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Proteoliticni encimi imajo pomembno metabolno in regulatornioge v
bioloSkih procesih, ki je nat&no urejena z razinimi mehanizmi. Molekule in
proteini, ki urejajo delovanje proteaz, so zaninzi@iuporabo v biotehnologiji in
mednje sodijo specifini inhibitorji. Makrocipin (Mcp1l) je inhibitor ciginskih
proteaz iz gobe orjaski dezn{KMacrolepiota procera) ki smo ga na razine
naine vezali na monolitne diske CIM (»Convective hattion Media).
Pripravili smo uporabno orodje za afinitetno kroagafijo, ki hitro in
enostavno dsti cisteinske proteaze iz raglih virov. Postopek afinitetne
kromatografije smo izboljSali s spreminjanjem p@yogeparacije in z razhimi
n&aini vezave makrocipina 1 na monolitne kolone CIMkpnizkomolekularnih
rocic. Diskom CIM z imobiliziranim makrocipinom 1 snaolccili dinami¢no
kapaciteto vezave s cisteinsko proteazo papainz@acijo tagnih biomolekul
iz kompleksnih vzorcev smo uporabili disk CIM CDIMcpl in disk CIM z
Mcpl na glutaraldehidni ici. 1z izvlecka kal&ih fizolovih semen Phaseolus
vulgaris) smo z diskom CIM z Mcpl izolirali cisteinsko protealegumain.
Afinitetno kromatografijo na makrocipinu 1 smo ugbili za dol@anje tatnih
biomolekul v izvi€ku prebavil I[Eink koloradskih hro®ev (Leptinotarsa
decemlineatp Afinitetna kromatografija z inihibitorjem cisteskih proteaz
makrocipinom 1 na monolitnih diskih CIM je uporabn#toda za izolacijo
cisteinskih proteaz iz razhih virov.
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Proteolytic enzymes play important metabolic arefulatory functions in
biological processes. Their activity is exactly ukded with different
mechanisms. Molecules and proteins, including $igeicihibitors, with ability
to regulate proteolytic activity are point of irget in many biotechnological
applications. Cysteine protease inhibitor macracypi (Mcpl) from parasol
mushroom acrolepiota procera was immobilized via different
immobilization chemistries to CIM monolithic disksConvective Interaction
Media«), to obtain a chromatography tool. An effectmethod for fast and
simple isolation of cysteine proteases from varisasrces was developed. We
optimized the procedure of affinity chromatograjlyymodifying the separation
process condition and immobilization of macrocydinwith various spacer
molecules. Dynamic binding capacities of monolit@itM disks immobilized
with macrocypin 1 were determined with cysteinet@ase papain. We isolated
target biomolecules from complex samples with magpm 1 - affinity CIM
CDI disc and macrocypin 1 - affinity CIM disks witflutaraldehyde spacer
molecule. Legumain from a crude protein extractgefminated bean seeds
(Phaseolus vulgarisjvas subjected to purification with macrocypin 1ffingty
CIM disks. Furthermore target biomolecules from deruprotein extract of
Colorado potato beetld ¢ptinotarsadecemlineatplarvae guts were identified
with macrocypin 1 — affinity chromatography. CIM nuadithic disks
immobilized with cysteine protease inhibitor magmiao 1, proved to be a
valuable method for isolation of cysteine proteds@m® various sources.
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bis(2-hidroksi)amino-tris(hidroksimetil,3-propandiol

karbonil diimidazol

stacionarna faza s konvektnim prenosom sifang. Convective
Interaction Media)

klitocipin (ang. clitocypin)

cianogen bromid

dalton, enota za molekulsko maso, ki ustrez2 iiasecistega
izotopa'“C

destilirana voda

dimetil sulfoksid

ditiotreitol

trans-epoksi sukcinil-L-levicilamido-(4-gvdimo)-butan
etilendiamin

etilendimetakrilat

etilendiaminotetraocetna kislina

etanol

tek@inska kromatografija za hitro ¢evanje proteinov (ang. Fast
Protein Liquid Chromatography)

glicidilmetakrilat

tek@inska kromatografija visoke d&jivosti (ang. High
Performance Liquid Chromatography)

klorovodikova kislina

izopropil-R-D-tiogalaktopiranozid

kilodalton

dolzina opténe poti

Luria-Bertani

Luria-Bertani z dodatkom ampicilina
nizkomolekularni proteinski standard (ang. lomolecular weight
standard)

molarnost, mol/L

makrocipin (ang. macrocypin)

masna spektrometrija

kolinik masa / naboj

informacijska RNA (ang. messenger RNA)

natrijev dodecil sulfat

X1l
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NCBI ang. National Centre for Biotechnology Infation

NC-IUBMB ang. Nomenclature Comitee of the Interoasil Union of
Biochemistry and Molecular Biology

PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza

p-Glu-Phe-LeysNA piro-Glu-Phe-Leu-4-nitroanilid

pH negativni logaritem koncentracije vodikovimay

pl izoelektréna tatka proteinov

PNA para-nitroanilid

PVDF poliviniliden difluorid

rMcp rekombinantni makrocipin

RFU relativna sprememba fluorescence (ang. velafluorescence
unit)

SN supernatant

TCA trikloroocetna kislina (»trichloroacetic agid

TEMED tertrametiletilendiamin

TET pufer Tris-EDTA-Triton X-100

Triton X-100 polietilenglikol p-(1,1,3,3-tetrambsutil)-fenileten

Tris tris-hidroksimetil-aminometan

uv ultravijoli¢cna svetloba

VIS vidna svetloba

viv ml / 100 mi

wiv g/ 100 ml

wiw g/g

Z-Ala-Ala-Asn-AMC benzoiloksikarbonil-Ala-Ala-Asn-#netil-7-kumarilamid
Z-Arg-Arg-pNA benzoiloksikarbonil-Arg-Args-nitroanilid
Z-Phe-ArgpNA benzoiloksikarbonil-Phe-Arg-nitroanilid

€ molarni absorbcijski koeficient

OkrajSave imen aminokislin:

Ala A alanin lle I izolevcin
Arg R arginin Leu L levcin

Asn N asparagin Lys K lizin

Asp D asparaginska kislina Met M metionin
Cys C cistein Pro P prolin
Phe F fenilalanin Ser S serin
Gly G (dlicin Tyr Y  tirozin

GIn Q  glutamin Thr T  treonin
Glu E glutaminska kislina Trp W triptofan
His H histidin Val V  valin

XV
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1 UvOD

Proteaze so encimi, ki cepijo peptidne vezi in gsgbne pri vseh organizmih (Barrett in
McDonald, 1986). Sodelujejo v osrednjih metabolnih regulatornih funkcijah
bioloSkih procesov od prebave prehranskih beljakala kompleksnih procesov kot so
strjevanje krvi, programirana c&ha smrt, imunski odziv in aktivacija hormonov.
Regulacija delovanja proteaz je nujna zaradi njingpomembnih funkcij pri delovanju
celice, saj lahko nenadzorovano delovanje vodi dplicnih patoloskih procesov
(Saboté in Kos, 2012). Molekule in proteini, ki proteazehibirajo, so primerni za
raziskave na podipu medicine, kmetijstva in biotehnologije. V medicse proteazne
inhibitorje uporablja za diagnozo in zdravljenjerugnih, bakterijskih, glivinih in
parazitskih okuzb, pa tudi za zdravljenje rakavihbolenj, imunoloskih,
nevrodegenerativnih in kardiovaskularnih boleznbt®azni inhibitorji so primerni za
zagito pridelkov pred rastlinskimi patogeni in rastjadimi Skodljivci, pa tudi za
zagito pred stresnimi dejavniki, kot je suSa (Raoad.s 1998). Proteazni inhibitorji so
nujno potrebni pri preptevanju proteolize med heterologno ekspresijo irtraksijo
proteinov v zakljdnih procesih. Zaradi vseh naStetih lastnosti imajoteaze velik
pomen v biotehnoloskih aplikacijah. I1zkas#o jih v usnjarski, zivilski in farmacevtski
industriji, nepogresljive so v industriji detergent opazna pa je tudi njihova vioga v
medicinskih raziskavah (Sabotn Kos, 2012).

Obic¢ajno je postopekciSéenja proteaz \estopenjski proces z majhnim kéomm
izkoristkom. Postopek poenostavimo in izboljSande, snov z afiniteto do iskane
proteaze vezemo na trdni nosilec (Grzonka in <2@Dy7). Inhibitor cisteinskih proteaz
makrocipin (Mcpl) je bil izoliran iz gobe orjaskezhik (Macrolepiota procerain se je
izkazal kot primeren ligand za afinitetno kromatdgo na Sefarozi (Mustar, 2009).
Pomanjkljivost kromatografske kolone z makrocipindmna Sefarozi je bila nizka
kapaciteta, kar lahko izboljSamo z uporabo moniblitatacionarnih faz, ki imajo
Stevilne prednosti pred kl&siimi kromatografskimi kolonami. Monolitni materiatio
ekstremno prepustni in ponujajo izjemnonkovito separacijo (Barut in sod., 2008).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil pripraviti uporabmorkatografsko orodje za afinitetno
kromatografijo na inhibitorju cisteinskih proteazaknocipinu 1 in ga uporabiti za
izolacijo tagnih biomolekul iz kompleksnih vzorcev. Z razlimi postopki

imobilizacije makrocipina 1 na monolitne diske Cl{dng. Convective Interaction
Media) in s spreminjanjem pogojev separacijskegacgsa, smo zeleli dalii

optimalne pogoje za tevanja cisteinskih proteaz. V nadaljevanju smo lzede
pripravljenim kromatografskim orodjem izolirati te:sko proteazo legumain iz



Koruza K. Priprava monolitnih kolon za afinitetnmknatografijo na makrocipinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biehniska fakulteta, Studij biotehnologije 2012

izvlecka kale€ih semen fizola Rhaseolus vulgaris) in dolctiti tar¢éne proteine
makrocipina 1 iz prebavildink koloradskega hr@a (Leptinotarsadecemlineatpa

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

1) V primerjavi s Sefarozo so monolitne kolone CIMjBohosilec za makrocipin
1.

2) S cisteinsko proteazo papain lahko dotm kapaciteto monolitnih diskov CIM,
imobiliziranih z makrocipinom 1.

3) Z nizkomolekularnimi réicami pov€éamo kapaciteto afinitetnih monolitnih
diskov CIM z makrocipinom 1.

4) Afinitetni monolitni diski CIM z makrocipinom 1 s@rimerni za izolacijo
tarcnih molekul iz kompleksnih vzorcev.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PROTEAZE

Proteaze ali proteolithi encimi, ki jih imenujemo tudi proteinaze oziromeptidaze so
encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi (Batt in McDonald, 1986). Cepitev
polipeptidne verige lahko vodi do popolne razgradmroteinskega substrata na
posamezne aminokisline. Do selektivnih cepitev grmtv in njihovih poznejSih
modifikacij, pa pride v primeru speaifie cepitve polipeptidne verige (Sakiat Kos,
2012).

Proteaze se pojavljajo pri vseh organizmih, Wdp z bakterijami, arhejami, protisti,
glivami, zivalmi in virusi in so nujno potrebne paezivetje (Rawlings, 2010). Prav
vsesploSna prisotnost proteaz v organizmih nakamj@mno pomembno viogo v
esencialnih metabolnih in regulatornih funkcijalolbgkih procesov. VKljgene so v
razlicna patolosSka stanja pri zivalih in rastlinah ingstavljajo pomemben virulentni
faktor patogenih virusov, bakterij, gliv in paramit(Sabot in Kos, 2012).

Pomembna je vloga proteaz v farmacevtski indussgj so taine molekule zdravil za
razlicne bolezni, pa tudi dodatek med pripravo zdravie&kp@asi razgrajujejo v telesu
(Vandeputte-Rutten in Gros, 2002). Proteaze pooujsjrok nabor uporabe v
biotehnologiji. V usnjarski industriji uporabljajgroteaze z elastolimnimi in
keratinoliténimi lastnostmi. V zivilski industriji, mlekarstvun pekarstvu, pa za
pripravo proteinskih hidrolizatov, ajavalcev okusov, me&anje mesa in pripravo Zivil
z visoko vsebnostjo beljakovin. Alkalne proteaze sepogresljive v industriji
detergentov. Proteaze uporabljajo tudi v nekateoloskih in bioremediacijskih
procesih (Rao in sod., 1998; Saboti sod., 2006; @stergaard in Olsen, 2010).

Proteaze razvéamo na veé n&inov. Glede na izvor jih delimo na mikrobne, rastke
in Zivalske, glede na mesto delovanja pa na zmaiéne in zunajcetine. Razdelitev
glede na mesto cepitve peptidne vezi daleksoproteaze, ki cepijo peptidno vez v
blizini N ali C konca polipeptidne verige, in endofeaze, ki cepijo znotraj
polipeptidne verige (Barrett, 1977). NC-IUBMB (Nonatature Committee of the
Interantional Union of Biochemistry and MoleculaioB®gy) uvr&a proteaze med
hidrolaze (EC 3.4) in so razdeljene v 14 razredéksoproteaze so tako razéese
glede na specifnost odcepljenega fragmenta polipeptidne moleKateloproteaze pa
so razvr8ene na osnhovi katalitskih mehanizmov na serinsiseinske, aspartatne,
glutamatne, treoninske, metaloproteaze in proteaze neznanim katalitskim
mehanizmom (EC3.4 ..., 2012). NovejSa razvrstitevigan po Klasifikacijskem
sistemu MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), gle@de strukturno podobnost
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hierarhtno razvrga proteaze v druzine, ki so razdeljene ¥ kianov (Rawlings in sod.,
2004).

2.1.1 Cisteinske proteaze

Cisteinske proteaze katalizirajo hidrolizo peptigramidnih, esterskih, tiol esterskih in
tiono esterskih vezi in so prisotne v vseh ziviljilii So proteini z molekulsko maso
med 21 in 30 kDa. Raziskanih je ¢v&ot dvajset druzin cisteinskih proteaz, med
katerimi so Stevilne (papain, bromelain, fikain,vaiski katepsini) industrijsko
pomembne in zanimive za farmacevtsko industrijo.kRaifikaciji MEROPS pripada
cisteinskim proteazam 13 klanov in 89 druzin (MEROR,, 2011). Najvga in najbolj
raziskana je papainova druzina C1, ki spada v iK#&n (Rawlings, 2010). V@na
cisteinskih proteaz se sintetizira v neaktivni kibdi signalnim peptidom in propeptidom
na aminskem koncu, pozneje pa se aktivirajo z gsfjo avtolizo (Grzonka in sod.,
2007).

2.1.1.1 Papainova druzina proteaz C1

V druzino proteaz C1 spadajo Stevilne bakterijskeirusne proteaze, proteaze arhej,
prazivali, glivne, rastlinske in zivalske proteakeso homologne papainu. V druzini je
ve¢ endoproteaz in nekaj eksoproteaz (MEROPS ..., 2011).

Papain je bil izoliran iz surovega lateksa pap&arica papayg, ki poleg papaina
vsebuje Se vsaj tri cisteinske proteaze in drugegnen (Balls in sod., 1937). Papain je
sestavljen iz 212 aminokislin, povezanih s tremsutidnimi mostéki, njegova
molekulska masa znasa 23,4 kDa. Je relativhai®azirotein z izoelekitho tatko pri
pH 8,75. Tridimenzionalna struktura kaze, da jeaadien iz L-domene z-vijacnico in
D-domene z 3 nagubano ravnino, med katerima jezeddivnim mestom (Grzonka in
sod., 2007).

2.1.1.2 Legumainova druzina proteaz C13

Druzina cisteinskih proteaz C13 (legumainova drayje del klana CD, kamor spadajo
Stevilne bakterijske proteaze, proteaze arhej,iymbzgliv, rastlin in zivali. Legumaini
so Asn-specifine cisteinske proteaze (Bah in sod., 2006), katojeaj nenavadno za
proteaze in nakazuje na spesni regulatorne funkcije, ki jih opravljajo legumiain
organizmih. Legumaini so z&éilni za semena, vakuole in c@tie stene rastlin. Glede na
rastlinsko tkivo iz katerega izhajajo, so razdeljentri glavne skupine. Semenski
legumaini se sintetizirajo med razvojem semen, tay|i v vegetativnih organih,
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legumaini iz zgodnje embriogeneze pa se izrazagadnem tkivu in kotiledonih (Salas
in sod., 2008). Legumaine so prvotno izolirali Emreen strénice Vigna aconitifolia
(Kembhavi in sod., 1993), pozneje pa Se iz zajed8Ichistosoma mansoriHara-
Nishimura in sod., 1993) in tkiv sesalcev (Chensod., 1997). NajviSja specifia
aktivnost legumaina pri sesalcih je v placentiedicah (Dando in sod., 1999), prisoten
pa je Se v vranici, jetrih, testisih in timusu (@he sod., 1997).

Sesalji in rastlinski legumaini so z izjemo ricinusovegsai glikolizirani in se
sintetizirajo kot neaktivni prekurzorji (pro-polipgdi) z N-kortnim signalnim
peptidom in zrelim encimom, ki ima propeptida n@lolkoncih aminokislinske verige.
Prolegumain je usmerjen v lizosome ali rastlinskdiuolo, kjer se aktivira z avtolizo
(MEROPS ..., 2011). Zrele rastlinske legumaine séstaana polipeptidna veriga z
molekulsko maso od 33 - 39 kDa (Senyuk in sod.8).99ajvisjo aktivnost legumainov
S0 z legumain - speciimi substrati dolaili pri pH 4,0 do 6,0 pri visjih pH vrednostih
pa legumaini denaturirajo. Cisteinske proteazeideuZ13 inhibira jodoacetamid in N-
etilendiamid (Rawlings, 2010) pa tudi cistatiniEJM, F in S (Alvarez — Fernandez in
sod., 1999).

2.1.1.3 FizioloSka vloga cisteinskih proteaz

FizioloSke vloge cisteinskih proteaz pri rastlingh zelo raztine. Od sinteze in
razgradnje skladé&ih proteinov med kalitvijo semen in senescencepudmramirane
celicne smrti. Vkljikene so v signalne poti, ki vplivajo na metabolnecpse,
hormonsko signaliziranje, cetii cikel, embriogenezo, morfogenezo, razvoj cveta i
oksidativni stres (Salas in sod., 2008; SabiotiKos, 2012).

Cisteinske proteaze pri zivalih so vidgne v fizioloSke procese, kot so morfogeneza,
preoblikovanje in oziljanje tkiv, razvoj zivcev, whacija, oploditev in vzdrzevanje
homeostaze. Pomembne so tudi pri celjenju ran, Kaaty krvi, imunskem odzivu in
vnetju, avtofagiji, staranju celic in Stevilnih leaknskih stanjih (Otto in Schirmeister,
1997; Lopez-Otin in Bond, 2008; Sakioith Kos, 2012).

2.2 PROTEAZNI INHIBITORJI

Aktivhost proteaz se lahko uravnava z delno prateoheaktivnih prekurzorjev, s
spremembo lokacije proteaz, s posttranslacijskimdifikacijami, s spremembo pH
raztopine in z inhibitorji (Rawlings, 2010). Protea inhibitorji so molekule, ki
inhibirajo aktivnost proteaz in so pomembni regui@t proteoliticne aktivnosti v
bioloSkih procesih (Turk in sod., 1997; Rawlingsod., 2004).
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StarejSa delitev proteaznih inhibitorjev je razlikta inhibitorje serinskih proteaz,
inhibitorje cisteinskih proteaz, inhibitorje aspdrtih proteaz in inhibitorje

metaloproteaz (Laskowski in sod., 2000). NovejSzdeditev proteaznih inhibitorjev

najdemo v podatkovni bazi MEROPS (http://meropgeaac.uk), kjer so inhibitorji,

podobno kot proteaze razdeljeni v druzine na osruMinologije aminokislinskih

zaporedij. Glede na terciarno strukturo proteinarszine razdeljene v klane (Rawlings
in sod., 2004).

Proteinski proteazni inhibitorji so prisotni v rasskih in  zivalskih tkivih,
mikroorganizmih, glivah in prazivalih. lIzrazajo ssinajceléno in znotrajcelino.
Vecina endogenih inhibitorjev je kompetitivnih, za &ead je znéilno, da se del
molekule prilega aktivnemu mestu encima in se za&xifcno in reverzibilno veze na
encim. Vezavi substrata in inhibitorja v aktivno steese medsebojno izktjujeta. Ker
gre za reverzibilno inhibicijo se inhibitorji vebejpa encim, a lahko od njega tudi
disociirajo. Encim pa je neaktiven le takrat, korgrerzibilni inhibitor nanj vezan
(Boyer, 2005).

2.2.1 Mikocipini

Glede na strukturne homologije vidujemo med inhibitorje cisteinskih proteazcéve
cistatinov, stefine, kininogene, (Otto in Schirneis 1997), cagazine, mikocipine
(Renko in sod., 2010), tiropin, druzino sojinegankKzovega tripsinskega inhibitorja,
stafostatin, ekvistatin in druge proteazne inhifigt@gDubin, 2005). Mikocipini so glivni
inhibitorji cisteinskih proteaz. Po klasifikaciji BROPS spadajo mikocipini v druzini
148 in 185. Druzino 185 predstavlja Klitocipin, idgficiran v gobiClitocybenebularis
(Brzin in sod., 2000; Sabétin sod., 2009). Makrocipin iz gobdacrolepiotaprocera
pa sodi v druzino 148 (Sabeétin sod., 2009). Mikocipini, klitocipin iz druzini8 in
makrocipini iz druzine 185, imajo beta triperesnitje, zato sta obe druzini vkieni v
klan IC v Klasifikaciji MEROPS. Beta triperesno g&ispominja na drevo, kjer deblo
sestavlja Sest trakov beta v obliki betadad Korenine drevesa so zanke, ki od spodaj
povezujejo trakove beta, kroSnja pa je sestavliemieeh beta plaSin zvite strukture, ki
se povezuje s trakovi beta ki sestavljajo debloni®en sod., 2010).

Primerjava zaporedja makrocipinov in klitocipinapekazala identnost v samo 20 %
aminokislinskega zaporedja (Sakoti2007). Glede na podobnost zaporedij so
makrocipini razdeljeni v 5 skupin, kjer je idemtost zaporedij znotraj skupin &éot

90 % in med skupinami 75 do 86 % (Saboin sod., 2009). FizioloSka vloga
makrocipina Se ni nat&no poznana. Predvidoma sodeluje pri obrambnem anfgov
gob pred plenilskimi Zuzelkami in parazitskimi nokrganizmi (Sabatiin sod., 2007;
Sabott in sod., 2009). Mikocipini so manjsi, od 16,8 kBa 20 kDa veliki proteini, ki
kazejo izjemno temperaturno stabilnost in so odpaanekstremne pH (Kidtiin sod.,
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2002; Galesa in sod., 2004; Sabat sod., 2009). Karakterizacija mikocipinov na
genetskem nivoju je pokazala prisotnost genskihzidrz visoko variabilnostjo
zaporedij (Sabati in sod., 2009). Pri klitocipinu je variabilnost efana na doksena
mesta v zaporedju in ne vpliva na inhibitorno aktist, medtem ko kazejo zaporedja
makrocipinov véjo raznolikost, kar vpliva tudi na njihov inhibitar profil (Renko in
sod., 2010).

Mikocipini mo¢no inhibirajo razkne druzine peptidaz, vkno s Stevilnimi papainu
podobnimi cisteinskimi proteazami (druzina C1) kot papain in katepsini L, V, S.
Slabse inhibirajo katepsin B in H. Serinsko prote&#psin (druzina S1) izmed Stirih
poznanih mikocipinov inhibira le makrocipin 4. Mi&pini (klitocipin, makrocipin 1 in
3) inhibirajo tudi legumain (druzina C13), péemer je za to odgovorno drugo
inhibitorno reaktivno mesto kot za inhibicijo papai podobnih cisteinskih proteaz
(Saboté in sod., 2007; Sabgtin sod., 2009; Renko in sod., 2010).

