoma nisku specifi¢nost prema intermedijarnim formama na putu
gradenja amiloidnih fibrila [58], nagli porast fluorescencije ukazuje na formiranje fibrila ve¢
nakon dva sata inkubiranja. Kao dokaz prisustva zrele fibrilne forme uzet je ulazak u plato ThT
fluorescencije. Paralelno sa porastom ThT fluorescencije, tokom prva dva sata zabelezen je
veliki porast u izlozenosti hidrofobnih povrSina (slika 5.9B). Jansen i saradnici su prethodno
publikovali studiju u kojoj je pokazano da je fibrilacija ovalbumina na poviSenoj temperaturi
pracena negativnom hidratacijom koja povecava izloZzenost hidrofobnih povrSina i posledi¢no
ANS fluorescenciju [206] S§to je u saglasnosti sa rezultatima ove studije. Nakon 4 sata
inkubiranja ThT fluorescencija ulazi u plato, dok ANS fluorecencija belezi pad ukazujué¢i na
hidrofobnu stabilizaciju dobijenih fibrila detektovanu u periodu 16-24 h [187, 207, 208].
Formiranje zrelih fibrila nakon 24 sata inkubiranja, pokazano pojavom platoa u profilu ThT
fluorescencije, potvrdeno i metodom AFM mikroskopije (slika 5.10) sa kriterijumomm od 100

nm duzine za zrelu fibrilnu formu [58].

Kao dodatna potvrda formiranja zrelih fibrila rezistentnih na SDS na poviSenoj temperaturi
detektovane su proteinske trake velike molekulske mase na granici izmedu gelova za razdvajanje
1 koncentrovanje u SDS PAG elektroforezi (slika 5.11) kao §to je pokazano 1 u prethodnim
studijama [3, 209, 210]. Pojava ove trake prac¢ena je gubitkom trake monomernog proteina. U
toku prva dva sata rastvorni monomerni oblik se nalazi u ravnotezi sa fibrilima koji su
detektovani na granici gelova za razdvajanje i koncentrovanje [56]. Pored ovih karakteristika, u
gelu se uocava veliki broj traka koje nisu jasno definisane, §to se moze objasniti fragmentacijom
ovalbumina u uslovima pH 2 1 poviSene temperature kao $to je predlozeno u radu koji su
publikovali Lara i saradnici [61]. Kombinacija ekstremnih destabilizujucih faktora omogucila je
fibrilaciju ovalbumina u roku od 24 sata sto je najkrac¢e do sada prijavljeno vreme za formiranje
zrelih fibrila. Ovako brzo formiranje fibrila postignuto u ovoj studiji ¢ini ovalbumin pogodnim
model sistemom za mapiranje promena sekundarnih struktura prilikom formiranja zrelih fibrila

infracrvenom spektroskopijom.
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Kao drugi model sistem za pracenje amiloidogeneze koriS¢en je lizozim cija je fibrilacija
potvrdena pri razli¢itim uslovima [131-133, 138, 139]. Veliki deo sekvence procenjen je kao
sklon gradenju amiloidnih fibrila (slika 5.20), a eksperimentalno je potvrdeno da je u centru

formiranja amiloidnih fibrila kratka B-plocica [62].

Za razliku od ovalbumina, formiranje amilodinih fibrila lizozima je spor proces ¢ija brzina zavisi
od spore nukleacije i za koji je pokazano da u uslovima visoke koncentracije etanola traje i do 2
meseca [140, 141]. Slika 6.2. daje shematski prikaz uslova fibrilacije primenjenih u ovoj studiji
koji su zasnovani na prethodno opisanim fazama fibrilacije lizozima [139-141]. Promene uo¢ene
tokom destabilizacije lizozima u uslovima 90% etanola na sobnoj temperaturi podrazumevaju
prisustvo stabilnih oligomernih intermedijera koji su detektovani u pocetnim danima inkubiranja
kao Sto je pokazano i u detaljnoj studiji kinetike fibrilacije lizozima [140]. Pokazano je da su
intermedijarne forme koje se javljaju u lag fazi detektovane sve do 5-9 dana inkubiranja u
pojedina¢nim eksperimentima. Kako je u ovoj studiji definisana uloga lizozima kao model
sistema za utvrdivanje metodologije za detekciju oligomernih intermedijera na putu fibrilacije
proteina i mapiranje finih strukturnih promena koje vode formiranju oligomera i zrelih fibrila,
posebna paznja je posvecena analizi uzoraka dobijenih tokom prva 4 dana u destabilizuju¢im
uslovima s obzirom da je pokazano da je to period lag faze fibrilacije lizozima koja je opisana
sigmoidnom krivom [140]. Osim toga, analiziran je i potpuno nativan uzorak lizozima u
vodenom rastvoru, kao i potpuno amiloidni uzorak u cilju komparativne analize uocenih
promena kod oligomera 1 zrelih fibrila. Upravo poredenjem sa amiloidnim uzorkom koji dovodi
do velikog porasta ThT fluorescencije, u ovoj, kao i u drugim studijama [140, 142] uocava se da
se ona ne menja znacajno tokom prva 4 dana inkubiranja (slike 5.21) odnosno da pracenje ThT
fluorescencije nije pogodna metoda za detekciju oligomera [58]. ANS fluorescencija, za razliku
od primera ovalbumina, kontinuirano raste sve do pojave zrelih fibrila (slika 5.22) $to nije
neobicno s obzirom na uslove fibrilacije sa visokom koncentracijom etanola koji podrazumeva
smanjenu polarnost okoline i time sprecava hidrofobni kolaps [211] za dodatnu stabilizaciju
fibrila koji je kod ovalbumina uo¢en padom ANS fluorescenije u periodu 16-24 sata inkubiranja.
Izostanak porasta kako ThT tako i ANS fluorescencije (slike 5.21B i1 5.22B) u pocetnom
stadijumu koji odgovara lag fazi fibrilacije razlikuje kinetiku fibrilacije lizozima od kinetike
fibrilacije uocene kod ovalbumina. Finalno, prisustvo oligomera u uzorku inkubiranom 4 dana

potvrdeno je mikroskopijom atomskih sila. Ova metoda je znacajna u analizi kako zrelih fibrila
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[140, 212] tako i oligomernih stanja [100, 213, 214]. Na slici 5.23. uoceno je postojanje
ravnoteze izmedu fibrilnih formi razli¢itog pre¢nika i duzine koji se ne mogu svrstati u zrele
fibrile koje karakteriSe duzina od 100 nm i preénik oko 10 nm [58]. Po morfologiji i
dimenzijama, dominantne forme lizozima predstavljaju oligomerne intermedijere pogresnog
uvijanja $to potvrduju mikroskopije prijavljene u procesu fibrilacije kako lizozima [99], tako i
ataksina [100].

/ 90% EtOH 90% EtOH
4 dana 2 meseca
nativni lizozim pogresno uvijeni oligomeri amiloidni fibrili

Slika 6.2. Shematski prikaz fibrilacije lizozima u 90% etanolu.

Po uspostavljanju model sistema zrelog fibrila i oligomernih intermedijera cije je prisustvo
potvrdeno standardnim tehnikama (AFM i merenje ThT fluorescencije) Uradena je sistematska
analiza infracrvenih spektara ovalbumina i lizozima u cilju mapiranja finih strukturnih promena
na putu formiranja amiloidnih fibrila. ATR-FTIR ima veliki znac¢aj u analizi sekundarnih
struktura proteina. Ova metoda ima veliku prednost nad ostalim metodama u radu sa
nerastvornim uzorcima kao $to su membranski proteini, amiloidni i drugi agregati koji nisu
pogodni za analizu ostalim spektroskopskim metodama. Pored toga, ova metoda ima veliku
prednost u diskriminiranju izmedu intramolekulske 1 intermolekulske — agregacione B-plocice Sto
je posebno znacajno kod model sistema koji u sastavu sekundarnih struktura u nativnom stanju

imaju B-plocice, kao S$to je slucaj sa model sistemima ove studije.

Infracrveni spektri su analizirani kako u kvalitativnom, tako i u kvantitativnom pogledu

simultanom analizom Amidnog I, Amidnog Il i Amidnog Il regiona (slike 5.12 i 5.24) koji
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oslikavaju konformaciju i okruzenje polipeptidne kicme odnosno amidnih veza koje je odrzavaju

[111] i u kojima se mogu detektovati promene konformacije proteina.

