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Termostabilni stafilokokni entrerotoksin B (SEB) je metabolni produkt
bakterije Staphylococcus aureus, ki povzroca gastrointestinalne zastrupitve.
Do zastrupitve pride zaradi oporecne vode in nepravilno pripravljene in
skladiscene hrane. S fluorescencno spektroskopijo smo spremljali strukturne
spremembe SEB proteina ob dodatku Stirih flavonoidov. Dolocili smo Stern-
Volmerjevo konstanto vezanja, temperaturo denaturacije in standardno
tvorbeno entalpijo in ugotovili, da se epigalokatehin, najbolje, verjetno
povrsinsko, veze na SEB protein. Denaturacija SEB proteina je ireverzibilen
proces. Dobljene eksperimentalne podatke smo potrdili z molekulskim
vgnezdenjem, saj smo ugotovili, da se polifenolne spojine vezejo na SEB
protein preko vodikovih vezi med polifenolno spojino in aminokislinskimi
ostanki ali skeletom SEB proteina. V blizini teoreti¢nega vezavnega mesta ni
triptofana (Trp). Vzporedno smo s fluorescencno in UV-VIS spektroskopijo
raziskovali vpliv treh hidroksicimetnih kislin in sedmih flavonoidov na goveji
serumski albumin (BSA). Dolocili smo Sterno-Volmerjevo konstanto,
temperaturo denaturacije in standardno tvorbeno entalpijo ter ugotovili, da se
na BSA protein najbolje vezeta epigalokatehin galat in epikatehin galat.
Predvidevamo, da zaradi =zaestrene galne kisline v njuni strukturi.
Denaturacija BSA proteina je delno reverzibilen proces. Z molekulskim
vgnezdenjem smo ugotovili, da se pri vezavi polifenolnih spojin na BSA
protein vzpostavijo vodikove vezi med aminokislinskimi ostanki ali pa s
skeletom BSA proteina. V teoreticno izbranem mestu se nahaja Trp-212, ki
ne tvori vodikovih vezi s polifenolnimi spojinami, vendar pa je bolj obcutljiv
na strukturne spremembe v njegovi okolici.
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Thermostable staphylococcal enterotoxin B (SEB) is a metabolic product of
Staphylococcus aureus which causes gastrointestinal toxicity. Poisoning is
due to contaminated water and improperly prepared and stored food. With
fluorescence spectroscopy, we monitored the structural changes of SEB
protein in the addition of four flavonids. We have determined the Stern-
Volmer constant, denaturation temperature and standard formational
enthalpy. We have notes that epigallocatechin probably interact and maybe
binds with SEB. SEB protein denaturation is an irreversible process.
Experimental data were confirmed by molecular docking because we found
that the polyphenol compounds binds to the SEB protein through hydrogen
bond between the hydroxyl group on polyphenols and amino acid residues or
with backbone of SEB protein. Nearby of the theoretical potential binding site
there is no tryptophan (Trp). At the same time we use fluorescence
spectroscopy and UV-VIS spectroscopy for studying the interaction between
three hydroxycinnamic acids and seven flavonoids in the bovine serum
albumin (BSA). We have determined Stern-Volmer constant, denaturation
temperature and standard formational enthalpy. We found out that epicatechin
gallate and epigallocatechin gallate have the best results probably because of
esterified gallic acid. BSA denaturation is partially reversible process. With
molecular docking we found out the same binding mechanism as described in
SEB. Trp-212 is located inside the theoretical binding site but it does not form
hydrogen bonds with the polyphenol compounds but it is more sensitive to
structural changes in its surroundings.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BSA goveji serumski albumin

Da dalton

ECG epikatehin galat: [(2R,3R)-2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3,4-
dihidro-2H-kroman-3-il] 3,4,5-trihidroksibenzoat

EGC epigalokatehin: (2R,3R)-2-(3,4,5-trihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-
benzopiran-3,5,7-triol

EGCG epigalokatehin galat: (2R,3R)-2-(3,4,5-trihidroksifenil-3,4-dihidro-2H-
benzopiran-3,5,7-triol 3-)3,4,5-trihidroksibenzoat

FAD flavin adenin dinukleotid

FMN riboflavin-5-fosfat

F.SP fenolna spojina

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina

KAM kampferol: 3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on

KAM-G kampferol 3-O-glukozid (astragalin): 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-3-

[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-il]
oksikroman-4-on

KAV kavna kislina: (E)-3-(3,4-dihihidroksifenil) prop-2-enojska kislina

KVER kvercetin dihidrat: 2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-
benzopiran-4-on dihidrat

Mw molekulska masa, izraZzena v daltonih (Da)

MWCO mejna molekulska masa

NaCl natrijev klorid

NAD nikotinamid adenin dinukleotid

NaOH natrijev hidroksid

NAR naringenin: 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-2,3-oksikroman-4-on

p-KUM p-kumarna kislina: (E)-3-(4-hidroksifenil) prop-2-enojska kislina

R.K. rozmarinska kislina: (2R)-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-[(E)-3-(3,4-
dihidroksifenil) prop-2-enol] oksopropanojska kislina

SEB stafilokokni enterotoksin B

TRIS 2-amino-2-(hidroksimetil)-propan-1,3-diol

Aex valovna dolzina vzbujanja (ekscitacije)

Aem valovna dolzina emisije

Aem max maksimalna valovna dolzina emisije

3D tridimenzionalno
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OKRAJSAVE AMINOKISLIN
Ala A  alanin

Arg R arginin

Asn N  asparagin

Asp D  asparaginska kislina
Cys C  cistein

Glu E  glutaminska kislina
Gln Q  glutamin

Gly G glicin

His H  histidin

Ile I izolevcin

Leu L levecin

Lys K lizin

Met M  metionin

Phe F fenilalanin

Pro P  prolin

Ser S serin

Thr T  treonin

Trp W triptofan

Tyr Y  tirozin

Val V  valin
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1 UVOD

Po porocanjih mednarodnih zdravstvenih organizacijah (WHO — World Health
Organization, CDC — Centers for Disease Control and Prevention) imamo zdaj v razvitem
svetu Se vedno relativno veliko izbruhov zastrupitev s hrano in pijac¢o, medtem ko je to v
nerazvitem svetu eden glavnih vzrokov ne samo zastrupitev ampak tudi umrljivosti, poleg
lakote in drugih bolezni. Velik del zastrupitev s hrano in pijaco je pripisanih patogenim
bakterijam oz. raznim metabolnim produktom teh, kot so npr. enterotoksini. Slednje lahko
vnesemo v telo neposredno s hrano in pijaco ali pa z istim medijem vnesemo samo
patogene bakterije, ki kasneje v prebavnem traktu pri¢nejo tvoriti enterotoksine. Veliko
laboratorijev po svetu se ukvarja z raziskovanjem enterotoksinov, predvsem z mehanizmi
vstopa enterotoksina v celico, kaskade reakcij, ki jih enterotoksin v celici povzroci,
moznostmi inhibicije enterotoksina ter povezave enterotoksina z imunoloskimi Studijami.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil prouciti, kako vezava razlicnih katehinov in drugih
polifenolnih spojin vpliva na strukturo in delovanje enterotoksina B (SEB), ki ga izloca
Staphylococcus aureus. Proucevali smo tudi vezavo katehinov in drugih polifenolnih
spojin na goveji serumski albumin (BSA). Spremembe na SEB in BSA proteinu smo
spremljali s fluorescencno in UV-spektrofotometrijo. Poleg tega pa Zelimo preveriti tudi
ujemanje eskperimentalnih podatkov z modelnimi simulacijskimi tehnikami.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Katehini oz. fenolne spojine se vezejo na enterotoksin in BSA ter s tem spremenijo
strukturo proteina.

e Vezava glukoze na fenolno spojino vpliva na jakost vezave fenolne spojine na
protein.

e Razlicne fenolne spojine imajo razli¢ne afinitete vezave do proteina.

e Racunalniska simulacija vezave fenolnih spojin na SEB in BSA bo potrdila
eksperimentalne podatke.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZASTRUPITVE S HRANO

Ameriski center za nadzor bolezni in preventivo (CDC ..., 2008) ugotavlja, da se kar 80
milijonov ljudi vsako leto zastrupi s hrano, 325.000 ljudi je potrebno hospitalizirati, med
tem ko jih 5.000 umre samo v Zdruzenih drzavah Amerike (Buzby in Roberts, 1997,
Hedberg, 1999).

Glavni razlogi za zastrupitev s hrano so v nepravilni pripravi hrane, tako doma kot v
restavracijah. Najobcutljivejsi so starejsi in otroci, ki nimajo razvitega mo¢nega imunskega
sistema, ki bi jih bil sposoben braniti pred veino zastrupitev s hrano. Prav tako pred
zastrupitvami s hrano niso varni niti zdravi posamezniki.

Populacija na zemlji se povecuje in potrebe po hrani se povecujejo. Posledi¢no se povecuje
tudi moznost okuzbe s hrano, ki se jo s pomoc¢jo modernih tehnologij ze d4 relativno dobro
kontrolirati. Najvecja teZzava je kontrolirati ustreznost sveze zelenjave, ki trenutno velja za
potencialno »nevarno« zivilo.

CDC ... (2008) je ugotovil, da so za zastrupitev s hrano v veéini primerov odgovorni
patogeni mikroorganizmi ali njihovi produkti: Campylobacter, Salmonella, Escherichia
coli O157:H7 in virus Norwalk. Poleg teh pa zastrupitve s hrano povzrocajo tudi patogeni
mikroorganizmi Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Yersinia
enterocolitica, Shigella, Vibrio parahameolyticus, virus hepatitisa, Giardia lambdia in
Cryptosporidium.

Med nasim raziskovalnim delom smo proucevali enterotoksin, ki ga proizvaja patogena
bakterija Staphylococcus aureus (stafilokokni enterotoksin B).

2.2 Staphylococcus aureus IN ENTEROTOKSIN B
Spoznanje, da Staphylococcus aureus povzroca okuzbe s hrano, sega v pozno 18. stoletje.

Staphylococcus aureus je Gram pozitivna, fakultativno anaerobna bakterija in tvori celice v
obliki kokov, ki se zdruzujejo v grozde. Staphylococcus aureus je halofilna bakterija, saj
normalno raste in se razvija pri 7 % NaCl, nekateri sevi rastejo in se razmnozuje celo pri
20 % NaCl. Staphylococcus aureus ima sposobnost rasti in razmnozevanja tudi v zivilih, v
katerih je vodna aktivnost (ay) 0,83 (razne omake, koncentriran sadni sok, sladkano
kondenzirano mleko, ¢okoladni preliv, sadni in drugi sirupi, Sunka, vlazna peciva, kaviar)
(Jay in sod., 2005).

Staphylococcus aureus ima v primerjavi z drugimi bakterijami visoko sposobnost
prezivetja, saj lahko prezivi v razli¢nih okoljih z razli¢nimi okoljskimi faktorji. Za svojo
homestazo potrebujejo dusik iz aminokislin, vitamin B in C, nikotinsko kislino in tiamin.
Arginin pa je neposredno hranilo za tvorbo enterotoksina B. Optimalna temperatura za rast
je med 40 in 45 °C, vendar lahko prezivi tudi v obmoc¢ju med 10 in 46 °C.
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Nahaja se skoraj povsod v naravi in tudi na in v vsakem ¢loveku (kozi, laseh in dlakah;
vlaznih predelih telesa in nosni Zrelni sluznici) ter predstavlja del normalne cloveske
mikroflore skoraj pri polovici Cloveske populacije, saj smo ljudje idealni gostitelji in
prenasalci bakterij (Jay in sod., 2005). Ponavadi bakterijska mikroflora, ki nas naseljuje, ne
povzroca tezav, lahko pa se zgodi, da zaradi dolocenih razlogov Staphylococcus aureus
pri¢ne tvoriti virulentne faktorje, ki povzroc¢ijo vrsto bolezenskih stanj, v redkih primerih
lahko nastopi celo smrt.

Zaradi zlorabe antibiotika meticilin, ki spada v skupino B-laktamskih antibiotikov, s
katerim so zaceli zdraviti okuzbo s Staphylococcus aureus po letu 1959, je le-ta razvila
mocno rezistenco nanj (MRSA — Meticilin Rezistentni Stapyhlococcus aureus) in na druge
antibiotike iz omenjene skupine, kar je zaskrbljujoc¢e dejstvo (Trampuz in Pikelj, 2001;
Holden in sod., 2004). Zaradi rezistentnosti bakterije na antibiotik ta lahko predstavlja
velik problem v porodni$nicah, bolnisnicah in domovih za ostarele, kjer lahko pride tudi do
resnejSih okuzb (sepsa, plju¢nica). Rizi¢na skupina so predvsem otroci in starostniki, pri
katerih je okuzba z MRSA vedno hujsa, poleg tega pa belezijo vedno ve¢ tudi smrtnih
zrtev. Ukrepi zoper Siritve okuzb z ustrezno higieno, rednim umivanjem in razkuzevanjem
rok so tako nujni (Hussain in sod., 2000; Kollef in Micek, 2006; Amador-Miranda in sod.,
2008; Ho in sod., 2008; Robinson in sod., 2009).

Do vecjih okuzb z MRSA prihaja predvsem v nerazvitem svetu zaradi neustrezne osebne
higiene, oporo¢ne vode ter velikokrat tudi opore¢ne in neustrezno skladiScene hrane
(nehlajeno meso, mleko in nekateri mlec¢ni produkti, pecivo ipd.) (Woods, 2005).

Do zastrupitve v vecini primerov pride prek ljudi, ki hrano predelujejo, pripravljajo
(krompirjeva solata, mesna solata, sendvi¢i, morski sadezi), prodajajo in servirajo, pri
¢emer pa se lahko S. aureus iz okuzenega cloveka na hrano prenese z neposrednim stikom
ali s kihanjem. Lahko pa se S. aureus nahaja tudi Ze na oz. v surovem zivilu. Na sreCo se
vecini nevarnosti MRSA ob pripravi hrane izognemo zaradi toplotne obdelave zivil. Ne
moremo pa se izogniti temperaturno stabilnim toksinom, ki jih S. aureus lahko proizvede
Se pred toplotno obdelavo zivila in jih je ze izlocil v okolje ali pa se nahajajo Se v sami
bakterijski celici in se izlo€ijo v zivilo pri inaktivaciji bakterije.

Bakterije poleg toksinov (eksotoksini, endotoksini) izlo¢ajo Se druge vrste virulentnih
faktorjev, kot so razli¢ni proteini, vgrajeni v celicno membrano bakterije (adhezini), in
encimi (termonukleaze, proteaze, kinaze, hemolizin, lipaze), ki omogocajo bakteriji, da
prezivi, kolonizira in se razmnozuje v gostitelju. Zaradi kolonizacije tkiva gostitelja pride
do Stevilnih odzivov gostiteljevega imunskega sistema, pri ¢emer pride do infekcij in
drugih odzivov (Schmitt in sod., 1999; Hong-Geller in Gupta, 2003; Sandel in McKillip,
2004; Vancraeynest in sod., 2006; Kuroda in sod., 2007).

Bakterijske proteaze naj bi sodelovale pri inaktiviranju proteinov, ki so del gostiteljevega
imunskega sistema, poleg tega pa pomagajo bakteriji pri kolonizaciji gostiteljskega tkiva
(Archer, 1998). Bakterijske lipaze lahko prezivijo temperaturo pasterizacije, zaradi Cesar
lahko kljub toplotni obdelavi kvarijo zivila, bogata na vsebnosti mas¢ob (Andrews in sod.,
1987; Braun in sod., 2001).
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Toksini so strupi, ki jih proizvede zivi organizem. Bakterije navadno nosijo zapise za
sintezo toksinov na plazmidu (Alouf in Miiller-Alouf, 2003). Do sinteze toksinov pride
intracelularno, saj jih bakterija navadno izlo¢i v okolje kot ekstracelularne produkte med
infekcijo (Sriskandan in sod., 2007). Stafilokokni enterotoksin B (SEB) je eksotoksin
bakterije Staphylococcus aureus in je samo eden od osmih (A, B, C1, C2, C3, D, E in H)
identificiranih enterotoksinov, ki jih proizvaja omenjena bakterija. SEB ima poleg
gastrointestinalnega ucinkovanja tudi funkcijo bakterijskega superantigena. Najpogosteje
povzrocCa zastrupitve s hrano, saj vpliva na epitelne celice prebavnega trakta, zaradi Cesar
ga tudi uvrs¢amo med enterotoksine. Lahko pa je povzrocitelj tudi razli¢nih toksi¢nih
Sokov, nemenstrualnega sindroma (TSS) (Kehrberg in sod., 1981) in avtoimunskih bolezni
(Kotzin in sod., 1993). Zastrupitve s SEB v razvitem svetu naceloma nimajo letalnih
posledic, vplivajo pa na visoko obolevnost (Woods, 2005). LDsy vrednost za ljudi znasa 1
mg SEB toksina, manj kot 1 pg toksina pa je dovolj, da sprozi bruhanje (Nedelkov in
Nelson, 2003; Proft in Fraser, 2003).