2.2.1.1 Makrocipin 1

Makrocipin 1 je inhibitor cisteinskih proteaz, la pil izoliran iz trosnjakov orjaskega
deznika Macrolepiota procera in okarakteriziran na biokemijskem in genetskem
nivoju. Makrocipinu 1 so dolli aminokislinsko zaporedje iz 167 aminokislinskih
ostankov ter molekulsko maso okrog 19 kDa. Anal@aScenega proteina na
poliakrilamidni gelski elektroforezi kaze liso z tekulsko maso 21 kDa in
izoelektreno tatko pri pH 4,8. Makrocipin 1 mamo inhibira papain in katepsine L in V,
slabSe pa inhibira legumain, katepsin S, K, B if{Saboté in sod., 2009). Dokitev
kristalne strukture in mutageneza makrocipinovijegcila dolatitev reaktivnih mest
inhibitorjev (slika 1) odgovornih za inhibicijo peaz iz druzine C1 in proteaz iz
druzine C13 (Renko in sod., 2010)
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Slika 1: Struktura makrocipina 1 (Saboti€ in sod., 2012: 309)
Z # sta ozné&eni zanki, ki sodelujeta pri inhibiciji papainu pazhih proteaz (druzina C1). Z * je ozema
zanka, ki sodeluje pri inhibiciji legumaina (drudic€13)

2.3 INSEKTICIDNI UCINKI MIKOCIPINOV

Proteazni inhibitorji so zanimivi za za® rastlin pred razéinimi biotskimi in
abiotskimi stresi. ZuZelke, ki se hranijo z ragtfimi, so odvisne od &inkovite
razgradnje zauzitih proteinov, ki jih potrebujeja mormalno rast in rvoj (Bolter in
Jongsma, 1997). Uporaba proteaznih inhibitorjewpriepréujejo razgradnjo proteinc
v hrani, je eden izmed moznih gnaov za za&to rastlin pred razéinimi Skodljivci
(Murdock in sod., 1987).

Koloradski hrog (Leptinotarsi decemlineatpje uniujo¢ Skodljivec rastlin krompirji
hrogev je uporaba kerémih insekticidov, vendar hrésnanje hitro razvijejo odpornos
BiotehnoloSki pristop, kot je izrazanjeoteaznih inhibitorjev v genetsko modificirar
rastlinah (Hag in sod., 2004) in uporaba interfénenRNA (Baum in sod., 2007)
alternativa uporabi insekticidov. Koo pri iskanju novih reSitev za zatiral
koloradskega hr@a je natatino poznavanje (ovanja njihovega metabolizma. Zna
je, da glavnino proteolithe aktivnosti v prebavilih koloradskega hta3redstavljajc
cisteinske proteaze, prisotne pa so Se aspartatotape, serinske proteaze
metaloproteaze (Wolfson in Murdock, 1990). Z dkom inhibitorjev v hrano zuzelk ¢
lahko up@asni rast in razvoj ¢ink, zmanjSa se plodnost, v nekaterih primerih
povea umrljivost zuzelk (Murdock in sod., 1987; Bolter_atosze-Green, 1997
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Zuzelke s poskodbo listov sproZijo obrambni odgawstline, ki se med drugim kaZe v
indukciji in poveani sintezi proteaznih inhibitorjev. ZuZelke sepoaeiano produkcijo
inhibitorjev odzovejo s sintezo »adaptivnih« prefibvproteaz, ki so na te inhibitorje
neolEutljive. Prilagoditev ZuZelk na proteazne inhibjgor hrani omogéa normalen
razvoj in rast Zuzelk (Jongsma in sod., 1995).

Raziskovalci so koloradske ht@ hranili s krompirjevimi listi s powanimi
koncentracijami endogenih rastlinskih proteaznihibitorjev. Opazili so, da so se
posledéno v prebavilih koloradskih hrégv sintetizirale cisteinske prebavne proteaze,
ki so neobutljive na rastlinske inhibitorje (Jongsma in Bojtd997). 1z prebavil
adaptiranih koloradskih hré8v so izolirali cisteinske proteaze, ki so jih pemovali
intestaini (Gruden in sod., 2003).

Proteazne inhibitorje iz razhih rastlinskih in Zivalskih virov so bolj ali manspesSno
uporabili v transgenih rastlinah, odpornih na objgd Icink koloradskega hréa
(Sabott in Kos, 2012). V bioloskih poskusih so hraniliitike koloradskega hroa s
hrano z dodatkom rekombinantnega in naravnegackitta (Clt) in opazovali kakSen
ucinek ima na smrtnost in pridobivanje tezé&nk. Dodatek klitocipina je negativno
vplival na rast in razvoj dink v odvisnosti od koncentracije inhibitorja iraststi I¢ink.
Klitocipin v hrani ni povéal smrtnosti Kink, razence je bila koncentracija zelo visoka,
medtem ko se negativen vpliv na pridobivanje tedg\p tudi pri niZji koncentraciji
(Saboté, 2007). Podoben ¢inek so pokazali tudi pri prehranjevalnih testih z
makrocipinom 1.

2.4 KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografija je skupno ime za tehnikecdwanja komponent zmesi. Osnova za
locevanje je porazdelitev posamezne snovi (toplient&d tekéo (mobilno) in
stacionarno (trdno) fazo. Eevanje je posledica vezave na stacionarno fazmair
posledica razlik v topnosti toplienca. Mobilna fakeomatografskega sistema je
tekatina ali plin, ki se giblje skozi trdno ali te&o stacionarno fazo. Kromatografske
tehnike se uporablja za separacijo poljubnih&olsnovi, za preparativne in analizne
namene (Kregar, 1996; Wilson in Walker, 2005; Lund2007). Poznamo ¥evrst
kromatografij, ki se razlikujejo po principihdevanja (preglednica 1).
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Preglednica 1: Vrste kromatografij glede na interalcije med stacionarno fazo in komponentami
vzorca (Kregar, 1996; Lunder, 2007)

Vrsta kromatografije Princip lo¢evanja

Adsorpcijska kromatografija Snovi se razlikujejo glede na t@dsorpcije na
stacionarno fazo. Desorbcija poteka z mobilno
fazo.

Porazdelitvena kromatografija Porazdelitev med stacionarno in mobilno fazo

poteka na osnovi razlik v topnosti.

lonsko izmenjevalna kromatografija Osnova za leevanje so elektrostatske interakcije
med molekulami v mobilni fazi in nabitimi
skupinami stacionarne faze.

Izlo¢itvena kromatografija Locevanje poteka na osnovi velikosti molekul
(gelska kromatografija).

Afinitetna kromatografija Razlike v bioloski afiniteti do liganda, ki je
imobiliziran na stacionarno fazo.

2.5 AFINITETNA KROMATOGRAFIJA

Afinitetna kromatografija je kromatografska tehnika izrablja edinstveno lastnost
bioloSkih molekul, da spectino in reverzibilno vezejo komplementarne substaRce.
tem je bioloSka molekula imobilizirana na trdnoygmo, inertno podlago ali nosilec
(Cuatrecasas, 1970). Afinitetna kromatografijazemno ginkovito orodje za visoko
selektivno I@evanje antigenov, protiteles, encimov, sladkorjgliikoproteinov in
glikolipidov, imunoglobulinov, peptidov s sposobtjosvezave kovin in nukleotidov
(Hage, 2006; Mallik in Hage, 2006).

Terminologija v afinitetni kromatografiji dot@ molekulo, ki je kovalentno ali s fino
adsorpcijo imobilizirana na stacionarno fazo konigdtni ligand (Cuatrecasas in sod.,
1968). Ligand je lahko imobiliziran protein ali ém¢ zaporedje DNA oziroma RNA,
lektin, aminokislina, imunoglobulin, biomimeétio barvilo, encimski substrat ali
inhibitor ali majhna molekula (Hage, 2006; Healtte;a2007). Tame molekule se v
mobilni fazi oziroma pufru nanesejo na kolono zopeimi polimernimi delci (slika 2).
Sestava pufra je navadno d&doa tako, da omoga optimalno vezavo med
imobiliziranim ligandom in tamo molekulo, medtem ko ostale molekule iz vzorca
zapustijo kolono z nizkim zadrZevalnitasom (Mallik in Hage, 2006).

10
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Slika 2: Princip afinitetne kromatografije (Saboti¢ in sod., 2012: 310)

a) UravnoteZenje stacionarne faze v veznem pufyuNdnos vzorca na kolono. ®ae molekule se
speciféno reverzibilno vezejo na ligand. Nespeagifi vezane molekule se sperejo z veznim pufrom. c)
Izpiranje s specifino kompeticijo za vezna mesta na ligandu ali z eeiijno spremembo v sestavi
pufra sprosti specifno vezane molekule v elucijski pufer. d) Staciomasfiaza je ponovno uravnotezena v
veznem pufru. Desno: gréfii prikaz tipinega elucijskega diagrama.

Interakcije med ligandom in t&wo molekulo v vzorcu so lahko posledica
elektrostatskih ali hidrofobnih interakcij, van d&fallsovih sil ali vodikovih vezi.
Zadrzane tame molekule je mog® izprati na vé& nainov:

- Tarkne molekule z zmerno afiniteto za ligand se lahkpeie v izokratskih
pogojih, kjer se sestava mobilne faze ne sprenmgd izpiranjem.

- Tartne molekule z mino afiniteto za ligand se izperejo s spremembo mebi
faze ali pogojev na koloni. V i primerov se nevezni pufer od veznega pufra
razlikuje v ionski mei, pH, temperaturi ali polarnosti.

- Pufru z enakim pH, ionsko M@ in temperaturo dodamo kompetitivhe
molekule, kar sprozi biospedcifio izpiranje molekul. Kompetitivnhe molekule se
specifcno vezZejo na zadrzano &ap molekulo ali na imobiliziran ligand in
povzraiijo izpiranje (Wilson in Walker, 2005; Tetala inrv8eek, 2010).

2.5.1 Kromatografski nosilci

Glavna vloga kromatografskega nosilca v afiniteétnomatografiji je imobilizacija
liganda (Hage, 2006). Nosilec je material, na legar lahko kovalentno vezemo
bioloSko specifien ligand in je netopen v sistemu, kjer je prisotagna molekula
(Hermanson in sod., 1992). Glavne atraosti nosilca so: velika speatfia povrSina,
visoka rigidnost in ustrezna oblika delcev, hidradst in prepustnost. Velikost delcev
in poroznost sta oblikovani tako, da maksimiratarpmo primerno za vezavo liganda.

11
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Nosilci v klastni afinitetni kromatografiji, kjer se uporablja @zpretoke, so netrdni
delci z velikimi premeri, kot so agaroza, organpklimer poliuretan in anorganski
silika delci z velikim premerom (Hage, 2006). Adsdjske zmoznosti teh delcev so
omejene s piasno difuzijo biomolekul skozi nosilec, z nizkimsromi hitrostmi in
vegjim pritiskom pri manjSih delcih. Posletlio je dostop ugih molekul do manjSih
por omejen. Dobre pretoe lastnosti so zaZzelene za hitro separacijo, rifajamijo ¢as,
potreben za uravnotezenje, regeneracijdenje kolone (Champagne in sod., 2007).

Afinitetni nosilci iz trdnejSih materialov so prinme za tek@insko kromatografijo
visoke l@ljivosti — HPLC (»High Performance Liquid Chromataghy«) (Hage, 2006).
V primerjavi s kromatografijo, ki poteka pri nizkipretokih, je uporaba HPLC
izboljSava tehnike, kjer se mobilna faza pri visokpritisku pospeSeno pretaka skozi
kromatografske kolone, v nasprotju s pretakanjenapl{njem) pod vplivom
gravitacije. Nadaljnji izpopolnitvi pri sistemu HEL sta tudi izjemno alutljiv
detekcijski sistem in popolna avtomatizacija precé®azvoj bolj odpornih stacionarnih
faz, ki omogdajo hitrejSe Idevanje in boljSo resolucijo pojasnjuje vsestranggorabo
sistemov HPLC pri afinitetni kromatografiji (Wilsan Walker, 2005).

Univerzalnega nosilca, ki bi zadovoljil vsem zalaewvni, so pa trzno dostopni nosilci
dobro definirani in se pribliZzujejo idealnim. Tijna na povrsSini zagotavljali primerne
lastnosti za imobilizacijo afinitetnih ligandov kemijsko stabilnost za imobilizacijo,
adsorpcijo, desorpcijo in regeneracijo (Champagmesad., 2007). Za nosilce ja
zazelena odpornost na tetmeé, mehanske, kemijske in fizikalne spremembe ter
odpornost za vezavo mikrobov in encimov na povr§ireiala in van Beek, 2010).

2.5.1.1 Naravni nosilci

Naravni polisaharidi, kot sta agaroza in celuloahtevajo kemijsko procesiranje
oziroma modifikaijo pred pripravo afinitetne krorogtafije (Hermanson in sod., 1992).
Za klaséno kromatografijo se najpogosteje uporablja mouldita agaroza v obliki
kroglic, s trznim imenom Sefaroza (GE Healthcaf®gfaroza je nenabit, hidrofilen
nosilec, bogat s hidroksilnimi skupinami, ki sorperne za kovalentno vezavo ligandov
(Affinity ..., 2012). Locevanje na Sefarozi jecukovito predvsem za velike tare
molekule, kot so proteini ali polisaharidi (Hermansn sod., 1992).

2.5.1.2 Sintetiéni nosilci

Sintetini nosilci, kot so akrilamidni derivati, metakriatderivati, polistiren in njegovi
derivati in razléne membrane, so narejeni s polimerizacijo funkihjskonomerov.

12
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Komercialno dostopni sintéti materiali imajo boljSo fizikalno in kemijsko &tignost

in lahko prenesejo zahtevnejSe pogoje separacijeprinerjavi z naravnimi
polisaharidnimi geli. Sintelni nosilci so narejeni iz monomerov s primarno in
sekundarno hidroksilno skupino, ki vzdrzuje hidradst in je kompatibilna z wéno
veznih metod (Hermanson in sod., 1992).

2.5.2 Imobilizacija ligandov

Imobilizacija je omejitev premikanja proteina, biolekule ali cele celice tako, da lahko
izkoris¢amo njihovo bioloSko aktivnost. Kovalentna imolaligia pripomore k boljSi
aktivnosti biomolekule, zmanjSanju nespetifh adsorpcij in k vgi stabilnosti
(Wilson in Walker, 2005). V afinitetni kromatografje na nosilec vezana molekula
ligand, ki reverzibilno veze specifio molekulo in s tem omoga lacevanje (Affinity
..., 2012). Primeren ligand zagotavlja visoko seleidst, dobro resolucijo in visoko
kapaciteto afinitetne kromatografije. Pogoj za @speafinitetno Iditev je biospecifni
ligand, ki kljub kovalentni vezavi na trdni nosilebrani specitino vezno afiniteto za
takne molekule. Vez med ligandom in ¢ao molekulo mora biti reverzibilna, da
omogaa tagni molekuli elucijo v aktivni obliki. Najpogostej&finitetni ligandi so
protitelesa, antigeni, inhibitorji, tirazinska bdavin metalo-kelati (Hermanson in sod.,
1992; Turkova, 1993; Wilson in Walker, 2005; MalitkHage, 2006).

Funkcionalne skupine liganda so glavni kriterijiziaor afinitetnega liganda pri izolaciji
takknega proteina. Funkcionalna skupina liganda ne lsith@klju¢ena v vezno mesto
liganda za komplementarno ¢&ap molekulo, obenem pa mora omoégt vezavo
liganda na stacionarno fazo oziroma nosilec (WilsoWValker, 2005). NajpogostejSe
funkcionalne skupine, ki to omogamo so: amino skupine ( - NM karboksilne ( -
COOH), tiolne ( - SH), hidroksilne ( - OH) in alddhe ( - CHO) skupine (Affinity ...,
2012).

Za Wwinkovito afinitetho kromatografijo je pripotena ravnotezna disociacijska
konstantaK, med ligandom in t&no molekulo med IHdo 10® M. Ko je disociacijska
konstanta znotraj te vrednosti, se lahko posluzajemzlicninh metod elucije, s katerimi
uspesno izvedemo afinitetno kromatografijo (Affynit., 2012).

Ligande v biospeciéni kromatografiji lahko razdelimo na monospesie ligande in
ligande, ki so specifhi za skupine molekul. Monospec¢iiii ligandi so tisti, ki vezejo
eno samo molekulo, na primer monoklonsko protitel@ protein. Asociacijska
konstanta monospedifiega liganda za t@mo molekulo je v tem primeru viSja kot za
ostale molekule, ki se vezejo Sibkeje ali se spletvezejo. Ligandi, ki so spedifii za
skupine molekul, imajo visjo afiniteto za skupinelekul kot za posamezne molekule.
Specifénost je posledica selektivnosti liganda in izbilecgskih pogojev (Miller,
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2005; Affinity ..., 2012). Poznani so Stevilni pripioza vezavo ligandov na
kromatografske nosilce, ki vkiujejo razltne kovalentne imobilizacijske metode,
vezavo z nizkomolekularnimi éaccami, kot tudi biospeciéno adsorpcijo in zamreZenje.
Kovalentna vezava je najbolj zaZelena, saj pkepeedesorpcijo in zdruzuje visoko
selektivnost reakcije s kemijskimi in mehanskinstteostmi nosilca (Beina in sod.,
2004).

2.6 AFINITETNA MONOLITNA KROMATOGRAFIJA

Uporaba selektivnih afinitetnih ligandov na monalit stacionarnih fazah je novejSa
metoda, ki jo poznamo pod imenom afinitetna monalikromatografija (Mallik in
Hage, 2006). V nasprotju z dalmi kolonami so monoliti kontinuirani nosilci, kinajo
vi§jo poroznost. Posledica je &/@ prepustnost in manjSi povratni tlak (lkegami in
Tanaka, 2004). Tudi monolitne nosilce lahko razdeliv polimerne monolite
(organske) in silika monolite (anorganske). Razwoiimernih monolitov se je Zzal
okrog leta 1980 in nadaljeval vzporedno z razvogdika monolitov od leta 1990 dalje.
Na sploSno monoliti vsebujejo prétee in difuzijske pore ali tako imenovane mikro in
mezo pore (Wang, 2010). Poroznost, geometrija ifika@ por monolitov, pri
dolocenih pogojih omogéajo locevanje pri nizjem tlaku. Poslétio je mozno
obratovanje pri viSjih pretokih, kar skraj§as |@evanja in ne vpliva na tevalne
sposobnosti (Barut in sod., 2008).

Monoliti so enostavni za modifikacijo in imobilizige razlicnih ligandov. V primerjavi

z deknimi kolonami monoliti dinkoviteje Iatujejo molekule, kar se kaze v oZjih
vrhovih elucijskega diagrama (Mallik in Hage, 2008ang, 2010). Monoliti so lahko
oblikovani v razléne oblike in narejeni iz razinih materialov. Trendi v monolitni
afinitetni kromatografiji trenutno vodijo v razvaponolitov iz agaroze, silika gela,
kriogela in predvsem monolitov glicidil metakrilat etilen dimetakrilat (GMA —

EDMA) (Mallik in Hage, 2006; Wang, 2010), ki so ephi v nadaljevanju.

2.6.1 Monolitni diski CIM

Za afinitetno monolitno kromatografijo se najpogpstuporablja monolitne nosilce,
zasnovane na kopolimerizaciji glicidil metakrilai&MA) in etilen dimetakrilata

(EDMA), ki so pogosto poimenovani monoliti GMA - BDA (Wang, 2010).

Pripravljeni so s kopolimerizacijo funkcionalneg@momera GMA in zamrezevalnim
monomerom EDMA v prisotnosti porogena, ki je navadneSanica dodekanola in
cikloheksanola (slika 3). Ob segrevanju je dodamiator polimerizacije. MeSanica
je oblikovana v poljubno obliko (disk ali kolona) zatem polimerizira od 8 do 24 h, pri
doloceni temperaturi. Po polimerizaciji je monolit odstfen iz kalupa in vstavljen v
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posebno ohiSje, ki omoga spiranje organskih topil in reagentov, ki so logt@
polimerizaciji (Podgornik in Strancar, 2005; Mallik Hage, 2006; Wang, 2010).
TakSen tip materiala je tudi sestavni del komencaldostopnih monolitov,
poimenovanih CIM (»Convective Interaction Media«), ki jih proizvgjdjetje BIA
Separations.

Glicidil metakrilat Etilen dimetakrilat
(GMA) (EDMA)

Polimerizacija:
Dodekanol
Cikloheksanol
60°C
24 h

o}

o (o)
R e
o (o]
(( Polimer GMA — EDMA

o

Slika 3: Sinteza monolitnega nosilca GMA — EDMA (Mdik in Hage, 2006: 1960)

V primerjavi s tradicionalnimi kromatografskimi &si so prednosti monolitnih
sistemov CIM pri Igevanju in koncentriranju velikih bioloskih molekir virusov,
naslednje: boljSi masni prenos, enostavna upomabaznost priprave Sirokega nabora
velikosti por in oblik, enostaven prenos vpein manjSe merilo (angl.: scale-up in
scale-down), nizek povratni tlak tudi pri zelo \k#o volumskih pretokih brez izgube
ucinkovitosti in specifénosti (Podgornik in Strancar, 2005; Mallik in Hag#)06).
Izjemen potencial za imobilizacijo ligandov na mieoje privedel do uporabe te
tehnologije v analitske in preparativne namene ¢Svesod., 2003; Champagne in sod.,
2007; Brne in sod., 2009). Monoliti GMA - EDMA in@jna celotni povrsini proste
epoksi skupine, ki omogajo direktno imobilizacijo Stevilnih ligandov v eamesamem
koraku (Svec in sod., 2003).

2.6.2 Imobilizacija ligandov na monolitne diske CIM

Pred imobilizacijo liganda je potrebno nosilec kisko aktivirati, da nastanejo
reaktivne skupine, na katere se veze ligand. Pnmektivacijo izberemo glede na
kemijsko strukturo liganda in pripomore k stabiBiejezi liganda na nosilec, zmanjSa
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nespeciitne interakcije z nosilcem in ob tem ne spremenci§igaih lastnosti liganda

(Wilson in Walker, 2005). NajpogostejSe metode \adije so aktivacije s

cianobromidom, bis-epoksidom, N'N'-disubstituiranirkarbodiamidom, sulfonil

kloridom, natrijevim perjodatom, N-hidroksi sukaimdnim estrom, bisoksiranom,
diamini, hidrazini in z reduktivho aminacijo (Hernmson in sod., 1992). V nadaljevanju
so predstavljene metode aktivacije, ki so pogosde irmobilizacijo ligandov na

monolitne diske in smo jih uporabili za diplomskalal

2.6.2.1 Imobilizacija na skupine epoksi

Imobilizacija na skupine epoksi (slika 4) vkdjye nukleofilni napad epoksi skupine na
nosilcu z amino skupino na ligandu, kar vodi v aaek stabilne sekundarne aminske
vezi (Svec in sod., 2003). Glede na reakcijske j@ge metoda primerna za
imobilizacijo ligandov z aminskimi, sulfhidrilnimin hidroksilnimi skupinami (Hage,
2006).

0
0 & I EH _R
Il o NH, - R -COCH,— CH—CH,—NH

_ COCH,—CH — CH, 0 oH

: T
-COCH,—CH—CHy— NH_

Slika 4: Imobilizacija liganda na skupine epoksi (Ncoli in sod., 2008: 2696)
Nastanek stabilne sekundarne aminske vezi med eglaksino na nosilcu in amino skupino na ligandu.