Amidni I region se proteze u opsegu 1600-1700 cm™ i predstavlja region u IR spektru proteina sa
najvecom osetljivoscu za analizu sekundarnih struktura. Trake u ovom regionu su posledica C=0
istezuc¢ih vibracija peptidne veze sa manjim uticajem CN istezuc¢ih vibracija van ravni, CCN
deformacionih vibracija i NH savijanja u ravni [111]. Svaka sekundarna struktura doprinosi
apsorpciji u definisanom opsegu talasnih brojeva, te izgled spektra u Amidnom I regionu pruza
detaljan uvid u konformaciono stanje polipeptidne ki¢me. Drastiéne promene u sadrzaju
sekundarnih struktura uoéene su i prilikom fibrilacije ovalbumina (slika 5.13) i prilikom
formiranja, kako oligomera, tako i zrelih fibrila lizozima (slika 5.25). Dominantne sekundarne
strukture ovih formi proteina su agregacione intermolekulske B-plo€ice. Najintenzivnija traka
karakteristiéna za agregacione B-plodice nalazi se u opsegu talasnih brojeva 1611 cm™ [215] i
1628 cm™ [5] kod razli¢itih proteina. Kod ovalbumina detektovana je na poziciji 1625 cm™, dok
je kod lizozima polozaj ove trake na 1620 em™. Pored trake agregacione P-plo€ice niske
frekvencije, detektovana je i traka agregacione B-plocice visoke frekvencije kod oba proteina, na
pozicijama 1695 cm™ za ovalbumin i 1698 cm™ za lizozim. Intenziteti ovih traka rastu na radun
pada intenziteta traka sekundarnih struktura karakteristicnih za nativno stanje. Polozaj traka
razli¢itih sekundarnih struktura u velikoj meri varira izmedu razli¢itih proteina [188] kao i
izmedu razli¢itih konformacionih stanja jednog proteina [37, 216]. 1z tog razloga su pozicije
traka sekundarnih struktura odredivane precizno na osnovu drugih izvoda spektara (slike 5.14 i
5.26). Polozaji maksimuma odredeni na ovaj nacin iskoriS¢eni su za detaljniju kvalitativnu i
kvantitativnu analizu. Detaljnija kvalitativna analiza ukazuje na to da sadrzaj agregacione [-
plocice raste na racun smanjenja sadrzaja a-heliksa, intramolekulske B-ploCice 1 neuredenog niza,
kako kod ovalbumina, tako i kod lizozima. Kvalitativne promene sa izrazenim B-pomerajem
detektovane u spektru ovalbumina slazu se sa drugim studijama koje su pokazale gubitak
sekundarnih struktura karakteristi¢nih za nativni ovalbumin, kako u uslovima visoke temperature
[8, 61], tako i prilikom fibrilacije ovalbumina u prisustvu acetonitrila i trifluorosiréetne kiseline
[208, 217]. Kod lizozima, uz razlike u poloZaju karakteristi¢nih traka, sli¢an trend promene je
utvrden prilikom formiranja oligomera kod kojih je intenzitet traka koje odgovaraju a-heliksu i
neuredenom nizu znacajno smanjen, dok se pozicija B-ploCice pomera ka nizim talasnim

brojevima buduéi da je u oligomernom stanju dominantno intramolekulska [99].
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U slucaju analize spektara lizozima u Amidnom I regionu uocena je velika sli¢nost izmedu
spektara oligomera detektovanih tokom prva 4 dana inkubiranja i spektra zrelog amiloida.
Preklapajuci spektri ukazuju na promenu gotovo svih sekundarnih struktura sa destabilizacijom
lizozima u prisustvu 90% etanola u toku prvih par dana. Pojava traka agregacionih B-plocica
zajedno sa rezultatima mikroskopije atomskih sila ukazuje na postojanje intermedijera amiloidne
fibrilacije. Ovako znacajne promene u Amidnom I regionu ¢ine ATR-FTIR pogonom metodom
za detekciju oligomera. Sliéni rezultati pokazani su u studiji fibrilacije lizozima u kiseloj sredini

gde je takode uoceno veliko preklapanje spektara oligomera i zrelih fibrila [99, 218].

Pored utvrdivanja pozicija traka, drugi izvod ima znacajnu ulogu u poredenju spektara i1
kvalitativnoj potvrdi promena u sadrzaju sekundarnih struktura, ali 1 kvantitativnom utvrdivanju
ovih razlika na osnovu korelacionog koeficijenta izmedu drugih izvoda razli¢itih spektara.
Korelacioni koeficijenti drugih izvoda klju¢nih spektara prikupljenih tokom fibrilacije i spektara
nativnih ovalbumina i lizozima dati u tabelama 5.3 1 5.6 ukazuju na visok stepen transformacije
proteina u pogledu sadrzaja sekundarnih struktura s obzirom na korlacione koeficijente od oko
0,65 kod lizozima i 0,13 kod ovalbumina dobijne prilikom poredenja nativnog i amiloidnog
uzorka. Ipak, ovaj vid kvantitativne analize daje samo dopunu kvalitativne analize Amidnog |

regiona.

Pomeranjem ka niZim talasnim brojevima nailazi se na Amidni II region u opsegu 1500-1600"
koji nastaje kao posledica NH savijanja u ravni i CN istezuéih vibracija [111, 191, 219]. Ovaj
region je daleko manje osetljiv na promene u sadrzaju sekundarnih struktura. U Amidnom 11
regionu, promene u spektru ne oslikavaju promene u sadrzaju sekundarnih struktura, ali javljaju
se kao posledica izmene vodonik-deuterijum [108-110]. U slucaju ove izmene mogu se
detektovati pomeraji od oko 100 cm™ [108] to nije detektovano ni u spektrima ovalbumina, ni u
spektrima lizozima. Mali uticaj promena u sekundarnim strukturama na vibracije odgovorne za
Amidnu 1l traku ¢ine ovaj region pogodim internim standardom za poredenje intenziteta traka u
Amidnom I regionu izmedu razli¢itih uzoraka, kao $to je prijavljeno u prethodnim studijama
[152, 219, 220]. Prilikom fibrilacije ovalbumina uocene su veoma male razlike izmedu spektara
u Amidnom II regionu (slika 5.15) sa pozicijom maksimuma izmedu 1535 i 1540 cm™. U

spektrima lizozima (slika 5.27), usled velike promene polarnosti okruzenja, u Amidnom II
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regionu je uocen pomeraj u odnosu na potpuno nativni uzorak, ali ova promena se na polozaj

maksimuma odrazava neznatno (1550 do 1540 cm'l).

Za razliku od Amidnog Il regiona, Amidni Il region (1200-1350 cm ) oslikava promene u
sadrzaju sekundarnih struktura. Posledica je kombinacije NH savijanja i CN istezu¢ih vibracija,
uz manji doprinos C=0 savijanja u ravni i CC istezu¢ih vibracija [111, 193]. Ove vibracije su u
vecoj meri konformaciono zavisne. Znacaj ovog regiona ipak umanjuje niska apsorbancija u
odnosu na Amidni I i Amidni II region. Ovaj nedostatak ima manji znacaj kod uzoraka proteina
visoke koncentracije kao S$to je slucaj sa uzorcima koris¢enim za formieanje amiloidnih fibrila u
ovoj studiji, s obzirom na koncentraciju proteina 6 mg/mL. 1z ovog razloga i s obzirom na velike
promene u sadrZaju sekundarnih struktura, prilikom gradenja amiloida uocavaju se znacajne
promene u Amidnom IlI regionu (slike 5.16 i 5.28). Kvalitativno gledano, promene u ovom
regionu deluju izrazenije od promena u Amidnom I regionu. Ipak, analiza Amidnog I regiona
pruza moguénost diskiminiranja izmedu intermolekulske 1 intramolekulske B-plocice
karakteristicne za nativne forme. Zbog vece osetljivosti i traka sekundarnih struktura sa
izrazenim maksimumima, Amidni I region pruza i dodatnu moguénost za kvantitativno pracenje
promena sekundarnih struktura tokom procesa fibrilacije. Kod Amidnog Ill regiona, neke od
sekundarnih struktura prepoznate su kao lokalni minimumi u spektru pa je process razlaganja na

pojedina¢ne komponente za kvantitativnu analizu znatno otezan.

U Amidnom | regionu metoda dekonvolucije spektra na pojedina¢ne konstituente je moguca i
Cesto primenjena za odredivanje sadrzaja sekundarnih struktura kako nativnih proteina [100],
tako i nenativnih [37, 221] formi, ukljucujuci i amiloidne firbile [97, 191, 222, 223]. Nedavno je
publikovana studija u kojoj je dekonvolucija Amidnog I regiona koriS¢ena za procenu sadrzaja
sekundarnih struktura ataksina-3 u nativnom stanju i za razlikovanje od termalno tretiranog
uzorka Cija je amiloidna forma potvrdena razli¢itim metodama [95]. S obzirom na zahtevnu
tehniku dekonvolucije i postupak dodeljivanja traka sekundarnim strukturama, mali broj studija
se bavi odredivanjem sadrzaja sekundarnih struktura u tretiranim uzorcima ovom metodom [97].
U ovoj studiji metoda dekonvolucije je primenjena na veéem broju uzoraka prikupljanih na putu
amiloidne fibrilacije. Pojedinacni pikovi, dobijeni razlaganjem brojnih uzoraka, razlikuju se kako
u pogledu povrsine, tako i u pogledu polozaja maksimuma. U pojedinim uzorcima pojavljuju se

nove trake, odnosno neke od traka izostaju kao Sto je prikazano tabelama 5.4 1 5.7. Udeo
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povrsine svakog od razlozenih pikova u ukupnoj povrSini Amidnog I regiona koris¢en je kao
podatak o procentu sadrzaja date strukture. S obzirom na pojavljivanje nekoliko traka koje
odgovaraju istoj sekundarnoj strukturi, sadrzaj sekundarnih struktura je dobijen sabiranjem udela
povrsina ispod odgovaraju¢ih pikova (tabele 5.5 1 5.8). Prikazani rezultati dekonvolucije kako
nativnog ovalbumina, tako i lizozima poklapaju se sa rezultatima difrakcije X-zraka
kristalizovanih proteina. Brzi prelaz u amiloidnu formu kod ovalbumina pracen je dramaticnom
promenom u sadrzaju sekundarnih struktura (slika 5.17) tako da se u uzorku inkubiranom 24 sata
na 90°C 33% polipeptidne ki¢ne nalazi u konformaciji agregacione B-ploc¢ice, dok preostalih
67% zauzima prolazne konformacije. Kako je poznato da se amiloidni fibrili iskljuc¢ivo sastoje iz
B-plocica [10], postojanje znacajnog procenta drugih sekundarnih struktura sugeriSe na ukupan
prinos fibrilacije. Naime, prethodne studije na model sistemu lizozima pokazale su da delovi
primarne strukture koji nisu podlozni fibrilaciji mogu hidrolizovati [97] §to objasnjava
fragmentaciju uo¢enu u SDS PAGE analizi agregata ovalbumina, kao i u prethodno publikovanoj
studiji [61]. Za razliku od procenta a-heliksa i intramolekulske B-plocice koje se gube u korist
formiranih intermolekulskih B-ploc¢ica, neuredene strukture nisu narusene znacajno (slika 5.17).
Bioinformaticka analiza velikog broja raznorodnih proteina i njihovih amiloidogenih sekvenci
pokazala je da upravo ovakvi regioni cesto nisu skloni fibrilaciji odnosno da je sekvenca
neuredenih regiona na povrsini proteina izmenjena kao vid evolutivne zastite proteina od

agregiranja [180].