SEB je relativno stabilen in v vodi topen protein. Njegova molekulska masa znasa 28 kDa.
Sestavljen je iz ene same polipeptidne verige, ki jo gradi 239 aminokislinskih ostankov.
Molekula je elipsoidne oblike, sestavljena iz dveh domen, povezanih z disulfidno vezjo.
Sekundarna struktura SEB proteina vsebuje 9,5 % a-vijacnice, 55 % B-nagubane plosce,
16,5 % B-zavojev in 19 % neurejene verige (Singh in sod., 1988). Vsebuje tudi en Trp.
Kristalna struktura SEB je pokazala, da je toksin kompakten, zaradi Cesar je SEB termo-
stabilen. SEB je pri 60 °C stabilen kar 16 ur in ve¢ minut v vreli vodi (Schantz in sod.,
1965). Poleg tega je odporen tudi na nizek pH in na ¢revesne encime iz skupine proteaz
(Huang in Bergdoll, 1970; Jamlang in sod., 1971; Papageorgiou in sod., 1998). SEB se
popolnoma inaktivira pri tehnoloskem procesu priprave hrane v ploCevinkah zaradi zelo
ostrega temperaturnega rezima sterilizacije, medtem ko se med pasterizacijskim rezimom
ne uni¢i (Denny in sod., 1966; Read in Bradshaw, 1966). S. aureus raste v Sirokem
temperaturnem in pH razponu. Posledica je, da imamo tako Siroko paleto Zzivil, ki so lahko
podvrzena okuzbi z omenjeno bakterijo.

Mehanizem delovanja SEB toksina na povzrocitev diareje e ni popolnoma znan. Znano je,
da SEB vpliva na transport oz. absorbcijo elektrolitov in tekocCin iz lumna prebavnega
trakta v organizem (Sullivan, 1969; Huang in sod., 1974; Lu in sod., 1998). Vemo pa, da
SEB ne tvori majhnih por v celice epitelija, kar zasledimo pri nekaterih drugih vrstah
toksinov (Buxser in Bonventre, 1981).

Za hitro ugotavljanje prisotnosti bakterij S. aureus ali njenih toksinov v zivilu je razvitih ze
nekaj metod, veliko pa se jih Se razvija (Stark in Middaugh, 1969; Dong in sod., 2006).
Najbolj obetavne metode so metode s senzorji povrSinske plazmonske resonance (Homola
in sod., 2002), senzorji opticnih vlaken (King in sod., 1999) in senzorji piezoelektri¢nih
kristalov (Lin in Tsai, 2003).

SEB je bil zaradi svoje stabilnosti pri visokih temperaturah in kislem okolju ter dobrih
aerosolnih lastnosti uporabljen v Studijah za izdelavo potencialnega bioloskega orozja
(Alouf in Miiller-Alouf, 2003; Ler in sod., 2006; Ulrich, 1997).
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2.2.1 Mehanizem delovanja SEB

Bakterije, v tem primeru Staphylococcus aureus, intracelularno tvorijo razli¢éne metabolite
(toksine) s superantigenskimi lastnostmi z namenom, da bi se ubranile pred imunskim
sistemom gostitelja v procesu infekcije (Schlievert, 1982). Stafilokokni enterotoksin B je
samo eden od toksinov s superantigenskimi lastnostmi, ki jih proizvaja bakterija
Staphylococcus aureus (Alouf in Miiller-Alouf, 2003).

Superantigeni so najmocnejsi mitogeni T-celic. Sposobni so se vezati na proteine glavnega
histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) razreda Il zunaj klasicnega veznega mesta za
antigene in na V-B-regijo T-celicnega receptorja T-celic (TCR). Nastali kompleks (Slika 1,
2) stimulira najvecje mozno Stevilo T-celic, pri cemer pride do nastanka velike koli¢ine
citokinov (interleukin 2 (IL-2), faktorjev tumorske nekroze p (TNF-P) in interferonov, ki
so glavni uc¢inki SEB toksina in lahko povzro¢ijo akutno stanje, imenovano toksi¢ni Sok.
(Choi in sod., 1989; Dellabona in sod., 1990; Mehindate in sod., 1995; Balaban in
Rasooly, 2000; Proft in Fraser, 2003; Pinchuk in sod., 2010). Kadar pride do odgovora
T-celic na prisoten antigen, se aktivira 0,001 — 0,0001 % vseh T-celic v telesu, medtem ko
se pri odgovoru na superantigen aktivira kar do 20 % T-celic (Li in sod., 1998).

| T-celica

TCR

g
=

&, A
MHC 11

| antigen predstavitvena celica |

Slika 1: Prikaz stimulacije T-celic z antigenom in s superantigenom (Todar, 2009)

antigen — -~ superantigen
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Slika 2: Model odziva organizma na SEB v tankem ¢revesu prebavnega trakta (Pinchuk in
sod., 2010)

2.2.2 Klini¢ni znaki zastrupitve

Po zauzitju zastrupljene oz. kontaminirane hrane s SEB toksinom (nepravilno shranjena,
hlajena in pripravljena hrana) se v nekaj urah (3—12 h) pojavijo slabost, bruhanje in
prebavni kré¢i. Sledi mo¢na nekrvava diareja. Praviloma se po 8-24 urah stanje umiri in
normalizira (Schlievert in sod., 1996; Ulrich, 1997).

V primeru, da se stanje ne umiri, je potrebno poiskati medicinsko pomo¢, saj lahko pride
do vrste hudih bolezni kot so: menustruacijski in ne-menustruacijski sindrom toksi¢nega
Soka (TTS), stafilokokne pljucnice, atopicnega dermatitisa, Kawasakijevega sindroma,
dolocenih avto-imunih bolezni (Krakauer in sod., 2001).

Smrt nastopi zelo v redkih primerih in je ponavadi pogojena Se z drugimi boleznimi, ki jih
ima bolnik (Jay in sod., 2005). Smrtnost zaradi zastrupitve s hrano je 0,03 % (Schlievert in
sod., 1996). Vecini zastrupitev s hrano se je lahko izogniti z dobro higieno in dobro
kuhinjsko prakso.
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2.3  GOVEJI SERUMSKI ALBUMIN

Serumski albumini, ki jih najdemo v krvni plazmi vseh sesalcev, nosijo tudi ime po vrsti
sesalca, iz katerega je bil serumski albumin izoliran (¢loveski serumski albumin — HSA,
goveji serumski albumin — BSA, konjski serumski albumin — ESA, podganji serumski
serumski albumin — OSA itd.). Serumski albumini so od najbolj raziskanih proteinov, v
naravi pa imajo zelo zanimive in pomembne funkcije. Predvsem zanimivi so kot
transportni proteini za endogene in eksogene substance, poleg tega pa je proces izolacije
relativno enostaven, kar poceni njegovo pridobivanje (Miiller in Wollert, 1979; He in
Carter, 1992; Carter in Ho, 1994).

Raziskave na serumskemu albuminu so usmerjene predvsem na $tudij vezanja razli¢nih
ligandov (zdravilnih uc¢inkovin) na protein, ki bi lahko uc¢inkovino nato dostavil do tar¢ne
celice (Ghuman in sod., 2005; Gentili in sod., 2008).

Serumski albumini pa so zanimivi tudi za vezavo razli¢nih drugih ligandov na protein, kot
so arome, barve, antioksidanti, polifenolne spojine, ki bi lahko podaljSevale rok obstojnosti
zivila in izboljSale senzori¢ne in prehranske lastnosti Zivila (Tan in Siebert, 2008).

Za enkrat Se ne poznamo 3D ali kristalne strukture BSA proteina, tako da si pri kreiranju
homologne strukture z razlicnimi programskimi paketi, predstavljenih v nadaljevanju
(YASARA Structure), pomagamo na podlagi znane terciarne strukture HSA proteina
dolocCene leta 1992 (He in Carter, 1992). Znano je, da imata HSA in BSA 76-odstotno
podobnost v aminokislinskem zaporedju (Carter in sod., 1994; Dockal in sod., 2000).

Serumski albumini z molekulsko maso 66 kDa se nahajajo v krvni plazmi sesalcev s
tipi¢no koncentracijo 3,5-5 g/100 ml in prispeva kar 80 % k osmotskemu tlaku krvi (Carter
in Ho, 1994) in k pH krvi (Figge in sod., 1991).

Serumski albumin se pri sesalcih sintetizira v jetrnih celicah kot preproalbumin z
N-terminalno peptidno verigo, ki je odstranjena, preden protein (proalbumin) zapusti
endoplazmatski retikulum. Proalbumin potuje naprej v Golgijev aparat, kjer se mu odstrani
Se Sest aminokislinskih ostankov, nato pa se izlo¢i v krvni obtok kot sermuski albumin,
kjer je njegova razpolovna doba 17-19 dni s 4-odstotno degradacijo proteina dnevno
(Doweiko in Nompleggi, 1991).

Za albumine je znacilno, da imajo nizko vsebnost Trp in Met ter visoko vsebnost Cys in
nabitih aminokislin, kot so Asp, Glu, Lys in Arg. BSA se od ostalih serumskih albuminov
razlikuje po nizji vsebnosti aminokisline Gly in Ile (Peters in sod., 1985).

Goveji serumski preproalbumin sestavlja 607 aminokislin; 1-18 aminokisline predstavljajo
N-terminalno verigo, 19-24 aminokisline predstavljajo proalbumin in aminokisline od 25—
607 predstavljajo goveji serumski albumin — BSA, ki ga sestavlja skupaj 582 aminokislin
(Preglednica 1). BSA je zgrajen iz treh a-heliksnih homolognih domen (I-1II) (Gasteiger in
sod., 2003) in vsaka od njih je razdeljena v devet zank (L1-L9). Vsaka domena ima dve
poddomeni (A in B). Vsaka homologna domena vsebuje Sest antiparalelnih heliksov. BSA
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je zanimiv tudi zaradi tega, ker vsebuje t.i. hidrofobne Zepe na domeni I in II, imenovani
tudi Sudlowi poddomeni ITA in IIIA (Sudlow in sod., 1975; Muller in sod., 1994).
Hidrofobni Zepi omogocajo vezavo hidrofobnih ligandov na protein in s tem lazje
transportiranje teh ligandov/zdravilnih ucinkovin do tarénih celic (Shaikh in sod., 2006).
Domeni I in II sta glavni domeni, na kateri se veze vecina zdravilnih u¢inkovin in so tako
Se posebno zanimivi za nadaljnje raziskovanje (Sudlow in sod., 1975; Sudlow in sod.,
1976).

Sekundarna struktura BSA proteina je srcaste oblike (Bos in sod., 1989), zgrajena iz 60 %
a-vijacnic, 5 % B-nagubane plosce, 13 % B-zavojev, 23 % proteina pa je naklju¢no zvitega
(Rawel in sod., 2002) tako kot to prikazuje slika 53. Vsebuje 17 disulfidnih vezi (Gelamo
in Tabak, 2000; Gelamo in sod., 2002).

BSA ima v svoji strukturi dva aromatska Trp aminokislinskega ostanka, in sicer prvi
Trp-134 se nahaja skoraj na povrSini proteina na homologni domeni I, ki ima hidrofobni
znacaj, medtem ko se drugi Trp-212 nahaja na notranjem mestu homologne domene II
(Petitpas in sod., 2001). Zaradi prisotnosti Trp v proteinu in zaradi kemijskih lastnosti
aromatskih aminokislin (so odli¢ni fluorofori) lahko spremljamo vezavo razli¢nih ligandov
na protein in posledi¢no opazujemo spremembe na strukturi proteina s fluorimetrijo (Peters
in sod., 1985; Shi in sod., 2010).

Preglednica 1: Aminokislinska sestava govejega serumskega albumina (BSA) (Gasteiger in
sod., 2003)

Ala 47 Leu 61
Arg 23 Lys 59
Asn 14 Met 4

Asp 40 Phe 27
Cys 35 Pro 28
Gln 20 Ser 28
Glu 59 Thr 33
Gly 16 Trp 2

His 17 Tyr 20
Ile 14 Val 36

Viskoznost serumskega albumina je odvisna od molekulske mase, velikosti, volumna,
oblike, povrSinske napetosti in nagnjenost k deformaciji (Bull, 1940; Yang, 1961). Seveda
pa na viskoznost vplivajo tudi okoljski dejavniki, kot so pH, temperatura in ionska jakost.
Zanimivo je, da na strukturne spremembe serumskega albumina vplivajo visoke ali nizke
pH vrednosti, ko pa se pH ponovno pomakne proti nevtralnem obmocju, se bo serumski
albumin vrnil v prvotno obliko (Tung, 1978; Stanley in Taylor, 1993; Dockal in sod.,
2000). Vrednosti za viskoznost serumskega albumina se gibljejo med 3,7-4,2 ml/g
(Reynolds in sod., 1967; Kuntz in Kauzmann, 1974; Peters in sod., 1985). Viskoznost
linearno narasca vse do 65 mg/ml, nato pa naras¢a eksponentno (Wetzel in sod., 1980).
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Toplotna denaturacija serumskega albumina poteka prek dveh strukturnih stanj (Wetzel in
sod., 1980; Clark in sod., 1981; Wang, 1999; Honda in sod., 2000; Militello in sod., 2003):
1) Reverzibilni del denaturacije dosezemo s segrevanjem do 65 °C. Pri tem pride do
transformacije nekaj a-vijanic v neurejeno stanje. V primeru, da je na serumski
albumin vezan ligand, lahko ta stabilizira molekulo, pri ¢emer se temperatura, ki
povzro€i strukturne spremembe premakne, za nekaj stopinj Celzija.

2) Ireverzibilni del denaturacije dosezemo s segrevanjem nad 65 °C. Pri tem najpre;j
pride do tvorbe intermolekularne B-strukture in Se pri vi§jih temperaturah do
izpostavitve Cys-34, pri Cemer pride do ireverzibilne tvorbe disulfidnih in ne-
kovalentnih vezi z razlicnimi molekulami — nastanejo topni agregati.

Pri ohlajanju pride do sedimentacije denaturiranega dela proteina (Wetzel in sod., 1980).

Eksperimentalni podatki za temperaturo denaturacije BSA so razli¢ni in zavisijo od vrste
metode, s katero je bila temperatura doloCena. Itoh in sod., 1976; je z diferencno termic¢no
analizo (DTA) dolocil temperaturo denaturacije za BSA protein 64 °C, medtem ko so
Ruegg in sod., 1985; dolocili temperaturo denaturacije z diferencno dinamicno
kalorimetrijo (DSC) 62 °C.

Temperatura denaturacije se povisa v primeru, da se BSA veZe z mascobnimi kislinami ali
zniza v primeru, ko se veze s klupeinom (Poole in sod., 1987).

Ena najzanimivejSih lastnosti serumskih albuminov je sposobnost reverzibilne vezave
Siroke palete ligandov kot so maScobne kisline, bilirubin in vrsta majhnih negativno nabitih
aromaticnih komponent. Z ligandi vzpostavi kovalentne vezi s piridoksil fosfatom,
cisteinom (Cys), glutationom, pigmenti, vrsto zdravilnih uc¢inkovin, majhnih hormonov in
vrsto kovinskimi ioni (Cu®’, Ni**, Hg*", Ag’" in Au'") (McLachlan in Walker, 1977;
Emerson, 1989; Stamler in sod., 1992).

Serumski albumini imajo Stevilne fizioloske funkcije v krvni plazmi sesalcev. Po telesu
raznas$ajo mascobne kisline, ki so sicer netopne v plazmi, odstranjujejo kisikove radikale,
nastale reaktivne fenolne spojine, inaktivirajo vrsto toksi¢nih lipofilnih metabolitov (npr.
bilirubin) in sluzijo kot rezervoar NO™ ionov, ki imajo pomembno funkcijo pri Stevilnih
fizioloskih procesih, vklju¢no s pravilnim delovanjem nevrotransmiterjev (Emerson, 1989;
Stamler in sod., 1992).

Kragh-Hansen je predvidel nekaj moznih vezavnih mest na proteinu, prikazana v
preglednici 2. Zanimivo je, da je na proteinu nekaj vezavnih mest z visoko afiniteto do
liganda in Stevilo vezavnih mest z nizjo afiniteto do vezave liganda (Kragh-Hansen, 1981).
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Preglednica 2: Vezavna mesta z visoko afiniteto vezave na BSA proteinu s pripadajoc¢imi
ligandi (Kragh-Hansen, 1981).

St. vezavnega mestaz | Domena  Vrste ligandov
visoko afiniteto vezave
1 111 mascobne kisline
2 IT ali 11T triptofan
3 II bilirubin
4 N-konec Cu*', Zn**
5 11 heamin

Polifenolne spojine naj bi se vezale na protein prek aminokislinskih ostankov, kot so Pro,
His, Arg in Phe. Aminokislinski ostanek Phe se navadno nahaja znotraj proteina in tako ni
vedno izpostavljen na povrsini proteina, da bi bil primeren za vzpostavljanje vezi s
polifenolnimi spojinami (Matei in Hillebrand, 2007).