2.6.2.2 Aktivacija s karbonildiimidazolom

Proces aktivacije pri monolitnih diskih GMA - EDMAe z&ne s preoblikovanjem
epoksi skupin v diolne skupine. Te skupine kasnejeagirajo z
1,1'karbonildiimidazolom (CDI) in nastanejo imidé&arbamatne skupine (slika 5).
Tako aktiviran nosilec je primeren za imobilizaciigandov s karbamatno vezjo, med
aktiviranim mestom na nosilcu in primarnim aminora kgandu (Mallik in Hage,
2006).
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Nosilecs hidroksilno Reaktivenimidazol
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i_O_C_N + R—NH, ——» g_O_C_NH—R
Ligand z aminsko Stabilna karbamatna
Aktiviran nosilec .
skupino vez

Slika 5: Aktivacija nosilca s karbonildiimidazolom (Hermansm in sod., 1992: 6¢€
Prikaz aktivacije nosilca s karbonildiimidazolomnastanek stabilne karbamatne vezi med aktivire
nosilcem in ligandom s prosto aminsko skug

2.6.3 Imobilizacija ligandov z ro¢icami

Uporaba nizkomolekularnih & ali distagnikov (ang. »molecular spacer«) je pogc
pri vezavi afinitetnih ligandov na trdne nosilcektékna mesta na ligandu so tako k
dostopna za tane molekule v vzorcu (Cuatrecasas in sod., 196&gicB hkrati
zmanjSajo steéne interference in prepi§o nespeciftne vezave na nosilec m
kromatografijo (Hermanson in sod., 1992; Ponomanesd., 2010

Rocice so molekule z nizko molekularno maso, ki sotgdgene med ligand in trdi
nosilec. Navadno so learne ogljikovodikove molekule s funkcionalnimi pkuami za
enostavno vezavo na obeh koncih. Eden izmed dvebekge imobiliziran na nosilec
primarnim mehanizmom vezave, drugi konec pa je weza ligand s sekundarni
mehanizmom vezave. Z digo imobliziran ligand stoji stran od povrSine nosilca
razdalji, ki jo dol@a dolzina izbrane tice (Hermanson in sod., 1992; Hage, 2C

Pri sintezi r@ic si Zelimo izogniti zamrezenju polimera, do ket pride zarac
kovalentnih vezi med molekulami. Bce namré vsebujejo reaktivhe konce

specifine funkcionalne skupine na proteinih ali drugih ekollah in se lahko poveze
med seboj in tako onemogmo vezavo liganda in oo zmanjSajo prepustnc
polimera (Svec in sod., 200:Crosslinking ..., 2009). # izbiri rogice je potrebn
uposStevati tudi hidrofilnost oziroma hidrofobnostice in liganda. Hidrofilne so tice
s karbonilnimi in imido skupinami, popolnoma hidsbhe pa so fice z metilenskim
skupinami (Wilson in Walker, 2005). Komercialno gostopnih veé agaroznih
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celuloznih in poliakrilamidnih nosilcev s Sirokimmborom r@ic in z vezanimi ligandi
(Affinity ..., 2012; CIM disk ..., 2012).

2.6.3.1 Sinteza roice z etilendiaminom

Pri reakciji epoksi skupin z etilendiaminom dobimosilec s prostimi primarnimi
amino skupinami. V reakciji s karbonilnimi in epok&upinami nastane kratkacioa iz
dveh C atomov, ki ne povzta sterénih ovir ali dodatnega zamrezenja (Hermanson in
sod., 1992; Nicoli in sod., 2008). Reakcijo med lkegpaskupino in etilendiaminom
prikazuje slika 6.

i

— O—CH,— CH-—-?-I.‘,
\O

Epoksiaktiviran nosilec

NHQ—CHZ— CHQ— NI—[2
Etilendiamin
—0— CH2— CH —CH2—NH - C[-{Q—CHQ—NH2

|
OH

Slika 6: Sinteza raice z etilendiaminom (Hermanson in sod., 1992: 72)

2.6.3.2 Sinteza reoice z 1,6 - diaminoheksanom

Pri reakciji nosilca z 1,6 - diaminoheksanom dobipzaloben rezultat kot pri reakciji
nosilca z etilendiaminom - proste primarne aminaipske na 6 C atomov dolgi,
hidrofobni raici (slika 7). Zaradi dolzine fice obstaja v@a verjetnost, da se
terminalna konca molekule vezeta na nosilec, karzmmdi zamrezenje in izgubo
aktivnin veznih mest. Raca je primerna za imobilizacijo manjSih ligandov
(Podgornik, 1998).
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Illlllllll

O—CH.‘,—CH\——?-Iz + NH2—CH2— CH,—CH,— CHQ_CHz—CHg — NH2
(0]
Epoksiaktiviran nosilec 1,6 - diaminoheksan

- O—CH2— (I:H —CH2—NH— CH;—CH;—CH;— CH;—CH;—CH;~ NH,

OH

Slika 7: Sinteza ratice z 1,6 - diaminoheksanom (Hermanson in sod., 1296)

2.6.3.3 Sinteza reéice z glutaraldehidom

Aktivacijo z glutaraldehidom uporabimo, ko imamonsilcu amino skupino in Zelimo
imobilizirati ligand prav tako prek amino skupingldehidna skupina glutaraldehida
reagira z amino skupino na nosilcu in nastane fxsfdafbaza. Z miim reducentom,
kot je natrijev cianoborohidrid (NaB&N), Schiffovo bazo reduciramo in stabiliziramo
v kovalentno vez med glutaraldehidom in nosilcenikgs 8). Ralica s petimi
ogljikovimi atomi ima prosto aldehidno skupino zzavo liganda prek amino skupine.

: o ,°  NaCNBH3 0
I—NH, 4  ©—CH,—CH,—CH,—C. ——®  I—NH~CHy CH,—CHy,—CH,—C.
B H H = H
Aminska skupina Glutaraldehid Sekundarna aminska vez s
na nosilcu terminalno formilno skupino

Slika 8: Sinteza raice z glutaraldehidom (Hermanson in sod., 1992: 78)

2.6.3.4 Sinteza réice z 1,4-butandiol diglicidil etrom

1,4-butandiol diglicidil eter je pogost reagent mhblikovanje r@ic za vezavo z
aminskim koncem liganda. DaljSa hidrofiln&i@a nastane z vezavo enega konca 1,4-
butandiol diglicidil etra na hidroliziran nosilecstabilno estersko vezjo (slika 9). Druga
terminalna epoksi skupina, lahko reagira z amingdoksilnimi ali tiolnimi skupinami
liganda. Ker je rdica dolga, lahko pride do dodatnega zamrezenjdaao@Podgornik,
1998).
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H H;— CH—CHj3—~ O—(CH,)s~0—CH,—CH—CH
+ 2 2 2 2 2
LB N

1,4-butandioldiglicidil eter

J NaOH

0—CH;—CH — CHz~ 0—CHy)— O — CH,— cu\— ?42
0

Epoksi aktiviran nosilec

J R—NH,

Hy= CH—CH— O—{(CH,)y— O—CH;— CH—CH;—NH—R
OH OH

Slika 9: Sinteza rctice z 1,4butandiol diglicidil etrom (Hermanson in sod., 1992: 10.

2.6.4 Postopek separacije z monolitnimi diski CIN

Separacija molekul z monolitnimi diski Clhslika 10 poteka z uporabo sistema HP

in posebnega ohiSjaslika 1(), v katerega je vstavljen monolitni disk. Monoétdiske
CIM se ve&inoma uporablja za gradientnoc&vanje molekul, zato mora imeti sisti
HPLC vsaj dvecrpalki za mobilne faze, povezani s kapilarami dasahee komore il
injektorja. Vzorec se na monoli disk nanaSa prek zanke z d&nim volumnom
Kolicino izpranih molekul zazna detektor, povezan z aggkih sistemom. P
kromatografiji z monolitnimi kolonami CIM se upolgjo kapilare z notranjin
premerom manjSim od 0,5 mm. Prednost monolitnitkov CIM je izjemno hitrc
locevanje, ki lahko traja samo nekaj minut, pri pretalo 10ml/min in pri povratnen
tlaku nizjem od 5 MPa. Ko je ohiSje z diskom CIMvpaano s sistemom HPLC,

potrebno disk uravnoteziti v vezni mobilni fazi &sb5x volumen kcone), da se
odstranijo neistoce in zr&ni mehutki, ki bi lahko vplivali na Iéevanje. Sledi izpiranj
vezanih komponent in tisto¢ z elucijsko mobilno fazo (vsaj 5x volumen kolone
spet uravnotezZenje v vezni mobilni fazi. Po urae#dehju je monolita kolona CIM
pripravljena za nanaSanje vzorCIM disk ..., 2012).
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a) b)

Slika 10: Monolitni diski CIM (Svec in sod., 200353)
Monolitni diski CIM (&) in ohiSje za monolitne dislCIM (b).

2.6.5 Karakterizacija monolitnih diskov CIM

2.6.5.1 Dolocanje dinamine kapacitete

Pomemben parameter ¢ckvanja, je kapaciteta kromatografskega nosilca azénd
molekulo. Dinamino kapaciteto monolitnih diskov CIM daamo iz prebojne krivulje

(slika 11), ko prek afinitetnega diskapamo raztopino z znano koncentracijocter
molekule.

C(mg/mL)

volumen eluenta (mL)

Slika 11: Prebojna krivulja (Podgornik, 1998: 24)

Tarcne molekule se adsorbirajo na aktivnho povrSinoistecne faze in koncentracija
izpranih ta&nih molekul v nevezni frakciji je v idealnem pringeenaka ri. Ko se prek
kromatografske kolone pfga dovolj raztopine, da je #@a aktivnih mest zasedenih,
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se taéne molekule ne morejo vevezati na ligand, kar zazna spektrofotondeiri
detektor kot pové&nje signala. Po daienemcasu ni vé prostih veznih mest in hitrost
adsorpcije tamih molekul na ligand postane enaka hitrosti des@pVzpostavi se
dinamino ravnotezje in signal detektorja postane konstanDinaméno kapaciteto
dolacimo tako, da pri doleenem odstotku maksimalne vrednosti signala (v nasem
primeru pri 50 %) izreunamo maso tanih molekul, ki so se vezale na volumen
nosilca. Zazeleno je, da so prebojne krivdlja bolj strme in brez dvojnih prevojev, saj
ti kazejo na nepravilnost v tokovnem profilu. Dindnma kapaciteta je odvisna od
razlicnin kromatografskih parametrov; pH mobilne fazenske jakosti mobilne faze,
temperature mobilne faze in vrste vzorca, pa tddireearne hitrosti mobilne faze skozi
nosilec (Afeyan in sod., 1990; Podgornik, 1998).

2.7 UPORABA AFINITETNE MONOLITNE KROMATOGRAFIJE

Monolitni diski CIM se uporabljajo za hitro devanje proteinov v separacijskih
procesih, ki izkori&ajo afiniteto molekul, hidrofobne interakcije imienjavo ionov. Z
monolitnimi diski CIM se lahko lkuje in koncentrira nukleinske kisline, peptide,
proteine, rekombinantne proteine, monoklonska fesa, encime, nanodelce,
plazmidno in genomsko DNK do velikosti 200 kDa,uge in virusne delce (Vodopivec
in sod., 2003; Befina in sod., 2004; Barut in sod., 2008). Monolittedone CIM se
uporablja tako za preparativne kot analitske namene

Na monolitne diske CIM so imobilizirali razhe afinitetne ligande. Z imobiliziranimi
protitelesi (Lim in sod., 2005; Brne in sod., 2008) izolirali in aistili razlicne
molekule, ki sodelujejo v imunskih odzivih. Z vemanproteinom G so ®stili 1gG iz
clovesSkega serumskega albumina, ki je tako primerzej proteomske Studije (Urbas in
sod., 2009). Podobno deluje tudi disk CIM, imolién s proteinom A, ki prav tako
veze IgG, razen IgG razreda 3 (Tscheliessnig ingBawmer, 2009). Z afinitetno
kromatografijo na imobiliziranem lektinu konkanawal A so izolirali proteine, ki
sodelujejo pri specini glikolizaciji membran nekaterih rakavih celicoékt in sod.,
1998). Imobilizacija histidina na monolitni disk Ml je omogdila ciscenje
restrikcijskih encimov ter poliklonskih in monoklskih protiteles (Champagne in sod.,
2007). Z imobilizacijo deoksiribonukleaze in tripai kot ligandov so preizkusili
razlicne n&ine vezave encimov na monolitne nosilce CIM. Updraso razlicne
aktivacijske postopke monolitnega matriksa in prestli uporabo nizkomolekularnih
rocic za afinitetno kromatografijo (Bé€ma in sod., 2004; Nicoli in sod., 2008; Nicoli in
sod., 2009). V literaturi Se nismo zasledili vezawmhibitorjev oziroma inhibitorjev
cisteinskih proteaz na monolitne diske CIM za izijta proteaz iz kompleksnih
vzorcev.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 MATERIALI IN LABORATORIJSKA OPREMA

3.1.1 Naravni materiali

- 50 semen navadnega fizola, sorta ZoRhgseolus vulgar)s

3.1.2 Plazmidi

Plazmid pET11a::rMcpla iz zbirke plazmidov na O#deta biotehnologijo InStituta
Jozef Stefan v Ljubljani

3.1.3 Protitelesa

- Kozja protitelesa proti kufim 1gG (Dianova)
- Kungji serum proti Mcpl (Rabbit anti McpC 3880, Biogehe

3.1.4 Bakterijski sevi

Laboratorijski sev iz zbirke sevov na Oddelku zatdhnologijo InStituta JoZef Stefan v
Ljubljani:
- sevEscherichia coliBL21(DE3), genotipE. coliB F dcm ompT hsd&mg)
gal\(DE3)

3.1.5 Gojisca

- Tekaie gojige Luria-Bertani (LB):
V 1 L destilirane vode smo raztopili 25 g osnovegp@isie LB (10 g triptona,
10 g NaCl in 5 g kvasnega ekstrakta). GgisSmo sterilizirali z avtoklaviranjem
15 min pri 121°C.

- Trdno goji€e Luria-Bertani z antibiotikom ampicilinom (LBA):
V 1 L destilirane vode smo raztopili 25 g osnovegpfise LB in 15 g agarja.
Gojis%e smo po avtoklaviranju ohladili na sobno tempemtaseptino dodali
100 pg/ml ampicilina in ga razlili v plagtie petrijevke.
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3.1.6 Kemikalije in drobna oprema

Preglednica 2: Kemikalije

Proizvajalec Kemikalije

Amersham Biosciences, ZDA - ozna&evalec velikosti proteinov pri NaDS-PAGE: LMW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis

Apollo Scientific, Velika -IPTG
Britanija
AppliChem, Nendija - NaCl

Bachem Feinkemikalien, Svica - Z-Phe-ArgpNA
- P-Glu-Phe-LelpNA
- Z-Arg-Arg-pNA
- Z-Phe-Arg-AMC

BIA Separations, Slovenija - diski CIM®
- ohiSje za diske CIM

Carlo Erba, Italija - amonijev sulfat
- absolutni etanol
- glicerol
- HCI (37 %)
- NaOH
- ocetna kislina

Fermentas, Netija -DTT
Fermentas, Litva - ozn&evalec velikosti molekulskih mas GeneRuler™ DNA

Ladder Plus
- nanaSalni pufer: 6x Loading Dye Solution

Fluka Biochemica, Svica - akrilamid
- CuSQ x 5H,0
GE Healthcare, Svedska - Coomassie Brilliant Blue (PhastGel Blue G-250)

- geli za izoelekttino fokusiranje Phastgel (3-9)
- Coomassie Brilliant Blue R-250

Kemika, Hrvaska - NaoHPO,

se nadaljuje
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nadaljevanje

Proizvajalec Kemikalije

Merck, Nengija - HCHO
- metanol
- Na,COq
- TEMED
- urea
- Ng,HPO, X 2H,0
- NaHCQ
- NaH,POy x H,O
-TCA
- DMSO

Milipore, ZDA - membrana PVDF Immobilon<R
Peptide Institute, Japonska - E-64
Pharmacia, Svedska - Sefaroza (Sepharose CL 4B)

Serva, Nertija - APS
- citronska kislina
- EDTA
- HEPES
- NaDS
- NgoHPO, X 2H,0
- Tris
- Triton X-100
- bromfenol modro
- membrana za dializo (Cel® dialysis tubing)
- glicin

Sigma, Neniija - BANA
- papain
- Trizm&® base

Sigma, ZDA - agar
- ampicilin
- CaC},
- kvasni ekstrakt
- MgC|2
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3.1.7 Pufri in reagenti

Preglednica 3: Pufri in reagenti

Pufer / reagent

Sestava

Pufri za izolacijo rMcp

Gelska filtracija

Anionska izmenjevalna
kromatografija

Dializa

Priprava izvle¢ka iz

fizolovih semen

Doloéanje inhibitorne
aktivnosti rMcp

Priprava monolitnih
diskov

- pufer TET (50 mM Tris-HCI, 2m M EDTA, 0,1 % TritorX00, pH 7,5)
-puferTETz1M,3 M, 6 Min8M ureo

- pufer za gelsko filtracijo (0,02 M Tris-HCI, 0,3 MaCl, 3 M urea, 1 mM
DTT, pH 7,5)
- pufer za gelsko filtracijo (0,02 M Tris-HCI, 0,3 MaCl, pH 7,5)

- pufer BIS-Tris (0,02 M BIS-Tris, pH 6,0)
- pufer BIS-Tris (0,02 M BIS-Tris, 0,6 M NaCl, pH 6,0

- pufer BIS-Tris (0,02 M BIS-Tris, 0,6 M NaCl, pH 6,0
- pufer BIS-Tris (0,02 M BIS-Tris, pH 6,0)

- 1 M natrijev acetat, 0,5 M NaCl, pH 4,5
- 0,02 M Tris-HCI, 0,3 M NaCl, pH 7,5

- 300 pM Z-Phe-ArggNA (Bachem Feinkemikalien, Svica)
- fosfatni pufer (0,1 M fosfat, 5 mM DTT, 1 mM EDTAH 6,5)

- diski CIM epoksi (BIA Separations d.o.o., Slovejijdisk : 10-GEO1-
001-001B xy02, premer: 12 mm, debelina: 3 mm, VJ@40oml

- diski CDI (BIA Separations d.o.0., Slovenija); disk0-GE01-008-002B
cd01, premer: 12 mm, debelina: 3 mm, Vd: 0,34 ml

- raztopina za kondicioniranje diska (0,5 M fosfainfer, pH 7,0)

- raztopina za inaktivacijo skupin epoksi (0,5 MS))

- 10 % (v/v) raztopina glutaraldehida

- mobilna faza (0,1 M Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH 7,0)

- raztopina za deaktivacijo prostih skupin (1 M maaoelamin v 0,5 M
fosfatnem pufru, pH 8,0)

- raztopina za redukcijo Schiffovih baz (0,1 M naviicianoborohidrid)
- 100 % etilendiamin

- emulzija 1,4 butandiol diglicidil etra, 0,6 M NaQR 0,5 M natrijevega
tetrahidridoborata

se nadaljuje
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nadaljevanje

Pufer / reagent

Sestava

Afinitetna
kromatografija

Raztopine za prenos
western

Raztopine za
NaDS - PAGE

Komplet reagentov za
detekcijo protiteles

Test encimske
aktivnosti

s substratom
azokazein

Raztopine za dol@anje
encimske aktivnosti

- pufer BIS-Tris (0,02 M BIS-Tris, pH 6,0)

- vezni pufer (0,1 M Tris-HCI, 0,3 M NacCl, pH 7,0)

- elucijski pufer (0,1 M Tris-HCI, 0,02 M NaOH, pH 12
- elucijski pufer (0,1 M glicin, pH 2,0)

- raztopina za nevtralizacijo (2 M Tris-HCI, pH 8,0)

- prenasalni pufer TBS (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicth1 % SDS, 20 %
metanol)

- blokirni pufer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl in 5 #aleko v prahu)

- TBST (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS, 20 %tamol, 0,05 %
Tween 20)

- pufer za koncentrirni gel: 1,5 M Tris-HCI, pH 6,8

- pufer za Igevalni gel: 0,5 M Tris-HCI, pH 8,8

- elektroforezni pufer; 29 g/L Tris baze, 144 g/Lcgia, 10 g/L NaDS,
dH,O, pH 8,3

- nanas3alni pufer: 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, Bgticerola, 4 ml 10 %
NaDS, 0,5 ml 0,1 % bromfenol modro, 1 ml4H

- 0,1 % raztopina Coomassie Brilliant Blue: 5 talilebmassie PhastGel
blue R-350, 200 ml d¥D in 800 ml etanola

- 10 % razbarvalna raztopina: 10 % (v/v) etanola ¥ B//v) CHRCOOH

- 30 % razbarvalna raztopina: 30 % (v/v) etanolaO®d (v/iv) CHCOOH
- 50 % razbarvalna raztopina: 50 % (v/v) etanola2d®¥d (v/v) CHCOOH
- razvijalna raztopina pri barvanju z AgN@8,5 g NaCGO;, 0,5 ml HCHO
do 1L dHO

- reducent pri barvanju z AgNO1 g K:Cr,O; na 1 L dHO

- Lumi-Light "% (Roche)

- 0,25 M pufer MES, pH 6,0
- 0,4 % azokazein v di®
- prekinjevalec 50 % TCA

- 300 pM Z-Phe-ArgaNA, p-Glu-Phe-LewpNA, Z-Phe-ArgpNA,
pripravijeni v DMSO
- pufer MES (100 mM MES, 100 mM EDTA, 5 mM DTT, pHbb,
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3.1.8 Oprema

Preglednica 4: Oprema

Oprema Proizvajalec

Aparatura za fotografiranje gelov - Sistem UVltec, UVItec, Velika Britanija
Aparatura za NaDS-PAGE - Mini-Protean II®, Bio-Rad, ZDA

Avtomatske pipete (10 — 5000 pl) - Eppendorf, Nerija

Avtoklav - Varioklav, H+P Labortechnick GmBH, Neija
Avtomatski stresalnik - Certomat HK, B. Braun Biotech International, ZDA
Centrifuge - Eppendorf 5424, 5415 R 5804 R, Eppendorf, Kgm

- Sorvall RC-5C Plus, Sorvall, ZDA

Centrifugirke (GSA, GS-3in SS- - Sarsted, Nefija

34)
Citalec mikrotitrskih plos ¢ - Tecan, Safire, ZDA
FPLC - Akta Prime, Amersham Pharmacia Biotech, Svedska
(GE Healthcare)
- Programska oprema UNICORN
HPLC - ¢rpalki (Knauer, tip K120)
- spektrofotometer (Knauer)
- detektor UV-VIS
- vmesnik (Knauer), meSalna komora (Knauer)
- zanke: 2QuL, 50 L, 100puL, 200puL, 500 uL
- programska oprema Eurochrom 2000 (Knauer)
Hladilnik - Gorenje, Slovenija
Inkubator - Binder BD 115, Binder, Netija
Magnetni meSalnik - Rotamix SHP-10, Tehtnica, Slovenija
Mikrotitrske plos ¢e - Corning Life Science, Japonska

se nadaljuje
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nadaljevanje
Oprema Proizvajalec
Masni spektrometer MSD Trap - Agilent, ZDA
XCT Ultra
Multikanalna pipeta - Biohit, Finska
Napajalnik za elektroforezo - Power Pack Basic, Bio-Rad, ZDA
Naprava za izoelektréno - PhastSystemTM (GE Healthcare)
fokusiranje
Orbitacijski stresalnik - Vibromix 10, Tehtnica, Slovenija
pH-meter - Mettler Toledo Seven Easy, ZDA
Sonifikator - UP200H, Hielscher, Ne#ija
Spektrofotometra - Lambda 25, PerkinElmer, ZDA
- NanoDrop ND-2000c, NanoDrop Technologies, ZDA
Tehtnici -AND GH-252-EC, A&D Instruments, Velika
Britanija
- Vibra AJH 4200CE, Shinko Denshi Vibra, Japonska
Termoblok - TS1 Thermo Shaker, Biometra, N&ja
Ultrafilter - Amicon 8200, Amicon div., ZDA
Ultraturaks - ULTRA-TURRAX, IKA-Labortechnik, Nentija
Vakumski koncentrator - Speedvac, Savant, ZDA
Vibracijski stresalnik - EV-202, Tehtnica, Slovenija
Vodna kopel - SW22, Julabo, Netija
Zamrzovalnik (-20°C) - Gorenje, Slovenija
Zamrzovalnik (-80°C) - Sanyo MDF-53V, Sanyo Electric Co., Japonska
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3.2 METODE

3.2.1 Priprava rekombinantnega makrocipina 1

3.2.1.1 Transformacija plazmida pET11::rMcpl v ekspresisiE.coli BL21(DE3)

Uporabili smo predhodno pripravljen plazmidni vekET11::rMcpl z vstavljenim
zapisom za inhibitor proteaz iz gobe orjaski de{Mkcrolepiota procera makrocipin

1 (Renko in sod., 2010). Vektor smo transformirali sev E.coli BL21(DES3).
Kompetentne celice smo odtalili na ledu, dodali plazmida, nezno premesali in
inkubirali na ledu 30 min. Po tem smo celice izpait toplotnemu Soku z inkubacijo v
vodi pri 42C 1 minuto. Nato smo dodali 430 tekocega gojiga Luria-Bertani (LB) ter
stresali 1 h pri 180 vrt./min pri 3€. Po 100ul suspenzije bakterijskih celic smo
razmazali na plag LBA in inkubirali prek nei pri 37°C.