U slucaju lizozima, a-heliks kao dominantna sekundarna struktura nativnog lizozima u najvecoj
meri se gubi prilikom gradenja oligomera i zrelog amiloida (tabela 5.8). Veoma sli¢ne promene u
sadrzaju sekundarnih struktura utvrdene su metodom dekonvolucije FTIR spektara u studiji
fibrilacije lizozima u kiseloj sredini na poviSenoj temperaturi [98]. Kao i u pomenutoj studiji,
razlika izmedu nativnog 1 amiloidnog lizozima podrazumeva porast agregacione -plocice za oko
30%, pad neuredenog niza za oko 10% i heliksa za oko 20%. U uslovima visoke koncentracije
etanola, CD spektroskopija je primenjena za odredivanje sadrzaja sekundarnih struktura u studiji
koju su publikovali Goda i saradnici [142]. Ukupne promene u sadrzaju B-plocice (20%) nakon
24 h inkubiranja su sli¢ne kao u ovoj studiji (26%). Bez obzira na ovu sli¢nost, postoje velike
razlike u rezultatima dobijenim CD spektroskopijom nativnog lizozima i podataka dobijenih na
osnovu difrakcije X-zraka, cirkularnog dihroizma sa sinhrotronom radijacijom [126, 128] i

infracrvene spektroskopije prikazane u ovoj studiji koji se medusobno dobro poklapaju.
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Zahtevna metoda dekonvolucije FTIR spektara nije pogodna za analizu velikog broja uzoraka. Iz
tog razloga je razvijena brza i jednostavnija metoda za Kvantitativno pracenje tendencije
formiranja agregacionih B-ploc¢ica tokom fibrilacije. U postupku dekovolucije se povrsina ispod
pojedina¢nih pikova normalizuje u odnosu na ukupnu povrSinu Amidnog | regiona kako bi se
dobio procentualni podatak o sadrzaju sekundarnih struktura uporediv izmedu razlicitih uzoraka.
Metoda koja je predloZena ovom studijom je poredenje intenziteta znacajnih traka u Amidnom I
regionu normalizovanih u odnosu na Amidnu II traku. Uvodenjem ovog internog standarda
dobija se matematic¢ki jednostavniji model za kvantitativno pracenje tendencije zauzimanja

sekundarnih struktura [3, 209, 210], ali bez mogu¢nosti odredivanja njihovog tacnog procenta.

U cilju primene obe metode za pracenje kinetike fibrilacije uporedeni su kvantitativni podaci
dobijeni merenjem intenziteta ThT fluorescencije sa podacima o sadrzaju agregacionih B-plocica
utvrdenih dekonvolucijom, odnosno sa podacima o tendenciji njihovog formiranja u uzorcima
ovalbumina (slike 5.18 1 5.19). Odvojeno su pracene trake agegacione -plocice niske (1625 cm’
1) i visoke frekvencije (1695 cm™) obema metodama. Korelacija je potvrdena kod sva &etiri
pracena trenda, sa razli¢itim vrednostima korelacionih koeficijenata. Sve Cetiri krive potvrduju
kinetiku opisanu hiperbolom porasta ThT fluorescencije sa vremenom inkubiranja ovalbumina
na povisenoj temperaturi (slika 5.9). I kod krivih koje prate porast agregacione B-ploCice
maksimum se dostiZze ve¢ na oko 4 sata inkubiranja. Korelacioni koeficijenti dobijeni za metodu
dekonvolucije (0,75326 i 0,64092) daleko su manji od korelacionih koeficijenata dobijenih
prilikom prac¢enja normalizovanih traka agregacione B-plo¢ice u Amidnom I regionu (0,93354 i
0,95489). Ovakvi rezultati ukazuju na vecu relevantnost metode pracenja odnosa Amidne I i
Amidne II trake za kvantitativno pracenje formiranja amiloidnih fibrila brzo-fibriliraju¢eg model
sistema ovalbumina. Prilikom formiranja oligomernih intermedijera sporo-fibrilirajuceg
lizozima, ovakva korelacija izostaje u pocetnim fazama fibrilacije (slika 5.29 1 prilog 10) Sto je
oCekivano s obzirom na nizak afinitet tioflavina T prema oligomernom stanju [58]. Odnos
Amidnih I 1 Amidnih II intenziteta pruza bolji uvid u formiranje oligomera od ThT
fluorescencije, koji se na osnovu informacije o tendenciji zauzimanja agregacione P-ploCice

formiraju gotovo trenutno po promeni polarnosti rastvaraca.

Uspostavljena metodologija za jednostavnu detekciju kako zrelih fibrila, tako i oligomera,

iskori$¢ena je za ispitivanje potencijala papaina i ficina za gradenje amiloidnih fibrila. Ispitana je
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stabilnost papaina, ficina 1¢ i smeSe izoformi ficina u razli¢itim destabilizuju¢im uslovima u cilju
pretrage uslova za potencijalno amiloidno agregiranje proteina. Bioinformatickim metodama
pokazano je da oba proteina imaju nekoliko peptida sa tendencijom gradenja amiloida (slike
5.30A i 5.31) za koje je na primeru papaina pokazano da su uglavnom delovi a-heliksa (slika
5.30B).

Slicnosti u stabilnosti ficina lc i papaina potvrdene su snimanjem fluorescentnih spektara
proteina u uslovima rastué¢e konentracije uree do 2 M. U eksperimentu su poredene stabilnosti
papaina, ficina 1c i smese ficina (slika 5.32) i pokazano je da je uticaj uree na papain i ficin 1c
potpuno isti dok smeSa ficina pokazuje neSto vecu stabilnost. Razlika u stabilnosti smeSe 1
pojedinacnih polipeptida ogleda se u postepenim strukturnim perturbacijama smese sa porastom
koncentracije uree, dok su kod papaina 1 ficina 1c izraZzene znacajne perturbacije ogledane u
porastu intenziteta emisije ve¢ pri 0,4 M koncentraciji uree. Ova potvrda sli¢nog ponasanja ficina
lc 1 papaina pri destabilizuju¢im uslovima, odnosno velike razlike kod smese ficina, dovela je do
razdvajanja dva definisana model sistema — papaina kao pojedina¢nog polipeptidnog lanca i
smesSe divergentnih polipeptida — ficina. Stabilnost ova dva model sistema u razli¢itim uslovima
ispitivana je viSestrukim pristupom — biohemijski: pra¢enjem inaktivacije odnosno gubitka
aktivnosti u razli¢itim destabilizuju¢im uslovima i biofizicki: pracenjem strukturnih promena

snimanjem fluorescentnih i infracrvenih spektara.

Merenje pH stabilnosti papaina naspram smese ficina je potvrdilo da je smesa ficina stabilnija
kako u baznim, tako i u kiselim uslovima sve do pH 2 kada oba proteina gube aktivnost (slika
5.33) s obzirom na dokazano naruSavanje njihove tercijarne strukture [174, 224]. Tako je
odabrana kisela sredina pH 3 u kojoj je ve¢ opisano stanje stopljene globule model sistema [174,
175], s obzirom ulogu stoljene globule na putu amiloidne fibrilacije proteina i na izrazene razlike

u stabilnosti papaina i smese ficina na ovoj pH vrednosti.

S obzirom na opisanu kineti¢ku barijeru u denaturaciji papaina [195], na odabranoj pH vrednosti
3,2 ispitana je kinetika inaktivacije, kako papaina, tako i smese ficina (slika 5.35). Utvrdeno je da
je energija aktivacije za termalnu inaktivaciju papaina daleko niza (184 + 8 kJ/mol) od energije
aktivacije za isti proces kod ficina (208 + 3 kJ/mol). Razlike izmedu ovih vrednosti su u mnogo

vecoj meri izrazene u odnosu na vrednosti prijavljene za inaktivaciju ovih proteina u neutralnoj

sredini (papain 214 i ficin 210 kJ/mol) [171].
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Razlike u stabilnosti potvrdene su konstruisanjem krivih termalne inaktivacije (slika 5.34) u
kojima se uocava da je najveca razlika u stabilnosti izmedu papaina i smesSe ficina na niskim
temperaturama. Gubitak 16% aktivnosti papaina na oko 0°C je u saglasnosti sa spektroskopskim
rezulatima gubitka 15% nativne strukture usled denaturacije na niskim temperaturama i

strukturnih promena u korist intrermolekulskih B-plo€ica i formiranja agregata [152].