Kako moc¢no se bo polifenolna spojina vezala na protein, je odvisno tudi od njene strukture
in velikosti. Ugotovljeno je, da se na protein veliko lazje vezejo vecje polifenolne spojine
(npr. ester galne kisline). Vecje polifenolne spojine so sposobne tvoriti ve¢ kemijskih in
mocnejSe kemijske vezi s proteinom kot manjse polifenolne molekule. Poleg tega pa velja,
da imajo enake polifenolne spojine razlicno vezavno afiniteto do razlicnih proteinov
(Matei in Hillebrand, 2007).
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2.4 POLIFENOLNE SPOJINE

Osnovna skupina znotraj polifenolnih spojin so fenolne spojine zgrajene iz vsaj enega
aromatskega oz. benzenovega obroc¢a na katerega je pritrjena najmanj ena ali vec
hidroksilnih (-OH) funkcionalnih skupin in jih formalno ne uvr§¢amo med alkohole. Na
obro¢ so lahko vezane tudi druge funkcionalne skupine. So reaktivne kisle spojine (Abram
in Sim¢i¢, 1997). V naravi jih najdemo v zaestreni ali glikozidni obliki (Raccach, 1984;
Vermerris in Nicholson, 2006) z ve¢ hidroksilnimi (-OH) funkcionalnimi skupinami, zato
se je zanje uveljavilo tudi ime polifenoli (Abram, 2000) (Slika 3). Poznamo enostavne
fenolne spojine z majhno molekulsko maso, polifenolne spojine z molekulsko maso okoli
100 Da in polifenolne spojine (polimerne oblike), pri katerih je molekulska masa lahko
tude vec tiso¢ Da.

Polifenolne spojine so topne v nepolarnih topilih, kot so etanol, metanol ipd. Ve¢ kot ima
polifenolna spojina hidroksilnih skupin manj je topna v vodi. Ce polifenolna spojina
vsebuje eno hidroksilno skupino je njena topnost 50-odstotna, ¢e pa ima Se eno hidroksilno
skupino pa se njena topnost zmanjsa na 1-10 % (Raccach, 1984).

Polifenolne spojine so sekundarni metaboliti rastlin (Shahidi in Naczk, 1995).
Koncentracija in vrsta polifenolnih spojin v rastlini (sadju in zelenjavi) je odvisna od vrste
faktorjev, kot so: vrste rastline, zrelosti, ¢asa obiranja, letine in podnebja (son¢nih dni,
dezevnih dni, temperaturnega nihanja), kultivarja (pri sadju), tipa zemlje (vsebnost
hranilnih snovi v zemlji), agrotehni¢nih dejavnikov ter od nacina predelave (Hékkinen in
sod., 1999; Vermerris in Nicholson, 2006).

Danes poznamo Ze vec tiso¢ polifenolnih spojin, ki se nahajajo v rastlinah (vakuolah in
kloroplastih), samo vec sto se jih nahaja v uzitnih rastlinah. V omenjenih organelih se
nahajajo v topni obliki, obliki koloidov ali suspenzij. Ponavadi so vezane s sestavinami
celicne stene ali z monomeri, amino skupinami, lipidi in terpenoidi. V prosti obliki v
citoplazmi jih ne najdemo, saj bi zaradi reaktivnosti in kislosti lahko prislo do poskodb
lastne celice (Robards in sod., 1999a).

Polifenolne spojine imajo mnogo pomembnih funkcij v rastlini. Razdelili smo jih na tri
glavne skupine, in sicer: zas¢itne, metabolne in ostale funkcije.

Zascitne funkcije: Polifenolne spojine rastlino varujejo pred ultravijolicnim (UV)
sevanjem (predvsem skupina flavonoidov, ki dobro absorbira UV svetlobo). Rastlino
varujejo tudi pred vdorom bakterij (antimikrobni ucinek), pred vdorom gliv (antiglivi¢ni
ucinek (Okubo in sod., 1991)), pred vdorom virusov (antivirusni ucinek) in pred manjSimi
fizicnimi poSkodbami, katere navadno povzrocijo insekti. Polifenolne spojine so verjetno
vkljuéene v mehanizem lignifikacije celicne stene okrog poskodovanega dela rastline
(Shirley, 1996). Imajo tudi odvracalne, farmakoloske, fitoaleksivne in fitotoksi¢ne ucinke
(Vermerris in Nicholson, 2006). Polifenolne spojine pa so tudi odli¢ni antioksidanti, ki
rastlino varujejo pred radikali in tako pravimo, da imajo antioksidativen ucinek (Donko,
1995; Shahidi in Naczk, 1995).
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Metabolne funkcije: Polifenolne spojine sodelujejo pri modeliranju aktivnosti encimov
(imajo funkcijo koencimov) in celi¢nih receptorjev ter tako sodelujejo pri rasti in razvoju
rastlinskega tkiva (Manach in sod., 2004; Vermerris in Nicholson, 2006; Shahidi in Naczk,
1995; Petauer, 1993; Kreft in sod., 2000; Abram, 2000; Goodwin in Mercer, 1983).

Ostale funkcije: Polifenolne spojine skrbijo tudi za oprasevanje in raznos semen, saj
dajejo cvetom in plodovom barvo, okus in aromo, ki privablja oprasevalce in raznasalce
semen. Poleg tega pa imajo polifenolne spojine tudi alelopatski ucinek, ki je lahko
stimulativen ali zaviralen, kar se kaZe v poveCani ali zmanjSani kaljivosti semen,
pospesSevanju ali zaviranju rasti in razvoja druge rastline (Taiz in Zeiger, 1998; Rice,
1984).

2.4.1 Razdelitev polifenolnih spojin

Zaradi StevilCnosti in raznolikosti polifenolnih spojin, ki jih najdemo v naravi, imamo vec
nacinov, kako klasificirati vec tiso€ polifenolnih spojin. Zaradi nepreglednosti v literaturi,
se je uveljavila klasifikacija po Stevilu C-atomov v molekuli (Vermerris in Nicholson,
2006), ki je predstavljena v preglednici $t. 3. V preglednici so izpostavljene skupine
polifenolnih spojin, katere smo uporabili pri eksperimentalnem delu in ki so v nadaljevanju
tudi predstavljene (Goodwin in Mercer, 1983).

Hidroksicimetne kisline (C¢C3) so v naravi zelo razSirjene. Glavna predstavnika iz te
skupine sta kavna in p-kumarna kislina (Preglednica 5, KAV in p-KUM). Najveckrat ju
najdemo v zaestreni in amidni obliki (Strack, 1997). Hidroksicimetne kisline so zaradi
propenske stranske verige manj polarne, kar olaj$a njihovo prehajanje skozi celicno
membrano (Rodriguez Vaquero in sod., 2007). Hidroksicimetne kisline so vkljucene tudi v
biosintezo kompleksnejsih polifenolov (flavonoidov) (Laranjihnha, 2002; Shahidi in
Naczk, 1995).

RoZmarinska Kislina (Preglednica 5, R.K.) je ester kavne in dihidroksi fenil mle¢ne
kisline. Molska masa R.K. znasa 360,31 g/mol. Sestavljena je iz dveh aromatskih obrocev
in na vsakem sta po dve hidroksilni skupini. Med aromatskima obrocema je esterska vez in
karboksilna skupina (Chen in Ho, 1997). V trdnem stanju se nahaja v obliki belega prahu s
talis¢em Ty,= 174 °C in z maksimumom absorbcije pri An.x = 288, 326 nm. Je polarna in
dobro topna v vodi, zaradi Cesar pa je njeno antimikrobno delovanje slabse. Antimikrobno
deluje samo na po Gram pozitivne bakterije. RoZmarinska kislina ima antioksidativne
lastnosti in tako preprecuje oksidacijo lipidov in unicenje celicnih membran (Moreno in
sod., 2006). Ima pa Se antivnetno, antimutageno in antivirusno delovanje. Najvi§ja
vsebnost rozmarinske kisline je v rozmarinu (Rosmarinus officinalis L.) (Sasikumar, 2004;
Petersen in Simmonds, 2003).
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p-kumarna kislina (Preglednica 5, p-KUM) spada v skupino hidroksicimetnih kislin in je
v naravi najbolj razsirjena. Njena molska masa je 164,16 g/mol. Najdemo jo v araSidih,
paradizniku, korenju, zelju, ¢esnu, sivki, timijanu, roZmarinu in Sentraju. V slednjem
p-kumarna kislina predstavlja kar 0,2-odstotkov suhe snovi (Zgérka in Gtowniak, 2001).
Cista p-kumarna kislina se nahaja v obliki kristalov, ki so zelo dobro topni v etanolu in
dietil etru ter manj topni v vodi (Ayaz in sod., 2008).

Kavna kislina (Preglednica 5, KAV) je polifenolna spojina iz skupine hidroksicimetnih
kislin z molsko maso 180,16 g/mol. Sestavljena je iz enega aromatskega obrocCa. V Cisti
obliki se nahaja kot rjavkast prah. Topna je v vro¢i vodi in alkoholu. Pehtran, son¢ni¢na
semena, paradiznik in timijan so bogati na vsebnosti kavne kisline. Odgovorne so za
encimsko porjavenje. V paradizniku pa nastopa predvsem kot antioksidant (Chen in Ho,
1997; Cowan, 1999).

Flavonoidi (C¢C3Cg) so spojine s 15 C-atomi (Slika 3). Flavonoidi so zelo razSirjena
skupina fenolnih spojin. Med seboj se locijo po stopnji oksidacije obroca oz. Stevilu
hidroksilnih skupin (-OH). Loc¢imo jih na flavanole, flavonole, flavone, flavanone,
antocianidine in izoflavone. V naravi jih navadno najdemo kot v vodi topne 3-O-glikozide,
kar pomeni, da so na C; atomu vezani razlicni sladkorji, kot so glukoza, arabinoza,
ramnoza, ksiloza, manoza, glukuronska kislina ali galakturonska kislina. Monosaharidna
komponenta se lahko veze tudi na Cs in C; atom. Le redki flavonoidi imajo monosaharid
vezan na B obrocu. Del molekule, na kateremu ni pripetega monosaharida, imenujemo
aglikon. Aglikoni nastanejo iz glikozidov s kislinsko hidrolizo, pri kateri se v raztopino
sprosti tudi sladkor (Mazza, 1993). V rastlinah so flavonoidi, modri, rdeci, beli in rumeni
pigmenti cvetov, sadezev, lubja in korenin. Imajo grenek okus, s ¢imer odganjajo parazite
(Rice-Evans in sod., 1996; Abram in Sim¢ic, 1997; Briviba in Sies, 1994). Ce flavonoidi
polimerizirajo, dobimo Creslovine ali tanine, ki imajo zelo trpek okus in jih najdemo v vinu
(Wondra, 1997). Flavonoidi so iz celotne druzine polifenolnih spojin najucinkovitejse kot
antioksidativna in antimikrobna sredstva (Morillas-Ruiz in sod., 2006).

5

Slika 3: Osnovna struktura ﬂavonoiddv

Flavanoli imajo znacilno zasi¢en C obro¢ s hidroksilnimi skupinami. V to skupino spadajo
flavan-3,4-dioli in flavan-3-oli (Shahidi in Naczk, 1995). Flavan-3-oli so osnovne
komponente proantocianidinov. V naravi so najpogostejsi (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-
galokatehin in (-)-epigalokatehin. To so izomerne molekule, ki se razlikujejo le v
orientaciji hidroksilne skupine na C obrocu (Murkovic, 2003, Mazza in Miniati, 1993).

Epikatehin galat (ECG) z molsko maso 442,37 g/mol je prav tako mocen antioksidant in
antimikrobno sredstvo. V vecjih koncentracijah ga najdemo v listih zelenega caja (Shiota
in sod., 1999).
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Epigalokatehin (Preglednica 5, EGC) z molsko maso 306,27 g/mol spada v skupino
flavanolov in podksupino flavan-3-ol-ov. Veliko ga je v zelenem in ¢rnem caju, bananah in
Sipku. Ima prav tako pomembno antioksidativno in antimikrobno delovanje. EGC naj bi
imel med drugim tudi pozitiven u¢inek na kanabinoidne receptorje (Korte in sod., 2010).

Epigalokatehin galat (Preglednica 5, EGCG) z molsko maso 458,38 g/mol je ester
epigalokatehina in galne kisline. EGCG je prisoten v vecjih koncentracijah v zelenem, ne
pa tudi v ¢rnem caju, saj se zaradi predhodne encimske fermentacije listov Cajevca pretvori
v polimirizirano obliko polifenolne spojine imenovane tearubigin (Robertson in Bendall,
1983). Tako EGCG kot polimerizirana oblika EGCG sta mo¢na antioksidanta in imata
mocan antimikrobni ucinek, poleg tega pa delujeta tudi sinergisticno z B-laktamskimi
antibiotiki (Hu in sod., 2002; Stapleton in sod., 2004; Katiyar in sod., 2007). Pri vi§jih
temperaturah lahko pride do epimerizacije, kar pomeni, da se EGCG pretvori v EGC
obliko. Zaradi tega ni primerno pripravljati pravega ¢aja v prevroci vodi. EGCG ima svoj
absorbcijski maksimum pri 274 in 240 nm. Tekom laboratorijskih testiranj in vitro je
EGCG izkazal inhibitorni u¢inek na virus HIV. Trenutno testirajo uc¢inek EGCG tudi in
vivo (Nance in Shearer, 2003). Prav tako je EGCG skupaj e z drugimi polifenolnimi
spojinami izkazal inhibitorni vpliv tudi na rakave celice, in sicer na dva nacina: prvi je ta,
da prepreci angiogenezo (tvorjenje novih zilic) v okolici rakave celice, ki je kljucen za
razvoj in rast rakavih celic in ga tudi same rakave celice izzovejo, in kot drugi pa je ta, da
povzroci unicenje rakavih celic prek procesa apoptoze (Ahmad in sod., 1997; Cherbonnel-
Lasserre in Dosanjh, 1997; Yang in sod., 1998b; Kondo in sod., 2002; Morillas-Ruiz in
sod., 2006). Prav tako naj bi EGCG pomagal pri boju proti nekaterim avtoimunskim
boleznim kot je to Sjégrenov sindom (Hsu in sod., 2007; Gillespie in sod., 2008).

Flavonoli in flavoni so znacilni po tem, da imajo nenasi¢en C obro¢ ter da imajo dvojno
vez med C, in Cs. Flavonoli se od flavonov razlikujejo po tem, da vsebujejo hidroksilno
skupino na Cs, saj je na hidroksilno skupino na C; pogosto vezana sladkorna komponenta
(Shahidi in Naczk, 1995; Rupnik, 1997). Flavonole najdemo v obliki aglikonov in
glikozidov (Murkovic, 2003).

Kvercetin (Preglednica 5, KVER) z molsko maso 338,27 g/mol je od vseh flavonoidov
najbolj dejaven. Najdemo ga v Stevilnih zdravilnih rastlinah in tudi v zelenem ter ¢rnem
¢aju, jabolkih, cebuli, rdeCem grozdju, citrusih, brokoliju, ce$njah, paradizniku ipd
(Hakkinen in sod., 1999; Caridi in sod., 2007; Mitchell in sod., 2007). KVER deluje
antivnetno, saj inhibira nastajanje in izlo¢anje histamina ter drugih vnetnih mediatorjev.
Prav tako pa deluje antikancerogeno na raka prostate (Paliwal in sod., 2005) ter
antioksidativno, antialergijsko, antimikrobno, antivirusno in antiglivi¢no (Okubo in sod.,
1991). Prav tako naj bi KVER pomagal pri tezavah s prostato (Shoskes in sod., 1999),
srénozilnimi boleznim (preprecuje strjevanje krvi, poskodb arterij) (Edwards in sod., 2007)
in boleznih, povezane z ziv€evjem, Ceprav je tu potrebno opraviti Se kar nekaj raziskav, ker
naj bi bil KVER nevrotoksin in vitro (Ossola in sod., 2008). KVER povzroca diskoloracije
sadja in zelenjave.
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Kampferol (Preglednica 5, KAM in KAM-G) z molsko maso 286,24 g/mol in kampferol-
3-O-glukozid oz. astragalin z molsko maso 448,38 g/mol sta Siroko zastopani polifenolni
spojini v rastlinskem svetu, predvsem akaciji, zelenem caju, brokoliju, ¢ebuli, zajblju,
jabolkih, citrusih ipd. (Park in sod., 2006) in (Zhang, 2008). KAM tvori rumene kristale in
ima temperaturo tali§€a pri T = 276278 °C. Je delno topen v vodi in popolnoma topen v
segretem alkoholu in dietil etru (Shan in sod., 2005). V naravi je pogosto zastopan tudi
kampferol-3-O-glukozid. Znano je, da KAM in KAM-G pozitivno ucinkujeta na sré¢nozilni
sistem, poleg tega pa ima KAM tudi antidepresiven ucinek (Hosseinzadeh in sod., 2007).