3.2.1.2 lzraZzanje rekombinantnega makrocipina 1 v baktErigoli

Izbrane transformirane sevE.coli BL21(DE3)pET11::rMcpl smo naslednji dan
precepili v dve steklenici z 250 ml talega gojia LB z dodanim ampicilinom.
Inkubacija je potekala pri 180 vrt./min prekcénpri 37°C. Naslednji dan smo pripravili
Stiri dvolitrske erlenmajerice z 250 ml telega gojiga LBA. V vsako izmed Stirih smo
ob plamenu odpipetirali 5 ml prekofree kulture. Erlenmajerice smo inkubirali pri
37°C ob stresanju 220 vrt./min. Med gojenjem smo shedinopticno gostoto pri 600
nm (Asog). KO je Asoo po priblizno 4 h dosegla vrednost med 1,0 in &6Bp kulturo
inducirali z IPTG (izopropiB-D-tiogalaktopiranozid) do kame koncentracije 1,0 mM
in nadaljevali z inkubacijo pri 3T ob stresanju 220 vrt./min Se 5 h in ponovno izimer
Asoo Kulturo smo prelili v centrifugirke GS-3 ter cefugirali pri 6000 vrt./min, 15
min pri £C v centrifugi Sorvall RC5C plus z rotorjem GS-3ip8rnatant smo zavrgli,
usedlino pa resuspendirali s pufrom TET (50 mM -HGIl, 2 mM EDTA, 0,1 %
TritonX-100, pH 7,5). Centrifugirke smo sprali sffum TET in suspenzije zdruzili do
koncnih 100 ml suspenzije bakterijskih celic, ki smazgmrznili pri - 20C.

3.2.1.3 lzolacija makrocipina 1 iz inkluzijskih telesc
Suspenzijo celic smo pasi odtalili na ledu in celice razbili z ultrazvakdl x 5 min in

1 x 10 min pri 24 kHz) z uporabo sonikatorja UP20(QHielscher, Nemija). Po
sonikaciji smo suspenzijo 15 min centrifugirali BO00 vrt./min pri 4°C, v centrifugi
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Sorvall RC5C plus z rotorjem GSA. Supernatant s@argli, oborino pa raztopili s
pomaijo magnetnega meSala v 70 ml pufra TET z 1 mM DTiT48C. Sledilo je
centrifugiranje 15 min pri 8000 vrt./min pri 4°@tor GSA. Supernatant smo zamrznili,
oborino pa raztapljaliez n@ pri 4°C v 80 mlI TET z1 mM DTT in 1 M ureo. Sledlije
ponovno centrifugiranje, 15 min pri 8000 vrt./mih5 min pri 4°C, rotor GSA.
Supernatant smo zamrznili, oborino pa raztaplj@dvml pufra TET z 1 mM DTT in 3
M ureo pri 4°C. Raztopino smo centrifugirali priG0vrt./min, 15 min pri 4°C, rotor
GSA, in supernatant ponovno zamrznili. Oborino samiopili v 25 ml pufra TET z 1
mM DTT in 6 M ureo pri 4°C. Spet je sledilo centigiranje pri 8000 vrt./min, 15 min
pri 4°C, rotor GSA in raztapljanje oborine v 10 puifra TET z 1 mM DTT in 8 M ureo
pri 4°C prek nd. Med postopkom smo shranjevali alikvote (200 sBlv supernatantov
in suspenzij za nadaljnje analize. Z gelsko filjasmo aistili supernatant po tretjem
centrifugiranju in zdruZzen vzorec supernatantov getrtem, petem in Sestem
centrifugiranju.

3.2.1.4 Gelska filtracija

Gelska filtracija je separacijska metoda, ki tenradj laievanju molekul zaradi razlik v
njihovi velikosti. Predpostavlja se, da med sepgrani elektrostatskih in drugih
interakcij med gelom in vzorcem in da so proteinizorcu enotne oblike. Stacionarna
faza filtracije je zamrezen polimer v obliki gelapsznano velikostjo por. ManjSe
molekule potujejo skozi gel datpsa, imajo daljSi elucijskias, ker se zadrzujejo med
porami polimera. V&e molekule se ne zadrZzujejo med porami in zatajp hitreje
ter imajo krajSi elucijskéas. Molekule se tako égo po padajdi molekulski masi.

Za cis¢enje proteinov smo uporabili kolono z viSino 113 ampremerom 4 cm, z
nosilcem Superdex S200 (GE Healthcare, Svedskakilédosmo pred uporabo
pripravili z izpiranje, preko no s pufrom za gelsko filtracijo (0,02 M Tris-HCI 3

M NaCl, pH 7,5). Pred nanosom vzorca smo kolonaraip44 ur z mobilno fazo z
reducentom DTT (3M urea, 1 mM DTT, 0,02 M Tris-HOI3 M NaCl), pri pretoku
52,8 ml/h. Izvedli smo Sest gelskih filtracij, veak priblizno 25 ml vzorca. lsevanje
je potekalo 24 ur pri 4°C s pretokom 52,8 ml/h.Kei@ smo zbirali vsakih 30 min na
kolektorju, jim dol@ali koncentracijo z merjenjem 4 Iin jih analizirali s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Frakcije kb ¥sebovale makrocipin, smo po
tretiem centrifugiranju zdruzili in jih skoncentr z ultrafiltracijo. Prav tako smo
zdruzili frakcije, ki s vsebovale makrocipin petrtem, petem in Sestem centrifugiranju,
jih skoncentrirali z ultrafiltracijo in dodatno ¢istili z ionsko izmenjevalno
kromatografijo.
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3.2.1.5 lonsko izmenjevalna kromatografija

lonsko izmenjevalna kromatografija je kromatografsketoda, ki temelji na principu
locevanja glede na elektrostatske interakcije med kaddeni z nasprotnim nabojem.
Stevilni bioloski materiali, tudi aminokisline irrgteini, imajo celokupen naboj, ki je
odvisen od izoelekttne tatke in pH raztopine. Kationski izmenjevalci so negad
nabiti in zadrZujejo pozitivno nabite molekule. Mesno, so anionski izmenjevalci
pozitivno nabiti in zadrzujejo negativno nabite slalle. Selektivho desorpcijo vezanih
ionov v eluent dosezemo s spremembo pH in/ali ierlskncentracije ali z afinitetno
elucijo, kjer v sistem vnesemo ion, ki imajeafiniteto za ionski izmenjevalec in tako
izpodrine vezane ione (Wilson in Walker, 2005).

Za cis¢enje rekombinantnega makrocipina smo uporabili latmgrafsko kolono,
polnjeno z nosilcem DEAE Sephacel (GE Healthcand), je Sibek anionski
izmenjevalec. Za vezno mobilno fazo smo uporahiliep 0,02 M BIS-Tris, pH 6,0.
Vezane proteine smo izprali s tristopenjsko graienelucijo z raztopino NaCl.
Kromatografsko kolono smo pred nanosom vzorca 44pirali s pufrom (0,02 M BIS-
Tris, pH 6,0) pri pretoku 19,5 ml/min. Nanesli smpablizno 30 ml vzorca in na
kolektorju vsakih 30 min zbirali frakcije ( ~ 12 )nPo izpiranju kolone s 500 ml pufra
smo uporabili gradient 0 — 0,2 M NaCl v pufru (1, katem 0,2 — 0,6 M NaCl v pufru
(200 ml) in 0,6 — 1,0 M NaCl v pufru (200 ml). Niesi smo popolnoma izprali Se z
raztopino 1 M NaCl (200 ml). Med ionsko izmenjevalkromatografijo smo merili
absorbanco pri valovni dolzini 280 nm in tako d@allb vsebnost proteinov v frakcijah.
Proteine smo analizirali s poliakrilamidno gelskéeké&roforezo in jim doléal
inhibitorno aktivnost.

3.2.1.6 Dolocanje koncentracije proteinov

Koncentracijo proteinov smo ddalali z merjenjem absorbance pri valovni dolzini 280
nm s spektrofotometrom Lambda 25 (PerkinElmer, ZDA)sorpcija pri 280 nm se
pojavi predvsem zaradi aromatskih aminokislin {aign, tirozin in fenilalanin) in
disulfidnih vezi. Te aminokisline so prisotne \¢ire proteinov v podobnem razmerju,
zato nam omog@jo oceno koncentracije proteinov v vzor€le poznamo molarni
absorpcijski koeficient za proteing)( lahko enostavno izéanamo njegovo
koncentracijo v raztopini z Beer-Lambertovim zaken@ = ¢ x | x ¢ , ki pravi da je
absorbanca pri 280 nm sorazmerna s koncentracgei,smolarnim absorpcijskim
koeficientom £) in dolzZino opttne poti svetlobnega Zarka (I).
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A=gx|xcC ..(1)

A ...absorbanca

c ... molarna koncentracija snovi v vzorcu [mol/L]
¢ ... molarni absorpcijski koeficient [L/(molxcm)]

| ... dolzina opténe poti skozi vzorec [cm]

Za merjenje absorbance smo uporabljali kivete &rl@novega stekla Sirine 1 cm. Kot
slepi vzorec pri merjenju absorbance smo uporalpider za gelsko filtracijo. Vrednost
molarnega absorpcijskega koeficienta za rMcp smatunali s pomg¢jo spletnega
programskega orodja ProtParam (http://expasy.aigfarotparam.html). Za rMcp
znaSa= 49390 L/(mol cm).

3.2.1.7 Ultrafiltracija

Ultrafiltracija je membranski separacijski prockgr locevanje poteka na osnovidlee
razlike na obeh straneh membrane. Pri procesufilitaelje se s pomgo tlaka v
koncentratu skoncentrirajo molekule, ki s@jeeod velikosti por membrane, medtem ko
v filtrat prehajajo manjSe molekule in topilo. Wiltracijske membrane so narejene iz
razlicninh materialov in zadrzujejo razho velike delce (Lunder, 2007).

Uporabili smo 350 ml ultrafilter (Amicon, ZDA), imembrano (Amicon, ZDA), ki
zadrzuje molekule, wge od 5000 Da. V ultrafilter smo prelili vzorec,predusno zaprli
in priklopili na jeklenko z duSikom, ki ustvari Keriblizno 5 barov. Ultrafiltracija je
potekala ob konstantnem meSanju z magnetnim megalotmadni sobi pri 4°C.
Koncentriranemu vzorcu smo izmerilp&in ga v alikvotih shranili pri -20°C.

3.2.1.8 Dializa

Dializa je proces lgevanja molekul v raztopini, glede na difuzijo skezlprepustno
membrano. Molekule prehajajo s po&ieoz visjo koncentracijo topljencev na podje
Z nizjo koncentracijo. Soli, sladkorji in manjSipteli tako prehajajo v pufer izven
dializnegacrevesa, kar lahko izkoristimo tudi za zamenjavaguf

Dializno ¢revo, ki zadrzi molekule z relativno molsko mas¢jeed 3,5 kDa (Membra-
Cel ™ Dialysis tubing Membrane MWCO 3500, premer 22 r®rva, Nenija), smo
sprali z destilirano KD. Po gelski filtraciji smo frakcije s proteini defugirali 15 min
pri 13000 vrt./min pri 4°C v centrifugi Sorvall RC5plus z rotorjem SS-34 in prenesli
v dializnoc¢revo. Dializa je potekala 24 h v E&Si z 0,02 M pufra Bis-Tris, pH 6,0 ob
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konstantnem meSanju z magnetnim meSalom, v hlaaini @i 4°C. Pufer smo med
dializo trikrat zamenjali. Vzorec smo po kami dializi centrifugirali in ga nanesli na
kolono za ionsko izmenjevalno kromatografijo.

3.2.1.9 Dolocanje inhibitorne aktivnosti makrocipina 1

Inhibitorno aktivnost vzorcev smo daékli s spremljanjem zniZzanja encimske aktivnosti
cisteinske proteaze papain (Sigma, Nigm s sinteténim substratom Z-Phe-ArgNA
(Bachem Feinkemikalien, Svica). Test temelji neo&@anju pNA (para-nitroanilid), ki
ga cepijo encimi s substrata, in ga zaznavamo sgekametréno pri valovni dolzini
410 nm.

Inhibitorno aktivnost smo dotali v treh elucijskih vrhovih po ionsko izmenjevaln
kromatografiji. Na mikrotitrsko pla® smo odpipetirali predhodno pripravljeno
raztopino papaina s pufrom BANA s 5 mM DTT, takojéaila korgnha koncentracija
papaina 5 UM v volumnu 100 pl. V vdolbinice smo ipégirali razlicne koline 100
UM inhibitorja (1 pl, 2 pl, 5 pl, 10 pl, 15 pl) ploXo inkubirali 10 min pri sobni
temperaturi. Z multikanalno pipeto smo dodali 100200 uM substrata Z-Phe-Arg-
PNA in inkubirali 10 min pri 37 °C. Po inkubaciji macitalcu Tecan (Safire, ZDA)
izmerili absorbanco pri 410 nm. Po enakem postagko pripravili slepi vzorec brez
papaina in kontrolni vzorec brez inhibitorja.

3.2.2 Priprava diskov CIM z makrocipinom 1

Makrocipin 1 smo na monolitne nosilce imobilizirati razlénimi aktivacijskimi
postopki in z raztinimi veznimi ra&icami. Uporabili smo monolitne diske CIM
(»Convective Interaction Media«) (BIA Separatioi®pvenija) premera 12 mm in
viSine 3 mm. Diski CIM zdruzujejo uporabo metakini@ga poroznega polimernega
matriksa in neporoznega prilegégma nosilca, ki zagotavlja osni pretok skozi disk i
onemogda prepu&anje vzorca ali mobilne faze. Nosilec diska omi@g@nostavno
izvedbo kromatografije in enostavno povezovanje RLE pret@nimi injekcijskimi
sistemi (Affinity ..., 2012). Med polimerizacijo moliimih diskov nastanejo proste
epoksi - skupine, ki omogajo vezavo ligandov. Diski CDI so pripravijeni izsklov
CIM epoksi z dodatno hidrolizacijo z 1,1’karbonildidazolom ki povzréi nastanek
prostih hidroksilnih skupin (B&ma in sod., 2004).
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3.2.2.1 Imobilizacija makrocipina 1 na disk CIM epoksi

Epoksi skupine so funkcionalne skupine monolitov &M EDMA, zato lahko
imobilizacijo prek epoksi skupin izvedemo neposeda diskih (Svec in sod., 2003).
Pripravili smo tri diske CIM imobilizirane z rMcpZ uporabo treh pufrov: 0,5 M
acetatni pufer (pH 3,0); 0,5 M fosfatni pufer (pkD)7in 0,5 karbonatni pufer z 0,3 M
NaCl (pH 8,5). Po enourni inkubaciji diska v izbeam pufru smo disk z injekcijo
predrpali z 2,5 ml rMcpl (2,5 mg/ml) v istem pufru. Rismo ob stalnem meSanju
inkubirali 24 h pri 35°C. Nato smo disk 1 h izpiralvodo, da bi odstranili nevezane
proteine in 1 h inkubirali v 0,5 M O, pri 50°C za inaktivacijo preostalih epoksi -
skupin. Disk smo pripravili za uporabo tako, da syadl h izpirali v mobilni fazi 0,1 M
Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH 7,0 pri pretoku 1 ml/min shranili v istem pufru pri 4°C.

Po enakem postopku smo pripravili Se disk CIM epakeMcpl, kjer smo disk CIM
med imobilizacijo 24 h inkubirali pri 45°C v 0,5 fdsfatnem pufru, pH 7,0.

3.2.2.2 Imobilizacija makrocipina 1 na disk CIM CDI

Pripravili smo dva diska z uporabo r&méega pH vezave. rMcpl smo kovalentno
imobilizirali na disk CIM CDI tako, da smo disk CDilajprej 1 h izpirali z 0,5 M
fosfatnim pufrom, pH 7,0 oziroma 0,5 M fosfatnimfiam pH 3,0 in ga nato p&epali z

2 ml rMcpl (2,5 mg/ml) v istem pufru. Potem smokdiskubirali z rMcpl 24 h pri
45°C ob stalnem meSanju na stresalniku. Nevezaarimbasmo izpirali 1 h z dD pri
pretoku 1 ml/min in diske shranili v 0,5 M fosfameufru, pH 7,0 pri 4°C.

3.2.3 Optimizacija priprave diskov CIM z makrocipinom 1

3.2.3.1 Imobilizacija makrocipina 1 na disk EDA
Modifikacija diskov CIM EDA temelji na reakciji efgsi skupine z amino - skupino
etilendiamina. Disk CIM epoksi smo 18 h inkubinall00 % raztopini etilendiamina pri

30°C. Po komnani inkubaciji smo disk CIM izpirali z etanolom idH,O in ga
imobilizirali z rMcp1l kot je opisano v t&i 3.2.2.1.

3.2.3.2 Imobilizacija makrocipina 1 na glutaraldehidn@iom

Komercialno dostopen disk CIM EDA s prostimi amimsk skupinami smo 1 h
inkubirali v 50 mM fosfatnem pufru, pH 8,0 in nafmek n&i v 10 % (v/v)
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glutaraldehidni raztopini v enakem pufru, ob staineneSanju, v temi pri sobni
temperaturi. Disk smo naslednji dan izpirali s 58l fiesfatnim pufrom, pH 8,0 da smo
odstranili reagent in disk uravnotezili v 0,5 mMsfatnem pufru pH 3,0. Imobilizacijo
rMcpl na disk smo izvedli &panjem 1,0 ml rMcpl (2,5 mg/ml) v 50 mM fosfatnem
pufru, pH 3,0 ter disk inkubirali 24 h v temi, wiisaztopini ob stalnem meSanju. Po
koncani imobilizaciji smo disk 1 h izpirali z 0,5 M ftanim pufrom, pH 3,0. Za
redukcijo nastalih Schiffovih baz smo disk dodatmpirali 3 h z 0,1 M natrijevim
cianoborohidridom in 2 h z 0,5 M fosfatnim pufropH 8,0. Preostanek prostih skupin
smo deaktivirali s 3 urno inkubacijo v 1 M monoetminu v 0,5 M fosfatnem pufru,
pH 8,0. Preostanek reagentov smo 1 h izprali zQdidri pretoku 1 ml/min in disk
shranili v 10 mM fosfatnem pufru pri 4°C.

3.2.3.3 Imobilizacija makrocipina 1 na 1,6 diaminoheksan

Diske epoksi smo 24 h inkubirali v 100 % raztodiré diaminoheksana pri 65°C in po
koncani reakciji izpirali 1 h z etanolom in 1 h z gbl Disk s prostimi aminskimi
skupinami smo 1 h inkubirali v 50 mM fosfathem pufpH 8,0 in nato preko gov 10
% (v/v) glutaraldehidni raztopini v enakem pufru stlalnem meSanju v temi pri sobni
temperaturi. Disk smo naslednji dan izprali s 50 fogfatnim pufrom, pH 8,0 da smo
odstranili reagent. Na proste aldehidne skupine Cllatomov dolge m@ce smo
imobilizirali rMcpl kot pri diskih CIM s prostimi goksi - skupinami (opisano v
3.2.2.1).

3.2.3.4 Imobilizacija makrocipina 1 na 1,4 butandiol digtit eter

Diske CIM epoksi smo najprej 3 h hidrolizirali V6OM H,SO, pri 60 °C, tako so epoksi
skupine hidrolizirale v hidroksilne. Po izpiranjudE,O smo diske inkubirali v emulziji
1,4 butandiol diglicidil etra, 0,6 M NaOH in 0,5 Khtrijevega tetrahidridoborata na
stresalniku pri 30 °C. Med inkubacijo hidroksilrieupine na hidroliziranem disku CIM
reagirajo s terminalnimi epoksi - skupinami 1,4dmdiol diglicidil etra (1,4-BDGE) in
nastane 9 C atomov dolgacica s prostimi amino skupinami. Ostanek reagentou s
sprali s 50 mM fosfatnim pufrom, pH 8,0. Na prospeksi - skupine smo vezali rMcpl,
kot je opisano v ttki 3.2.2.1.
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3.2.4 Analize monolitnih diskov CIM z makrocipinom 1

Uspesnost funkcionalne imobilizacije rMcpl na manel diske CIM smo analizirali na
sistemu za hitro Eevanje proteinov (AKTA™ FPLC™, GE Healthcare) insistemu
za teka@insko kromatografijo visoke ftjivosti (HPLC, Knauer) z uporabo cisteinske
proteaze papain.

Papain 1 mg/ml iz rastlin€arica papaya(Sigma) smo raztopili v 0,1 M Tris-HCI, 0,6
M NaCl, pH 7,0. Raztopino papaina smo prek zankeirali v ohiSje z diskom CIM z
rMcpl, pri razlénih pretokih, volumnih zanke in koncentracijah ogube papaina,
glede na izkusnje t®vanja na Sefarozi (Mustar, 2009). Za vezni pufeo siporabili
0,1 M Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH 7,0. Proteine, ki se zadrzali v monolitnem nosilcu
zaradi inhibicije z makrocipinom, smo z diska idpr& spremembo pH z 0,1 M
glicinom, pH 2,0. Frakcije smo zbirali v nevtralgaki pufer, 2 M Tris-HCI pH 8,0 da
bi ohranili stabilnost in aktivhost papaina za npge analize. Detekcija vezanih in
nevezanih proteinov je potekala pri 280 nm.