Pomenuti rezultati doveli su do formulisanja uslova za ispitivanje tendencije formiranja amiloda
papaina i smese ficina u kiseloj sredini (pH 3,2), na snizenoj temperaturi (4°C) bez prisustva

etanola i u prisustvu etanola kao dodatnog destabilizatora u koncentraciji 5% odnosno 12%.

Pokazalo se da su rezultati u saglasnosti sa prethodno pokazanom stabilizacijom smese ficina u
odnosu na pojedina¢ni polipeptid — papain. Potvrdeno je postojanje intermedijera u Kiseloj
sredini stabilnog izmedu 150 i 500 sati inkubiranja na 4°C, sa 90% rezidualne aktivnosti kod
ficina, odnosno 70% rezidualne aktivnosti kod papaina (slika 5.36). Visok stepen rezidualne
aktivnosti intermedijera u ovoj studiji nije neobic¢an s obzirom na prethodno prijavljene rezultate,
kako ANS fluorescencije kojom je potvrdeno oCuvanje elemenata nativne strukture [174, 175,
224, 225], tako i aktivnosti koja je u velikoj meri o¢uvana u stanju stopljene globule papaina i
ficina [174, 224]. Nakon 500 sati inkubiranja, aktivnost oba proteina opada znacajno i iznosi 20-
30% rezidualne aktivnosti za papain, zavisno od koncentracije etanola i oko 60% za ficin, bez
obzira na koncentraciju etanola. Snimanjem IR spektara uzoraka inkubiranih 3 nedelje potvrdeno
je agregiranje u uzorcima kod kojih je pokazan veliki gubitak aktivnosti od oko 70-80% (slika
5.36). U sluc¢aju papaina, izrazeniji pad rezidualne aktivnosti u uzorcima inkubiranim u prisustvu
etanola korelira sa izrazenijim porastom zastupljenosti agregacione B-ploCice i zavijutka, uz
smanjenje udela a-heliksa i neuredenog niza (tabela 5.10). Pored porasta u sadrzaju agregacionih
B-plocica, agregiranje je potvrdeno i rezultatima gel filtracije (slika 5.37). UoCene promene u
skladu su sa literaturom koja potvrduje promenu sekundarnih struktura usled denaturacije na
niskim temperaturama uzrokovane skladiStenjem proteina na 4°C. Ove promene obi¢no se
ogledaju u intenzivnom gubitku neuredenog niza i a-heliksa uz ocuvanje intramolekulske [-
plocice i pojavu agregacione B-plocice [37, 221, 226]. Takode, uocene promene su u skladu sa
pokazanom razlikom u stabilnosti izmedu a i f domena papaina. Naime pokazano je da je a-
helikoidni domen podloZniji denaturaciji i1 agregiranju, kako na poviSenoj temperaturi, tako i

prilikom zamrzavanja i odmrzavanja [37, 152].
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U slucaju ficina, kao $to je i rezidualna aktivnost ocuvana, oCuvan je i sadrzaj sekundarnih
struktura buduc¢i da su uocCene veoma male razlike u spektrima pre i posle tronedeljnog
inkubiranja. Razlike nisu uo¢ene ni u elucionim zapreminama detektovanim gel filtracijom (slika
5.37). Izostanak agregacione B-plocice dovodi do o¢uvanja, kako strukture, tako i aktivnosti
smese ficina nakon produzenog skladistenja na niskim temperaturama (tabela 5.10, slika 5.36).
Ovakvi rezultati potvrduju hipotezu da je smesSa ficina, S obzirom na prisustvo veéeg broja
izoformi, u manjoj meri podlozna formiranju agregaciono-specifiéne B-plocice u odnosu na
papain. Za preciS¢enu izformu ficina oznacenu kao ficin A pokazano je da je podlozna gradenju
agregata bogatih B-ploCicama na sobnoj temperaturi U prisustvu inhibitora [161]. lzostanak
nenativnog agregiranja u slucaju smese izoformi ficina verovatno je posledica snizene
sposobnosti polipeptida sa razliitim sekvencama da formiraju nukleuse agregiranja. Rezultati
ispitivanja stabilnosti smese ficina i papaina na 4°C ukazuju na vecu rezistenciju smese proteina
divergentnih sekvenci na denaturaciju na niskim temperaturama i agregiranje pri niskoj
koncentraciji etanola. Postoje studije koje govore u prilog povecanoj stabilnosti proteina u
prisustvu niske koncentracije etanola na snizenim temperaturama [227]. Ovaj fenomen objasnjen
je formiranjem interakcija izmedu alkohola 1 nepolarnih regiona na povrsini proteina koje ometa
agregiranje destabilizovanih oblika proteina. Ovakve odlike smese ficina u odnosu na papain
¢ine ovaj protein pogodnim za primenu u procesima u kojima su potrebne stabilne i aktivne
proteaze, a podrazumevaju uslove Kisele sredine, niske temperature proizvodnih procesa i
prisustva etanola. Ovakvi uslovi se sre¢u u procesu pravljenja vina u kom se proteaze Koriste za
sprecavanje zamucenja koje je posledica talozenja proteina iz alkoholnih pi¢a na snizenim

temperaturama [170] ili sinteze peptida u vodeno-organskim sistemima [228-230].

Kako je utvrdeno da pri poviSenoj temperaturi dolazi do intenzivnog formiranja neuredenih
agregata papaina 1 ficina, a da pri snizenoj temperaturi u kiseloj sredini dolazi do veoma sporog
formiranja agregacione B-plo¢ice u slucaju papaina i jo$ sporije u slucaju ficina, bez porasta
fluorescencije ThT, komparativna stabilnost ova dva model sistema ispitana je u ekstremnijim
uslovima. Metoda fluorescentne spektroskopije pokazala je da porast koncentracije uree sve do 8
M dovodi do denaturacije oba model proteina kroz dvostepeni proces kod papaina i kroz
postepeni prelaz bez jasno definisanih intermedijarnih stanja kod smese ficina (slika 5.38). Kod
papaina je detektovan veliki skok intenziteta fluorescencije pri veoma niskim koncentracijama

haotropa $to je posledica narusavanja strukture manje stabilnog a-helikoidnog domena sklonog
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strukturnim perturbacijama [152]. Nakon prvog prelaza koji se deSava ve¢ pri 0,4 M
koncentraciji uree, dalji porast intenziteta fluorescencije nije detektovan sve do 7,6 M uree $to
ukazuje na stabilno intermedijerno stanje. Stabilniji domen bogat B-ploCicama nije naruSen sve
do 7,6-8 M koncentracije uree kada se uocava nagli porast fluorescencije pri temperaturama 10 i
20°C. Kako je poznato da je intermedijerno stanje pri denaturaciji papaina ima narusenu
sekundarnu strukturu a-helikoidnog domena [37, 152], rezultati denaturacije ureom ukazuju na
destabilizaciju domena izgradenog od B-plocica tek pri veoma visokoj koncentraciji uree $to je u
saglasnosti sa potvrdama o izuzetnoj stabilnosti ovakvog tipa uvijanja [195]. lako papain
poseduje izuzetno stabilan B-domen, aktivno mesto se nalazi na dodiru dva domena pa se sa
narusavanjem strukture o-domena narusava i aktivnost ovog proteina [151]. Za razliku od
papaina, smesa izoformi ficina ne odlikuje se toliko izrazenim porastom fluorescencije (slika
5.38B) pri nizim koncentracijama uree. U celokupnom opsegu koncentracija uree 0-8 M, porast
fluorescencije je postepen, ali kao i na primeru papaina, znacajniji porast fluorescencije doveden
u vezu sa destabilizacijom B-domena uocen je tek pri koncentracijama 7,6-8 M i to na

temperaturama 10 i 20°C.

nativni papain narusen obrazac uvijanja

\ @ amiloidni fibrili
s
s e ‘

8 Murea, pH 3 90% EtOH
. 15h . 24h

nativni ficin

Slika 6.3. Shematski prikaz fibrilacije papaina i ficina nakon destabilizacije ureom.
lako B-plocice nativnih proteina, kao na primeru ovalbumina cesto predstavljaju centre
formiranja monotonih amiloidnih B-plocica, u slucaju papaina je pokazano da nije svaka -

plocica pogodna da postane centar ovakvog uvijanja. Pretpostavljeno je da kompaktna struktura
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celog B-domena ne pogoduje formiranju amiloidnih fibrila s obzirom na razliku u nacinu
organizacije B-plocica izmedu nativnog domena papaina i samih fibrila. Iz tog razloga je
isproban protokol fibrilacije papaina i ficina nakon prethodnog tretiranja 8 M ureom. Pokazano
je da 8 M urea ne dovodi do formiranja platoa potpuno razvijenog proteina ni kod papaina ni kod
ficina (slika 5.38), kao i da su, ocekivano, promene u strukturi ficina pri denaturaciji ureom
postepenije u odnosu na promene u strukturi papaina. Nakon ovakve destabilizacije pokazano je
na osnovu merenja ThT fluorescencije i IR spektara da papain u uslovima kisele sredine i visoke
koncentracije etanola formira amiloidne strukture (slike 5.39 i 5.40A). Nedvosmislen porast ThT
fluorescencije nije detektovan bez prethodnog tretmana ureom i pokazao se kao nezavisan od
prisustva redukcionog sredstva. Time je pokazano da papain moze da formira amiloidne fibrile,
ali je neophodna destabilizacija njegovog ekstremno stabilnog [p-domena. Analiza
normalizovanih intenziteta traka u Amidnom I regionu (slika 5.41B) potvrduje veliku tendenciju
formiranja agregacione -plocice na racun blagog pada sekundarnih struktura karakteristi¢nih za
nativan papain. S obzirom na male razlike izmedu rezultata fibrilacije u redukuju¢im i
neredukujué¢im uslovima, moze se zakljuciti da disulfidni mostovi ne igraju klju¢nu ulogu u

stabilizaciji i povecanju rigidnosti B-domena.