Naringenin (Preglednica 5, NAR) z molsko maso 272,26 g/mol spada v skupino
flavonoidov in podskupino flavanonov. Ima moc¢ne antioksidativne in antivnetne lastnosti.
Prav tako naj bi NAR negativno vplival na virus hepatitisa C in inhibiral izlo¢anje VLDL
(ang. very-low-density lipoprotein) iz celic (Nahmias in sod., 2008). Prav tako naj bi NAR
znizeval koncentracije holesterola v krvni plazmi (Lee in sod., 1999). Najve¢ ga je v
grenivkah in citrusih (Felgines in sod., 2000; Erlund in sod., 2001). NAR se nahaja tudi v
paradizniku. Ugotovljeno je, da lahko cloveski organizem absorbira NAR tudi iz
paradiznikove mezge (Bugianesi in sod., 2002).
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Preglednica 3: Razvrstitev polifenolnih spojin v skupine in podskupine glede na Stevilo C-
atomov v molekuli (Goodwin in Mercer, 1983; Strack, 1997). Pri vsaki skupini so
izpostavljeni primeri polifenolnih spojin, katere smo uporabili v svojem raziskovalnem

delu.
Stevilo Osnovni Skupina Podskupina Primer
C-atomov | skelet
6 Cs Fenoli
7 CeCy Fenolne kisline
8 CeCy Fenilocetne kisline
9 CeCs Hidroksicimetne Kavna Kislina
kisline p-kumarna kislina
RoZmarinska Kislina
(ester kavne in
dihidroksi fenil
mlecne Kisline)
Fenilpropeni
Kumarini
Izokumarini
Kromoni
10 CeCy Naftokinoni
13 CsC1Cs Ksantoni
14 C6C2C6 Stilbeni
Antrakinoni
15 CsC3Cs Flavonoidi Flavanol Epikatehin galat
Epigalokatehin galat
Epigalokatehin
Flavonol Kvercetin
Kampferol
Kampferol-3-glukozid
Flavon
Flavanon Naringenin
Antocianidin
Izoflavon
18 (C6Cs)a Lignani
Neolignani
30 (CsC5C¢),  Biflavonoidi
n (C6Cs)n Lignini
(Co)n Melanini

(CeCsCo)n

kondenzirani tanini




Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 17
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

2.4.2 Polifenolne spojine v vlogi antioksidantov

Antioksidanti imajo lastnost, da zavrejo ali ustavijo oksidacijske procese lipidov ali drugih
molekul s tem, da inhibirajo aktivatorje oksidacijskih procesov (radikale) in da sodelujejo
v popravilu nastalih poskodb ali da sodelujejo pri odstranjevanju oksidativno
poskodovanih biomolekul in tudi celic (Karou in sod., 2005, Korosec, 2000). Antioksidanti
so lahko encimski ali neencimski sistemi, topni v vodi (npr. askorbinska kislina) ali v
mascobah (npr. flavonoidi, karotenoidi, vitamin E) (Briviba in Sies, 1994). Glede na nacin
delovanja antioksidante razdelimo v tri skupine, in sicer na antioksidante, ki veZejo
radikale, reducente (reducirajo oksidante) in sinergiste, ki povecujejo delovanje
antioksidantov (Korosec, 2000).

V zivilski industriji poznamo primarne in sekundarne antioksidante. V skupino primarnih
antioksidantov spadajo polifenolne spojine, ki se lahko obnasajo kot kovinski kelatorji,
reducirne molekule ali dusilci singletnega kisika. Njihov ucinek je vecji, ¢e je na aromatski
obroc pripetih ve¢ hidroksilnih skupin (Kanner in sod., 1994).

V skupino sekundarnih antioksidantov spadajo prav tako lovilci kisika (sulfiti, askorbinska
kislina), kelatni reagenti (polifosfati, EDTA, vinska kislina) in S$tevilni drugi (nitriti,
aminokisline, vitamin A, cink, selen, B-karoten). Sekundarni antioksidanti delujejo
sinergisticno na primarne antioksidante (Madhavi in sod., 1996). Tako primarni kot
sekundarni antioksidanti pa imajo eno samo nalogo, in sicer, da nevtralizirajo radikale oz.
da sodelujejo v procesu terminacije. S pravocasnim nevtraliziranjem radikalov
razbremenimo celi¢ne mehanizme, ki skrbijo za to, poleg tega pa se izognemo nepotrebnim
celicnim poskodbam. Pri €loveku se na ta nacin izognemo celi paleti civilizacijskih
obolenj. Slika 4 shemati¢no prikazuje vse tri stopnje oksidacijske reakcije: iniciacije,
propagacije in terminacije. Antioksidanti imajo sposobnost oddati svoj elektron za
nevtralizacijo radikala, s tem pa ne izgubijo svoje stabilnosti (Madhavi in sod., 1996).

Fung in Gailani (1985) sta definirala antioksidante v hrani kot substance, ki se dodajo
mascobnim zivilom z namenom zaustavitve oksidacijskih procesov, podaljSanje Zivljenjske
dobe, varnosti in stabilnosti izdelka, pri tem pa Zivilo ohrani prvotne senzori¢ne lastnosti
izdelka.

Z rednim uzivanjem zadostnih koli¢in polifenolnih spojin (neobdelane hrane, zelenjava in
sadje) skupaj z ostalimi hranili, ki jih telo potrebuje za normalno rast in razvoj, je
dokazano, da lahko preprecimo ali vsaj ublazimo posledice razli¢nih stanj, ki povzrocajo
oksidativne strese, predvsem po dejavni fizi¢ni obremenitvi. Oksidativni stres pa je tudi
povzrocitelj Stevilnih civilizacijskih bolezni, kot so rak in sréno-zilne bolezni (Doll, 1990).

Polifenoli tudi zmanjSajo citotoksicnost vodikovega peroksida (H,0,), ki nastaja v telesu
kot stranski produkt metabolizma (Tsutomu in sod., 1993).
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Slika 4: Shematicen prikaz oksidacijskega procesa (CarefolinNAC, 2010)

2.4.3 Polifenolne spojine v vlogi antimikrobnih ué¢inkovin

Antimikrobna uc€inkovina je vsaka ucinkovina, ki zavira razvoj in razmnozevanje bakterij.
Ve¢ kot ima polifenolna spojina v svoji strukturi hidroksilnih skupin, vecji ima
antimikrobni u¢inek (Cowan, 1999). Polifenolna spojina, ki ima antimikrobne lastnosti se
uvrséa med konzervanse. Lahko pa s svojo prisotnostjo v zivilu delujejo sinergisti¢no z
drugimi dodanimi konzervansi in tako Se povecajo antimikrobni ucinek. V zadnjem Casu
strokovnjaki ugotavljajo velikanski porast bakterij (ve¢ kot 70 %), ki so odporne na vsaj
eno antimikrobno uc¢inkovino (National, 2006). Polifenolne spojine so ravno v tem
segmentu zelo zanimive saj imajo sposobnost, da zavirajo rast in razvoj bakterij na nacin
oz. na aktivnih mestih, na katere obiCajni antibiotiki ne morejo vplivati (Kimberlin in
Whitley, 1996). Zaradi te lastnosti se posveca vedno ve¢ pozornosti polifenolnim
spojinam.

Iz celotne druzine polifenolnih spojin imajo najvi§jo stopnjo antimikrobnega ucinka
flavononi in flavonoli iz skupine flavonoidov (Tsuchiya in sod., 1996).

Kako to¢no polifenolne spojine vplivajo na bakterije in njihovo razmnoZevanje, ne vemo,
predvideva pa se, da je aktivnost polifenolnih spojin verjetno pogojena z nabitostjo in
terciarno strukturo tar¢ne molekule. Imamo tri razlicne teorije o vplivu polifenolnih spojin
na bakterijo in sicer prva pravi, da polifenolne spojine imitirajo spojino, ki je sicer
kljuénega pomena za razvoj bakterije (Fung in sod., 1985); druga teorija pravi, da
polifenoli inhibirajo sintezo lipidov, proteinov, encimov (vpletenih v ATP sintezo) in
vplivajo na razne metabolne poti (Haraguchi in sod., 1998), in tretja, sicer najverjetnejSa
hipoteza pravi, da polifenolne spojine povzrocijo nepravilnosti v celicni membrani
(spremenijo mascobno kislinsko in fosfolipidno sestavo membrane, reagirajo z
membranskimi proteini, vplivajo na agregacijo proteinov) (Singer in Wan, 1977; Poklar
Ulrih in sod., 2010). Slednjo hipotezo potrjuje Studija v kateri so proucevali vpliv ekstrakta
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zelenega Caja (glavna komponenta je EGCQG) tako Gram pozitivne bakterije kot Gram
negativne bakterije. Opazili so ve¢ji inhibitorni u¢inek ekstrakta zelenega c¢aja na Gram
pozitivne bakterije. Predvidevajo, da pride do interakcije med negativno nabitim EGCG in
pozitivno nabitimi lipidi na membrani Gram pozitivne bakterije, kjer povzroc¢a poskodbe
na celici (Gupta in sod., 1999). Gram negativne bakterije pa imajo v svoji membrani vpete
negativno nabite lipopolisaharide, na katere se negativno nabit EGCG tezje veze (Ikigai in
sod., 1993).

Nacin antimikrobnega delovanja polifenolnih spojin je odvisen od njihove koncentracije. V
primeru manjse koncetracije naj bi vplivali na encime, ki so povezani z oskrbo celice z
energijo (sinteza ATP), medtem ko v primeru vecje koncentracije lahko polifenolne
spojine povzrocijo agregacijo oz. obarjanje proteinov. Polifenolne spojine lahko zaradi
svoje hidrofobne narave reagirajo z lipidi bakterijske celicne membrane in lipidi
mitohondrijske membrane. S tem pride do spremembe strukture celi¢ne in mitohondrijske
membrane, ki postaneta propustnejsi. Prav tako pa pride do sprememb v sestavi mas¢obnih
kislin in vsebnosti fosfolipidov v membrani. Zaradi sprememb v permeabilnosti membrane
pride lahko do manjSe izgube celi¢nih sestavin, kar bakterijski celici oteZi normalen razvoj
in razmnoZzevanje, ali pa celica izgubi vecje koliCine celi¢nih sestavin, kar povzroci celi¢no
smrt (Nychas, 1995; Burt, 2004; Vermerris in Nicholson, 2006).

Zaradi svoje reaktivnosti, ki jih polifenolne spojine imajo, lahko inaktivirajo posamezne
encime ali lahko celo povzrocijo poSkodbe na genetskem materialu. Na antimikrobno
aktivnost polifenolnih spojin vplivajo tudi Se prisotnost lipidov, soli, pH in temperatura.
Soli delujejo sinergisticno s polifenolnimi spojinami in tako povecajo njihovo
antimikrobno uc¢inkovitost (Davidson in Branen, 2005).

Vplivajo na permeabilnost
in sestave celicne membrane 1

Delujejo na nivoju dednine, Zavirajo ali popolnoma
Kjer povzrecajo poskodbe blokirajo delovanje encimov

Slika 5: Mesta in mozni mehanizmi antimikrobnega delovanja polifenolnih spojin v
bakterijski celici (Labnews, 2010; Davidson in Branen, 2005; Burt, 2004)
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2.4.4 Interakcije protein-polifenol

Protein-polifenol interakcije so lahko reverzibilne ali ireverzibilne tako kot prikazuje slika
6 (Haslam in sod., 1999). Ireverzibilni kompleksi se tvorijo avtokataliticno ob prisotnosti
kisika ali ob prisotnoti polifenoloksidaz (Mole in Waterman, 1986) in lahko vodijo do
tvorbe popolnoma novih produktov. Za reverzibilne kompleksacije so znacilne
nekovalentne sile, kot so hidrofobne interakcije in vodikove vezi (Haslam in sod., 1999).
Reverzibilne interakcije vodijo do formacije netopnih kompleksov v raztopini. Tesno zvit
globularni protein kaze manjSo afiniteto za vezavo polifenolne spojine v primerjavi s
proteinom, ki je naklju¢no zvit ali, ki je izgubil svojo konformacijo. Tako aromatski obroc¢
kot hidroksilne skupine v polifenolni spojini so klju¢nega pomena pri protein-polifenol
vezavi 0z. kompleksaciji.

Znano je, da se polifenolne komponente, prisotne v pivu, vinu, pravem c¢aju in sadnih
sokovih, vezejo na tamkaj$nje proteine, s ¢imer povzroc¢ijo tvorjenje koloidov zaradi
koagulacije, ki ni najbolj zaZelen proces, razen v vinarstvu, kjer koagulacija beljakovin
pripomore k spontanemu bistrenju vina (Siebert, 1999; Sikovec, 1993). Ob uZivanju prej
omenjenih pija¢ polifenolne spojine iz njih v ustih reagirajo s proteini iz sline, pri ¢emer
pride do tvorjenja netopnih kompleksov. Nastali netopni kompleksi nam dajejo poseben,
ponavadi harmonicen oz. tipi¢en obcutek v ustih za doloceno pijaco (vino — trpko vino,
suho vino) (Bennick, 2002).

Polifenolne spojine zaradi sposobnosti vezanja kovinskih ionov v kelatne spojine, vezave
na proteine kot tudi s svojimi encimskimi in neencimskimi oksidacijskimi produkti, ki se
dogajajo v zivilih rastlinskega izvora, zmanjsujejo prehransko vrednost proteinov (Haslam,
1998). Oksidirani polifenoli lahko reagirajo z aminokislinami in proteini ter tako zavirajo
delovanje proteoliti¢nih encimov, kot sta tripsin in lipaza (Mili¢ in sod., 1968).

Hagerman (1989) je porocal, da goveji serumski albumin (BSA) spremeni relativni
antioksidacijski potencial ferulni kislini, kavni kislini in katehinu, kar se je zgodilo zaradi
vezave teh polifenolnih spojine na BSA protein. Haslam in sod. (1999) predvideva, da se
za protein-polifenol interakcijo vzpostavijo vodikove vezi med hidroksilnimi skupinami na
polifenolni spojini in med aminokislinskimi ostanki proteina. Oksidirani polifenoli naj bi
vodili do moc¢nih interakcij med polifenolom in proteinom (Siebert, 1999). Interakcije med
polifenolom in peptidi lahko povzroci tudi a-vezavne komplekse (Bianco in sod., 1997).
Hidrofobne interakcije med nepolarnim koncem polifenola in nepolarno domeno proteina
so verjetno vzrok za Sibke interakcije med polifenolno spojino in proteinom (Bartolomé in
sod., 2000).
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Protein Polifenol

+
!

Protein | Polifenol

Topen kompleks
(Ireverzibilna interakcija) (Reverzibilna interakcija)

Nastanek novih produktov Nastanek netopnega kompleksa
Slika 6: Reverzibilne in ireverzibilne protein-polifenol interakcije (Haslam in sod., 1999)

Proteini, ki imajo visoko afiniteto do polifenolov, imajo ponavadi relativno visjo
molekulsko maso in odprto strukturo, poleg tega so bogati na vsebnosti prolina (Hagerman,
1989). Glikozilirani proteini imajo prav tako visoko afiniteto do vezave polifenolnih spojin
(Haslam in sod., 1999). Polifenolne spojine lahko precipitirajo proteine blizu njihove
izoelektricne vrednosti. Prav tako so molekulska masa, Stevilo aromatskih obrocev,
orientacija in Stevilo funkcionalnih skupin, pripetih na aromatske obroce, konformacijska
fleksibilnost in topnost v vodi pomembni dejavniki pri nacinu in moc¢i vezave polifenolne
spojine na protein (Murray in sod., 1994).

Polifenolne spojine se lahko istoCasno veZzejo na razlicna mesta proteina prek vec razli¢nih
funkcionalnih skupin, iz katerih so sestavljene. Protein-polifenol precipitacija, kot jo
prikazuje slika 7, poteka v treh fazah (Jobstl in sod., 2004):

1. faza: vezava polifenolne spojine na razlicha mesta na proteinu (vezava na
aromatske aminokislinske ostanke in na prolin) povzro€i, da se protein zvije, pri
c¢emer se zmanjSa njegova fizi¢na velikost.

2. faza: pri viSanju koncentracije polifenolne spojine se vzpostavijo kemijske vezi
med polifenolno spojino vezano v prvem proteinu s fenolno spojino vezano v
drugem proteinu — nastopi proces dimerizacije.

3. faza: pri nadalnem viSanju koncentracije polifenolne spojine pride do agregacije
dimerov in posledi¢no do precipitacije v raztopini.

nakljuéno zvit protein 1. faza 2. faza 3. faza
protein--polifenol protein--polifenol--protein agregacija
interackcije interakcije proteinov

Slika 7: Shematicen prikaz protein-polifenol precipitacije (Jobstl in sod., 2004)
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2.4.5 Uporaba polifenolnih spojin v prehrani in medicini

Skozi celotno zgodovino ¢lovestva, so ljudje imeli stik z rastlinami, ki so bile bogate s
polifenolnimi spojinami. Vedeli so, katera rastlina ali plod rastline blagodejno vpliva ali
celo ozdravi poskodbe, vnetja, prehlade in vrsto druge bolezni ter s katerimi lahko
izboljSajo okus in podaljSajo obstojnost zivila. Vedeli pa so tudi, katere rastline so
strupene. Edina razlika med nasimi predniki in nami je ta, da danes znamo te u¢inkovine s
prej omenjenimi lastnostmi izolirati in proucevati z modernimi laboratorijskimi tehnikami.

Polifenolne spojine so zanimive za Studiranje farmakodinamike in farmakokinetike
(Lamson in Brignall, 2000; Tian in sod., 2005), saj na podlagi parametrov vezave liganda
na protein in distribucije nastalega kompleksa po telesu do tarcnih celic lahko proucujemo
metabolizem posameznega liganda (Zsila in sod., 2003).

Danes poteka ogromno raziskav, ki so usmerjene v boljSe razumevanje delovanja
polifenolnih spojin v medicini in proizvodnji kakovostnejse in varnejSe hrane. Ugotovili in
dokazali so, da imajo polifenolne spojine antioksidativne, antikarcoregene, antimikrobne,
antivirusne, antialergijske, antitoksi¢ne, kardioprotektivne (preventivnho vlogo pri
mozganski in sréni kapi) ucinke. Poleg tega naj bi preventivno delovale tudi pri
preprecevanju izgube kostne mase po menopavzi in na splosno proti osteoporozi, pri
bolezni ledvic in proti zlepljanju trombocitov (Kanner in sod., 1994; Setchell in Cassidy,
1999; Mukhtar in Ahmad, 2000; Wattel in sod., 2003; Morillas-Ruiz in sod., 2006;
Kadoma in Fujisawa, 2008). Poleg teh lastnosti pa so polifenolne spojine lahko tudi
nosilke arome in barve, ki se prek protein-polifenol interakcije vgradijo v doloceno Zivilo,
kateremu izboljSajo senzori¢ne lastnosti. Tak primer je vanilin (aditiv), ki se uporablja v
zivilski industriji za jacanje arome zivila (Ng in sod., 1989; Hansen in Heinis, 1991).