3.2.4.1 Dolocanje dinamine kapacitete diskov CIM z imobiliziranim makrocipm 1

Dinamino kapaciteto diskov CIM z vezanim rMcpl smo dalos prebojno krivuljo
papaina. Disk CIM z rMcpl smo izpirali z neveznohimo fazo do konstantnega
signala, nato smo nadaljevali izpiranje z vezno inolfazo prav tako do konstantnega
signala. Raztopino papaina 1 mg/ml s pretokom Inimlsmocrpali skozi posamezen
disk CIM, dokler nismo dosegli dinasmega ravnotezja. Temu je sledilo izpiranje z
glicinom in nevtralizacija. Ker se je preboj pojaxe kmalu po z&tku nanosa, smo
predvidevali, da je katina papaina v eluciji do neke mere pogojena ki papaina

v injiciranem vzorcu. Ker nismo poznali deleZza akéiga papaina v surovem vzorcu,
smo predvideli da so v vzorcu razie oblike papaina, z ragho afiniteto za
imobiliziran rMcpl. Papaina in papainu podobne gaat se naméesintetizirajo kot
neaktivni proencimi z N-terminalno propeptidno fegiz odstranitvijo katere postane
encim aktiven (Rawlings in Barrett, 1994). Da hidpbili papain v obliki, ki se bolje
veze na makrocipin, sSmo izprane, nevtraliziran&dja zdruzili in razsolili z uporabo
kolone »PD-10 desalting columns« (GE Healthcarg)anovno nanesli prek zanke na
monolitni disk. V tem primeru smo pridobili timo prebojno krivuljo, kjer se je papain
vezal na stacionarno fazo do vzpostavitve didaega ravnotezja (Hage, 2006). Iz
prebojne krivulje smo agtali 50 % vrednosti maksimalnega signala, natazpatunali
vrednost dinantne kapacitete diskov po efia:

37



Koruza K. Priprava monolitnih kolon za afinitetnmknatografijo na makrocipinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biehniska fakulteta, Studij biotehnologije 2012

mg| _ (‘p*tR_Vm)*CSpojine
K, E] - o .(2)

Kdeveoeeieananns dinaména kapaciteta [mg spojine/ml nosilca]
®................pretok mobilne faze [ml/min]
| ¢as pri 50 % preboju [min]
Voo prosti volumen diska [ml]
VdK)eeeeevennnns volumen diska oziroma kolone [ml]
Corerin koncentracija spojine [mg/mi]

3.2.5 Afinitetna kromatografija z izvle ¢kom iz fizolovih semen

3.2.5.1 Priprava izvl¢ka iz fizolovih semen

Z afinitetno kromatografijo na rMcpl smo Zelelilizati cisteinske proteaze iz iz\dka
fizolovih semen, med katerimi naj bi bila prisotiai cisteinska proteaza legumain, Ki
razgrajuje skladthe globuline med kalitvijo in po njej (Senyuk indsp1998). Semena
navadnega fizolaRhaseolus vulgarissorte Zorin smo uporabili kot vir cisteinskih
proteaz. Fizolova semena smo sterilizirali z nampd@m v varikini (5 min). Po
izpiranju z dHO smo jih 2 uri inkubirali v dkD, da so nabreknila. V sterilno petrijevko
z navlazeno vato in filter - papirjem smo poloalkrog 60 semen, jih pokrili in
inkubirali v temi pri 37°C. Po 3 dneh kaljenja sifiimlom odstranili lupino, jih stehtali
in jim dodali priblizno 200 ml pufra (1 M natrijeacetat, 0,5 M NaCl, 1,5 mM EDTA,
pH 4,5). Fizole smo zmleli z ultraturaksom (10 mimhomogenat najprej centrifugirali
10 min pri 12000 vrt./min (4°C) v centrifugi SOonRIC5C z rotorjem GSA, potem pa Se
40 min pri 8200 vrt./min (4°C). Proteine v supeamti smo obarjali z amonijevim
sulfatom. Ocenili smo volumen supernatanta in dodahonijev sulfat do 80 %
nastenosti. Po 6 - urnem mesSanju smo vzorec inkublmaz meSanja pri 4°C preko
noci. Oborjene proteine smo naslednji dan centrifugi3@ minut pri 12000 vrt./min
(4°C, rotor GSA), supernatant smo zavrgli, oborpep raztopili v pufru za gelsko
filtracijo (0,02 M Tris-HCI, 0,3 M NacCl, pH 7,5).

Z dializo smo Zeleli iz vzorca odstraniti amonigwfat. Vzorec smo prenesli v dializno
grevo, ki zadrZi proteine ¥fe od 3,5 kDa (Membra-Cél" Dialysis tubing Membrane
MWCO 3500, premer 22 mm, Serva, Ngja). Dializa je potekala v pufru za gelsko
filtracijo (0,02 M Tris-HCI, 0,3 M NaCl, pH 7,5).d”dializi smo vzorec centrifugirali
30 min pri 14000 vrt./min (pri “C, rotor SS34) in supernatant skoncentrirali z
ultrafiltracijo do korgnega volumna priblizno 70 ml. Ultrafiltracija je te@&ala pri 4°C
ob konstantnem mesanju z magnetnim meSalom pti pablizno 5 barov.
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Izvlec¢ek iz fizolovih semen smo dodatn@igtili z gelsko filtracijo. Uporabili smo
kolono za gelsko filtracijo Superdex S200 (GE Hezdtre, Svedska). Pred nanasanjem
vzorca smo kolono izpirali 24 h pri pretoku 52,8m# mobilno fazo (0,02 M Tris-HCl,
0,3 M NaCl, pH 7,5). Izvedli smo tri gelske filtigeg vsako s priblizno 25 ml vzorca.
Locevanje je potekalo 24 ur pri 4°C s pretokom 52,fhnfrrakcije smo zbirali vsakih
30 min na kolektorju. Frakcijam smo izmerili,#, jih analizirali s poliakrilamidno
gelsko elektroforezo in datdi aktivnost s substratom benzoiloksikarbonil-Adda-
Asn-4-metil-7-kumarilamid (Z-Ala-Ala-Asn-AMC), kge opisano v 3.2.7.3. Elucijske
vrhove, ki so kazali najwg aktivnost smo zdruzili in skoncentrirali z ufitaacijo.

3.2.5.2 Afinitetna kromatografija na disku CIM epoksi z ma&ipinom 1

Separacijo proetinov iz izw&a fizolovih semen smo izvedli z afinitetno krongtafijo
na disku CIM epoksi z rMcpl, z uporabo sistema FP(East Protein Liquid
Chromatography, GE Healthcare). Na disk smo prekkeananesli 200 pl
skoncentriranega vzorca po gelski filtraciji v QYL Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH 7,0 s
pretokom 0,2 ml/min. Vezane proteine smo izpiral0A M glicinom, pH 2,0 in
nevtralizirali s pufrom 2 M Tris-HCI, pH 8,0, da piepre&ili samorazgradnjo.

3.2.6 Afinitetna kromatografija na makrocipinu 1 z izvle¢kom iz prebavil li¢ink
koloradskega hroga

3.2.6.1 Priprava vzorca igis¢enje

Zmrznjena prebaviladink koloradskih hro&ev smo v tekéem duSiku homogenizirali
v prah in jih raztopili v pufru za gelsko filtraoij(0,02 M Tris-HCI in 0,3 M NaCl, pH
7,5). Po vorteksiranju in hladnem centrifugiranji5 (min, 12000 vrt./min) smo
supernatant nanesli na uravnotezeno analitsko &aowiSino 110 cm in premerom 2
cm, napolnjeno z gelom Superdex S200 (GE Health@redska). Kot mobilno fazo
pri locevanju smo uporabili pufer 0,02 M Tris-HCI in 0,3 NRCI, pH 7,5. Gelska
filtracija je potekala v hladni sobi pri 4°C. Frakecz volumnom priblizno 3 ml, smo
zbirali na kolektorju in jim dol&ali absorbance pri valovni dolzini 280 nm na UV/VIS
spektrofotometru (Perkin Elmer precisely, Lambdg Z®BA). Vzorce frakcij smo
shranili za poznejSe encimske teste. Frakcijam smeerili Azgo in zdruzili tiste z
najvisjo vsebnostjo proteinov za afinitetno krongadijo z diski CIM z imobiliziranim
rMcpl.
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3.2.6.2 Afinitetna kromatografija z diski CIM z makrocipinol

Pripravljen vzorec po gelski filtraciji smo nanesta disk CIM z rMcpl na
glutaraldehidni réici. Uporabili smo sistem FPLC (Akta Prime, GE Hbahre). Na

disk smo pri pretoku 1 ml/min prek zanke nanesli200 pl raztopine vzorca v pufru
0,1 M Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH 7,0 in enak puferaspbili za mobilno fazo. Vezane
proteine smo izprali z 0,1 M glicinom, pH 2,0 inviralizirali s pufrom 2 M Tris-HCI,

pH 8,0.

3.2.7 Karakterizacija proteinov

3.2.7.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnastirijevega dodecil sulfata
(NaDS - PAGE)

Poliakrilamidna gelska elektroforeza je analitskatoda Iéevanja proteinov na osnovi
potovanja nabitih delcev v elekinem polju v zamrezenem gelu. Proteine pred
nanosom na gel denaturiramo z dodatkom anionsketgergeénta (NaDS). Detergent
porusi terciarno strukturo proteina in se nesp&uifiveze na aminokisline, tako da tvori
negativno nabit proteinski kompleks. Z dodatkom ISgP hitrost potovanja proteinov
po zamreZenem gelu v elektitem polju odvisna samo od velikosti.

Pri delu smo uporabljali elektroforezni sistem MiRirotean Il (BioRad, ZDA).
Elektroforeza je potekala vertikalno in sicer najpr koncentrirnem gelu, kjer je &a
zamrezenost in se proteini koncentrirajo. Yelealnem gelu je zamrezenost manjsa in
poteka I@evanje proteinov glede na velikost. Za 12 %el@lni gel smo zmesali 4,335
ml vode, 2,5 ml pufra (1,5 M Tris-HCI pH 8,8), I1@Qd 10 % NaDS in 3,0 ml 40 %
akrilamida/bis (akrilamid in N,N'-metilen bisaknitad). ZamreZenje gela smo inducirali
z dodatkom 50 pl 10 % APS (amonijev persulfat) & |1l reagenta TEMED in
meSanico Vlili med 1,5 mm razmaknjeni stekelci \sitou. Ravno linijo léevalnega
gela smo zagotovili z dodatkom izopropanola, ki sgagpo polimerizaciji gela (20 do
45 min) odlili in popivnali s filtrnim papirjem. @anek izopropanola smo sprali z vodo.
Na la¢evalni gel smo vlili 4 % koncentrirni gel, za kagga smo zmeSali 3,168 ml vode,
1,250 ml pufra (0,5 M Tris-HCI pH 8,8), 50 pl 109&SD, 500 ul 40 % akrilamida/bis,
25 pl 10 % APS in 8 ul reagenta TEMED. Koncentrgel smo vlili do roba stekelc in
v rezo med stekelcema vstavili glaéek z desetimi Zepki.

Vzorce smo za nanos na gel pripravili tako, da smorcu dodali enako kalino

nanaSalnega pufra (za 10 ml: 2,5 ml 0,5 M Tris-H#,6,8, 2,0 ml glicerol, 4,0 ml 10
% NaDS, 1,5 ml vode, malo barvila bromfenol modralimM DTT) in inkubirali 10
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min pri 100°C ter centrifugirali 30 s pri 20000 gnikrocentrifugirki (Eppendorf 5424,
Nentija).

Po polimerizaciji gela smo odstranili glavek, stekelca vpeli v nosilec in jih prenesli v
aparaturo za elektroforezo, kamor smo vlili pufaretektroforezo (2,9 g/L Tris-HCI,
14,4 g/L glicina, 1 g/L NaDS, pH 8,3). V Zepke soupipetirali pripravljene vzorce (do
50 ul). Elektroforeza je potekala pri konstantnekut30 mA/gel priblizno 70 min.

Gel smo barvali 30 min v 0,2 % raztopini Coomassi#iant Blue, pripravljeni v 80 %

etanolu in pred uporabo meSani z 20 % ocetno kiS{H;COOH) v razmerju 1:1.

Zatem smo gel razbarvali v 30 % razbarvalni raztof80 % EtOH, 10 % ocetna
kislina) oziroma 10 % razbarvalni raztopini (10 %H, 5 % ocetna kislina) ki smo jo
veckrat zamenijali, dokler niso postale proteinske lgsgazno vidne.

Ce smo zaradi nizjih koncentracij proteinov v vzormutakovali, da bo barvanje z
modrim barvilom Coomassie Brilliant Blue neuspeSsoo gele barvali z bol
obcutljivimi srebrovimi ioni. Najprej smo gel popolna@razbarvali v 30 % razbarvalni
raztopini, ga 30 s izpiraliz di@, sledila je 15 min inkubacija v vodni raztopini®,0;

s koncentracijo 1 g/L in ponovno izpiranje z AH Potem smo gel inkubirali vsaj 20
min v sveze pripravljeni vodni raztopini AQNGs koncentracijo 2 g/L. Gel smo
razvijali, dokler se proteinske lise niso razio videle. Reakcijo vezave srebrovih ionov
smo prekinili z dodatkom 2 g citronske kisline. &amo dokumentirali s sistemom
UVltec (UVltec, Velika Britanija).

3.2.7.2 Prenos western

Za detekcijo izpiranja rMcpl z diskov CIM smo ponkani NaDS - PAGE
elektroforezi proteine prenesli na polivinilideudkrid (PVDF) membrano Immobilon-
P*?(Milipore, ZDA). Membrano v velikosti gela smo negp5 min inkubirali v 100 %
metanolu, zatem Se dvakrat v #fHin na koncu v pufru za prenos, kjer smo kaliltirira
tudi filter-papir in krpice, ki se jih uporabljaigorenosu western. Pufer za prenos smo
pripravili tako, da smo zmesSali 100 ml pufra (3Q gtis-HCI, 58 g/L glicin) z 200 ml
20 % metanola in 3,75 ml 10 % SDS, ter dopolnililda z dHO. Sistem za prenos
western smo sestavili tako, da smo na anodno sirake najprej polozili krpico, potem
3 plasti filter papirja in nato Se gel. Na gel spwozili membrano PVDF Immobilon-
P*?in nanjo $e tri plasti filter papirja in krpico,rtanodno mrezo pokrili s katodno
mrezo in zaprli z varovalom. Med plastmi membramgela, smo odstranili mehike,
saj ti ovirajo prenos. Mrezo smo vstavili v nosilexdicke, tako da je bila katodna stran
mreze obrnjen proti katodi. Ogrodje smo postavilikadicko za prenos western
(BioRad, ZDA) skupaj s hladilno posodico z ledonprelili s pufrom za prenos. Prenos
je potekal pri konstantnem toku 200 mA 90 min.
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Po kortanem prenosu smo sistem razstavili in membrandoingdu 1h v 1 x TBS pufru
(50 mM Tris-HCI-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4) s 5 % rkten v prahu. Tako smo s
proteini iz mleka zasedli Se prosta vezna mestaembrani. Inkubacija je potekala 1 h
pri sobni temperaturi na stresalniku (60 vrt./mikembrano smo preko tiopri 4°C
inkubirali v pufru TBS s 5 % mlekom v prahu in selm s protitelesi proti Mcpl v
razmerju 1:10000. Naslednji dan smo membrano ikmrgpufrom TBS, ki smo mu
dodali Tween (0,5 ml/1 L) - TBST. Pufer TBST smonjaéi vsakih 15 min. Po 2 h
izpiranja smo membrano 1 h inkubirali s sekundarmiratitelesi v razmerju 1:20000 v
pufru TBS s 5 % mlekom v prahu. Po inkubaciji smenmbrano izpirali Se 2 h s pufrom
TBST. Detekcijo protiteles smo izvedli s kitom Luight™ (Roche, Svica) po
navodilih proizvajalca.

3.2.7.3 Dolocanje encimske aktivnosti s fluorogenim substratom

Aktivnost legumaina v frakcijah po gelski filtracgmo spremljali s substratom Z-Ala-
Ala-Asn-AMC, kjer fluorometrino pri valovni dolzini ekscitacije 370 nm in emésij
460 nm doldgamo 7-amino-4-metilkumarin (AMC), ki ga odceplja@encimi iz

substrata. Test smo izvedli v mikrotitrski pigSv vsako izmed vdolbinic smo
odpipetirali razltne kolcine (1 pl; 2 pl; 5 pl; 10 pl in 15 pl) izbranih k&j in pufra

(40 mM citronska kislina, 121 mM MNdPQ,, 1 mM EDTA s 3 mM DTT, pH 5,8) do
100 pl. V vdolbinice smo z multikanalno pipeto quktirali 100 pl substrata Z-Ala-
Ala-Asn-AMC (300 uM) v pufru 121 mM N&lPO,, 1 mM EDTA, pH 5,8 in inkubirali

10 min pri 37 °C. Sitalcem mikrotitrskih plo& Tecan (Safire, ZDA) smo spremljali
nastanek produkta z merjenjem fluorescence priwsldolZini ekscitacije 370 nm in
emisije 460 nm. Slepi vzorec smo pripravili po esrakpostopku brez dodatka frakcije.

3.2.7.4 Dolocanje encimske aktivnosti s kromogenimi substrati

Pri dolatanju inhibicije encimske aktivnosti v primeru amalifrakcij po gelski filtraciji
oziroma analize inhibitorne aktivnosti mikocipinalt sinteténega inhibitorja E-64 smo
spremljali zmanjSanje intenzivnosti signala krommie  substratov:
benzoiloksikarbonil-Phe-Arg-nitroanilida (Z-Phe-ArgaNA), benzoiloksikarbonil-
Arg-Arg-p-nitroanilida (Z-Arg-ArgpNA) in piro-Glu-Phe-Leu-4-nitroanilida (p-Glu-
Phe-LeupNA) (Bachem Feinkemikalien, Svica). Test temelji speektrofotometinem
dolocanju p-nitroanilida NA) pri valovni dolzini 405 nm, ki ga od substratapijo
proteaze s prekinitvijo amidne vezi med Arg ozirdoea in pNA.

Po gelski filtraciji smo frakcijam, ki so predvidenvsebovale rMcpl dotali inhibicijo
aktivnosti papaina s substratom Z-Phe-fMNA. Test smo izvajali v mikrotitrski pl@s
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V vsako izmed vdolbinic smo odpipetirali 20 pl pnedno pripravljene 50 uM
raztopine papaina in 100 pl pufra MES (100 mM MEG) mM EDTA, 5 mM DTT,
pH 6,5). V vdolbinice smo odpipetirali raghie kolcine (1 pul; 2 ul; 5 ul; 10 pl in 15 pl)
posameznih frakcij in inkubirali 10 minut pri sobt@mperaturi. Po temiasu smo v
vdolbinice z multikanalno pipeto odpipetirali 100qubstrata 300 uM Z-Phe-AmgNA

v pufru 50 mM MES, 5 mM EDTA, pH 6,5 in inkubira min pri 37°C. Xitalcem
mikrotitrskh plo§ Tecan (Safire, ZDA) smo izmerili absorbanco prb4@m (Ays).
Slepi vzorec smo pripravili po enakem postopku,zbdedatka frakcije in encima
(papaina). Kontrolni vzorec smo pripravili po enakepostopku brez dodatka
inhibitorja.

Po gelski filtraciji izvieéka iz prebavil lkink koloradskega hr@&, smo frakcijam
dolccali inhibicijo aktivnosti substratov Z-Phe-AmNA, Z-Arg-Arg-pNA, p-Glu-Phe-
LeupNA. Test smo izvajali v mikrotitrski pl@§ v vsako izmed vdolbinic smo
odpipetirali 60 ul pufra MES (100 mM MES, 10 mM EB;T5 mM DTT, pH 6,5) in 10
pl 100 uM inhibitorja (Mcpl, Mcp3, Mcp4, Clt) ozima 1 pl 1 mM E-64. Dodali smo
30 pl frakcij po gelski filtraciji z izviékom iz prebavil Eink koloradskega hr@éa in
predinkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Voldinice smo z multikanalno pipeto
odpipetirali 100 pl 300 uM substrata v pufru 50 fMMES, 5 mM EDTA, pH 6,5 in
inkubirali pri 37°C. Scitalcem mikrotitrskh plo& Tecan (Safire, ZDA) smo merili
absorbanco pri 405 nm po 15 min inkubacije in po. Blepi vzorec smo pripravili po
enakem postopku, brez dodatka frakcije. Kontrolmdrec smo pripravili po enakem
postopku brez dodatka inhibitorja in vzorca.

3.2.7.5 Test sploSne encimske aktivnosti s substratom aeika

Encimsko aktivnost smo dalali s substratom azokazein po metodi, ki jo je jopisal
Sarath s sod. (1989). Azokazein je modificiran @rots kromogeno azo skupino.
Primeren je za dot@nje aktivnosti razéinih razredov proteaz, zaradi nespeaidisti in
Sirokega obmga pH. Metoda temelji na topnosti kromogenih nizkdekularnih
peptidov, ki nastanejo pri hidrolizi azokazeina mdepeptidazami. Nerazgrajene
molekule azokazeina in njihove fragmente po deom inkubaciji vzorca s substratom
oborimo s triklorocetno kislino (TCA), kdlino razgrajenega substrata pa merimo
spektrofotomettino, pri valovni dolzini 350 nm glede na slepi vaore

300 ul vzorca smo dodali 300 ul pufra (250 mM MBS 6,5) in 300 ul 0,4 %
azokazeina ter inkubirali 40 min v vodni kopeli @7°C. Reakcijo smo ustavili z
dodatkom 200 pl 50 % TCA in inkubirali 30 min nade Po centrifugiranju pri 20000 x
g (15 min) smo supernatantu izmerili absorbancceKspfotometer Lambda 25,
PerkinElmer, ZDA) pri 350 nm glede na slepi vzorec.
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Inhibicijo encimske aktivnosti s substratom azokazemo dol@ali z mikocipini in s
sintetcnim inhibitorjem E-64. Test je potekal enako kobpmsano zgoraj, z dodatkom 5
UM inhibitorjev Mcpl, Mcp3, Mcp4, Clt in E-64 v koni koncentraciji 5 pM in
predinkubacijo (10 min pri sobni temperaturi) pcetlatkom azokazeina.

3.2.7.6 Masna spektrometrija

Masna spektrometrija je anatitio orodje, kjer s ponigo elektricnega in magnetnega
polja la¢éimo ione glede na njihov kdélik m/z (masa na naboj). S po&im masne
analize proteinskih fragmentov lahko ugotovimo ayib aminokislinsko zaporedje in
jih identificiramo.

Za analizo proteinov smo uporabili masno spektroijpet z ionizacijo z
elektrorazprSevanjem - ESI (angl.: electrospraysation), kjer se peptidi ionizirajo v
tekatinskem pretoku, ki ga ustvarja aparatura HPLC.dpillare se tek®ina razprsi v
meglico, povrSina posameznih kapljic pa se ob ustopnano elektromagnetno polje
nabije. Z izhlapevanjem topila se kapljice manjSagboj na povrsSini pa se pawge. V
elektricnem polju nabiti proteini potujejo do analizatonjeas, kjer peptide v omejenem
prostoru zadrzujejo elektrode. Detektor zazna aukloabitih delcev in jih prikaze v
masnem spektru (Wilson in Walker, 2005; Eidhamni®07). Za identifikacijo
proteinov se uporablja programska oprema, ki eks@etalno dobljene rezultate
primerja s podatki v izbranih podatkovnih bazah.algo rezultatov smo izvedli s
poma:jo programa Scaffold 3 (Proteome Software).

Vzorec iz prebavil koloradskih hré&v, ki smo ga pridobili z afinitetno kromatografijo
na disku CIM z rMcpl na glutaraldehidnicro smo analizirali z NaDS - PAGE. Gel
NaDS - PAGE smo po elektroforezi pobarvali s Comiasrilliant Blue R-250 (GE
Healthcare), izrezali ntmejSe proteinske lise in jih pripravili za masnelgpometrijo
po protokolu za razgradnjo v gelu. Protokol v&ijje razbarvanje izrezanih proteinskih
lis, razgradnjo s tripsinom, ekstrakcijo peptidaedukcijo in alkilacijo ter suSenje
vzorcev. Pripravljene vzorce smo identificirali zasmo spektrometrijo. Analizo je
izvedel dr. Jure Pohleven z a za biotehnologijdn#itutu Jozef Stefan na masnem
spektrometru MSD Trap XCT Ultra (Agilent, ZDA).

3.2.7.7 lzoelektreno fokusiranje
Izoelektricno fokusiranje (IEF) je posebna vrsta elektroforekie poteka na Sibko

zamrezenih horizontalnih gelih, prepojenih z antifolki v stopnji predfokusiranja
ustvarijo gradient pH, po katerem se razporedij@tgni iz vzorca glede na
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izoelektritno tazko proteina. Za IEF smo uporabili aparaturo PhasttSg™ in gele
Phastgel ( 3 - 9) (GE Healthcare). Po ¢éamem izoelekttinem fokusiranju smo gele 5
minut inkubirali v 20 % TCA, da se proteini oborij@o inkubaciji (5 min) v razbarvalni
raztopini, ki smo jo pripravili z meSanjem metanalaetne kisline in dpO v razmerju
1:3:6, smo gele 1 h barvali z raztopino Coorneassilliant Blue, ki smo jo v
razmerju 1 : 9 pripravili v 30 % EtOH, 10 % ocekislini, in 0,1 % raztopini CuSg)

Gel smo primerno razbarvali z dkgatno zamenjavo razbarvalne raztopine, dokler se
proteinske lise niso raztoo videle. Gele smo dokumentirali s sistemom UVitec
(UVitec, Velika Britanija).
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4 REZULTATI

4.1 PRIPRAVA AFINITETNE KROMATOGRAFIJE

4.1.1 Heterologno izraZzanje makrocipina 1

Rekombinantni makrocipin (rMcpl) smo pripravili vakierijskem ekspresijskem
sistemu. Ekspresijski vektor pET1la::rMcpla smodfarmirali v bakterijski se\E.
coli BL21(DE3), ki omogoa prekomerno izrazanje po indukciji z laktoznimlagam
IPTG. Pet ur po indukciji z IPTG je bil nivo izrafja proteina pov&n, kar je razvidno
iz slike 12 - linija 2, kot ménejSa lisa pri 21 kDa, kjer smo gakovali rMcpl. Celice
Smo po gojenju razbili s sonikacijo. Rekombinamiitipl se je izrazal v obliki netopnih
inkluzijskih teles, ki smo jih raztapljali s postom zviSevanjem koncentracije uree v
pufru TET (1 M, 3 M, 6 M in 8 M urea). V neredugo&h pogojih rMcpl oblikuje
dimere s tvorbo disulfidnih vezi med cisteini (Sabdn sod., 2009). Z dodatkom
reducenta DTT v kami koncentraciji 5 mM, smo prepfié tvorbo dimerov. V
nasprotnem primeru, sta na poliakrilamidni eleldrei v prisotnosti NaDS vidni
proteinski lisi pri 21 kDa in pri 42 kDa.