Po uspostavljanju tri model sistema amiloidogenih proteina, uocavaju se pravilnosti u brzini
njihove fibrilacije i u strukturnim karakteristikama. Naime, ovalbumin se odlikuje prisustvom
dugacke antiparalelne B-plocice u centralnom regionu, okruzene helikoidnim i neuredenim
strukturama. Budu¢i da su helikoidni 1 neuredeni regioni podlozniji destabilizaciji, ocekivano je
brzo narusavanje ovih struktura u kiseloj sredini na povisenoj temperaturi. Ono §to rezultati ove
studije sugeriSu je da stabilna antiparalelna p-plocica (slika 6.4), za koju je pokazano da sadrzi
jedan od kljuénih peptida za formiranje amiloidnih fibrila ovalbumina [8] svojom pozicijom
stimuli$e brzu perturbaciju narusenih strukturnih elemenata u smeru formiranja [3-nizova koji se
vodoni¢no vezuju za jezgro i tako dovode do ekstremno stabilnog amiloidnog uvijanja pri
ekstremnim sredinskim faktorima primenjenim pri fibrilaciji ovalbumina koji omogucavaju

prevazilazenje kineticke barijere.
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Slika 6.4. Struktura nativnog A) ovalbumina (1JITI), B) lizozima (194L) i C) papaina (1BP4) sa

crveno obeleZenim centralnim antiparalelnim p-plo¢icama.

Sa druge strane, sporo-fibriliraju¢i model sistem lizozim odlikuje se prisustvom kratke B-plocice
koja je u manjoj meri struktuirana [62], i koja bioinformatickim alatima nije okarakterisana kao
znaajno amiloidogena. lzostanak centralnog elementa odgovaraju¢e konformacije smanjuje
efikasnost postizanja konformacije polipeptidne kicme pogodne za amiloidno agregiranje. S
obzirom na ekstremnu baznost ovog proteina, velika koli¢ina pozitivnog naelektrisanja spre¢ava
njegovo agregiranje u neuredenoj formi, pa je omoguéena produzena rastvorljivost za postepeno

savladavanje kineticke barijere amiloidnog uvijanja.

Papain pak obiluje B-plo¢icama medu kojima su pogodni kandidati za centralnu antiparalelnu f3-
plo¢icu za amiloidno uvijanje obeleZzeni na slici 6.4C. Najizrazenija poteSkoca prilikom
koriS¢enja papaina kao model sistema je savladavanje velike kineticke barijere njegove
denaturacije [195] odnosno denaturacije njegovog domena bogatog -plo¢icama [37, 152], posto
tek delimi¢no naruSavanje ovog stabilnog jezgra omogucava koris¢enje polipeptidne ki¢me za
formiranje amiloidnih B-plo¢ica oko centralnog nenaruSenog segmenta. Ovaj pretpostavljen
model mogao bi da objasni kinetiku amiloidnog agregiranja svakog od tri model sistema buduci
da je po destabilizaciji f-domena papain jo$ jedan brzo-fibriliraju¢i model sistem sa centralnom

antiparalelnom B-ploc¢icom.

Smesa ficina, pak, bez obzira na destabilizaciju f-domena ne podleze intenzivhom formiranju
amiloida kao papain (slika 5.39). Blazi porast ThT fluorescencije u nekim od uzoraka je uocen,

ali i dalje ne dovoljan za potvrdu amiloidnog agregiranja, niti prati trend koji ukazuje na
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dovrsenu fibrilaciju. Blago povecanje ThT moglo bi se objasniti tendencijom neke od izoformi
ka formiranju intermolekulskih B-plocica, ali proces se ne deSava u meri u kojoj se pri istim
uslovima deSava sa papainom. Rezultati strukturne analize FTIR spektroskopijom pokazuju da se
promena sekundarnih struktura deSava 1 kod ficina 1 to u meri uporedivoj sa papainom (slike
5.40B i 5.41B). Izrazena promena sadrzaja sekundarnih struktura bez znacajnog povecanja ThT
fluorescencije ukazuje na potencijalno formiranje oligomera, kao Sto je pokazano pri formiranju
oligomernih intermedijera u fibrilaciji lizozima. Makar neka od ficinskih izoformi u ispitivanim
uslovima zauzima konformaciono stanje koje pogoduje formiranju amiloidnih fibrila, ali ne
dolazi do povezivanja ovih intermedijera u dugacke fibrilne forme. Pretpostavljeni mehanizam
stabilizacije smeSe ficina je posledica smanjene sposobnosti polipeptida razli¢itih sekvenci da
formiraju jezgra amiloidnog agregiranja. Postepeno razvijanje izoformi ficina u odnosu na
razvijanje papaina i ficina 1c¢ podrzava hipotezu da diverzitet sekvenci obezbeduje prevenciju
agregiranja 1 pruza stabilizaciju proteina. Kako sve izoforme doprinose osobinama smese,
odnosno lateksa smokve, ekspresija velikog broja izoformi u nezreloj smokvi moze biti korisna
ne samo u pogledu Sire supstratne specifi¢nosti ve¢ i u pogledu poviSene stabilnosti koja pruza

bolju zastitu plodu u periodu zrenja kada je biljka podlozna napadu parazita i herbivora.

Amiloidni fibrili tradicionalno se smatraju monotonim strukturama koji mogu nastati od svih
peptidnih sekvenci [44]. Posmatrani kao jednoli¢ni lanci izruzetne stabilnosti, plasti¢nosti i
¢vrstine [11], amiloidni fibrili bez obzira na izvor imaju veliki potencijal za primenu kao
nanomaterijali razli¢itih namena. Jedna od odlika ovih materijala koja im pruza veliki potencijal
za raznovrsne primene jeste osobina vezivanja jona teskih metala [14, 15]. U ovoj studiji
pokazano je na primeru jona kadmijuma i olova, koji su odabrani zbog toksi¢nosti i Ceste
zastupljenosti u otpadnim vodama [231], da amiloidni fibrili ovalbumina imaju visok afinitet ka
ovim jonima ¢ak i prilikom kratkog vremena inkubiranja rasvora jona metala i dehidratisanih
fibrila kakvo je koriS¢eno u ovom radu. S obzirom na sposobnost vezivanja jona teskih metala,
amiloidni fibrili imaju potencijal za primenu u njihovom uklanjanju iz otpadnih voda (slika
5.41). Kapacitet vezivanja jona Pb?*, visi oko 4 puta od kapaciteta vezivanja jona Cd** moze biti
posledica nizeg jonskog radijusa olova u vodenoj sredini (4.01 A) u odnosu na jonski radijus
kadmijuma (4.26 A) [232]. Tretiranje amiloidnih fibrila smeSom jona olova i kadmijuma

pokazalo je da postoje razli€ita vezivna mesta ovih metala na povrSini amiloida, s obzirom da je
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vezivanje nepromenjeno u odnosu na probe u kojima je amiloid tertiran samo jednim metalnim

jonom.

lako je sekundarna struktura amiloida monotona i zajednicka za amiloidne fibrile nastale iz
razli¢itth model sistema, kako kratkih peptida, tako i polipeptida koje se u svojoj bioloskoj
sredini uvijaju u globularnu formu, neke od osobina poput kinetike fibrilacije su zavisne od
sekvence peptida od kojih nastaju. Tako se pokazalo da sekvenca moze imati uticaja i na
sposobnost vezivanja razli¢itih teskih metala kao $to je pokazano na primeru jona olova koji se u
vecoj koncentraciji vezuje za fibrile u odnosu na jone kadmijuma. Rezultati u pogledu
mogucnosti proteina kombinovanog nacina uvijanja poput papaina da grade amiloidne fibrile,
kao i razlike u pogledu vezivanja razli¢itih metalnih jona od strane amiloidnih fibrila, ukazuju na
potencijal za dizajn fibrilnih nanomaterijala razlicite selektivnosti prema metalnim jonima §to bi

otvorilo velike moguénosti prakti¢ne primene.
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7. ZAKLJUCCI

Glavni zaklju¢ak ove studije je da diverzitet peptidnih sekvenci obezbeden eksprimiranjem
heterogene populacije proteinskih izoformi doprinosi stabilizaciji smeSe i smanjuje tendenciju
formiranja amiloidnih agregata u odnosu na pojedinacne peptide. Ovaj zakljucak izveden je iz
detaljne studije amiloidnog agregiranja ovalbumina, lizozima, papaina i smeSe ficina koji su
podvrgnuti razli¢itim destabilizujuéim uslovima nakon ¢ega su pracene njihove strukturne

promene.
1. Izolovanje proteinskih model sistema i njihova karakterizacija

a) Ovalbumin je efikasno izolovan iz belanceta koko§jeg jajeta iskljuc¢ivo taloznim metodama uz

90% cistoce.

b) Papain je precis€en iz komercijalnog preparata papaje jonoizmenjivackom hromatografijom

¢ime je dobijen elektroforetski homogen preparat proteina visoke enzimske aktivnosti.