Zaradi vseh teh lastnosti so polifenolne spojine postale zelo zanimive za Zzivilsko
industrijo, saj vplivajo na prehranske in organolepticne lastnosti pa tudi na varnost in
obstojnost zivila, s ¢imer pa proizvajalec lahko dobro konkurira na trziscu. Poleg tega pa je
pritisk potrosnikov in zdravstvenih organizacij vedno vecji zoper uporabo sinteti¢nih
konzervansov in aditivov (Fung in sod., 1985; Manach in sod., 2004; Cheynier, 2005;

Tiwari in sod., 2009; Shahidi in Naczk, 1995; Rupnik, 1997).

Aktivnost polifenolnih spojin se moc¢no zmanjSa, Ce zivila, bogata s polifenolnimi
spojinami, kakorkoli toplotno obdelamo ali skladis¢imo dlje ¢asa (Shahidi in Naczk, 1995;
Hékkinen in sod., 1999). Zanimiv pa je podatek, da s prazenjem zivila razgradimo
glukozide (v tej Studiji kvercetin glukozid) na monoglukozide in aglikone tako, da se lahko
aglikoni v prebavnem traktu Ze pri¢nejo absorbirati v organizem (Rohn in sod., 2007).

Polifenolne spojine so postale zanimive tudi za zivilsko-farmacevtsko industrijo, ki je
izkoristila priloznost in pricela z izdelovanjem prehranskih dodatkov. Prehranski dodatki,
ki jih najdemo na trziScu, lahko vsebujejo tudi 10-20-krat vecjo koli¢ino posamezne
spojine, kot bi jih sicer dnevno dobili s hrano, zato je pri dolgotrajnejsi uporabi pripravkov
potrebna previdnost, saj imajo lahko polifenolne spojine v prevelikih koncentracijah tudi
toksicne oz. citotoksi¢ne, prooksidativne in celo mutagene ucinke (Haslam, 1998; Skibola
in Smith, 2000; Liu, 2004; Matsuo in sod., 2005).
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2.4.6 Metabolizem polifenolnih spojin v telesu

Vecina polifenolnih spojin, ki jih najdemo v Zivilih rastlinskega izvora, se nahaja v obliki
estrov, glikozidov ali polimerov, katere Cloveski organizem ni sposoben neposredno
absorbirati v telo prek znanih metabolnih poti. Kako tocno se polifenolne spojine
absorbirajo v organizem, $e ni znano, vemo pa, da jih organizem s ¢revesnimi encimi ali pa
s pomocjo ¢revesne mikroflore in s svojimi lastnimi encimi najprej hidrolizirati in Sele nato
absorbirati v organizem (Walle in sod., 2005).

Kadar je v proces hidrolize vkljuCena crevesna mikroflora, je ucinkovitost absorpcije
ponavadi nekoliko nizja, saj mikroflora razgradi tudi polifenolne spojine, ki jih ni potrebno
razgraditi (aglikoni), saj so v primerni kemijski obliki, da bi lahko prislo do absorpcije.
Crevesna mikroflora hidolizira glikozidne polifenole v aglikonske molekule in te razgradi
naprej do aromatskih kislin. Pri absorpciji polifenolov v krvi in krvno plazmo pride do
procesa konjugacije (zdruZevanja) najprej v tankem Crevesju in nato Se v jetrih. V tem
procesu pride lahko do metilacije, sulfatne konjugacije ali konjugacije z glutationom. Ti
procesi v organizmu skrbijo za detoksikacijo in so znacCilni metabolni procesi pri
ksenobiotikih. Krozenje polifenolnih derivatov po organizmu je mozna prek albuminov v
krvi. Nekateri znanstveniki predvidevajo, da polifenolna spojina izgubi svojo aktivnost, ko
je vezana na krvni protein, eksperimentalni podatki za kvercetin pa kazejo nasprotno.
Dokazali so, da je polifenolna spojina kvercetin aktivna, kljub temu, da je vezana na krvni
protein (Dangles in sod., 1999). Polifenoli imajo sposobnost prehajanja skozi tkiva.
Polifenoli in njihovi derivati se v glavnem izlocajo prek urina in zolCa. Prek zolca
prehajajo nazaj v prebavni trakt (dvanajstnik), kjer jih lahko mikroflora ponovno
hidrolizira. Kot taki pa se lahko ponovno absorbirajo v organizem. Tovrstno krozenje ali
recikliranje polifenolnih spojine lahko vodi do daljSe prisotnosti polifenolnih spojin v
telesu (Scalbert in Williamson, 2000; Manach in sod., 2004). Ugotovljeno je, da je
koncentracija izloCenih polifenolnih spojin prek urina in blata neposredno proporcionalna
koncentraciji zauzitih polifenolnih spojin (He in Kies, 1994; Lee in sod., 1995; Yang in
sod., 1998a).

Zdravilni ucinek zauzitih polifenolnih spojin je zelo odvisen od koli¢ine zauzitih
polifenolnih spojin in od njihove biorazpolozljivosti, saj ni nujno, da je doloCena
polifenolna spojina tudi aktivna v telesu. Poleg tega je tudi znano, da se ne absorbirajo v
telo vse polifenolne spojine z enako ucinkovitostjo, nekatere se absorbirajo hitreje, druge
pocasneje (Manach in sod., 2004). Na biorazpolozljivost polifenolnih spojin v zivilu vpliva
mnogo dejavnikov. Najverjetneje se absorpcija v prebavnem traktu zmanjSa zaradi
interakcij med polifenolno spojino in drugimi komponentami zivila, kot so proteini in
polisaharidi. Prav tako lahko na absorpcijo polifenolnih spojin vplivajo tudi prehranske
vlaknine, saj stimulirajo crevesno mikrofloro, da hidrolizirajo polifenolne spojine
(Hendrich, 2002). Znanstveniki so proucili tudi vpliv alkohola na hitrost absorpcije
polifenolov saj vemo, da se polifenolne spojine v etanolu dobro raztapljajo. Ugotovili so,
da alkohol vpliva na povecanje absorpcije polifenolnih spojin v organizmu. Ucinek je
viden Sele pri > 30 vol. %, kar pa je previsoka vol % vrednost, da bi se alkohol uporabljalo
v prehrani (Azuma in sod., 2002; Vermerris in Nicholson, 2006).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL, OPREMA IN PRIPRAVA OSNOVNIH RAZTOPIN

3.1.1 Material

Preglednica 4: Uporabljene polifenolne spojine

Polifenolna spojina

Podana Cistost (%)

Proizvajalec

ECG (epikatehin galat)

EGC (epigalokatehin)

EGCG (epigalokatehing galat)
KAM (kampferol)

KAM-G (kampferol 3-O-glukozid)

KAV (kavna kislina)
KVER (kvercetin)

NAR (naringenin)

p-KUM (p-kumarna kislina)
R.K. (rozmarinska kislina)

>99 % HPLC
>98 % HPLC
>95 % HPLC

EXTRASYNTHESE, Francija
EXTRASYNTHESE, Francija
EXTRASYNTHESE, Francija
EXTRASYNTHESE, Francija
EXTRASYNTHESE, Francija
SIGMA-ALDRICH, Nemc¢ija
SIGMA-ALDRICH, Nemc¢ija
SIGMA-ALDRICH, Nemc¢ija
MERCK, Nemcija

Vitiva, Slovenija

Preglednica 5: Strukturne formule uporabljenih polifenolnih spojin
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Preglednica 6: Uporabljene kemikalije

Kemikalija Podana Cistost (%) Proizvajalec

BSA (Mw= 66433 Da) >99 % SIGMA-ALDRICH, Nemc¢ija
Etanol 96,0 % MERCK, Nemcija

HEPES >99,5 % SIGMA-ALDRICH, Nemcija
Metanol 99,9 % MERCK, Nemcija

NaCl MERCK, Nemcija

NaOH MERCK, Nemcija

SEB (Mw = 28366 Da) SIGMA-ALDRICH, Nemcija
TRIS/HCI MERCK, Nemcija

3.1.2 Laboratorijska oprema

Preglednica 7: Pregled uporabljene laboratorijske opreme

Naziv laboratorijske opreme

Proizvajalec

UV-kivete semi-mikro, 1,5 ml — plasticne
dolzina opti¢ne poti: 10 mm
1,4 ml kvar¢ne kivete

dolzina opti¢ne poti: 10 mm
0,7 ml kvarcne kivete

dolzina opti¢ne poti: 2 mm

Kivete za 2,5 ml kvarcne kivete
merjenje dolzina opti¢ne poti: 10 mm
fluorescence 400 pl kvar¢na kiveta

dolzina opti¢ne poti: 10 mm
Spektrofotometri | fluorescencni spektrofotometer Cary
Eclipse

UV-VIS spektrofotometer

model 8453

UV-VIS spektrofotometer Cary 100
Bio

Druga pH meter HI 221

laboratorijska vrtin¢nik Vibromax

oprema analitska tehtnica

AT201

suSilnik

model: 100-800

0,5 ml centrifugirke MICROCON,
Ultracell YM-3, 3.000 MWCO

filter Millipore RiOs Mili-Q Gradient
za filtriranje vode

dializno ¢revo D9277 premera 10 mm

Plastibrand, Nemcija

Starna Scientific Ltd., Velika
Britanija

Agilent, ZDA

FLR Cary, Varian, Avstralija
FLR Cary, Varian, Avstralija
Cary Eclipse, Varian, Avstralija
Hawlett-Packard, ZDA

Cary, Varian, Avstralija
HANNA instruments, Italija
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Mettler Toledo, Svica
Memmert, Nemcija

Amicon, Bioseparation
(Millipore), ZDA

Millipore, ZDA

SIGMA-ALDRICH, Nemcija
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3.1.3 Priprava osnovnih raztopin
3.1.3.1 Priprava HEPES pufra

Za pripravo 20 mM HEPES pufra smo na tehtnici (AT 201 METTLER TOLEDO)
zatehtali 4,77 g HEPES-a v prahu in ga kvantitativno prenesli v merilno bucko, ki smo jo
nato dopolnili z bidestilirano vodo do oznake enega litra in dobro premesali. Koliko
HEPES-a je potrebno zatehtati za pripravo Zelene koncentracije in volumna raztopine, smo
izraCunali na podlagi naslednje enacbe:

n
C=—=>n=cxV
\Y (1)
n= ™ o m=nxM .. (2)
M
m=cxV xM ...(3)

kjer ¢ [mol/l] predstavlja molarno koncentracijo raztopine, V [l] volumen raztopine,
M [g/mol] molsko maso topljenca, n [mol] mnoZino topljenca in m [g] maso topljenca.

Tako pripravljenemu pufru smo uravnali pH na 7,50 + 0,02 z dodajanjem 10 M NaOH
(priblizno uravnanje) in z 1 M NaOH (to¢no uravnanje). pH vrednosti smo merili s
pH-metrom (HI 221 HANNA Instruments). Elektrodo pH-metra smo pred pripravo pufra
kalibrirali s standardnimi pufri, za katere poznamo pH vrednosti (pufer s pH = 4,0 in
pH = 7,0). Kalibracija elektrode in uravnavanje pH-ja HEPES pufra je potekalo pri sobni
temperaturi. Tako pripravljen HEPES pufer s pH = 7,5 smo hranili na sobni temperaturi v
temnem prostoru najvec pet dni. Pred vsako uporabo pufra smo preverili pH vrednost.

3.1.3.2 Priprava osnovne raztopine stafilokoknega enterotoksina B (SEB)

1 mg SEB toksina (Mw = 28366 Da) smo raztopili v 0,5 ml 20 mM HEPES pufra s
pH =7,5. Tako pripravljeno raztopino smo filtrirali preko membrane z mejno vrednostjo
zadrzevanja molekul, velikosti 3.000 MWCO oziroma 3.000 Da (MICROCON
centrifugirke). Po centrifugiranju smo dobili 150 pl vzorca. Temu smo dodali e 450 ul 20
mM HEPES pufra s pH = 7,5. Mnozinsko koncentracijo SEB toksina smo dolocili
spektrofotometricno (Hewlett-Packard 8453) pri 277 nm po naslednji enacbi:

c= 2 ()
exl|

kjer ¢ [mol/l] predstavlja molarno koncentracijo raztopine, A absorbanco raztopine pri 277
nm, € [cm'lM'l] molarni absorpcijski koeficient pri 277 nm (€377qm = 39712.,4 cm'lM'l) inl
[mm] dolZino opticne poti kivete (1= 0,2 mm).
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Na podlagi znane mnoZzinske koncentracije in molske mase SEB proteina smo izracunali Se
masno koncentracijo tega:

y=CcxM ...(®

kjer y (mg/ml) oznacuje masno koncentracijo raztopine, ¢ (mol/l) molarno koncentracijo
SEB proteina in M (g/mol) molsko maso SEB proteina.

Pripravljeno raztopino smo razdelili v 50 pl alikvote in jih hranili v zamrzovalniku pri
-20 °C.

Pred eksperimentom smo 50 pl raztopine SEB toksina odmrznili in mu dodali 1850 pl
20 mM HEPES pufra s pH =7,5.

3.1.3.3 Priprava osnovne raztopine govejega serumskega albumina (BSA)

Za pripravo osnovne raztopine BSA proteina (z minimalno 99-odstotno Ccistostjo;
Mw = 66433 Da) z masno koncentracijo 10 mg/ml smo na tehtnici (AT 201 METTLER
TOLEDO) zatehtali 50 mg kristaliziranega in liofiliziranega prahu BSA proteina in ga
kvantitativno prenesli v ¢aso. Na podlagi enacbe 6 smo izracunali, da moramo BSA protein
raztopiti v 5 ml HEPES pufru s pH 7,5. Tako pripravljeno raztopino BSA proteina smo
dializirali (3.1.3.3.1 Postopek dialize).

.. (6)

<|3

}/:

kjer y (mg/ml) oznaCuje masno koncentracijo raztopine, m (mg) maso topljenca in V (ml)
volumen topila.

Po dializiranju smo raztopini BSA spektrofotometricno (Hewlett-Packard 8453) dolocili
mnozinsko koncentracijo proteina pri 280 nm po enacbi 4, kjer znasa dolzina opti¢ne poti
kivete 0,2 mm, molarni absorpcijski koeficient za BSA protein pri 280 nm pa
€280nm = 42925 cm ML 1z tega sledi izraCun masne koncentracije proteina po enacbi 5.
Molska masa BSA proteina znasa 66433 g/mol.

Tako pripravljeno osnovno raztopino BSA proteina smo hranili v hladilniku pri
temperaturi +4 °C do enega tedna.

Na podlagi dolo¢ene masne koncentracije osnovne raztopine BSA proteina (8 mg/ml), smo
si pripravili raztopine, ki smo jih potrebovali za izvedbo eksperimentov na UV-VIS
spektrofotometru in fluorimetru. Za izvedbo eksperimentov na UV-VIS spektrofotometru
smo si pripravili BSA protein z masno koncentracijo y = 0,8 mg/ml in za izvedbo
eksperimenta na fluorimetru z masno koncentracijo v = 0,08 mg/ml. Masna koncentracija
proteina za izvedbo eksperimenta na UV-VIS spektrofotometru je vecja zaradi tega, ker je
obcutljivost spektrofotometra nizja od fluorimetra. Vsaki razredCeni raztopini BSA
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proteina pa smo pred izvedbo eksperimenta Se enkrat spektrofotometricno dolocili masno
koncentracijo.

Tako pripravljene razredCene raztopine smo si dnevno pripravljali iz osnovne BSA
raztopine proteina in jih hranili v hladilniku pri temperaturi +4 °C. Na koncu dneva smo
neporabljen vzorec zavrgli.

3.1.3.3.1 Postopek dialize

Dializa opisuje proces prehajanja delcev skozi polprepustno membrano, skozi katero
prehajajo le delci, ki so manjsi od por v membrani. Delci vedno prehajajo skozi membrano
v smeri koncentracijskega gradienta iz raztopine z ve€jo koncentracijo v raztopino z
manj$o koncentracijo toliko Casa, dokler se koncentraciji nekega delca na obeh stranech
membrane ne izenacita. Prehajanje delcev opisuje pasivna difuzija (Turk in sod., 1997).

WV v

¢emer manjSe molekule (voda, manj$i proteini) in ioni prehajajo skozi polprepustno
membrano v pufersko raztopino. Poroznost membran je razlicna (od 1-20 nm), kaksno
bomo uporabili, pa je odvisno od tega, kaj zelimo iz nasega vzorca odstraniti (Koolman in
Roehm, 2005). Prednost dialize je v tem, da je sama izvedba te nezahtevna in zelo poceni v
volumen vzorca po koncani dializi ostane skoraj enak. Je pa relativno dolgotrajna metoda,
ki zahteva pripravo velikega volumna pufra, saj vzorec dializiramo proti 100—
1000-kratnemu volumnu vzorca (Harris, 2001).