- = o S e b h 7\.\!1

1 ... celi¢ni lizat pred indukcijo izrazanja 7 ... oborina raztopljena v pufru TET z 1 M ureo
2 ... 5 h po indukciji izrazanja z IPTG 8 ... supernatant 3
M ... oznacevalec molekulskih mas 9 ... oborina raztopljena v pufru TET s 3 M ureo
3 ... vzorec po razhitju celic 10... supernatant 4
4 ... supernatant 1 11 ... oborina raztopljena v pufru TET s 6 M ureo
5 ... oborina v pufru TET 12 ... supernatant 5
6 ... supernatant 2 13 ... oborina raztopljena v pufru TET z 8 M ureo

14 ... supernatant 6

Slika 12: Analiza izraZzanja rekombinantnega makrocpina 1
Gel NaDS - PAGE (12 % poliakrilamidni gel obarvamadrim barvilom Coomassie Brilliant Blue).
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4.1.2 Ciskenje in karakterizacija makrocipina 1

Rekombinantni makrocipin 1 smdistili z gelsko filtracijo (slika 13) in z ionsko
izmenjevalno kromatografijo (slika 14). Frakcijama merili absorbanco pri 280 nm in
jim dolocali prisotnost inhibitorja cisteinskih proteaz ssttem inhibicije papaina s
substratom Z-Phe-ArgNA. Po gelski filtraciji smo doldli najvecjo specifino
aktivnost v drugem kromatografskem vrhu od trehakEije z najvéjo inhibitorno
aktivnostjo smo zdruzili in skoncentrirali z ultilefacijo. Ureo smo iz topila odstranili z
dializo v dializnemtrevesu, ki zadrZi proteine, §je od 10 kDa.

2,5 STD (kDa) —-—A 280

97

66
45

15 -

30

A280

O ,

0 20 40
frakcija

Slika 13: Cid¢enje makrocipina 1 z gelsko filtracijo

Koncentracija proteinov izmerjena kot absorbané®2®® nm za posamezno frakcijo. Slika gela NaDS -
PAGE prikazuje proteine v drugem kromatografsketruvil2 % poliakrilamidni gel obarvan z modrim
barvilom Coomassie Brilliant Blue).

Z gelsko filtracijo @iscen Makrocipin 1 smo nadalj&stili z ionsko izmenjevalno
kromatografijo (slika 14). Inhibicijo aktivnosti paina s substratom Z-Phe-ApiA
smo dolgili za vse tri kromatografske vrhove po ionsko imaesalni kromatografiji (ni
prikazano). Prvi kromatografski vrh je pokazatjeespeciftno aktivnost. Za pripravo
afinitetnih monolitnih kolon smo uporabili rMcpli, ¥mo ga eistili z gelsko filtracijo.
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Slika 14: Cis&enje makrocipina 1 z ionsko izmenjevalno kromatogréijo

Koncentracija proteinov, izmerjena kot absorbant2®0 nm za posamezno frakcijOrtkano: gradient
NaCl od 0 M do 0,2 M, od 0,2 M do 0,6 M in od 0,6dd 1,0 M. Slika gela NaDS - PAGE prikazuje
proteine v prvem kromatografskem vrhu (12 % pollakmidni gel obarvan z modrim barvilom
Coomassie Brilliant Blue).

4.1.2.1 Dolocitev koncentracije makrocipina 1

Pred vezavo rMcpl kot liganda na monolitni nosikwo dol@ili koncentracijo
proteinov po Beer-Lambertovem zakonu. Skoncenirmavzorcem smo izmerili Ao
in izratunali koncentracijo proteinov (preglednica 5). Iz bakterijske kulture smo s

VVVVV

VN v

Preglednica 5: Izrafun koncentracije [mg/ml] ofiSéenega rMcpl po gelski filtraciji in po ionsko
izmenjevalni kromatografiji

Tip kromatografije Azgo ¢ (mg/ml) V (ml)
Gelska filtracija 12,892 5,0 20,0
lonsko izmenjevalna kromatografija 11,425 4,5 13,8
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4.2 PRIPRAVA MONOLITNIH DISKOV CIM Z MAKROCIPINOM 1

Na ustrezno pripravljene monolitne diske CIM smadentno vezali rMcpl. Priprava
monolitnih diskov CIM vklj&uje izpiranje monolitnega materiala po polimerigaci
kemijsko aktivacijo veznih mest z reagenti. rMcpdoskovalentno vezali s pfiganjem
raztopine liganda skozi kolono in inkubacijo, pdainosti so opisane v metodah pod
tocko 3.2.2 in 3.2.3.

Pri razlienih reakcijskih pogojih (preglednica 6) smo priphatri diske CIM epoksi in
dva diska CIM CDI. Disk epoksi ima proste epoksimke, na katere se z aminsko
vezjo veze rMcpl prek aminskega konca. Prednokad@M CDI je hitrejSa reakcija
med aminskim koncem makrocipina in imidazolnimi gikiami na aktiviranem nosilcu
v stabilno karbamatno vez. Imobilizaciji, ki smoyporabili, sta enostavni, vendar se
pogosto zgodi, da so aktivha mesta imobiliziranpgateina slabo dostopna, kar se
odraza v nizji kapaciteti in slabsi separaciji (Bea in sod., 2004; Nicoli in sod.,
2008). Z razknimi pufri smo zeleli poiskati najprimernejSe pogag vezavo rMcpl na
afinitetni monolitni nosilec.

Preglednica 6: Pregled uporabljenih pufrov za imoHdizacijo rMcpl na diske CIM epoksi in diske
CIM CDI

Tip diska CIM, pH Pufer
epoksi
pH 3,0 0,5 M acetatni pufer
pH 7,0 0,5 M fosfatni pufer
pH 8,5 0,5 M NaHCQz 0,3 M NaCl
CDI:
pH 3,0 0,5 M acetatni pufer
pH 7,0 0,5 M fosfatni pufer

Glede na izkuSnje z afinitetno kromatografijo z moakpinom na Sefarozi (Mustar,
2009), smo dolali pogoje separacije (preglednica 7), ki so zaglpg#i obstojnost
proteinov za nadaljnje analize. Ker imobilizacifaizpiranje z nizkim pH povztata
denaturacijo proteinov, smo izprane frakcije pmodei v najkrajSem moznemasu
nevtralizirali z 2 M pufrom Tris-HCI, pH 8,0. dihkovitost in primernost afinitetne
kromatografije na monolitnih diskih CIM z vezanifepl smo preverjali s cisteinsko
proteazo papain, ki jo rMcpl rwo inhibira (Sabod in sod., 2009). Za merilo
ucinkovitosti separacije smo izbrali dinatno kapaciteto, ki upoSteva pretok mobilne
faze, ¢as pri 50 % preboju, prosti volumen diska z ohi§jemalumen diska in
koncentracijo spojine v vzorcu (podrobnejSi opid p@ko 2.6.5.1).
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Preglednica 7: Pogoji separacije papaina na diski€IM z rMcpl1

Pogoji separacije

Vezna mobilna faza: 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 z 0,3 M®I
Elucijska mobilna faza: 0,02 M NaOH, pH 11,0
Pretok 1 ml/min

Vzorec: 1 mg/ml papain, raztopljen v vezni mobfbwmi
Nevtralizacija izpranih frakcij z 2 M Tris-HCI pH®

4.2.1 Preverjanje delovanja monolitnih diskov CIM z makrocipinom 1

Za dolaitev ugodnih pogojev separacije smo uporabili osmalisk CIM epoksi z
rMcpl. Preverili smo ali so vezna mesta za papankovalentno vezanem rMcpl
dostopna za papain v pufru. Zatem smo d&blainamicno kapaciteto diska CIM,
morebitno izpiranje rMcpl, najprimernejSe pogojeinanja in preverili speciénost
interakcij.

4.2.1.1 Dolocanje dinamine kapacitete diskov CIM epoksi z rMcpl

Dinamicno kapaciteto diskov CIM epoksi z rMcpl smo @alos prebojno krivuljo s
papainom, vendar so bile kapacitete zanemarljiveg{pdnica 8). Na osnovi kapacitet
in denaturacijskinh pogojev smo doiln, da je za reakcije med imobilizacijo rMcp1l,
najprimernejsi 0,5 M fosfatni pufer, pH 7,0.

Preglednica 8: Kapacitete diskov CIM epoksi z rMcpl

pH pufra med imobilizacijo rMcpl Kapaciteta diska CIM
pH 3,0 0,50 mg/ml
pH 7,0 0,42 mg/ml
pH 8,5 0,29 mg/ml

Zaradi nizkih kapacitet, smo pri visji temperatariMcpl imobilizirali dva nova diska
CIM epoksi z inkubacijo v 0,5 M fosfatnem pufru pHO (preglednica 9). Visjo
kapaciteto smo doédi pri disku CIM epoksi z rMcpl pripravljenim z koubacijo pri
45°C, zato smo ta disk uporabili za vse dodatnézma
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Preglednica 9: Kapacitete diskov CIM epoksi z rMcplpri razli énih pogojih imobilizacije rMcpl

Tip diska CIM, pH pufra med Temperatura inkubacije med Kapaciteta diska
imobilizacijo rMcp1l imobilizacijo rMcp1l CIM
Epoksi, pH 7,0 T=35°C 0,34 mg/ml
Epoksi, pH 7,0 T =45°C 0,74 mg/ml

4.2.1.2 Preverjanje izpiranja makrocipina 1

Morebitno izpiranje rMcpl z diskov CIM, imobilizingh z rMcpl pri razkinih pogojih,
smo preverili s protitelesi proti makrocipinu, €posom western. Iz odtisa je razvidno
(slika 15), da se je rMcpl izpiral z diska CIM epplpripravljenega pri pH 3,0 (slika 15
- stolpec A). Z diskov CIM CDI se rMcpl med afirtite kromatografijo ni izpiral
(slika 15).

b)

M Mcp D E

28 kDa -

17 kDa -

Slika 15: Preverjanje izpiranja rMcpl z diskov CIM s prenosom western

a) lzpiranje pri diskih CIM epoksi z rMcpl: M — agevalec molekulskih mas; Pap — papain; Mcp —
makrocipin 1, A — disk CIM epoksi z rMcpl pH 3,0-Blisk CIM epoksi z rMcpl pH 7,0; C — disk CIM
epoksi z rMcpl pH 8,5; b) Izpiranje pri diskih CI®DI z rMcpl: M — ozn&valec molekulskih mas,
Mcp — makrocipin, D — disk CIM CDI z rMcp1l pH 3,B;— disk CIM CDI z rMcpl pH 7,0.

4.2.1.3 Zamenjava elucijske mobilne faze

Dolocili smo nove elucijske pogoje za afinitetho krongatdijo na diskih CIM z
rMcpl, saj smo opazili zmanjSanje aktivnosti papgo izpiranju z 0,02 M NaOH pH
11,0. Kljub hitri nevtralizaciji je analiza vezanfrakcij papaina na NaDS - PAGE pri
izpiranju z NaOH pokazala dve proteinski lisi vikebti okrog 30 kDa (slika 16 — E1
do ES5). Elucijsko mobilno fazo 0,02 M NaOH pH 11stho zamenjali z 0,1 M
glicinom, pH 2,0 (preglednica 10). Pri izpiranjuze@ega papaina v kislih pogojih
nismo ve opazili dvojnih lis na gelu NaDS — PAGE (slika 19)
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30kDa - e - - -
20,1kDa - h.

Slika 16: Analiza NaDS - PAGE papaina po izpiranjuz NaOH

Za izpiranje vezanega papaina z diska CIM epokdl@l smo uporabili 0,02 M NaOH, pH 11,0. M —
ozn&evalec molekulskih mas; Pap - raztopina papainafiu®,1 M Tris-HCI, 0,3 M NaCl, pH 7,0, ki
smo jo nanesli na afinitetne diske; E1 do E5 — eizpapaina, ki smo jih z diskov CIM epoksi z rMcpl
izprali z 0,02 M NaOH, pH 11,0.

Preglednica 10: Pogoji separacije papaina na diski€IM z rMcp1 po optimizaciji elucijske mobilne
faze

Pogoji separacije

Vezna mobilna faza: 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 z 0,3 M®I
Elucijska mobilna faza: 0,1 M glicin pH 2,0

Pretok: 1 ml/min

Vzorec: 1 mg/ml papain, raztopljen v vezni mobfbmi
Neuvtralizacija z 2 M Tris-HCI pH 8,0

4.2.1.4 Zamenjava mobilne faze

Pri dolatanju kapacitete diskov CIM z rMcpl smo opazili, sia z daljSim¢asom
nanasanja papaina na disk CIM, p&velucijski vrh in njegova povrSina. Predvidevali
smo, da je to posledica disto¢ v vzorcu papaina in posledica nespeaif interakcij
med monolitnim nosilcem in vzorcem. Da bi se iztigmespecifénim vezavam, smo
pripravili tri vezne mobilne faze z ra&hiimi koncentracijami soli (0,1 M Tris-HCI pH
7,0z 0,3 M NaCl; 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 z 0,6 M Niai€@ 0,1 M Tris-HCI pH 7,0z 1,0
M NaCl) in primerjali povrsSine elucijskih vrhov {sh 17). Ve&jih razlik nismo opazili,
zato smo se odidi za zamenjavo vezne mobilne faze z 0,3 M Na®@kzno mobilno
fazo z 0,6 M NaCl in tako predvidoma zmanjSali vplbonskih interakcij pri vezavi
(preglednica 11).
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Slika 17: Vpliv koncentracije soli v vezni mobilnifazi na lotevanje papaina z diskom CIM CDI z
rMcpl

Vezna mobilna faza 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 z 0,3 M@a0,1 M Tris-HCl pH 7,0 z 0,6 M NaCl in 0,1 M
Tris-HCI pH 7,0 z 1,0 M NaCl; elucijska mobilna éad,1 M glicin pH 2,0; pretok 1 ml/min; 10 min
nanasanja papaina - 1 mg/ml v vezni mobilni fazi.

Preglednica 11: Pogoji separacije po optimizaciji &zne mobilne faze

Pogoji separacije

Vezna mobilna faza: 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 in 0,6 MNaCl
Elucijska mobilna faza: 0,1 M glicin, pH 2,0

Pretok: 1 ml/min

Vzorec: 1 mg/ml papain, raztopljen v mobilni fazi A
Nevtralizacija z 2M Tris-HCI, pH 8,0

4.2.2 Priprava diskov CIM z ro ¢icami

Da bi Se bolj izpostavili aktivna mesta rMcpl, sprgoravili Stiri diske z régicami ali
distartniki (ang. »spacer molecules«). Nizkomolekularngica odmakne ligand od
nosilca in tako izpostavi vezna mesta liganda tajSa vezavo wgih tarcnih molekul
(Cuatrecasas in sod., 1968).
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Pripravili smo naslednje diske CIM:

Disk CIM z rMcpl na réici iz etilendiamina (aminskakupina na koncu krajSe
rocice iz dveh C atomov). Priprava podrobneje opigathtako 2.6.3.1.

» Disk CIM z rMcpl na daljSi mci iz 1,6 diaminoheksana (aldehidsieupina na
koncu ra@ice). Priprava podrobneje opisana potktn2.6.3.2.

e Disk CIM z rMcpl na glutaraldehidni ¢wi (aldehidnaskupina na koncu
rocice). Priprava podrobneje opisana potktn2.6.3.3.

e Hidroliziran disk CIM z rMcp1 na raci iz 1,4-butandiol diglicidil etra (epoksi
skupina na koncu tice). Priprava podrobneje opisana potktn2.6.3.4.

4.2.2.1 Dolocanje kapacitete diskov CIM z rMcpl

Pri vseh diskih CIM smo vsaj nekaj rMcpl imobilair na disk CIM, kar je bil
predpogoj za preverjanje afinitete liganda do oiste proteaze papain. Uspesnost
imobilizacije rMcpl smo preverili tako, da smo amali 10 ml raztopine papaina s
koncentracijo 1 mg/ml na posamezen disk CIM z rMdplposneli kromatogram.
Papain, ki se je afinitetno vezal na ligand sejeadl v elucijski frakciji. V nasprotnem
primeru se je papain izpral skupaj s prostim volamndiska. Kapaciteto smo daékdi

na enak né&n, kot za diske CIM epoksi z rMcpl in diske CIM CDrMcp1.

Na osnovi primerjave elucijskin kromatogramov (alikl8), smo se odidi za
nadaljevanje optimizacije in karakterizacije z&kddM CDI z rMcp1l (slika 18 a), disk
CIM z rMcp1l na glutaraldehidni &i (slika 18 b) in disk CIM epoksi z rMcpl (slika
18 d). Pri teh diskih je rMcpl vezan na nosilekmminske vezi na imidazol-karbamat,
aldehidno skupino ali epoksi skupino. Ostali dig&IM EDA z rMcpl, CIM z rMcpl
na 1,4 BDGE, CIM z rMcpl na diaminoheksanu) soimprjavi z omenjenimi kazali
slabSe karakteristike vezave (slika 18 c, e, fyadastrukture rdice je rMcpl pri disku
CIM EDA in disku CIM z raico iz diaminoheksana, vezan na nosilec prek kasibok
skupine. Kaze, da vezna mesta, ki rMcpl imobiljpinaa nosilec prek karboksilnega
konca, ne omodg@jo zadostne inhibicije in s tem zadrzevanja papaia rMcpl med
nanasSanjem z nevezno mobilno fazo.ciBioz 1,4 BDGE in diaminoheksanom sta
hidrofobni, kar dodatno ovira vezavo rMcpl n&ico. Vezna mesta rMcpl se po
imobilizaciji na monolitni disk CIM najbolje ohrgni pri vezavi prek aminskega konca,
kot je razvidno iz elucijskih diagramov za disk CIBDI z rMcpl, disk CIM z rMcpl
na glutaraldehidni raci in disk CIM epoksi z rMcpl.
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Slika 18: Elucijski diagrami po 10 min nanaSanja ppaina za monolitne diske CIM imobilizirane z
rMcpl

a) Disk CIM CDI z rMcp1; b) Disk CIM z rMcpl na dhraldehidni réici; ¢) Disk CIM z rMcpl na
diaminoheksanski rici; d) Disk CIM epoksi z rMcpl; e) Disk CIM z rMdpna raici 1,4 BDGE; f)
Disk CIM EDA z rMcpl; Pogoji separacije: Vezna mlohifaza 0,1 M Tris-HCI pH 7,0 in 0,6 M NaCl;
elucijska mobilna faza 0,1 M glicin pH 2,0; pretbknl/min; 10 min nanaSanja papaina (1 mg/ml) v vezn
mobilni fazi.
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4.2.2.2 Analiza vezaveapaina na diske CIM z rMc

Z NaDS -PAGE smo analizirali vezane in nevezane frakcijeapgza, ki smo gadstili
z afinitetno kromatografijo na monolitnih diskih Iz rMcpl. Po 5 min nanaSar
papaina s koncentracijo 1 rml pri pretoku 1 ml/min, smoezane proteine izprali
nevezno mobilno fazo. Vz&iti smo tako vezno mobilno fazo kot tudi neveznohihmo
fazo. V primeru speciéne vezave papaina na imobiliziran rMcpl, smagkovali
mocnejSo liso izprane frakcije na gelu Na- PAGE.

Pri diskih CM, kjer do vezave ni priSlo (epoksi z rMcpl, z rMcpa r@ici 1,4-BDGE,
EDA z rMcpl, z rMcpl na diaminoheksanskgim), smo opazili moénejso liso pr
vzorcu med nanaSanjem papaina v vezni mobilni(&ika 19 stolpci C1, D1, E1, F1
kot pri izpranihproteinih (slika 19 stolpci C2, D2, E2, F2). Prskli CIM CDI z rMcp1l
in disku z rMcpl na glutaraldehidnidioi je razvidno, da jev izpranih frakcijah &
proteinov (slika 19 stolpca A2, B2), kot v nevezafrakcijah med nanasanjem (slika
stolpca Al, B1).

M Pap Al A2 B1 B2 (C1 (C2 D1 D2 £1 £2 F1 F2 NMcp ™M
> - -—" -
A0 [—

30
25 —_— - X - o
20
—

15

Slika 19: Analiza NaDS -PAGE nevezanih in vezanih frakcij na diske CIM z rMcp1l

Nevezane frakcije smo vazbli v tretji minuti, od skupno petih minut nanaSamapaina s koncentracijc
mg/ml pri pretoku 1 nimin. Oznake stolpcev: N~ ozn&evalec molekulskih mas; Par papain (1
mg/ml); A1 —nevezan papain pri disku CIM z rMcpl na glutaraldehrocici; A2 — eluat; B1 - nevezan
papain pri disku CIM CDI z rMcpl; B- eluat; C1 -nevezan papain pri disku CIM epoksi z rMcp1;
— eluat; D1 — nevezapapain pri disku CIM z rMcpl na ¢imi 1,4 BDGE; D2- eluat; E1- nevezan
papain pri disku CIM EDA z rMcpl, E- eluat; F1 -nevezan papain pri disku CIM z rMcpl na
diaminoheksanski tici; F2 —eluat; Mcp— makrocipin 1. Gel smo barvali s srebroviitratom.

Pri analizi z NaDS PAGE smo opazili lise v velikosti med 40 in 50 kbay bi lahkc
ustrezalo dimerom makrocipina, zato smo s prenos@stern (slika 20) Se enki
preverili ali se rMcpl izpira iz diskov CIM z rMcpRazporeditev vzorcev zaenos
western (slika 20) je enaka razporeditvi za andNadS- PAGE (slika 19). Pozitive
signal, ki pomeni izpiranje rMcpl in njegovo detigics protitelesi proti makrocipint
smo zaznali samo pri disku CIM z rMcp1l na diamirksaaski raici (slika 20— stolpec
F1), kjer gre za vezavo prek karboksilne skupireath pa ima ta réica hidrofober
zn&aj. Imobilizacija makrocipina prek ostalincio je bila winkovitejSa, saj ni prisl
do izpiranja.
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Slika 20: Prenos western nevezanih in vezanih fraifma diske CIM z rMcpl
Nevezane frakcije smo vabli v tretji minuti, od skupno petih minut nanaSamapaina s koncentracijc
mg/ml pri pretoku 1 nimin. Oznake vzorcev so enake kot pri sliki

4.2.2.3 Vpliv pretoka na vezavo papa

Nadaljevali smo z analizinjem karakteristik diska CIM CDI z rMcp1l in diskd\Cz

rMcpl na glutaraldehidni toci. Spreminjali smo kontaktnicas med rMcpl i
papainom s spreminjanjem hitrosti pretoka (ml/min; 1,0 mImin; 2 ml/min) za disk
CIM CDI z rMcp1 (Slika 2) in disk CIM z rMcpl na glaraldehidni reici (Slika 21).