¢) Iz lateksa smokve dobijena je smesa ficinskih izoformi visoke enzimske aktivnosti. Najbaznija
izoforma ficina prisutnog u ranom lateksu smokve (F. carica) je izoforma ficin 1c identifikovana
u transkriptomu smokve, protein teorijske pl 8,64. Enzim je aktivan u hidrolizi razli¢itih
prirodnih supstrata, budu¢i da pokazuje visok stepen opste proteolitic¢ke aktivnosti i u manjoj
meri Zelatinoliticku aktivnost. Izolovani protein ima isti sadrzaj sekundarnih struktura i nacéin
uvijanja kao druge poznate ficinske izoforme i homologi protein - papain. Ficin 1c ima
tendenciju ka formiranju stopljene globule u kiseloj sredini na pH 3 i opstu stabilnost uporedivu

sa papainom.
2. Optimizovanje postupka za formiranje amiloidnih fibrila

a) Uspostavljen je najkraci protokol za fibrilaciju ovalbumina na pH 2 i 90°C nakon 24 h
inkubiranja. Time je formiran model sistem brzo-fibriliraju¢eg proteina za mapiranje strukturnih

promena u procesu formiranja zrelih amiloidnih fibrila.

b) Uspostavlen je protokol za formiranje oligomernih intermedijera amiloidnog agregiranja

lizozima u 90% rastvoru etanola nakon 4 dana inkubiranja. Time je uspostavljen model sistem
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sporo-fibrilirajuéeg proteina za mapiranje strukturnih promena u procesu formiranja, kako

amiloidnih oligomera, tako i zrelih fibrila.

3. Mapiranje finih strukturnih promena zrelih fibrila i amiloidnih oligomera infracrvenom

spektroskopijom

a) Pokazano je da u strukturi ovalbumina nakon 24 h inkubiranja na pH 2 i 90°C ¢ak 33%
polipeptidne kicme zadobija konformaciju agregacione B-plocice na ra¢un postepenog gubitka
ostalih sekundarnih struktura u toku 24 h. Time je pokazano da je prinos amiloidnog agregiranja
za 24 h inkubiranja ve¢i od 30%.

b) Pokazano je na osnovu sadrzaja sekundarnih struktura da je ukupan prinos zrelih amiloidnih
fibrila lizozima i nakon 2 meseca inkubiranja u 90% rastvoru etanola znac¢ajno manji od ukupnog
prinosa zrelih amiloida ovalbumina. Promena sadrzaja sekundarnih struktura desava se brzo po
promeni uslova, ali je postupak formiranja amiloidnih fibrila spor. Oligomerni intermedijeri
detektovani su nakon 4 dana inkubiranja. Sadrzaj sekundarnih struktura oligomera je gotovo
identiCan sadrzaju sekundarnih struktura zrelih amiloidnih fibrila sa visokom zastupljenoséu

agregacione 3-plocice koja se formira na ra¢un naruSavanja a-heliksa i neuredenog niza.
4. Optimizovanje metodologije za pracenje formiranja amiloidnih agregata

a) Pokazano je da je ATR-FTIR pogodna metoda za snimanje infracrvenih spektara kako

nativnih proteina, tako i amiloidnih agregata i intermedijera na putu fibrilacije.

b) Simultana analiza Amidnog I i Amidnog III regiona infracrvenih spektara pruza kvalitativni
uvid u globalne promene sekundarnih struktura, kako u stanju oligomernih intermedijera, tako i u

stanju zrelih fibrila.

¢) Metoda dekonvolucije moze se koristiti za kvantitativno prac¢enje formiranja amiloidnih fibrila
ispitivanjem sadrzaja sekundarnih struktura u razli¢itim uzorcima tokom inkubiranja proteina u

destabilizuju¢im uslovima.

d) Prac¢enje odnosa Amidne I i Amidne II trake je brza, jednostavna i pouzdana metoda za

procenu tendencije formiranja odnosno narusavanja razli¢itih sekundarnih struktura.
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e) Amidni II region moze se koristiti kao interni standard za normalizaciju intenziteta traka u
Amidnom [ regionu. Pracenje traka agregacionih [B-plo¢ica visoke 1 niske frekvencije,
odredivanjem odnosa intenziteta trake u Amidnom I regionu i Amidne II trake, korelira sa
promenama ThT fluorescencije pri brzoj fibrilaciji proteina (koeficijenti korelacije 0,93354 i
0,95489) 1 pogodna je metoda za kvantitativno pracenje formiranja zrelih amiloidnih fibrila i

detekciju zavrSetka procesa amiloidnog agregiranja.

f) Prac¢enje normalizovanih intenziteta traka agregacionih B-ploCica pogodna je metoda za
detekciju oligomernih intermedijera amiloidnog agregiranja vece specificnosti od metode
merenja ThT fluorescencije. S obzirom na specificnost i jednostavnost ova metoda ima

potencijalnu primenu na bioloskim uzorcima.
5. Komparativna stabilnost papaina i smeSe ficina

a) Smesa izoformi ficina razlicitih pl vrednosti zadrzava svoju biolosku aktivnost u Sirem opsegu

pH vrednosti u odnosu na papain, kako u kiseloj, tako i u baznoj sredini.
b) U kiseloj sredini smeSa ficina ima vecu kineticku barijeru za termalnu inaktivaciju od papaina.

¢) Na osnovu ispitivanja stabilnosti funkcionalnim i strukturnim esejima zaklju¢eno je da je
smesa ficina stabilnija od pojedinacnog polipeptida — papaina pri skladistenju u kiseloj sredini na
niskim temperaturama i u prisustvu niskih koncentracija etanola. Papain je u ve¢oj meri podlozan

denaturaciji i agregiranju od ficina.

d) Smesa ficina stabilnija je od papaina, kao 1 od ficina lc, u uslovima rastué¢e koncentracije
uree. Stabilnost smeSe ficina se ogleda u postepenim konformacionim prelazima s obzirom na
doprinos razli¢itih polipeptida ukupnoj stabilnosti. SmeSa izoformi je manje podlozna
denaturaciji od pojedina¢ne izoforme, kako ficina lc, tako i papaina, $to je mogucéa prednost

divergentne evolucije proteaza lateksa.

6. Ispitivanje uslova za amiloidno agregiranje papaina i smeSe ficina

a) Papain kao pojedina¢ni polipeptid formira amiloidne agregate u 90% rastvoru etanola nakon

destabilizacije stabilnog domena bogatog B-plo¢icama 8 M ureom kako je potvrdeno merenjem
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ThT fluorescencije 1 pradenjem tendencije promena sekundarnih struktura. Raskidanje

disulfidnih mostova nije neophodan korak u formiranju amiloidnih agregata papaina.

b) Ficin kao smesa polipeptida razli¢itih sekvenci ne formira amiloidne fibrile u uslovima u
kojima papain formira amiloidne agregate. Heterogena populacija izoformi je stabilizovana usled

smanjene tendencije agregiranja, uklju¢ujuci i amiloidno agregiranje.
7. Ispitivanje potencijala amiloidnih fibrila za vezivanje metala

a) Amiloidni fibrili vezuju jone teskih metala - olova i kadmijuma sa preferencijanim vezivanjem
jona olova koje odlikuje manji jonski radijus. Joni olova i kadmijuma se vezuju nezavisno, za
razli¢ita vezivna mesta na povrsini amiloidnih fibrila §to ukazuje na potencijalnu primenu za

simultano uklanjanje jona razli€itih teskih metala iz otpadnih voda.
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PRILOZI

Prilog 1. Karakteristike izoformi ficina iz UniProt baze podataka.

Sekvence ficina iz transkriptoma Aminokiseline pl Mw (Da)
Ficin 1a (AOA2Z6DRL4) 217 6.89 23642.55
Ficin 1b (AOA2Z6DRT1) 217 8.42 23571.56
Ficin 1c (AOA2Z6DRLY5) 216 8.64 23586.62
Ficin 2a (AOA2Z6DRL9) 216 5.39 23276.18
Ficin 2b (AOA2Z6DRP9) 216 5.39 23248.17
Ficin 2c (A0A2Z6DRM5) 216 5.39 23248.17
Ficin 3 (A0OA2Z6DRN1) 217 9.50 23703.88
Ficin 4 (AOA2Z6DRL6) 215 8.88 23287.30
Ficin5 (A0A2Z6DRM9) 217 8.85 23810.96
Ficin 6a (AOA2Z6DRW3) 217 7.70 24053.24
Ficin 6b (AOA2Z6DRNO) 217 7.70 24053.24
Sekvence poznate 3D strukture Aminokiseline pl Mw (Da)
Ficin isoform A (A0OA182DW06) 217 8.94 23532.64
Ficin isoform B (A0OA182DW08) 217 7.69 24114.15
Ficin C (AOA182DW09) 217 8.10 24173.32
Ficin C (A0OA182DWO09) 217 4.87 23657.57
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Prilog 2. RP-HPLC hromatogram vodene frakcije lateksa smokve prikupljenog tokom A) juna i B)
avgusta.
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Prilog 3. Rezultati tripsinskog mapiranja prec¢i$§¢ene izoforme ficina.