Dializo raztopine proteina BSA smo izvajali pri sobni temperaturi v 20 mM HEPES pufru
s pH = 7,5. Dializno membrano, ki prepus¢a molekule in proteine, manjse od 12 kDa, smo
napolnili s 5 ml BSA raztopine s koncentracijo 8 mg/ml, smo imeli potopljeno v 1 1
omenjenega pufra, ki smo ga v 36 urah Stirikrat zamenjali. Dializa je potekala z meSanjem
Z magnetnim meSalom.

Ton

Raztepina ! Dialimo
proteina

Magnetno
mesalo

Slika 8: Shemati¢ni prikaz dialize — pasivne difuzije (Koolman in Roehm, 2005)
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3.1.3.4 Priprava osnovne raztopine polifenolnih spojin

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali devet razli¢nih polifenolnih spojin s kon¢no
koncentracijo 1 mM. Uporabljali smo: EGCG, EGC, KAM-G, KAM, ECG, KAV, KVER,
NAR, p-KUM in R.K. Za vse, razen KVER, proizvajalec navaja, da se dobro topijo v 96-
odstotnem etanolu, medtem ko se KVER dobro topi v 99-odstotnem metanolu.

Za pripravo osnovne 1 mM raztopine polifenolne spojine smo na tehtnici (AT 201
METTLER TOLEDO) zatehtali 1 mg polifenolne spojine ter kvantitativno prenesli v
plasti¢no centrifugirko. Na podlagi znanih molskih mas polifenolnih spojin in zatehte smo
po enacbi 3 preracunali, kolikSen volumen topila (etanola ali metanola) moramo dodati, da
je konc¢na koncentracija raztopine enaka 1 mM.

Tako pripravljene raztopine smo hranili na temnem v hladilniku pri + 4°C najve¢ dva
tedna, saj v primeru daljSega shranjevanja aktivnost polifenolnih spojin pada, kar se vidi z
nizanjem karakteristicnih vrhov iz absorpcijskih spektrov, ki smo jih posneli.

Iz tako pripravljenih osnovnih raztopin polifenolnih spojin smo si pripravljali 0,1 mM
raztopine za potrebe eksperimentov. Za pripravo 1 ml 0,1 mM raztopine polifenolne
spojine smo uporabili en del 1 mM osnovne raztopine polifenolne spojine ter devet delov
20 mM HEPES pufra s pH =7,5.
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3.2 METODE

Shema (Slika 9) prikazuje potek dela, ki smo ga opravili tekom diplomskega dela.

Studij vezave
polifenolnih spojin na

protein
(SEB in BSA)
1 1
UV-VIS
spektrofotometrija in Vgnezdenje
fluorimetrija
1
Spremljanje sprememb
Spremljanje strukturnih temperature denaturacije
sprememb proteina proteina
SEB SEB
Fluorimetri¢no Fluorimetri¢no
BSA BSA
Fluorimetri¢éno
Fluorimetri¢no
UV-VIS
spektrofotometricno

Slika 9: Shema poteka dela
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3.2.1 UV-VIS spektrofotometrija in fluorimetrija

Svetloba je elektromagnetno valovanje (EMV) in je sestavljena iz elektricne in magnetne
komponente, katerih vektorja jakosti polja nihata pravokotno drug na drugega. Najmanjsa
razdalja med tockama v potujo¢em valovanju imenujemo valovna dolzina, ki se jo
oznacuje z grsko ¢rko lambda (A). Po zakonitostih fizike ima valovanje s krajso valovno
dolzino vi§jo energijo in obratno (Skoog, 1996).

Valowvna dolzina () Elektriéno polje
A

Smer
valovanja

Slika 10: Elektromagnetno valovanje (Farlex Inc., 2007)

Po kvantni teoriji ima vsaka snov (molekule, atomi) doloc¢en niz energijskih nivojev. Ko
obsevamo molekulo z ultravijolicno ali vidno svetlobo (UV-VIS), lahko pride do
absorpcije fotona, pri ¢emer elektron preskoci na visji energijski nivo. Vzbujen elektron se
ponavadi takoj vrne nazaj v osnovni energijski nivo, pri ¢emer odda energijo, kar
imenujemo relaksacijski proces.

absorpcija
fotona

a emisija

fotona

Slika 11: Shematski prikaz relaksacijskega procesa (absorpcije in emisije fotona) (Herman
in sod., 2005)



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

Medsebojno delovanje elektromagnetnega valovanja in snovi je lahko razliéno. Ce pri tem
snov (atom, molekula) sprejme energijo, imenujemo ta pojav absorpcija, ki ga spremljamo
s spektrofotometrom in kot rezultat dobimo zvezni absorpcijski spekter (Skoog, 1996).

Lahko pa se zgodi, da vzbujen elektron med relaksacijskim procesom del energije odda v
obliki svetlobe in del v obliki toplote ali kemijskega dela, kar posledi¢no pomeni, da ima
oddana svetloba daljSo valovno dolzino oz. nizjo energijo kot absorbirana. V tem primeru
govorimo o fizikalnem pojavu — fluorescenci. Razliko med absorbirano in oddano valovno
dolzino opisujemo s Stokesovim premikom (Slika 12), pri ¢emer pride do premika
maksimuma valovne dolZine absorpcijskega in emisijskega spektra. Prehajanje elektronov
iz vzbujenega v osnovno stanje opisujemo z razpolovnim ¢asom, ki za fluorescenco znasa
okrog 10 ns. Razpolovni Cas je cas, v katerem se polovica vzbujenih molekul s
fluorescenco vime nazaj v osnovno stanje (Nelson in Cox, 2005; Herman in sod., 2005;
Lakowicz, 2006).

Absorpcyski m emasijski vihovi

Energija fotona (elektron-volt)
100 3.1 Stokes-ov premik__2.1 Vzbujeno stanje
T ] T e
6 ‘ e s 3 | zvibracijsko
) 1 3 [ energijskimi
80k T rammi

Absorpeija

tH

| ¢

Relativna intenziteta
B
1=

20 Osnovno stanje
z vibracijsko
0 energijskimi
33.3 25.0 20.0 16.7 14.3

Valovna dol#ina (em™ x 10°%)

Slika 12: Absorpcijski vzbujevalni (ekscitacijski) in emisijski (fluorescencni) spekter —
Stokes-ov premik (Herman in sod., 2005).

Absorpcijski spektri predstavljajo zvezo med absorpcijo in uporabljeno valovno dolzino,
med tem ko emisijski spektri predstavljajo zvezo med emisijo in uporabljeno valovno
dolzino. Za absorpcijo je znacilen absorpcijski spekter, za fluorescenco pa fluorescencni
spekter, ki pa je zrcalna slika absorpcijskega spektra (Slika 12) (Herman in sod., 2005).
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Slika 13: Prirejen Jablonski energijski diagram prikazuje procese od absorpcije do emisije
oz. emitacije svetlobe (Herman in sod., 2005; Nelson in Cox, 2000, Skoog 1996).

3.2.1.1 Osnove UV-VIS spektrofotometrije

UV-VIS spektrofotometrija ima Siroko uporabnost v kemiji in biokemiji. Uporablja se za
detekcijo in identifikacijo molekul ter za dolo€itev njihove koncentracije v raztopini z
pomocjo merjenjem absorbance vzorca proti »slepi probi«. Kadar imamo linearno zvezo
med absorbanco pri doloeni valovni dolzini in koncentracijo, lahko zapiSemo
Beer-Lambertov zakon:

|
log—L=A=¢gxcxl
%87 gxbx (7

kjer je Iy intenziteta prepuscene svetlobe skozi kiveto, napolnjena s topilom (slepa proba); I
je intenziteta prepuscene svetlobe skozi kiveto, napolnjena z raztopino; A je absorbanca in
predstavlja logaritmiéni zapis log Io/I, € [emM™], ki je molarni absorpcijski koeficient
dane spojine v ustreznem topilu pri dani valovni dolZzini (A) in temperaturi (T); ¢ [mol/1] je
koncentracija raztopine in 1 [cm] je dolzina opti¢ne poti svetlobnega Zarka. (Nelson in Cox,
2000, Skoog 1996).

S pomocjo UV-VIS spektrofotometrije smo proucevali vezavo ligandov na SEB in BSA.
Dodani ligand spremeni spekter, poleg tega pa lahko vpliva tudi na termi¢no stabilnost
proteina, kar proucujemo z merjenjem absorbance kot funkcijo temperature (UV-talilni
poskus). Poleg termi¢ne stabilnosti proteinov pa smo spremljali tudi reverzibilnost teh.
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3.2.1.1.1 Opis UV-VIS spektrofotometra

Poznamo vec¢ razli¢nih izvedb spektrofotometrov. Vsi so sestavljeni iz treh glavnih delov,
in sicer iz izvora EMV, prostora za vzorec in detektorja. Osnovna shema aparature
spektrofotometra je prikazana na sliki 21.

V UV-VIS spektrofotometriji se uporablja kot vir svetlobe devterijevo Zarnico za
zagotavljanje UV spektra svetlobe (UV) in volframovo Zarnico za zagotavljanje vidnega
spektra svetlobe (VIS).

Svetloba nato nadaljuje pot do monokromatorja (prizme) z ustrezno nastavljeno valovno
dolzino. Snop zarkov z ustrezno valovno dolzino nadaljuje pot do kivete z vzorcem in ce
uporabljamo dvozarkovni spektrofotometer Se do referencnega vzorca.

Od tu naprej pa prepuscena svetloba nadaljuje pot do detektorja oz. fotopomnozevalke, ki
nam signal pretvori v elektricno napetost, ki jo lahko racunalnik pretvori v digitalno
obliko, in nam tako izriSe absorpcijski spekter v odvisnosti od valovne dolzine.

Izvor UV svetlobe

Prizina | \D Ogledalo 1

|
Resa 2 Reia l
fa s == Izvor VIS svetlobe
Filter
Refereném
Ogledalo 4 vomec Detektor 2
Referentm ﬂ o
zarek o
Leéal
Pol-ogledalo
Ogledalo 2 .
& Vzorec Detektor 1
Vzorém ﬂ o
Ogledalo 3 zarek LA ULeéa 2

Slika 14: Shematski prikaz UV-VIS spektrofotometra (Spectro Analysis Co., 2010)
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3.2.1.2 Osnove fluorimetrije

Fluorimetrija se veliko uporablja tako v znanstveno-raziskovalne namene kot za izvajanje
rutinskih analiz. Odlikuje jo zelo visoka zanesljivost, natancnost in ponovljivost
(Oravcova’ in sod., 1996; Epps in sod., 1999), poleg tega pa lahko merimo zelo majhno
koli¢ino snovi (Turk in sod., 1997) in ne potrebujemo velikih volumnov vzorca.
Fluorimetrija je od spektroskopskih metod najobcutljivejSa metoda, saj nam omogoca
merjenje intenzitete fluorescence tudi v obmo&ju 107 M (Matias in Ana, 2002).

Med intenziteto fluorescence (F) in koncentracijo fluorofora [C] obstaja linearna odvisnost
(enacba §t. 8), ki velja samo za razredCene vzorce fluorofora (absorbanca pri valovni
dolzini vzbujanja ne sme biti vecja od 0,05).

F=Cxl,xexlIx®dxZ .. (8)

kjer je Iy — intenziteta vzbujanja, € — molarni absorpcijski koeficient fluorofora, 1 — dolzina
opticne poti, ¢ — kvantni izkoristek fluorescence in Z — faktor fluorimetra (Feldman in
sod., 1975; Matias in Ana, 2002).

Kvantni izkoristek je definiran kot:

Stevilo izsevanih fotonov
o= ... (9

~ &tevilo absorbiranih fotonov

in ima za znaclne fluorescen¢ne vzorce vrednosti med 0,01 in 1,00.

Ko govorimo o intenziteti fluorescence, se moramo zavedati, da je ta odvisna od mnogih
dejavnikov, predvsem pa od hitrosti konkuren¢nih pojavov, ki se odvijajo na nivoju
relaksacijske poti (neradiacijski prehodi, dusSenje, medsistemska preckanja) (Herman in
sod., 2005).

V mediju, ki ga obsevamo z UV-VIS svetlobo, se nahajajo tako molekule, ki imajo
sposobnost fluoresciranja (fluoroforji), kot molekule in ioni, ki zniZujejo intenziteto
emisije (kromoforji). Kromoforji ponavadi povzrocajo dusSenje (ang. quenching).
Fluoroforje delimo na interne in eksterne.

Interni fluoroforji imajo sposobnost lastne fluorescence in jih najdemo v naravi
(aromatske aminokisline, FAD, NAD, FMN, nevrotransmiterji in porfirini). Najbolj znani
fluoroforji so proteini, ki imajo v svoji strukturi vgrajene aromatske aminokisline (Trp, Tyr
in Phe) in katere smo med proucevanjem SEB in BSA tudi izkoriScali. Slaba lastnost
internih fluoroforov je, da pri¢nejo po vec ciklih vzburjenja razpadati, s ¢imer spremenijo
koncentracijo snovi v vzorcu.
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Eksterni fluoroforji so lahko sinteticnega izvora (sinteticne barve) ali pa modificirane
biomolekule. S pridom se uporabljajo za spremljanje intenzitete fluorescence v vzorcih, ki
nimajo svojih internih fluoroforjev. Odlikovali naj bi se po stabilnosti, kazali naj bi veliko
intenziteto in naj ne bi vplivali na molekulo ali proces, ki ga preiskujemo.

Za vse spojine, ki imajo moznost fluoresciranja, tako interne kot eksterne, pa velja, da v
razli¢nih pogojih razli¢no fluorescirajo (Herman in sod., 2005).

3.2.1.2.1 Dusenje (ang. Quenching)

Intenziteta fluorescence se lahko spreminja ze zaradi nihanja temperature, saj visja
temperatura povzroci hitrejSe gibanje molekul — ve¢ medmolekulskih trkov, kar privede do
spros€anja energije v obliki toplote in posledicno do nizje intenzitete fluorescence. Tudi
viskoznost vpliva na intenziteto fluorescence, in sicer vecja, kot je viskoznost, pocasneje se
molekule topila gibljejo, kar povzro¢a manj medmulekulskih trkov in s tem vecjo
intenziteto fluorescence. Na intenziteto fluorescence vpliva tudi pH, vrsta topila,
koncentracija raztopljenega kisika, koncentracija denaturantov, procesa oligomerizacije in
koncentracija molekul v vzorcu ter sama struktura molekule (konjugiranost, funkcionalne
skupine, togost ipd.) (Lakowicz, 2006).

Poznamo ve¢ mehanizmov duSenja. Najpogostejsa sta:
- dinamic¢no dusenje in
- staticno duSenje.

Pri naSem delu smo se srecali z dinami¢nim duSenjem. Dinami¢no dusenje zmanjSa
intenziteto fluorescence z zmanjSanjem molekul v vzbujenem stanju vzporedno z ostalimi
tovrstnimi procesi opisanimi v Jablonskem diagramu (Slika 13). To je proces, ko se Cas
fluoroforne molekule v vzbujenem stanju skrajSa na manj, kot je to tipi¢no za vzbujeno
fluoroforno molekulo oz. fluorescenco, in sicer 10 ns.

Odvisnost intenzitete fluorescence proteina v prisotnosti dusilca (F) od koncentracije
dusilca [Q] podaja Stern-Volmerjeva zveza:

Fy

o 14Ky <[] - (10)

kjer je Ksv Stern-Volmerjeva konstanta (M™) in F, intenziteta fluorescence proteina brez
dodanega dusilca.

Iz Ksv lahko izracunamo tudi biomolekulsko konstanto duSenja (kq) po enacbi 11:

Ksv=k, x7, ... (11)

kjer je 1, Zivljenjska doba fluorofora v odsotnosti dusilca izraZena v sekundah. kg, se podaja
vM's™ (Albani, 2007).
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Na spremembo intenzitete fluorescence ne vplivajo samo dusilci kot taki, ampak tudi npr.
dodatek liganda, ki se uporablja pri proucevanju vezave liganda na dolocCen tar¢ni protein
ali substrata na encim. V primeru, da imamo ve¢ razli¢nih ligandov/substratov, lahko s
pomocjo fluorimetrije to¢no doloc¢imo, kateri ligand/substrat se je vezal na protein/encim
(Vesnaver, 1978).

Poleg tega lahko z intenziteto fluorescence proucujemo tudi konformacijske lastnosti
spojin, stabilnosti liposomov in nanodelcev, imunoloskih reakcij in vezave substratov na
encime (Baumgartner, 1995; Schmid, 1997; Skoog in sod., 1996; Tompa, 2010).

Tekom naSega eksperimentalnega dela smo se posluzevali ravno proucevanju vezave
razlicnih ligandov (polifenolnih spojin) na tar¢ni protein (SEB in BSA) s tem, da smo
spremljali intenziteto fluorescence.

3.2.1.2.2 Vezava liganda na receptorsko mesto na proteinu

BSA protein ima v naravi (in vivo) transportno funkcijo, saj oskrbuje razlicna tkiva z
razli¢nimi metaboliti. Proucevanje vezave metabolitov (ligandov) na BSA protein nam
pove veliko o funkciji in vlogi tega. Glede na to, da je BSA protein Ze relativno dobro
raziskan protein, smo ga mi uporabili za vzporedno testiranje vezave ligandov
(polifenolnih spojin) na SEB protein in ugotavljali mehanizme vezave.