Z elucijskega diagrama je razvidno, da daljSi zedaiicas papaina v disku vpliva |
povrsino elucijskega vrha. PovrSina elucijskegaavsk nekoliko povije z nizanjen
pretoka tako prdisku CIM CDI z rMc}l (Slika 23 kot pri disku CIM z rMcpl vezani

prek gutaraldehidne rédce (Slika 2)).
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) ) S .
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100 100
50 r ‘ 50 - L
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Slika 21: Vpliv pretoka na vezavo papaina na disk€IM z rMcpl

a) Disk CIM CDI z rMcpl: Vezna mobilna faza 0,1 Mis-HCI pH 7,0 in 0,6 M NaCl; elucijska mobilr
faza 0,1 M glicin pH 2,0; koncentracija papaina ¢/ml; pretok 0,5 mil/min; 1 ninin; 2 ml/min. b) disk
CIM z rMcpl na glutaraldehidni éi: Vezna mobilna faza 0,1 M T-HCI pH 7,0 in 0,6 M NacCl
elucijska mobilna faza 0,1 M glicin pH 2,0; kona&gije papaina 1 mg/mipretok 0,Eml/min; 1 ml/min;
2 ml/min.
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4.2.2.4 Dolocanje dinamine kapacitete diskov CIM z rMcpl s pi€enim papainom

Kapaciteto monolitnih diskov CIM z rMcpl smo natagje dol@ili z ociS¢enim
papainom. Pred ponovnim débnjem kapacitet smo zbrali &eelucijskih frakcij
papaina po 10-minutnem nanasSanju na disk CIM CDMepl. Nas namen je bil
pridobiti aktiven papain z ohranjenimi aktivnimi stie Frakcijam smo zamenjali topilo
(0,1 M glicin pH 2,0) s »PD-10 desalting column&&(Healthcare), da bi se izognili
vplivu elucijske mobilne faze na papain. Po zaménpafra smo vzorec papaina v
vezni mobilni fazi (0,1 M Tris-HCI, 0,6 M NaCl, pH,0), nanesli na diske CIM z
rMcpl v pogojih separacije, ki so opisani v pregied11. Iz prebojnih krivulj za disk
CIM CDI z rMcpl (slika 22 a), disk CIM z rMcpl ndugaraldehidni reici (slika 22 b)
in disk CIM epoksi z rMcpl (slika 22 ¢) smo dalodinami¢ne kapacitete (preglednica
12) po en&bi (ena&ba 2). Najvéjo dinamitno kapaciteto, ki nam pove kd&io papaina
(mg), ki se lahko veZe na prosta vezna mesta rMbgde na volumen diska CIM, smo
dolccili pri disku CIM z rMcpl imobiliziranim prek glutaldehidne rdice.

Preglednica 12: Dinaméne kapacitete diskov CIM z rMcpl

Disk Dinamiéna kapaciteta (mg/ml)
CIM epoksi z rMcpl 0,34 mg/ml
CIM CDI z rMcpl 5,1 mg/mi
CIM z rMcp1l na glutaraldehidni i 9,2 mg/mi
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Slika 22: Prebojne krivulje za dolo¢anje dinamiénih kapacitet diskov CIM z rMcpl
Odvisnost adsorbance {#) od casa nanaSanja papaina s koncentracijo ‘ml na monolitne diske CIV
a) disk CIM CDI z rMcp1; b) disk CIM z rMcpl na géwaldehidni réici c) disk CIM epoksi z rMcp.
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4.3 UPORABA MONOLITNIH DISKOV Z MAKROCIPINOM 1 ZA 1ZOLACIJO
CISTEINSKIH PROTEAZ 1Z KOMPLEKSNIH VZORCEV

4.3.1 lzolacija in karakterizacija cisteinskih proteaz iz kale¢ih semen fizola

Z afinitetno kromatografijo izvigka kal€ih fizolovih semen na rMcpl smo zeleli
izolirati legumain iz kompleksnega vzorca in hkrpteveriti uporabo diskov CIM z
rMcpl za iskanje t&rrMcpl, ki niso papainu podobne proteaze. Veznaones rMcpl

za cisteinsko proteazo legumain, se n&mazlikuje od veznega mesta za papain (slika
1) (Sabott in sod., 2012).

4.3.1.1 lzolacija cisteinskih proteaz iz semen fizola

Izvlecek proteinov smo pripravili iz katéh semen fiZzola, saj je znano, da legumaini pri
fizolu (Phaseolusvulgaris) razgrajujejo zalozne globuline med kalitvijo i mjej
(Senyuk in sod., 1998). Homogenat KR#tefizolov smo po obarjanju proteinov z
amonijevim sulfatom @stili z gelsko filtracijo. Po gelski filtraciji sim v frakcijah
izmerili proteolitcno aktivnost s substratom Z-Ala-Ala-Asn-AMC (slik8). Frakcije,
v katerih je bila izmerjena aktivnhost najvisja (2734), smo zdruzili, skoncentrirali z
ultrafiltracijo in jih uporabili za afinitetno kroatografijo z diskom CIM epoksi z
rMcpl in diskom CIM CDI z rMcpl. Vzorec proteinovOyl M Tris-HCI pH 7,0 z 0,6
M NaCl smo nanesli na monolitne diske CIM z rMcpgkpzanke (500 pl). Proteine
smo izprali s spremembo pH, z 0,1 M glicinom pH. Elucijske vrhove smo analizirali
z NaDS - PAGE in z encimskimi testi.
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Slika 23: Elucijski diagram gelske filtracije izvle¢ka kale¢ih semen fizola in prikaz kataliti¢ne
aktivnosti frakcij s flurogenim substratom Z-Ala-Al a-Asn-AMC

Slika gela NaDS - PAGE prikazuje proteine v krongaadiskem vrhu (12 % poliakrilamidni gel obarvan z
modrim barvilom Coomassie Brilliant Blue).

4.3.1.2 Analiza proteinov z NaDS - PAGE

Z analizo NaDS - PAGE (slika 24) smo potrdili piote velikosti 48 kDa v izprani
frakciji po afinitetni kromatografiji na disku CIM rMcpl. Poleg lise, ki ustreza
legumainu, so na gelu opazne Sibke, gosto razpwrdige v velikosti od 30 do 97 kDa.
Izolacijo proteolitsko aktivhega legumaina smo gibitrs fluorogenim substratom Z-
Ala-Ala-Asn-AMC, ki je speciften za legumairCe bi Zeleli pridobiticist legumain, bi
bili potrebni Se dodatni postop&iscenja.
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Slika 24: Analiza NaDS - PAGE izvié€ka fizolovih semen po afinitetni kromatografiji na disku CIM
epoksi z rMcpl

1 - lzviggek iz fizolovih semen, kot smo ga nanesli na manelidiske CIM z rMcpl; 2a — nevezana
frakcija; 2b — vezani proteini izprani z 0,1 M ghiom. Pusica ozng&uje molsko maso legumaina. Gel

smo barvali s srebrovim nitratom.

4.3.1.3 Analiza encimske aktivnosti

Encimski testi s fluorogenim substratom Z-Ala-Ala&tAAMC so pokazali, da se
specifcna aktivnost legumaina v izpranih frakcijah po ééitmi kromatografiji na

monolitnem disku CIM z rMcpl zmanjSala zac et polovico (slika 25). V izbranih
pogojih smo izolirali katalitsko aktiven legumaida obogatitev le-tega z afinitetno
kromatografijo na rMcpl, bi bilo potrebno optimirgiogoje izolacije z diski CIM z

rMcpl.
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Slika 25: Grafiéni prikaz specifiéne aktivnosti legumaina po afinitetni kromatografiji na rMcpl na

mg proteina v vzorcu
Kataliticno aktivhost smo merili s fluorogenim substratomld-Ala-Asn-AMC v proteinskih frakcijah

po gelski filtraciji in v izpranih frakcijah po afitetni kromatografiji z diski CIM z rMcp1.
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4.3.2 ldentifikacija tar énih proteinov makrocipina 1 iz prebavil li¢ink
koloradskega hroga

Preizkusili smo moznosti uporabe afinitetnih motmai diskov CIM z vezanim
inhibitorjem cisteinskih proteaz makrocipinom 1lizalacijo proteaz in drugih ténih
proteinov iz prebavil tink koloradskih hro&ev.

4.3.2.1 Gelska filtracija

Izvlecek iz prebavil kink koloradskega hré& smo najprej frakcionirali z gelsko
filtracijo. V frakcijah smo spektrofotometno dol@ali vsebnost proteinov in encimsko
aktivnost za kromogeni substrat Z-Phe-AagdA (slika 26). 1z elucijskega diagrama je
razvidno, da se izraziti vrh (frakcije 27 — 31, \rinma sliki 26) z visokomolekularnimi
proteini ne ujema z vrhom hidrolize substrata Z-Rhg-pNA (frakcije 36 — 49).
Substrat Z-Phe-ArgNA sicer uporabljamo za dalanje aktivnosti papainu podobnih
cisteinskih proteaz in serinskih proteaz, kot sipsin in kalikrein. Ker v prebavilih
koloradskih hro&v previadujejo papainu podobne cisteinske prote&zeimajo
obicajno molekulsko maso okrog 30 kDa, je najviSja dliticna aktivnost substrata Z-
Phe-ArgpNA v srednjemolekularnem obrjo pricakovana. Med frakcijami 33 in 59
so trije manjsi vrhovi (vrh 2, vrh 3 in vrh 4 na&sR6), na katere smo se osredmliqori
dolocanju proteolittne aktivnosti s kromogenimi substrati.
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Slika 26: Elucijski diagram prebavil li¢ink koloradskih hros¢ev po gelski filtraciji in prikaz
kataliti ¢ne aktivnosti frakcij s kromogenim substratom Z-PheArg- pNA

Slika gela NaDS - PAGE prikazuje proteine v krongaadiskem vrhu 1 (12 % poliakrilamidni gel obarvan
z modrim barvilom Coomassie Brilliant Blue).
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4.3.2.2 Analiza splosne proteolithe aktivnosti in inhibicije prebavnih encimov z
makrocipini

SploSno proteolitino aktivnost v posameznih frakcijah po gelski &itiji izvlecka
prebavil I€ink koloradskega hr@ég& smo preverili z azokazeinom, ki je primeren za
dolocanje aktivnosti razénih razredov proteaz (Sarath in sod., 1989). Zagaktivnosti
posameznih frakcij po gelski filtraciji (slika 27¢ razvidno, da smo z azokazeinom
dolccili povecano proteoliino aktivnost v treh vrhovih in sicer z vrhom v fegk 29,
frakciji 35 in frakciji 43. Prvi vrh (slika 27, vrhl) predstavlja aktivnost
visokomolekularnih proteaz, saj smo spektrofotortietr dolaili visokomolekularne
proteine med frakcijami 27 in 31 (slika 26). Vrhofain 3 (slika 27) predstavljata
aktivnost nizkomolekularnih proteinov, ki ustrezajimugemu in tretiemu vrhu po
spektrofotomettinem merjenju vsebnosti proteinov po gelski filtjia@lika 26).

Z dodanimi makrocipini (Mcpl, Mcp3, Mcp4) in sintetim inhibitorjem cisteinskih
proteaz E-64 smo ugotovili inhibicijo proteadiie aktivnosti v nekaterih frakcijah.
Noben izmed makrocipinov ni inhibiral proteaz v evih 1 in 2 (slika 27). Mcp4 ni
inhibiral proteaz, prisotnih v vrhovih 1, 2 in 3iks 27). Mcpl, Mcp3 in E-64 pa so
delno inhibirali proteolithe encime v vrhu 3, pdemer je E-64 inhibiral mimeje,
najbolj izrazito v frakcijah med 45 in 50.

0,1 -

—e—brez inhibitorja
-B-Mcpl

Mcp3
——Mcp4d

E64
1- vrh 1 (frakcije od 27 do 31)
2 —vrh 2 (frakcije od 32 do 37)
3 —vrh 3 (frakcije od 39 do 48)

0,08

0,06

A A350

0,04

0,02
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Slika 27: SploSna proteoliténa aktivnosti in inhibicija proteoliti ¢énih encimov z makrocipini
Pri testu z azokazeinom smo merili sprememhgy & primerjavi s slepim vzorcem. Graf prikazuje
spremembo A glede na frakcije po gelski filtraciji.
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4.3.2.3 Analiza aktivnosti in inhibicije prebavnih encimavmikocipini

S kromogenimi substrati Z-Phe-ApiNA, Z-Arg-Arg-pNA in pGlu-Phe-LeusNA smo
preverili proteolittno aktivnost v frakcijah po gelski filtraciji izw&a prebauvil
koloradskega hr@&. Substrati so spedifiimi za posamezne prebavne proteaze, kamor
spadajo tudi prebavne cisteinske proteaze koloradsio&ev — intestaini (Gruden in
sod., 2003).

Teste proteolitine aktivnosti kromogenih substratov smo naredilezbrdodanih

mikocipinov in z dodanimi mikocipini: makrocipinort (Mcpl), makrocipinom 3
(Mcp3), makrocipinom 4 (Mcp4), klitocipinom (Clt)in sinteténim inhibitorjem

cisteinskih proteaz E-64 v 10 uM koncentraciji. W§p proteolittno razgradnjo

specifinih kromogenih substratov smo délloproteazam v frakcijah vrha 3 po gelski
filtraciji (slika 26), kar tudi ustreza frakcijamripproteoliticni razgradnji sploSnega
substrata azokazein (slika 27, vrh 3).

Pri testu aktivnosti s substratom Z-Phe-ANA, ki je speciften za proteaze, podobne
katepsinu L, katepsinu S in katepsinu B, so mikocigibko inhibirali razgradnjo
kromogenega substrata (slika 28) v frakcijah pslgdiltraciji, ki ustrezajo vrhu 1, 2 in

3 (slika 26). E-64 je razgradnjo substrata Z-Phg#MA popolnoma inhibiral. Prav
tako Sibko inhibicijo z mikocipini in m@o inhibicijo z E-64 smo dotdli s substratom
Z-Arg-Arg-pNA (slika 28), ki je speciien za katepsin B in S ter stebelni bromelain.
Razgradnja substrata pGlu-Phe-lygNIA je speciftna za papainu podobne proteaze
vklju¢no s papainom, fikainom in stebelnim bromelainomod@ni mikocipini so
razgradnjo substrata pGlu-Phe-LaeNA mocno inhibirali (slika 28), prav tako E-64,
vendar razen z E-64 popolna inhibicija ni bila dese.
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Slika 28: Test inhibicije aktivnosti proteaz v frakcijah po gelski filtraciji s kromogenimi substrati,
specifiénimi za prebavne proteaze

a) Inhibicija aktivnosti Z-Phe-ArgNA po 60 min inkubacije z inhibitorji — makrocipino1l (Mcpl),
makrocipinom 3 (Mcp3), makrocipinom 4 (Mcp4), kiipinom (CIt) in sinte@inim inhibitorjem
cisteinskih proteaz E-64; b) Inhibicija aktivho&tiArg-Arg-pNA 60 min inkubacije z inhibitorji — Mcp1,
Mcp3, Mcp4, Clt in E-64; ¢) Inhibicija aktivnostiGiu-Phe-LeupNA 60 min inkubacije z inhibitorji —
Mcpl, Mcp3, Mcp4, Cltin E-64.
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4.3.2.4 Afinitetna kromatografija z monolitnimi diski CIM iMcpl

Pripravili smo tri vzorce za afinitetho kromatogm@afna disku CIM z rMcpl na
glutaraldehidni reéici. Glede na spektrofotometrio dol@&eno vsebnost proteinov (slika
26) smo pripravili vzorec, kjer smo zdruzili in siaentrirali frakcije od 27 do 32
(vzorec A). Posebej smo shranili frakcijo 43 (vzor8), ki je imela najvisjo
proteoliténo razgradnjo tako spegifiih kromogenih substratov kot sploSnega substrata
azokazein. Glede na aktivnost frakcij pri proteatit razgradnji speciénih substratov
smo zdruzili in skoncentrirali frakcije od 33 do #20od 44 do 50 po gelski filtraciji
(vzorec C). Vzorce smo nanesli na monolitni distMC2 rMcpl na glutaraldehidni
rocici (slika 29) in vezane frakcije analizirali z N&8D PAGE in izbrane proteinske lise

Zz masno spektrometrijo.

—A B —=C — — Elucijska mobilna faza (%)

250 |
200
150

2

%100

<

50 -

% elucijske mobilne faze

volumen (ml)
-50 - - 20

Slika 29: Primerjava elucijskih diagramov afinitetne kromatografije z monolitnimi diski CIM z
rMcpl na glutaraldehidni ro €ici

Vzorec A - vsebuje zdruzene in skoncentrirane fjakad 27 do 32 po gelski filtraciji; vzorec B —
frakcija 43 z najviSjo proteolitho aktivnostjo za razgradnjo substratov; vzorec\Sebuje zdruzene in
skoncentrirane frakcije od 33 do 42 in od 44 d@é®elski filtraciji.

4.3.2.5 Priprava vzorcev za masno spektrometrijo

Izprane proteine po afinitetni kromatografiji na motitnin diskih CIM z rMcpl na
glutaraldehidni réici smo analizirali z NaDS - PAGE in barvali z modrbarvilom
Coomassie Brilliant Blue (slika 30). Za masno spmketrijo smo izrezali proteinske
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lise vzorcev A2, B2 in C1, ki so sorazmerno émgSe v izpranih frakcijah kot
prvotnem vzorcu (na sliki 30 oz&eni z rdeim okvirckom) in jih pripravili za masn
spektrometrijo po protokolu za razgradnjo v ¢

(kDa)
97

66

45

30

21,1 |

14,4

Slika 30: Analiza NaDS -PAGE vzorcev po afinitetni kromatografiji z diskom CIM z rMcpl na
glutaraldehidni ro €ici

Oznaeno z rdéo - proteinske lise, ki so jih izrezali za analizo z masno spektrometrijo- ozna&evalec
molekulskih mas; Al wvzorec A, vsebuje zdruZene in skoncentrirane fjaked 27 do 32 po gels
filtraciji; A2 - vezane frakcije vzorca Al; B-vzorec B, frakcija z najviSjo proteolitioc aktivnostjo za
razgradnjo substratov (frakcija 43); - vezane frakcije iz vzorca B1; Cvzorec C, vsebuje zdruzene
skoncentrirane frakcije od 33 do 42 in od 44 d@b&@elski filtraciji; C2- vezane frakcije vzorca C

4.3.2.6 Masna spektrometri

Z masno spektrometrijo smo analizirali proteine vre#o po afinitetni kromatografij
na disku CIM z makrocipinom 1 na glutaraldehidniico(slika 30). V preglednici 1
so prikazani najpogosteje identificirani proteinvseh vzorcih z ustrezno molekul:
maso glede na mesto v gelu kjer smo jih izrezakdNproteini so prebavne cisteins
proteaze intestaini A, B, E, D, glikozidne hidra@dazdruzine 48 ir
endopoligalakturonaze, ki tudi sodelujejo v adaptdiccink na rastlinske obrambr
mehanizme, ki seprozijo z objedanjem rastlir
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Preglednica 13: Z masno spektrometrijo identificirani proteini po afinitetni kromatografiji na
disku CIM z rMcpl na glutaraldehidni ro ¢ici

Stevilo  Molekulska -

< . . e . Identifici-

Stevilka gena v Ime proteina (vrsta) identifici masa proteina fano v

bazi GenBank b -ranih v bazi vzorcu

peptidov GenBank

2209395A Diapavzni protein 1 éptinotarsa 21 83 kDa a,b, c, d, e,
decemlineatp f, i, )0, m

ADU33353 Protein 48 GH48-2 iz druzine glikozidnih 20 73 kDa b,c f0i,
hidrolaz(Leptinotarsa decemlineata) i, m

ADU33352 Protein 48 GH48-1 iz druzine glikozidnih 12 72 kDa b, fgijl
hidrolaz(Leptinotarsa decemlineata)

ABK20176 Glutation-S-transferaza GST3 10 21 kDa I
(Leptinotarsa decemlineata)

AAS20591 Prebavna cisteinska proteaza intestain B 6 36 kDa d,eijl

AAS20592 (Leptinotarsa decemlineata)

ABM55480 Prebavna cisteinska proteaza intestain E 5 35 kDa [, m

ABM55481 (Leptinotarsa decemlineata)

AANT77407 Prebavna cisteinska proteaza intestain A 4 36 kDa C

AAS20589 (Leptinotarsa decemlineata)

AAS20590

XP_966308 Predviden: ciklofilinu podoben protein 3 18 kDa de
(Tribolium castaneum)

ABM55489 Prebavna cisteinska proteaza intestain D 3 10 kDa I
(Leptinotarsa decemlineata)

XP_001354162 Predviden: protein GA16§24osophila 2 61 kDa i, |
pseudoobscura pseudoobscura)

ADU33363 Endopoligalakturonaza GH28Pect-9 2 40 kDa I
(Leptinotarsa decemlinedta

YP_514865 Citokrom §Solanum lycopersicum) 2 35 kDa i

A39267 Superoksid dismutaza (EC 1.15.1.1) (Fe) - 2 25 kDa I
kodrasti tobak

BAG41813 Ciklofilin A (Haemaphysalis longicornis) 2 20 kDa d

NP_001164136 Predviden: profilinu podoben protein 2 14 kDa e

XP_970661 (Tribolium castaneum)

ABM55492 Prebavna cisteinska proteaza intestain D 2 11 kDa I

(Leptinotarsa decemlineata)

69



Koruza K. Priprava monolitnih kolon za afinitetnmknatografijo na makrocipinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biehniska fakulteta, Studij biotehnologije 2012

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Afinitetha kromatografija velja za enega izmedinkovitejSih postopkovciscenja
proteoliténih encimov iz kompleksnih vzorcev. Z vezavo primega liganda na trdni
nosilec se viéstopenjski procesis¢enja z majhnim kofmim izkoristkom skrajSa na en
sam kromatografski korak. Za izolacijo #Scenje proteaz so primerni kovalentno
vezani ligandi s specino afiniteto do tamega proteina. To so lahko substrati in
njihovi analogi, encimi ter razini tipi sinteténih in naravnih inhibitorjev (Polanowski
in sod., 2003).

Iz prostotrosniceMacrolepiota procera je bil izoliran inhibitor cisteinskih proteaz
makrocipin, ki ima zanimive inhibitorne lastnossiapott in sod., 2009). Makrocipin je
izjemno stabilen pri visokih temperaturah in eksinéh pH. Ma&no inhibira papain,

katepsina L in V, nekoliko slabSe pa katepsine SBKn H in legumain. Ne inhibira
serinske proteaze tripsin in aspartatne proteazesipe(Saboti in sod., 2009).

Makrocipin inhibira cisteinske proteaze na osn@ierzibilne in kompetitivne vezave
molekule v aktivno mesto proteaze, kar zmanjSapedpre&i razgradnjo substrata.
Zaradi specifinosti inhibicije in izjemne stabilnosti je rekomhbmtni makrocipin 1

primeren ligand za afinitetho kromatografijo, kao £e pokazali z afinitetno
kromatografijo na trdem nosilcu Sefarozi (Mustad02). Rekombinantni makrocipin 1
smo preizkusili kot ligand za afinitetno kromatdgoa na monolitnih diskin CIM

(»Convective Interaction Media«), ki imajo Stevilpeednosti pred kromatografskimi
deknimi kolonami (Tetala in van Beek, 2010).

V prvem delu smo se osredsilona pripravo monolitnih diskov CIM z makrocipino
1 z zadovoljivo dinandno kapaciteto. V drugem delu smo preizkusili upoacesh
pripravljenega kromatografskega orodja za izolapijoteaz iz kompleksnih naravnih
virov.

5.1.1 Priprava afinitetne kromatografije na monolitnih di skih CIM

Monolitni diski CIM so kromatografski nosilci, kinsogaiajo hitro in @inkovito
lo¢evanje ob nizkih padcih tlaka pri visokih pretokitobilne faze (Strancar in sod.,
2002), kar je posledica monolitne strukture z vespket@nimi porami. V primerjavi z
deknimi nosilci, kot je Sefaroza, poteka izmenjavaekal med mobilno in stacionarno
fazo pri monolitnih diskin CIM na podlagi konvekeijin ne difuzije, kar poua
ucinkovitost kromatografskega orodja. Glavne prednagbrabe monolitnih diskov
CIM so: (i) hitra izvedba leevanja in s tem zmanjSana moznost deaktivacije
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biomolekul, (ii) izpiranje molekul v koncentriraobliki, (iii) visoka vezna kapaciteta,
(iv) neodvisnost ldjivosti in vezne kapacitete od pretoka, (v) lingarzveza padca
tlaka in hitrosti mobilne faze, (vi) izjemen pot@lcza imobilizacijo ligandov in (vii)

enostavna uporaba (Jésn sod., 1998; Strancar in sod., 2002; Champagnsod.,

2007).