1. Ficinlc MW: 23587

Dapl: 8.6
D er;r)]t/iz da Prelslolj?ati Intenzitet | A (Da) | Poletak | Kraj Prens]vl;gtc?e " Sekvenca
sefenja
679.18 679.3232 100 [ -0.143 67 72 0 (RIGGWMTK(A)
750.08 750.3451 100 [ -0.265 96 102 0 (K)YGECNVTK(A)
750.08 750.3781 100 [ -0.298 113 118 0 (R)YYESVPR(N)
785.31 785.4152 100 [ -0.105 198 205 0 (RINVAEPAGK(C)
878.8 878.44 100 0.36 95 102 1 (R)IKGECNVTK(A)
885.2 885.4716 100 [ -0.272 73 79 0 (K)AYDYIK(N)
1015.31 | 1015.5207 100 [ -0.211 1 8 0 (-)LPETVDWR(I)
1061.43 | 1061.5586 100 [ -0.129 103 112 0 (K)ASQTVATIDR(Y)
1105.66 1105.481 100 0.179 182 190 0 (RINSWGNWGER(G)
1178.3 | 1178.5333 100 [ -0.233 206 216 0 (K)YCGIAMHSTYPV(-)
1568.72 | 1568.8391 100 [ -0.119 127 142 0 (K)YAVANQPVSVTIEAGGR(A)
1628.75 | 1628.7663 100 | -0.0163 80 94 0 (KINGGITSQSNYPYTAR(K)
1696.59 | 1696.9341 100 [ -0.344 126 142 1 (KIKAVANQPVSVTIEAGGR(A)
1757.16 | 1756.8613 100 0.299 80 95 1 (KINGGITSQSNYPYTARK(G)

Prepoznati peptidi pokrivaju 48.6% (105/216) sekvence proteina.

2. Ficinla (8% razlike u sekvenci izmedu Ficin 1a i Ficin 1¢c) MW:
23643 Da pl: 6.9

. Preskocena
m/ z Prepoz?atl Intenzitet | A (Da) | Pocetak Kraj mesta Sekvenca
peptida MH o
secenja
885.2 885.4716 100 -0.272 73 79 0 (K)AYDYIIK(N)
1015.31 | 1015.5207 100 -0.211 1 8 0 (-)LPETVDWR(I)
1628.75 | 1628.7663 100 | -0.0163 80 94 0 (KINGGITSQSNYPYTAR(K)
1757.16 | 1756.8613 100 0.299 80 95 1 (KINGGITSQSNYPYTARK(G)

Prepoznati peptidi pokrivajul4.3% (31/217) sekvence proteina.
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http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=GGWMTK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=GECNVTK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=YESVPR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NVAEPAGK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=KGECNVTK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=ASQTVATIDR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NSWGNWGER&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=CGIAMHSTYPV&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AVANQPVSVTIEAGGR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NGGITSQSNYPYTAR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=KAVANQPVSVTIEAGGR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NGGITSQSNYPYTARK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NGGITSQSNYPYTAR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=NGGITSQSNYPYTARK&

3. Ficin3 (18% razlike u sekvenci izmedu Ficin 1a i Ficin 1¢c) MW:
23704 Dapl: 9.5

0 ergiizd a PrelleHz?at' Intenzitet | A (Da) | Pocetak Kraj Pr:fgszi " Sekvenca
885.2 885.4716 100 -0.272 73 79 0 (R)JAYDYIIK(N)
1015.31 | 1015.5207 100 -0.211 1 8 0 (-)LPETVDWR(S)
1061.43 | 1061.5586 100 -0.129 103 112 0 (K)ASQTVATIDR(Y)
1586.54 | 1586.7784 100 -0.238 67 79 1 (K\IGGWMNRAYDYIK(N)

Prepoznati peptidi pokrivaju 14.3% (31/217) sekvence proteina.

4. FicinC (12% razlike u sekvenci izmedu Ficin C i Ficin 1¢c) MW:
24174 Dapl: 8.1

per;t/iz da PrelslonTati Intenzitet | A (Da) | Pocetak | Kraj Pr:il%:ii " Sekvenca

885.2 885.4716 100 [ -0.272 73 79 0 (K)AYDYIIK(N)
1015.31 | 1015.5207 100 [ -0.211 1 8 0 (-)LPETVDWR(I)
1297.54 | 1297.6279 100 | -0.0879 207 218 0 (K)ICGIAMQSTYPVK(K)
1425.94 | 1425.7229 100 0.217 207 219 1 (K)ICGIAMQSTYPVKK(T)
1568.72 | 1568.8391 100 [ -0.119 127 142 0 (K)AVANQPVSVTIEAGGR(A)
1696.59 | 1696.9341 100 [ -0.344 126 142 1 (KIKAVANQPVSVTIEAGGR(A)

Prepoznati peptidi pokrivaju 20.3% (45/222) sekvence proteina.
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http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=ASQTVATIDR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=GGWMNRAYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=CGIAMQSTYPVK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=CGIAMQSTYPVKK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AVANQPVSVTIEAGGR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=KAVANQPVSVTIEAGGR&

5. FicinD (30% razlike u sekvenci izmedu Ficin D i Ficin 1¢) MW:
23658 Da pl: 4.9

m/z Prepoznati Preskocena
. P + Intenzitet | A (Da) | Pocetak Kraj mesta Sekvenca
peptida MH .
secenja
885.2 885.4716 100 -0.272 73 79 (K)AYDYIIK(D)
1015.31 | 1015.5207 100 -0.211 1 8 (-)LPETVDWR(S)
1730.52 1730.798 100 -0.278 80 94 (K\DRGITSESDYPYTAR(K)

Prepoznati peptidi pokrivaju 13.6% (30/220) sekvence proteina.

6. FicinB (11% of razlike u sekvenci izmedu Ficin B i Ficin 1c¢)
MW: 24157 Da pl: 7.7

m/z Prepoznati Preskogena
; P + Intenzitet | A (Da) | Pocetak Kraj mesta Sekvenca
peptida MH oo
seenja

885.2 885.4716 100 -0.272 73 79 0 (K)AYDYIIK(N)
1015.31 | 1015.5207 100 -0.211 1 8 0 (-)LPETVDWR(I)
1297.54 | 1297.6279 100 | -0.0879 207 218 0 (K)YCGIAMQSTYPVK(K)
1425.94 | 1425.7229 100 0.217 207 219 1 (K)CGIAMQSTYPVKK(T)

Prepoznati peptidi pokrivaju 12.6% (28/222) sekvence proteina.
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http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=DRGITSESDYPYTAR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=AYDYIIK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=LPETVDWR&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=CGIAMQSTYPVK&
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.2.1%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&sequence=CGIAMQSTYPVKK&

Prilog 4. Pokrivenost sekvence, pouzdanost i identi¢nost ficina 1c¢ sa templatima za gradenje

Phyre2 modela.

PDB kod Naziv i funkcija proteina P(s):I:\I/\tle‘er\r::?eSt Pouzdanost | Identi¢nost
templata (%) (%)
(%)

1PCI Prokarikain, cistein-proteaza iz Carica 99 100 53
papaya

5EGW Amb a 11, cistein-proteaza iz Ambrosia 99 100 48
artemisii folia (2.70 A)

5EF4 Amb a 11, cistein-proteaza iz Ambrosia 99 100 48
artemisii folia (2.05 A)

6U7D Rekombinantni prekursor bromelaina, 99 100 53
cistein-proteaza iz Ananas comosus

1AEC Aktinidin-E-64° kompleks, cistein- 99 100 58
proteaza iz Actinidia chinensis

4YYW Ficin D2, cistein-proteaza iz Ficus carica 99 100 70

7TPCK Prokatepsin K, lizozomalna cistein- 99 100 41
proteaza iz Homo sapiens

3TNX Termostabilna varijanta papaina, cistein- 99 100 50
proteaza iz Carica papaya (2,60 A)

1S4V KDEL-vezana cistein-proteaza iz Ricinus 99 100 54
communis

2C0oY Cys25Ala mutant prokatepsina S, cistein- 99 100 42
proteaze iz Homo sapiens

1PPO Proteaza omega, cistein-proteaza iz 99 100 53
Carica papaya

4YYQ Ficin A, cistein-proteaza iz Ficus carica 99 100 73

% N-[N-(L-3-transkarboksiiran-2-karbonil)-L-Leucil]-agmatin
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Prilog 5. Evolutivni odnos izoformi ficina utvrden viSestrukim poravnavanjem sekvenci
koriSéenjem alata MAFFT.