Pricakovali smo, da bomo proteinu (SEB ali BSA) spremenili oz. zmanjSali lastno
intenziteto fluorescence z dodatkom liganda (polifenolne spojine) ter s tem ugotavljali ali
se ligand (L) veze na protein (P) ali ne oz. ali se tvori kompleks protein—Iligand (PL) ali
ne. Enacba 12 opisuje kemijsko reakcijo proteina (SEB ali BSA) in ustreznega liganda
(Matias in Ana, 2002):

P+L< PL .. (1)

RavnoteZzno konstanto vezanja Kb lahko izrazimo kot:

Kb:% .. (12)

oz. konstanto disociacije

(L] [P],

Kd = [LP]

.. (13)

kjer je [L]r koncentracija prostega liganda, [P]¢ koncentracija prostega proteina v raztopini
in [LP] koncentracija kompleksa.
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V primeru interakcije med polifenolno spojino in proteinom pride do strukturnih
sprememb na proteinu. Ce pride do spremembe strukture v okolici fluoroforjev to zaznamo
v spremembi intenzitete fluorescence.

Aminokisline, zlasti aromatske aminokisline (Trp, Try in Phe) in aminokislina cistein
(Cys), so zelo uporabne za Studij proteinov tako z UV-VIS spektroskopijo kot s
fluorimetrijo (Albani, 2007). Obe spektroskopski metodi smo uporabljali pri proucevanju
vezave ligandov (polifenolnih spojin) na tar¢ni protein (SEB in BSA). Tako za UV-VIS
spektroskopijo kot za fluorimetrijo velja, da na intenziteto vplivajo temperatura, pH,
prisotnost encimov, ionska jakost, dodan denaturant in drugi dejavniki oz. dusilci
(Lakowicz, 20006).

Absorpcija triptofana (Trp) se pojavi v obmocju med 240 in 290 nm. V obmocju 292 in
294 nm se tvorijo znacilni vrhovi v spektrih Trp. V obmoc¢ju med 285 in 288 nm pa si
absorbcijski vrh lastita tako Trp kot Tyr. Trp ima najmoc¢nejSo lastno fluorescenco.
Absorpcijski maksimum ima pri 280 nm, emisijski maksimum pa pri 348 nm. Intenziteta
fluorescence Trp je zelo odvisna od okolja, v katerem se nahaja, saj je znano, da intenziteto
fluorescence Trp v proteinih dusijo sosednje protonirane skupine aminokislinskih ostankov
Asp in Glu, poleg tega pa na intenziteto fluorescence vpliva tudi polarnost oz. nepolarnost
okolja. V nepolarnem okolju (v notranjosti nativnega proteina) je intenziteta fluorescence
mocnejSa, vrh (maksimum) emisijskega spektra pa je pomaknjen k nizjim valovnim
dolzinam. Ce pa se Trp nahaja v polarnem okolju, kjer ga obdajajo molekule vode, ima
SibkejSo intenziteto in vrh emisijskega spektra je pomaknjen k daljSim valovnim dolzinam
(Lakowicz, 2006).

Slika 15: Triptofan (Trp)

Absorpcija tirozina (Tyr) se pojavi prav tako kot pri Trp v obmoc¢ju med 240 in 290 nm.
Vrhovi Tyr se prekrivajo z vrhovi Trp v obmoc¢ju med 285 in 288 nm. Za Tyr je znacilen
absorpcijski maksimum pri 274 nm in emisijski maksimum pri 303 nm. Nima mocne
fluorescence, a vseeno prispeva svoj delez k fluorescenci proteina, saj je ponavadi v
proteinu zastopan v vec¢jem Stevilu. Tyr intenziteta florescence je zelo obcutljiva na
sosednje Trp, ki fluorescenco dusijo (Cantor, 2006; Lakowicz, 2006).

Slika 16: Tirozin (Tyr)
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Absorpcija fenilanalina (Phe) se pojavi okrog 257 nm, med tem ko ima znacilne vrhove v
spektru pod 250 nm. NajSibkeje fluorescira fenilanalin (Phe), saj vsebuje poleg
benzenovega obroCa Se metilirano skupino. Absorpcijski maksimum ima pri 257 nm,
emisijski maksimum pa pri 282 nm. Zaradi tako nizke fluorescence Phe se ta meri samo v
primerih, ko v proteinu nista prisotna Trp in Tyr. Phe molekula je zaradi svoje Sibke
fluorescence zanimiva za tudiranje, kako struktura molekule vpliva na fluorescenco. Ce bi
npr. dodali v Phe molekulo hidroksilno skupino, bi se intenziteta fluorescence povecala za
20-krat, ¢e pa bi dodali indolno skupino, pa bi se intenziteta povecala za 200-krat (Mocz,
1999, Lakowicz, 2006).

Slika 17: Fenilanalin (Phe)

Absorpcija peptidne in disulfidne vezi, ki nastane med dvema molekulama cisteina (Cys),
se pojavi v obmoc¢ju med 190 in 230 nm in se lahko spremeni za faktor dva, ¢e pride do
sprememb v konformaciji proteina. Vecina raziskovalcev meni, da so spremembe v
absorpciji pri 230 nm proporcionalne spremembam absorpcije pri 280 nm, kjer peptidna
vez ne absorbira (Poklar, 1994). Disulfidna vez ima tudi sposobnost fluoresciranja

(Lakowicz, 20006).
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Slika 18: Cistein (Cys)
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Slika 19: Absorpcijski spekter aromatskih aminokislin (Trp, Tyr in Phe) (Albani, 2007)
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Slika 20: Emisijski fluorescenc¢ni spektri aromatskih aminokislin (Trp, Tyr in Phe) (Teale
in Weber, 1957)

Preglednica 8: Absorpcijske in fluorescen¢ne lastnosti aromatskih aminokislin (Trp, Tyr in
Phe) (Cantor, 20006).

Aromatska Absorpcija Fluorescenca
aminokislina Amax (NM) Amax (NM)
Trp 280 348
Tyr 274 303
Phe 257 282

V absorpcijskem spektru BSA imamo dva vrhova: prvega pri 230 nm in drugega pri 280
nm (Slika 21). Tovrsten spekter je znacilen za vse proteine. Vrh pri 280 nm je znacilen za
prisotne aromatske aminokisline v proteinu (Trp, Tyr in Phe) (Albani, 2007). Molarni
absorpcijski koeficinet za proteina se ponavadi poisce pri 280 nm.

2,5 1

2

-
w

Absorbanca

o
o

0 T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340

Valovna dolZina (nm)
Slika 21: Absorpcijski spekter BSA raztopine z molarno koncentracijo 1,25 x 10°M oz. z
masno koncentracijo 0,8 mg/ml v 20 mM HEPES pufru s pH 7,5
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Preglednica 9: Vsebnost aromatskih aminokislin v SEB in BSA (Gasteiger in sod., 2003)

Raziskovan Sekvenca Absorpcijski Stevilo aromatskih
protein proteina vrh aminokislinskih ostankov v
(St. aminok. ost.) (nm) strukturi proteina
Trp Tyr Phe
SEB 239 280 1 21 12
BSA 582 280 2 20 27

Na podlagi znanega Stevila Trp in Tyr, ki se nahajajo v proteinu, in na podlagi Stevila
cistinov (Cys-Cys) oz. Stevilu disulfidnih vezi (imajo sposobnost fluoresciranja) v proteinu,
ki nastanejo zaradi povezave dveh aminokislinskih ostankov cisteina (Cys), nam ExPASy
Proteomic Server s funkcijo ProtParam izraCuna molarni absorpcijski koeficient (Gasteiger
in sod., 2003).

Lahko si molarni absorpcijski koeficient izracunamo tudi sami po enacbi 14, ce poleg
Stevila Trp in Tyr za SEB in BSA poznamo tudi Stevilo disulfidnih vezi. SEB ima eno
disulfidno vez, BSA pa sedemnajst.

Exgonm = Stevilo(Tyr) x 1490 + Stevilo(Trp) x 5500 + Stevilo(Cys) x 125 .. (14)

kjer je Stevilo (Tyr, Trp in Cys) Stevilo aminokislin v sekvenci nasega proteina, med tem
ko so Steviléne vrednosti za posamezno aromatsko aminokislino vrednosti vzbujanja za
posamezno nativno aminokislino, pomerjeno v vodi pri 280 nm (Gill in von Hippel, 1989).

Iz tega sledi, da molarni absorpcijski koeficient za SEB znasa €50nm = 36915 cm™'M™ in
BSA £50mm = 42925 em™ M,

Fluorescencne spektre, kot jih prikazuje slika 19, posnamemo s fluorimetrom.



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 42
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

3.2.1.2.3 Opis fluorimetra

Kot vir svetlobe je obicajno uporabljena visokotla¢na ksenonova Zarnica (Xe), lahko pa se
uporabljajo tudi Zivosrebrne Zarnice in laserji. Xe zarnica daje zvezni spekter v obmocju
valovnih dolzin med 270-700 nm (Lakowicz, 2006).

Funkcija monokromatorja za vzbujevalno svetlobo je, da prepusca svetlobo tiste valovne
dolzine, s katero zelimo vzbujati molekule vzorca v raztopini. Snop svetlobe iz
monokromatorja za vzbujevalno svetlobo nato nadaljuje pot do kivete z raztopino. Vzorec
del svetlobe absorbira. Fluorofori del absorbirane svetlobe emitirajo v obliki fluorescence.
Emitirana svetloba potuje naprej skozi rezo na monokromator in naprej na detektor oz.
fotopomnozevalko, ki se obicajno nahaja pod kotom 90°, kar Se zmanj$a morebitne motnje
zaradi svetlobe drugih virov. Ravno ta lastnost fluorimetriji omogoca tudi do nekaj
tisockrat boljSo mejo detekcije, kot jo imajo spektrofotometri, in je tako metoda zelo
uporabna pri delu z vzorci z nizkimi koncentracijami in majhnimi volumni vzorca
(Lakowicz, 20006).

Z fluorimetrom merimo intenziteto fluorescencne svetlobe v odvisnosti od njene valovne
dolzine, nastavljene z emisijskim monokromatorjem. Tako posneti spektri se imenujejo
emisijski fluorescencni spektri (Vesnaver, 1978).
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Slika 22: Shema fluorimetra (Poklar Ulrih, 2010)
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3.2.2 Dolocitev termodinamskih parametrov termi¢ne denaturacije proteinov na
osnovi enostopenjskega modela

Proteini so sestavljeni iz zaporedja aminokislin, ki so med seboj povezane s kovalentnimi,
peptidnimi vezmi. Loc¢imo §tiri tipe proteinske strukture:

- Primarna struktura, ki oznacuje zaporedje aminokislinskih ostankov v polimerni
verigi, ki so povezani med seboj s kovalentnimi vezmi.

- Sekundarna struktura, za katero so znacilne pravilno in ponavljajoe se
razporeditve polipeptidne verige, kot sta a-vijacnica in B-struktura, in so povezani z
intramolekularnimi interakcijami, ki so prav tako prisotne pri terciarni strukturi.

- Terciarna struktura, ki predstavlja tridimenzionalno strukturo proteina.

- Kvartarna struktura, ki oznacuje povezavo dveh ali ve¢ polipeptidnih verig v bolj
kompleksnejSe enote, ki so med seboj povezane z intermolekularnimi interakcijami.

Proteini se v fizioloskih razmerah (doloCena temperatura, pH, ionska jakost, dielektricna
konstanta) nahajajo v specifi¢ni tridimenzionalni nativni obliki. Ce protein izpostavimo
okolju s spremenjenimi prej omenjenimi parametri, pa lahko pride do razvitja ali
denatruacije tega. V naSem primeru smo se posluzevali denaturacije proteina s poviSanjem
temperature.

Pri procesu denaturacije pride do porusitve sekundarne, terciarne in kvartarne strukture, saj
se porusijo nekovalentne vezi, med tem ko se primarna struktura obori, saj ne pride do
cepitve peptidnih vezi (Poklar, 1994). Temperaturo, pri kateri je delez denaturiranih
molekul enak delezu molekul v nativnem stanju, imenujemo temperatura denaturacije (Td).

Proces denaturacije smo spremljali z UV-VIS spektrofotometrijo in fluorimetrijo.
Denaturacijske krivulje, ki so ponavadi sigmoidne oblike, prikazujejo temperaturno
odvisnost absorbance raztopine proteina (UV-VIS spektrofotometrija) ali odvisnost
intenzitete fluorescence proteina (fluorimetrija). T4 smo dolocali na dva nacina, in sicer
graficno, kjer smo iz UV-termograma oz. iz fluorescencnega termograma dolocili
polovi¢no razdaljo med platojema termograma v obliki sigmoidne krivulje in drugim
nac¢inom, kjer smo uporabili prvi odvod absorbance po temperaturi.

Pri doloc¢anju termodinamskih sprememb (standardne molarne entalpije) v posameznih
modelih denaturacije je osnovana na termodinamski analizi denaturacijskega procesa. S
predpostavko, da je proteinska denaturacija ravnotezni prehod med dvema
makroskopskima stanjema, nativnim (N) in denaturiraim (D). Na podlagi enostopenjskega
modela za reverzibilen prehod lahko zapiSemo ravnotezje:

N«~<D 5D ... (15)
kjer je K”(T) ravnotezna konstanta denaturacije in je za dani model definirana kot
f f
K 0/ T —_D _ D
(T) f, 1-1f, ..(17)

kjer je fp delez proteina v denaturirani obliki in fy delez proteina v nativni obliki.
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Konstanta K” je povezana s standardno prosto entalpijo denaturacije (AG®) prek enacbe:
AG” =—RT InK" ... (18)

Iz enacbe §t. 17 in enacbe §t. 18 izrazimo delez denaturirane oblike proteina fp.

f
AG"” =-RT In—2 ... (19)
~'p
fp pri dolo€enih pogojih lahko izracunamo iz spektroskopskih podatkov.
Termi¢no denaturacijo proteina pri dani temperaturi lahko izrazimo tudi kot fp(T):
(M) -1, (T)
fo(M)=——>-—"— ... (20)
()~ 1, (T)

kjer I(T) merjen signal (absorbanca ali intenziteta fluorescence) pri dani temperaturi (T),
IN(T) in Ip(T) pa sta vrednosti signala (absorbance ali intenzitete fluorescence) nativnega
in denaturiranega stanja pri isti temperaturi. Vrednosti In(T) in Ip(T) lahko dobimo pri
katerikoli temperaturi v prehodnem obmocju z linearno ekstrapolacijo dela sigmoidne
krivulje, ki ustreza nativnemu oz. denaturiranemu stanju (Poklar in Vesnaver, 2000).
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Slika 23: Primer denaturacijske krivulje

Iz denaturacijske krivulje od¢itamo temperaturo denaturacije Td (K) pri fd = 0,5 in AT (K).
Iz dobljenih podatkov lahko izradunamo termodinamske vrednosti AH’(Td) po naslednji
enacbi:
o 2 1
AH"(Td) =4RTd XAT ... (21)
kjer R (Jmol'K™") predstavlja splogno plinsko konstanto, Td (K) temperaturo denaturacije
in AT (K) razliko v temperaturi med denaturiranim in nativnim proteinom.
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3.2.3 Eksperimentalni del
3.2.3.1 Titracija SEB in BSA proteina z nekaterimi polifenolnimi spojinami

Meritve smo opravili pri 25 °C v kvar¢ni kiveti z dolzino opti¢ne poti 10 mm. V kiveto
smo dodali 500 pl raztopine proteina in nato zaceli dodajati po 2 ul raztopine polifenolov.
Zacetna koncentracija proteina SEB v vzorcu je bila 0,012 + 0,001 mg/ml in zaletna
koncentracija BSA 0,082 + 0,001 mg/ml. Oba proteina sta bila pripravljena v 20 mM
HEPES pufru s pH=7,5. Postopoma smo dodajali ustrezen volumen polifenolne raztopine s
koncentracijo 0,1 mM, dokler nismo dosegli molskega razmerja 1 : 3 med proteinom in
polifenolno spojino. Po vsakem dodatku raztopine polifenola je bil posnet fluorescencni
spekter.

Emisijski spektri so bili posneti z instrumentom Carry Eclipse Fluorimeter in s programom
Scan ver. 1.1(132).

3.2.3.1.1 Parametri merjenja fluorescence raztopine SEB proteina

Za titracijo SEB proteina smo uporabljali naslednje raztopine polifenolov: EGC, EGCG,
KAM in KAM-G.

Titracijo SEB proteina smo izvedli pri dveh razli¢nih valovnih dolZzinah vzbujanja, saj smo
spremljali fluorescenco dveh aromatskih aminokislinskih ostankov; Tyr in Trp. Tyr smo
vzbujali pri 275 nm, med tem ko smo Trp vzbujali pri 295 nm. Emisijski spekter smo
posneli med 290 in 600 nm za Tyr oz. med 310 in 600 nm za Trp. Sirina rez
monokromatorja za vzbujevalno in izsevano svetlobo je bila nastavljena na 5 nm,
obcutljivost fotopomnozevalke je bila 600 V in hitrost snemanja je bila nastavljena na 120
nm/min. Spektre smo korigirali s korekcijskim spektrom fotopomnozevalke. Na 12 min
smo vzorcu dodali ustrezen volumen polifenolne raztopine s koncentracijo 0,025 mM,
dokler nismo dosegli molskega razmerja 1:3 med SEB proteinom in polifenolno spojino.