Obnasanje in primernost makrocipina 1 za afiniteknomatografijo na monolitnih
nosilcin CIM smo ovrednotili v primerjavi z afintteo kromatografijo na Sefarozi,
imobilizirani z makrocipinom 1 (Mustar, 2009). Makipin 1 so vezali na Sefarozo,
aktivirano s cianogen bromidom, ki reagira s prosthidroksilnimi skupinami na
Sefarozi in povzré nastanek cianatno esterskih vezi, ki vezejo pmaamino skupine
liganda (Affinity ..., 2012). Monolitni diski CIM omgocajo Stevilne imobilizacije
ligandov, zato smo lahko preizkusili ¥@ainov vezave makrocipina 1. V literaturi
najdemo podatke o vezavi manjSih proteinov na diSKd. Za detekcijo sintetnih
zaporedji umetnih virusnih delcev so na diske Ciddlesi vezali tripsinski inhibitor iz
soje (Kalashnikova in sod., 2007). Na diske CIMzsorazléne separacijske postopke
Ze vezali tripsin (Betina in sod., 2004; Nicoli in sod., 2008), kimotiipgPonomareva
in sod., 2010), razina protitelesa (Brne in sod., 2009), protein A (Bea in sod.,
2004), protein G (CIM r-Protein ..., 2012), lektinrk@navalin A (Josiin sod., 1998)
in druge proteine, ki zadrZujejo biomolekule v hasizaradi speciénih interakcij
(Mallik in Hage, 2006).

Rekombinantni makrocipin 1 smo pri raxih vrednostih pH kovalentno vezali s
prostimi amino skupinami na osnovne diske CIM epaksCIM CDI in preverili
njihovo delovanje s cisteinsko proteazo papainirdzpe afinitetno vezanega papaina
smo dosegli s spremembo pH mobilne faze in izppaoteine takoj nevtralizirali, da bi
ohranili njihovo biolosko aktivnost. Z diskom CIMpeksi z rMcpl smo optimirali
uporabo vezne mobilne faze, elucijske mobilne fame pretoka za afinitetno
kromatografijo na makrocipinu 1. Za glavni pokajat€inkovitosti delovanja diskov
CIM z rMcpl smo izbrali dinamino kapaciteto, ki upoSteva pretok mobilne fazes
pri 50 % preboju, prosti volumen diska z ohiSjemoJumen diska in koncentracijo
proteina v vzorcu (Podgornik, 1998). Pove nam riggvkolicino proteina, ki ga lahko
vezemo na prosta vezna mesta liganda, glede nenealmonolitnega diska.

Imobilizacija proteinov na disk CIM epoksi je ermata, vendar v primeru makrocipina
1 vezno mesto za papain ni bilo dovolj izpostawjenla bi dosegli zadovoljivo
locevanje. Dinamina kapaciteta diska CIM epoksi z rMcpl je znaSz84 dng papaina
na ml diska, kar ni primerno za izolacijo protein@akompleksnih vzorcev, kjer naj bi
bila kapacitetatim viSja. Za primerjavo, dinaréma kapaciteta komercialno dostopnih
diskov CIM z vezanimi proteinom A oziroma protein@nznaSa wekot 10 mg IgG na
ml diska (CIM r-Protein ..., 2012). Z opazovanjemgak proteinske lise in velikosti
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izpranega papaina na gelu NaDS - PAGE smoddblda je najprimernejSa vezna
mobilna faza za papain 0,1 M Tris-HCI, pH 7,0 zaidm 0,6 M NaCl, ki predvidoma
zmanjSa vpliv ionskih interakcij med vezavo. NajpernejSa elucijska mobilna faza, ki
je ohranila biolosko aktivnost papaina po eluajibil 0,1 M glicin, pH 2,0. Naj«go
kapaciteto smo dotdli pri disku CIM epoksi z rMcpl kjer smo disk mé&nobilizacijo
inkubirali pri 45°C. Zaradi izjemne stabilnosti mmag&ipina 1, bi lahko inkubacijsko
temperaturo Se povisali, vendar smo raje preizkdsige ndine vezave, s katerimi
poveamo dinamino kapaciteto. Beina in sod. (2004) so pri imobilizaciji proteina A
na diske CIM doldili priblizno dvakrat véjo dinameno kapaciteto za vezavo proteina
A na diske CIM CDI kot za diske CIM epoksi. Imobdcijo ligandov na diske CIM
CDI so predlagali za nestabilne proteine in za aporv afinitetni kromatografiji, saj
zagotavlja bolj aktiven sistem, hkrati pa je im@atija hitrejSa in enostavnejSa kot
vezava na skupine epoksi.

Z nekoliko drugano steréno orientacijo makrocipina 1 na disku CIM CDI smo
izboljSali dostopnost veznih mest za papain. S Jskmimodifikacijo epoksi skupin v
imidazol karbamatne skupine smo v optimiranih pibgajosegli véjo dinamtno
kapaciteto za papain, ki je znaSala 5,1 mg/ml. &nidl karbamatne skupine nosilca
reagirajo z amino skupinami liganda in povezejoileosin makrocipin 1 s stabilno
karbamatno vezjo. Kot so pokazali z vezavo protéingroteina G, IgG, tripsina in
deoksiribonukleaze (Béma in sod., 2004) je vezava prek imidazol karbahaskupin
ugodnejSa za ohranitev bioloSke aktivnosti proteinéunkcionalne skupine na
monolitnem materialu so bolj izpostavljene za vezbgandov kljub manjSemu Stevilu
prostin veznih skupin. Pri epoksidih (disk CIM eppkso namré& vezna mesta v
notranjosti nosilca in zato ze vezani ligandi predjo sicer prosta vezna mesta za
ligande v notranjosti por (J@sin sod., 1998; Befina in sod., 2004).

Makrocipin 1 smo dodatno vezali na diske CIM z oiziolekularnimi r@icami, ki
ligand odmaknejo od povrSine nosilca (Hermansorsad., 1992). Da bi poiskali
optimalno postavitev liganda in kar najbolj izpagliaaktivna mesta makrocipina 1,
smo pripravili diske CIM s Stirimi razlihimi rocicami iz etilendiamina,
diaminoheksana, 1,4-butandiol diglicidil etra initgiraldehida.

Raogici z etilendiaminom in diaminoheksanom s stabilaminsko vezjo vezeta
karboksilni konec liganda na prosto aminsko skupottce. Ra@ica iz etilendiamina je
zelo kratka, ima samo dva C atoma in zato ne pdazsterénih ovir za vezavo liganda,
do katerih najverjetneje pride pridioi iz diaminoheksana, ki je 4 C atomov daljSa. Ker
smo pri ra&ici iz diaminoheksana pfakovali povéanje kapacitete, smo sklepali, da
makrocipin na tej ré&ci ni dovolj fleksibilen in je posledno vezava papaina v danih
pogojih omejena. Z vezavo makrocipina 1 prek kasilokga konca na daljSo in krajSo
rocico smo spremenili orientacijo in izpostavljenostzrih mest liganda. S primerjavo
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povrsSine elucijskih diagramov medckvanjem papaina in z analizo NaDS - PAGE smo
potrdili nizko vsebnost papaina v izpranih frakhjjakar nakazuje na neustrezno
izpostavljenost veznih mest makrocipina 1 pri vézaa disk CIM z omenjenima
ro¢icama. Z odtisom western smo pri disku CIM Zico iz diaminoheksana potrdili
izpiranje makrocipina 1, kar je lahko posledica parenja diska CIM. Obstaja narire
verjetnost, da se oba konc&iae vezeta na nosilec, kar povgraamrezenje monolita

in izgubo aktivnih veznih mest (Podgornik, 1998;bGia 2005). V tem primeru se
ligand ne more kovalentno vezati n&ioon.

Rocica z 1,4-butandiol diglicidil etrom ima na prostd&woncu epoksi skupino in veze
makrocipin 1 z aminskim koncem. Gre za enak privapave kot pri osnovnhem disku
CIM epoksi, vendar je tica dolga kar 9 C atomov. 1z primerjave elucijsiiagramov
ob afinitetni kromatografiji s papainom je razvidmia je tak nén vezave neprimeren
za makrocipin 1, predvidoma zaradi zamreZenja pnéto por monolita in
nedostopnosti veznih mest za ligande.

Disk CIM z makrocipinom 1 na glutaraldehidni¢ci@ ima na veznem koncu ¢me
prosto aldehidno skupino na katero se veze amkwkec liganda. Dolzina e je 7

C atomov in se jo pogosto uporablja za kovalenteaavo raziinih encimov na
monolite (Nicoli in sod., 2008; Ponomareva in s@@10). Disku CIM z makrocipinom
1 na glutaraldehidni tici smo dol@ili skoraj dvakrat v&o dinamtno kapaciteto za
papain (9,2 mg/ml) kot disku CIM epoksi z makroogmin 1 (5,1 mg/ml). Od vseh
preverjenih n&nov vezave makrocipina 1 je najprimernejSa prawzava prek
aminskega konca z aldehidno skupin@ice, ki ohranja dostopnost aktivnih mest
makrocipina 1. Do podobnih zakfkov so priSli Ponomareva in sod. (2010), ki so
primerjali n&ine vezave kimotripsina na diske CIM. Encimska\aldst se je najman]
ohranila pri kovalentni vezavi encima neposrednepeaksi skupine diska CIM, najbolj
pa pri vezavi na disk CIM prek glutaraldehidneice. Podobni so bili tudi rezultati
imobilizacije tripsina na diske CIM z glutaraldeharatico CIM (Nicoli in sod., 2008).

5.1.2 Izolacija in karakterizacija cisteinskih proteaz iz izvletka kale¢ih semen
fizola z afinitetno kromatografijo na rMcpl

Z monolitnim diskom CIM CDI z rMcpl smo iz k&lé fizolovih semen RPhaseolus
vulgarig) predvidoma izolirali legumain. Legumaini se izapy v fizolovih semenih v
casu kalitve in so pomembni za razgradnjo in imahiijo skladignih proteinov med
rastjo (Salas in sod., 2008). Z elektroforeznimitodami legumaina v izpranih
frakcijah nismo mogli potrditi, ker ga zakrije emakelik skladigni protein fazeolin, ki
se na nosilec veZze nespeuif. Velike koltine fazeolina so zaznali Ze pri afinitetni
kromatografiji z makrocipinom na Sefarozi (Musta2009), kjer so z masno
spektrometrijo potrdili nizko vsebnost legumainaeto visoko vsebnost fazeolina.
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S sintettnim substratom za ses8pl legumain Z-Ala-Ala-Asn-AMC, smo potrdili
aktivnost legumaina v izpranih frakcijah, vendarjsespeciféna aktivnost znizala za
priblizno 60 %. Pri pH 2,0 tekom izpiranja je najetneje priSlo do inaktivacije
legumainov, saj je maksimalna aktivnost legumainaHvobmdaju od 4,0 do 6,0, pri
vigjih ali nizjih pH vrednostih legumain denatur{i@awlings, 2010).

Makrocipini in klitocipin so edini poznani inhibitp z beta triperesnim zvitjem, ki
inhibirajo aktivnost legumainov iz druzine C13. f€iaske proteaze legumaini se
strukturno povsem razlikujejo od papainu podobmngteinskih proteaz, drugan pa je
tudi njihov inhibitorni mehanizem (Sabotin sod., 2007, 2009). Inhibitorji cisteinskih
proteaz véinoma uporabljajo dve ali tri zanke, ki se vezejoezna mesta, ptiemer ne
pride do neposredne interakcije z aktivnim mestdako zaprejo dostop do aktivhega
mesta cisteinskega ostanka in prépjgio dostop substratu. Ker je aktivho mesto
cisteinskih proteaz na povrsini in ne v Zepu kotpnianer pri serinskih proteazah, so
reaktivne zanke pri vezavi manj stabilizirane s kskimi interakcijami. Vezave so
manj specikne, inhibitorji pa se lahko vezejo v razlih orientacijah in ne vedno tako
kot bi se vezal substrat. Poslam lahko pride namesto stabilizacije proteinov do
njihove razgradnje (Turk, 1999; Turk in sod., 1997ang, 2010; Renko in sod., 2010).

V primeru inhibicije legumainov z inhibitorji z keetriperesnim zvitjem, je mehanizem
bolj podoben inhibiciji serinskih proteaz, kjer es@a sama zanka inhibitorja veze v Zep
aktivnega mesta, podobno kot bi se vezal subs®anKo in sod., 2010; 2012).
Usmerjenost makrocipina 1, ki smo ga imobilizinadéi disk CIM CDI najverjetneje ni
zadostno izpostavljala zank, ki so odgovorne zawez rezo z aktivhim mestom pri
legumainu. Slaba dostopnost aktivnega mesta zoianbi je prispevala k razgradnji
legumaina namesto k njegovi stabilizaciji. Skupajazgradnjo v nizkem pH po
afinitetni kromatografiji na makrocpinu 1, se jaigRkost legumaina v izpranih frakcijah
Se dodatno zmanjSala. Za botjinkovito locevanje bi lahko preizkusiti diske CIM z
rMcpl na r@icah, predvsem pa spremenili pogoje separacijsokbili optimirani za
vezavo cisteinske proteaze papain.

5.1.3 lIdentifikacija tar ¢énih proteinov iz prebavil li¢ink koloradskega hroXa

Z namenom identifikacije t&nih molekul makrocipina 1, ki so povezane z negputiv
ucinkom na rast in razvojdink koloradskega hr@g&, smo pripravili vzorec za afinitetno
kromatografijo. Prebavila dink koloradskih hro&%v smo frakcionirali z gelsko
filtracijo in v frakcijah preverili prisotnost cisinskih proteaz, ki so prevladdjo
proteoliténi encimi v prebavilih Bink (Bolter in Jongsma, 1997). Encimsko aktivnost
frakcij smo dolaili s kromogenimi substrati Z-Phe-AgNA, Z-Arg-Arg-pNA, pGlu-
Phe-LeupNA in z azokazeinom. Proteolino so najbolj aktivne frakcije v vrhu s
srednjemolekularnimi proteini velikosti okrog 30 &Dkar ustreza velikosti cisteinskih
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proteaz. Z dodanimi mikocipini in E-64 smo previanhibicijo proteoliticne aktivnosti.
Mikocipini so Sibko inhibirali razgradnjo substraiaPhe-ArgpNA in Z-Arg-Arg-pNA,
mocneje pa hidrolizo substrata p-Glu-Phe-LNIA, ki je speciften za papainu
podobne proteaze vkijno s papainom, fikainom in stebelnim bromelainomamalize
aktivnosti in inhibicije sklepamo, da so dae proteaze delovanja makrocipina 1 prav
cisteinske proteaze, ki hidrolizirajo substrat prBhe-LeupNA, medtem ko
mikocipini za ostale tipe proteaz nimajo ¢nega inhibitornegadinka.

Prehranjevalni testi dink s krompirjevimi listi z visoko vsebnostjo mikpmov so
pokazali insekticidni &inek na IEinke koloradskega hroa (Saboti, 2007), ki pa Se ni
popolnoma raziskan. S testi inhibicije aktivhosticsse omejili na frakcije po gelski
filtraciji prebavil licink koloradskega hréa (Leptinotarsadecemlineatpin z afinitetno
kromatografijo na monolitnem disku CIM z rMcpl nhtgraldehidni reici potrdili
afiniteto za ve razlicnih proteinov. Identifikacija proteinov z masno kjpemetrijo je
pokazala, da so najpogostejse&gamakrocipina 1 v prebavilih¢ink diapavzni protein
1, glikozidne hidrolaze iz druzine 48 in intestaini

Diapavzni protein je heksamerni sklagisprotein iz hemolimfe hr@&v, ki se pojavi v
zadnjem stadiju razvojacink in med fazo diapavze, ko se w@penijo zivljenjski
procesi. Zagotavlja zalogo aminokislin za obdobje ke IEinke ne hranijo
(Koopmanschamp in sod. 1992). Glikozidne hidrol&ieso bile druge najpogostejSe
tarke makrocipina 1 katalizirajo hidrolizo glikozidnezi med ogljikovimi hidrati in so
klju¢ni encimi v razlénih celulaznih sistemih (Glycoside ..., 2012). Cetel@odelujejo
pri adaptaciji koloradskih hréév na odziv krompirja (Petek in sod., 2012). Irdaestso
cisteinske proteaze (Gruden in sod., 2003), ki lpoayejo med prebavnimi encimi
licink koloradskega hréa (Bolter and Jongsma 1995; Wolfson and Murdock7198
prav tako sodelujejo pri adaptaciji koloradskih sy na rastlinske proteazne
inhibitorje, ki jih proizvajajo rastline med objegam (Gruden in sod., 2003; Bolter in
Jongsma, 1997). Z inhibicijo proteaz (cisteinskiloteaz intestainov) in celulaz
(glikozidne hidrolaze iz druzine 48) lahko skleparda je negativendinek na rast in
razvoj licink, ki se hranijo z makrocipinom 1 verjetno posted tako inhibicije
proteoliténe aktivnosti kot tudi inhibicije razgradnje ogtkih hidratov. Taka dvojna
aktivnost makrocipinov je Se dodatna prednost parabi makrocipinov kot pesticidnih
ucinkovin. (Istinic in sod. 2012).
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5.2 SKLEPI

* V bakterijskem ekspresijskem sistemu smo izragliombinantni makrocipin 1
in ga kovalentno vezali na monolitne diske CIM.

* Preizkusili smo v& n&inov vezave makrocipina 1 na monolitne diske CIM.
NajvisSjo dinaméno kapaciteto smo dosegli z vezavo aminskega konca
makrocipina 1 na aldehidno skupino sedem ogljikovatomov dolge
glutaraldehidne r&ce.

e Pripravili smo kromatografsko orodje z dobro pozmanlastnostmi in
dinamino kapaciteto, ki omoga hitro in nataéno Iocevanje tatnin molekul
tudi iz kompleksnih vzorcev.

* Iz kompleksnega vzorca izvika kal€ih semen fizolgPhaseolus vulgarissmo
izolirali legumain z afinitetno kromatografijo négsklu CIM z makrocipinom 1.

e Z gelsko filtracijo smo frakcionirali proteine izrgbavil licink koloradskega
hroZa (Leptinotarsa decemlineata) v frakcijah preverili prisotnost aktivnosti
cisteinskih proteaz in inhibicijo aktivnosti z mikpini. Mikocipini mocno
inhibirajo razgradnjo substrata p-Glu-Phe-lNIA, specifinega za cisteinske
proteaze, ki so podobne papainu.

e Tarce makrocipina 1 v prebavilih¢ink koloradskih hro&v smo poiskali z
afinitetno kromatografijo in jih identificirali z asno spektrometrijo. Makrocipin
1 ima afiniteto za vsaj tri skupine proteinov, mederimi so diapavzni protein
1, glikozidne hidrolaze iz druzine 48 in cisteinskeoteaze intestaini, Ki
sodelujejo v adaptacijidink koloradskih hro&v na inhibitorje v hrani.
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6 POVZETEK

Proteaze imajo pomembno viogo v fizioloSkih in piaioloskih procesih. Njihova
izolacija in ¢iscenje iz kompleksnih vzorcev je @aino zahteven postopek z nizkim
koncnim izkoristkom. Afinitetna kromatografija, ki izkid¢a bioloSko afiniteto proteaz,
poenostavlja postopakscenja in omogoda njihovo hitro I@evanje. Priprava afinitetne
kromatografije zajema izbor primernega nosilca pecificnega liganda z afiniteto za
tarkne molekule, ki je kovalentno imobiliziran na nesiltako, da ohrani bioloSko
aktivnost. Makrocipin 1 je inhibitor cisteinskih qieaz, izoliran iz prostotrosnice
Macrolepiota procerg ki sodi v druzino inhibitorjev cisteinskih proted85 po
klasifikaciji MEROPS. Z izjemno stabilnostjo in zamvimi inhibitornimi lastnostmi je
makrocipin 1 primeren ligand za afinitetno kromatdgo. Pripravili smo
rekombinantni makrocipin 1 in ga vezali na monditdiske CIM (»Convective
Interaction Media«), ki omogajo hitro in Winkovito lo¢evanje proteinov in ponujajo
Stevilne moznosti za razmeroma hitro imobilizadigandov. V primerjavi z déhimi
nosilci, kot je Sefaroza, poteka izmenjava molekeld mobilno in stacionarno fazo pri
monolitnih diskih CIM na podlagi konvekcije in néfuizije, kar povéa winkovitost
kromatografskega postopka.

Makrocipin 1 smo na razine n&ine imobilizirali na monolitne diske CIM in preveéri
sposobnost vezave s cisteinsko proteazo papaimciDamo najprimernejSe mobilne
faze in ustrezen pretok zackvanje proteinov brez nespecifih vezav. Morebitno
izpiranje liganda smo preverili s prenosom westerrz NaDS — PAGE analizirali
vezane in nevezane proteinske frakcije po afinitémomatografiji. Z dolditvijo
dinamine kapacitete, ki je merilo zatinkovitost separacijskega postopka in dalo
najvetjo koli¢ino proteina, ki ga lahko vezemo na ligand, smaakldva diska CIM,
primerna za izolacijo t&nih proteaz iz kompleksnih vzorcev.

Disku CIM CDI z makrocipinom 1 smo dalti dinamicno kapaciteto 5,1 mg/ml.
Makrocipin 1 je v tem primeru vezan prek aminskikugn s stabilno karbamatno
vezjo. Makrocipin 1 smo na monolitni disk CIM imdbirali Se z nizkomolekularnimi
rocicami, ki ligand odmaknejo od povrSine nosilca oij lizpostavijo aktivha mesta. Od
Stirih pripravljenih r@ic je samo glutaraldehidna dioa izboljSala vezne lastnosti
afinitetne kromatografije. Ostaledioe predvidoma ovirajo vezavo substrata na aktivha
mesta inhibitorja ali povztgo zamrezenje monolita, kar onem@govezavo liganda.
Glutaraldehidna mca na disku CIM veze aminski konec makrocipina dl prosto
aldehidno skupino tice. Tako pripravljenemu disku CIM smo dalo dinami¢no
kapaciteto 9,2 mg/ml.

77



Koruza K. Priprava monolitnih kolon za afinitetnmknatografijo na makrocipinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biehniska fakulteta, Studij biotehnologije 2012

Preizkusili smo moznost uporabe proteinskega itdmjai makrocipina 1 na monolitnih
diskih CIM za izolacijo legumaina iz ka&lé fizolovih semen. Prisotnost legumaina v
proteinskih frakcijah po afinitetni kromatografija makrocipinu 1 smo potrdili s testom
aktivnosti na substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC.

Z gelsko filtracijo smo delno astili izvlecek iz prebavil Ikink koloradskega hrga
(Leptinotarsa decemlineatah dolccili proteoliticno aktivnost frakcij s spec#inimi
kromogenimi substrati in s sploSnim substratom azelhom. Dodatek inhibitorjev
cisteinskih proteaz, mikocipinov je @ inhibiral hidrolizo substrata pGlu-Phe-Leu-
PNA, ki ga cepijo papainu podobne proteaze.

Z afinitetno kromatografijo na disku CIM z makroicipm 1 na glutaraldehidni &ei
smo izolirali tatne proteine iz prebavildink koloradskega hréa in jih identificirali z
masno spektrometrijo. Potrdili smo prisotnost a@nstkih prebavnih proteaz intestainov,
glikozidnih hidrolaz in diapavznega proteina v @ehh licink koloradskega hr@a.
Predvidoma so ti proteini @& delovanja proteaznih inhibitorjev iz prostotrasrki
imajo insekticidni dinek na Itinke koloradskega hroa.
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