0.005

1.309

0.077

0.052

0.211

0.049

0.194

0.038

0.272

0.024

trJA0A2Z6DRLI|Ficin 2a - 142-357

tr|A0A2Z6DRPS|Ficin 2b - 141-356

tr]A0A2Z6DRMS5|Ficin 2c - 141-356

trfADA182DW06|AOA182DWO06_FICCA Ficin isoform A

tr|A0A2Z6DRL6|Ficin 4 - 123-337

tr|A0A2Z6DRWSB|Fidin 6a - 69-285

trJADA2Z6DRNO|Ficin 6b - 68-284

tr|AOA2Z6DRM9|Ficin 5 - 62-278

tr[AOA182DW11|A0OA182DW11_FICCA Ficin isoform D

trfAOA2Z6DRN1|Ficin 3 - 123-339

tr|A0A2Z6DRLS|Ficin 1c - 124-339

tr|AOA2Z6DRT1|Ficin 1b - 124-340

tr|A0A2Z6DRL4|Ficin 1a - 124-340

tr|ADA182DW08|AOA182DW08_FICCA Ficin isoform B

tr[AOA182DW09|A0A182DW0S_FICCA Ficin isoform C
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Prilog 6. Poravnanje sekvenci zrelih izoformi ficina.

T e = *x=x == = == x = P

tr|AOA182DW06|A0A182DW06_FICCA Ficin isoform A
tr|A0A182DW08|A0A182DWO8_FICCA Ficin isoform B
triA0A182DW09|A0A182DWO9_FICCA Ficin isoform C
trlAOA182DW11|A0A182DW11_FICCA Ficin isoform D
trlADA2Z6DRL4|Ficin 1a - 124-340
trlAOA2Z6DRT1|Ficin 1b - 124-340

tr|AOA2Z6DRLY|Ficin 2a - 142-357
trlADA2Z6DRPY|Ficin 2b - 141-356
tr|A0A2Z6DRMS |Ficin 2¢ - 141-356
triAOA2Z6DRN1 |Ficin 3 - 123-339
triAOA2Z6DRL6|Ficin 4 - 123-337
trlADA2Z6DRMS|Ficin 5 - 62-278
trlA0A2Z6DRWS|Ficin 63 - 69-285
tr|ADA2Z6DRNO|Ficin 6b - 68-284

M
O0OO0D0DO0ODO0ODODODODODODOOOO
mmUoOoOUvVOOOX--4D-H-40

-0 00T

tr|ADA182DW06|A0A182DWO6_FICCA Ficin isoform A
tr|A0A182DW08|A0A182DWO8_FICCA Ficin isoform B
tr|A0A182DW09|A0A182DWOS_FICCA Ficin isoform C
tr|AOA182DW11|A0A182DW11_FICCA Ficin isoform D
trlAOA2Z6DRL4|Ficin 1a - 124-340
tri{AOA2Z6DRT1|Ficin 1b - 124-340

trlAOA2Z6DRLO|Ficin 23 - 142-357
tr|ADA2Z6DRPS|Ficin 2b - 141-356
tr|ADA2Z6DRMS5 | Ficin 2¢ - 141-356
tr|ADA2Z6DRN1 |Ficin 3 - 123-339
trlAOA2Z6DRL6|Ficin 4 - 123-337
trlAOA2Z6DRMS|Ficin 5 - 62-278
tr|AOA2Z6DRWS|Ficin 6a - 69-285
tr|AOA2Z6DRNO|Ficin 6b - 68-284

nDBOOOr -

176 178 180

tr|ADA182DW06|A0A182DW06_FICCA Ficin isoform A
tr|AOA182DWO08|A0A182DW08_FICCA Ficin isoform B
triA0A182DW09|A0A182DWO9_FICCA Ficin isoform C
tr|{A0A182DW11|A0A182DW11_FICCA Ficin isoform D
trlAOA2Z6DRL4|Ficin 1a - 124-340
trlAOA2Z6DRT1|Ficin 1b - 124-340

e i K
tr|ADA2Z6DRLS|Ficin 2a - 142-357 - STSQDVNH
trlADA2Z6DRPS|Ficin 2b - 141-356 3 STSQDVNH

tr|AOA2Z6DRMS |Ficin 2c - 141-356 STSQDVNH
tr|AOA2Z6DRN1 |Ficin 3 - 123-339
tr|ADA2Z6DRL6|Ficin 4 - 123-337
tr|ADA2Z6DRMS|Ficin 5 - 62-278

tr|AOA2Z6DRWS|Ficin 63 - 69-285
tr|ADA2Z6DRNO |Ficin 6b - 68-284

184 186 188 190 182 194 196 198 200 202 204 208 2 229

tr|ADA182DW06|A0A182DWO06_FICCA Ficin isoform A
tr|A0A182DW08|ADA182DWO8_FICCA Ficin isoform B
trlADA182DW09|A0A182DWO9_FICCA Ficin isoform C
tr|A0A182DW11|A0A182DW11_FICCA Ficin isoform D
trlAOA2Z6DRL4|Ficin 13 - 124-340
tr|{AOA2Z6DRT1|Ficin 1b - 124-340

R

tr|AOA2Z6DRLO|Ficin 2a - 142-357
trlAOA2Z6DRPY|Ficin 2b - 141-356
tr|AOA2Z6DRMS |Ficin 2¢ - 141-356
trlADA2Z6DRN1 |Ficin 3 - 123-339
trlAOA2Z6DRL6|Ficin 4 - 123-337
tr|ADA2Z6DRMS|Ficin 5 - 62-278
tr|AOA2Z6DRWS|Ficin 6a - 69-285
trlADA2Z6DRNO|Ficin 6b - 68-284

A
A
A
T
T
ad
37
T
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Prilog 7. Kriva denaturacije ovalbumina u kiseloj sredini (pH 5) dobijena metodomm UV

spektroskopije.
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Prilog 8. Dekonvolucija spektara ovalbumina: A) nativan ovalbumin na pH 7; B) amiloidni fibrili
ovalbumina nakon 24 h na 90C i pH 2.
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Prilog 9. Dekonvolucija spektara lizozima: A) nativan lizozim; B) oligomeri lizozima nakon 96 h u
90% etanolu.
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Prilog 10. Korelacija rezultata merenja odnosa Amidne |

i Amidne Il trake sa intenzitetom

fluorescencije ThT za uzorke lizozima inkubiranih u 90% etanolu. Odnos intenziteta je dobijen
sabiranjem intenziteta traka agregacione B-ploice (1620 i 1698 cm™) i deljenjem sa intenzitetom

maksimuma u Amidnom 11 region.
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Prilog 11. Praéenje formiranja amiloida papaina i smeSe ficina merenjem intenziteta fluorescencije
ThT tokom 24 h inkubiranja u rastvoru HCI pH 3: A) bez redukcionog sredstva, B) u prisustvu 355
mM p-merkaptoetanola.
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1. AyTopcTBo. J/[03BOJbaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOMIITaBamkE
7ieNa, U Tpepajie, ako Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH o cTpaHe ayTopa
WIM JlaBaolla JUIEHIIE, YaKk U y KomepijanHe cBpxe. OBO je Hajcio00aHUja O]l
CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTOpcTBO — HEKOMepUHjaaHo. /[03BojbaBaTe YyMHOKABAkE, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO CaoNIITaBamke Jiela, W Tpepajae, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha Ha4YuH
onpeheH ox cTpaHe ayropa Wiau naBaona juireHne. OBa TUIEHIIA HE JT03BOJbaBa
KOMEpIUjaIHy ynoTpeoy aena.

3. AyTOpcTBO — HeKOMepIHujajaHo — 0e3 mpepaaa. Jlo3BospaBaTe YMHOXaBambE,
JUCTPUOYIIN]Y W jaBHO CAOMINTaBame Jeia, 0e3 ImpoMeHa,IpeoOMKOBamka HIIH
ynotpe0e Jiena y CBOM Jiely, ako C€ HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH of
CTpaHe ayTopa WiH JaBaora JureHre. OBa JUIeHIIa He J03B0JhaBa KOMEPIIH]THY
ynotpedy Aena. Y oHOCY Ha CBE OCTalle JIMIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OIpaHnYaBa
HajBehu oOuM npaBa kopuithemwa nena.

4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPUMjaJHO — [JeJUTH NOJ HCTHM YCJI0BHUMA.
Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBawke, MUCTPUOYIM]Y W JaBHO CaolllITaBamke Jena, U
npepaje, ako Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH of cTpaHe ayTropa Wid
JaBaola JIMIEHIE W aKO ce€ Mpepajaa AUCTpUOyHpa IMOA HCTOM WU CIUYHOM
nunennoM. OBa JIMIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIMjaJIHy ynoTpeOy Aerna u npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 npepana. J[03BojbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPHOYITH]Y U JABHO
caomITaBame jena, 0e3 IMpoMeHa, MPeodIMKOBama WM yHoTpede JiejJa y CBOM
JIeNTy, aKO C€ HaBele MME ayTopa Ha HauywH ojpeheH ox cTpaHe ayTropa WiId
naBaoria nuiieHiie. OBa JUIleHIa J03B0JhaBa KOMEPIH]jaaHy ynoTpeoy aena.

6. AyTOpCTBO — JeJMTH MOJ MCTHM YycjaoBuMa. /[03BojbaBaTe yMHOXKaBame,
TUCTpUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITaBakE JeNia, U pepajie, ako ce HaBelle MMe ayTopa
Ha HauMH ofpeheH o]l CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JMLEHLE W ako ce Ipepaja
TUCTpUOyHpa TOJ MCTOM WJIM CIMYHOM JnieHinoM. OBa JIMIIEHIIa J03BOJhaBa
KOMepIHjanHy ynotpedy nena u npepaaa. CivyHa je coQTBEpCKUM JIMIIEHIIAMa,
OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJ1a.