Zaradi dodajanja raztopine polifenolnih spojin je prihajalo do razred¢evanja SEB proteina
v kiveti. Tako smo od posnetih emisijskih spektrov SEB proteina odsteli spektre topila in
jih korigirali z razred¢itvenim faktorjem tako kot to opisuje spodnja enacba:

Fo = (z—k)>< F, ... (22)

z

kjer F, predstavlja izmerjeno intenziteto fluorescence, Fy Kkorigirano intenziteto
fluorescence, V, (ml) zaCetni volumen proteina v kiveti in Vi (ml) konéni volumen
raztopine v kiveti po dodanem volumnu polifenolne raztopine.



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 46
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

3.2.3.1.2 Parametri merjenja fluorescence raztopine BSA proteina

Za titracijo BSA proteina smo uporabljali naslednje polifenole: EGCG, EGC, KAM-G,
KAM, ECG, KAV, KVER, NAR, p-KUM in R.K.

Titracijo raztopine BSA proteina smo izvedli pri valovni dolzini vzbujanja 280 nm.
Emisijske spektre smo snemali med 290 in 600 nm. Sirina rez monokromatorja za
vzbujevalno in izsevano svetlobo je bila nastavljena na 5 nm, obcutljivost
fotopomnozevalke je bila 600 V in hitrost snemanja 120 nm/min. Spektre smo korigirali s
korekcijskimi spektrom fotopomnozevalke. Na 12 min smo vzorcu dodali ustrezen
volumen polifenolne raztopine s koncentracijo 0,1 mM.

Od vseh posnetih emisijskih spektrov smo odsteli spekter topila ter jih korigirali s
faktorjem razredCitve zaradi dodajanja polifenolne raztopine.

3.2.3.1.3 Obdelava izmerjenih emisijskih spektrov po zakljuceni titraciji

Iz korekcijskih spektrov SEB in BSA smo odcitali valovne dolzine in maksimalne
intenzitete dobljenega vrha (prvi vrh). Iz teh podatkov smo izrisali tudi graf, ki prikazuje
intenziteto fluorescence (a.u.) v odvisnosti od mnozinskega razmerja fenolne spojine in
proteina pri doloceni valovni dolZini. Izrisali pa smo tudi Stern-Volmerjev graf v
odvisnosti od mnozinskega razmerja koncentracije dodane fenolne spojine iz katerega smo
potem izracunali tudi Stern-Volmerjevo konstanto vezanja (Ksy).

3.2.3.2 Doloc¢anje temperature denaturacije proteina z UV-VIS spektrofotometrijo in
fluorimetrijo

Spremljali smo absorbanco in intenziteto fluorescence proteina v prisotnosti polifenolne
raztopine v odvisnosti od temperature. Hitrost segrevanja je bila 1 °C/min v temperaturnem
intervalu od 20 °C do 95 °C. Vzorec smo nato ohladili nazaj na 20 °C in ponovno segrevali
s hitrostjo 1 °C/min do 95 °C.

Z UV-VIS metodo smo dolocali temperaturo denaturacije samo BSA proteinu in ne tudi
SEB proteinu, saj nismo imeli zadostne koli¢ine SEB proteina za analizo.

3.2.3.2.1 Dolocanje temperature denaturacije BSA proteina z UV-VIS spektrofotometrijo

Absorpcijski spektri so bili posneti z UV-VIS spektrofotometrom Cary 100 Bio in s
programom Thermal ver. 3.00/182.

Uporabili smo naslednje polifenolne spojine KAM-G, KAM, KAV in p-KUM. Za te
spojine smo se odlocili zaradi tega, ker smo lahko spremljali prehod nativnega proteina v
denaturirano obliko. Vpliv vseh polifenolnih spojin na termic¢no stabilnost BSA smo
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spremljali tudi fluorimetricno, saj je fluorimetrija veliko bolj obc¢utljiva metoda od UV-VIS
spektrofotometrije.

Zacetna koncentracija BSA je bila 0,8 mg/ml oz. 1,25 x 10 M in molarnost polifenolnih
raztopin pa 0,1 mM. Za merjenje smo uporabili 1,4 ml kvar¢no kiveto z dolzino opticne
poti 10 mm.

Pri spremljanju termi¢ne denaturacije BSA smo snemali tudi absorpcijske spektre pri
temperaturah T1, T2, T3, T4 in TS5, kot prikazano na sliki 24. Absorpcijske spektre smo
posneli v HEPES pufru s pH = 7,5 (kontrolni vzorec), raztopini BSA (s koncentracijo 1,25
x 10 M), pripravljenim v HEPES pufru s pH = 7,5 kot tudi BSA proteinu z ustreznim
ligandom v molskem razmerju 1 : 1.

50 T4=95°C

_g:l,
g talilna talilna

g Lrn'ul]*u 1 l\nvu.lj“n 2

"E; nl'n]*u]*m]e- |:|l|.l'1]111]9

g = IU o T3 =20°C =100

Slika 24: Shematicni prikaz temperaturnega rezima pri spremljanju termi¢ne denaturacije z
UV-VIS spektrofotometrijo in s fluorimetrijo

Termi¢no denaturacijo smo spremljali od T1 do T2 in od T3 do T4, tako kot prikazuje slika
24. BSA protein smo vzbujali pri 280 nm. Vsi eksperimenti so bili izvedeni pri molskem
razmerju protein : polifenol =1 : 1.

Za vsak opti¢no zaznan prehod smo dolocili temperaturo denaturacije (Td). Podane
vrednosti Td so povprecje dveh lo¢enih meritev.

Posnete UV termograme normaliziramo in od¢itamo temperaturo denaturacije (Td) za BSA
proteina v odvisnosti od dodane kolicine polifenolne spojine.
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3.2.3.2.2 Dolocanje termicne stabilnosti SEB in BSA proteina s fluorimetrijo

Emisijski spektri so bili posneti z instrumentom Carry Eclipse Fluorimeter in s programom
Thermal ver. 1.1(133).

Pri izvedbi termic¢ne denaturacije smo snemali tudi fluorescencne spektre pri temperaturah
T1, T2, T3, T4 in T5, kot je to prikazano na sliki 24. Fluorescencne spektre SEB in BSA
smo posneli v prisotnosti polifenolov v molskem razmerju 1 : 1.

Termi¢no denaturacijo smo spremljali od T1 do T2 in od T3 do T4, tako kot prikazuje slika
24,

Termi¢no stabilnost SEB smo proucevali v prisotnosti naslednjih polifenolov: EGCG,
EGC, KAM-G in KAM s koncentracijo 0,025 mM. Zacetna koncentracija SEB proteina je
bila 0,012 + 0,001 mg/ml oz. 4,4 x 107 M. Za merjenje smo uporabili kvar¢no kiveto z
dolzino opti¢ne poti 10 mm. V kiveto smo dodali 500 pl proteina in nato dodali ustrezen
volumen polifenola ter vsebino dobro premesali. Molsko razmerje med raztopino SEB
proteina in polifenolno spojino je bilo 1 : 1. Valovni dolzini sta bili 275 nm za Tyr in 295
nm za Trp. Emisijo smo spremljali pri Aep, = 328 nm.

Termi¢no stabilnost BSA smo proucevali v prisotnosti naslednjih polifenolov: EGCG,
EGC, KAM-G, KAM, ECG, KAV, KVER, NAR, p-KUM in R.K. s koncentracijo 0,1 mM.
Zadetna koncentracija raztopine BSA proteina je bila 0,08 + 0,0061 mg/ml oz. 1,25 x 10
M. Za merjenje smo uporabili 2,5 ml kvar¢no kiveto z dolzino opticne poti 10 mm. V
kiveto smo dodali ustrezen volumen proteina in dodali ustrezen volumen polifenolne
raztopine ter dobro premesSali. Molsko razmerje med raztopino BSA proteina in
polifenolno raztopino je bilo 1 : 1. Valovna dolzina vzbujanja je bila 280 nm. Emisijo smo
spremljali pri Aem = 339 nm.

Za vsak prehod smo dolo¢ili temperaturo denaturacije (Td). Podane vrednosti Td so
povprecje dveh lo¢enih meritev.

Posnete fluorescencne termograme normaliziramo in od¢itamo temperaturo denaturacije
(T4) za SEB in BSA proteina v odvisnosti od dodane koli¢ine polifenolne spojine.
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3.2.4 Molekulsko modeliranje

Hiter razvoj molekularne biologije in tehnike je v zadnjih nekaj letih doprinesel ogromno
novega znanja o razumevanju bioloskih procesov na nivoju genov tako, da se je razvilo
novo znanstveno podrocje — strukturna biologija. Za razjasnitev Stevilnih biolosko
pomembnih procesov, ki se dogajajo na molekularnem nivoju (zvitje-razvitje proteinov,
delovanje encimov, S$tudij interakcij med samimi proteini in proteini z manjSimi
molekulami — ligandi, itd.) strukturni biologi uporabljajo med drugim tudi metode
molekulskega modeliranja.

V praksi se molekulskega modeliranja v veliki meri posluzujejo farmacevtska podjetja saj
z uporabo teoreticnih pristopov omogoca posnemanje obnaSanja atomov, molekul in
proteinov, kar vodi do optimizacije in racionalizacije nacrtovanja novih zdravilnih
ucinkovin (Kukol, 2008).

3.2.4.1 Metoda vgnezdenja ("docking”)

Vgnezdenje ("docking”) je postopek, s katerim lahko predvidimo, kako se ligand veze v
receptorsko mesto tarénega proteina. Pri tem postopku iS¢emo optimalno orientacijo
liganda glede na receptor (tar¢o). Metode vgnezdenja lahko delimo glede na to, v kaksni
meri uposStevajo notranje prostostne stopnje ligandov in receptorja:

— Rigidno vgnezdenje je najenostavnejSi primer vgnezdenja, kjer notranjih
prostostnih stopenj liganda in receptorja ne upoStevamo. V tem primeru
predpostavimo, da sta ligand in receptor togi molekuli (nimata vrtljivih vezi).

— Fleksibilno vgnezdenje, ki se ga v praksi najpogostejSe uporablja, je primer
vgnezdenja, kjer v tog model receptorja gnezdimo ligand, ki se nahaja v razli¢nih
konformacijskih stanjih.

— Vgnezdenje fleksibilnega liganda v fleksibilen model receptorja je izmed vseh
primerov vgnezdenja racunsko najzahtevnej$i problem. Tu poleg spreminjanja
konformacij liganda spreminjamo tudi konformacijo samega receptorskega mesta.

Druga pomembna naloga vgnezdenja je ocena interakcijske energije med ligandom in
receptorjem. Dobljene ocene so nam v pomo¢ pri razvr§anju oz. iskanju najustreznejSega
liganda za dolo¢eno tarco (Kuntz in sod., 1982).

Slika 25 shemati¢no prikazuje izvedbo vgnezdenja. Za uspe$no izvedbo vgnezdenja
najprej potrebujemo 3D strukturo receptorskega mesta (tarc¢e) in 3D strukturo liganda/ov,
ki ga/jih zelimo vgnezditi. Zelo pomembna faza v postopku je priprava tarce in liganda/ov,
od te faze so v veliki meri odvisni konéni rezultati. Tej fazi sledi vgnezdenje liganda/ov v
tar¢o. Samo vgnezdenje je optimizacijski postopek, pri katerem iS¢emo najugodnej$o pozo
liganda znotraj receptorskega mesta. V praksi med samim vgnezdenjem minimiziramo
energijsko funkcijo, ki predstavlja interakcijo med ligandom in tarco. Poza liganda nam
poda informacije o legi/orientaciji liganda glede na tarCo in/ali o konformacijskem stanju,
v katerem se ligand nahaja. Pomemben del postopka vgnezdenja je koncno vrednotenje
rezultatov, na podlagi katerih lahko razvrstimo ligande glede na njihovo afiniteto do tarce.
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Slika 25: Kljuc¢ni koraki v procesu vgnezdenja (Kukol, 2008)

3.2.4.1.1 Opis programa za vgnezdenje molekul — Glide program

Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) je program, ki smo ga v diplomskem
delu uporabili za vgnezdenje molekul v receptorsko mesto tarénih proteinov. Program
Glide je namenjen iskanju ugodnih interakcij med eno ali ve¢ manjSimi molekulami —
ligandi in ve¢jo molekulo — receptor (obi¢ajno protein). Vsak ligand je pri postopku
vgnezdenja molekul predstavljen kot ena sama molekula, receptor pa lahko sestoji iz vec
kot ene molekule; receptor je na primer lahko kompleks med proteinom in kofaktorjem.

Program Glide lahko poganjamo na dva nacina: pri prvem nacinu (rigidno vgnezdenje) za
ligand predpostavimo, da je toga struktura, pri iskanju optimalne interakcije med ligandom
in receptorjem spreminjamo le lego in orientacijo liganda glede na receptor; pri drugem pa
(fleksibilno vgnezdenje) pa v postopku iskanja optimalne interakcije liganda z receptorjem
poleg lege in orientacije liganda nasproti receptorju spreminjamo tudi konformacijsko
stanje liganda. Lego in orientacijo liganda glede na receptor, ki se nahaja v dolo¢enem
konformacijskem stanju, imenujemo poza (Kukol, 2008).

Postopek vgnezdenja s programom Glide je hierarhicen in poteka v Stirih stopnjah. V prvi
stopnji program z geometrijskimi kriteriji ugotavlja vse mozne razporeditve in orientacije
liganda v tockah znotraj aktivnega mesta receptorja, ki tvorijo mrezo z razmikom 2 A. V
drugi program ovrednoti interakcije vseh moznih razporeditev/orientacij liganda znotraj
receptorja, dobljenih v prvi fazi vgnezdenja. Za vrednotenje interakcij je v tej fazi
uporabljena diskretna verzija ChemScore empiri¢ne funkcije ocene interakcij (Blundell in
sod., 1987). Nekaj sto najbolj ovrednotenih poz dodatno energijsko minimiziramo znotraj
interakcijskega polja receptorskega mesta, pri tej minimizaciji vedno spreminjamo tako
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translacijske in rotacijske prostostne stopnje, v primeru, da gre za fleksibilno vgnezdenje,
pa spreminjamo tudi torzijske kote wvrtljivih vezi. V cetrti stopnji za vsako od
minimiziranih poz izracunamo GlideScore (Gscore) po enacbi:

Gscore = 0.065 x vdW +0.130 x Coul + Lipo + HBond + Metal + BuryP + RotB + Site

.. (23)

kjer posamezni c¢leni v enacbi pomenijo: vdW — van der Waalsova energija; Coul —
Coulombska (elektrostatska) energija; Lipo — lipofilne energije; HBond — energija
vodikovih vezi; Metal — energija vezave kovinskih ionov; BuryP — »kazen« za polarne
skupine; RotB — »kazen« za zamrznjene rotirajoCe vezi; Site — polarna interakcija med
aktivnimi mesti (Glide, 2009).

3.2.4.1.1.1 Predstavitev metode Monte Carlo

Metoda Monte Carlo je v domaci literaturi le redko predstavljena, Ceprav se jo v znanosti
pogosto posluzujejo. Leta 1930 jo je nakazal Enrico Fermi, 1946 pa teoreticno utemeljil
poljski matematik Stanislaw Ulam, med tem ko se je poglobil v matematicno ozadje igre
Solitare (Eckhardt, 1987). Nicholas Metropolis je prvi poimenoval to metodo kot Monte
Carlo metoda, in sicer je inspiracijo za ime dobil v mestu Monte Carlo (Monako). Pri igrah
na sreco je dobitek stvar nakljucja, naklju¢ne dogodke pa uporabimo tudi pri metodi Monte
Carlo: gre za racunske algoritme, kjer rezultate zberemo s slucajnim vzorcenjem
(Metropolis in Ulam, 1949).

S pomoc¢jo modernih in hitrih ra¢unalnikov je aplikacija Monte Carlo metode postala zelo
razSirjena in uporabna metoda. Uporabljajo jo v fiziki (transport delcev skozi snov),
matematiki (racunanje dolocenih integralov), biokemiji in farmaciji (simulacija interakcij
molekul, modeliranje materialov in kemikalij, obnaSanje nanostruktur, napovedovanje
proteinske strukture), medicini (nacrtovanje obsevalnih doz pri zdravljenju raka),
transportu (prometnih tokovih) in ekonomiji (analiza financnih modelov).

V naSem primeru smo se z metodo Monte Carlo srecali ob uporabi programa za
molekulsko vgnezdenje Glide (SchrOdinger). Z metodo Monte Carlo program Glide skusa
poiskati konformacijo liganda, ki se najbolj prilega receptorju. Postopek prilagajanja
liganda receptorju z metodo Monte Carlo poteka na naslednji nacin: najprej naklju¢no
spremenimo eno ali ve¢ zunanjih prostostnih stopenj molekule (rotacija, translacija) in/ali
torzijski kot ene ali ve¢ vezi v molekuli, nato izraGunamo interakcijsko energijo med
ligandom in receptorjem (V,). Ce je interakcijska energija med ligandom in receptorjem V,,
nizja od predhodnje interakcijske energije V, uporabimo dobljeno pozo liganda', kot
izhodiS¢no pozo za naslednji korak. V primeru, da je interakcijska energija V, visja od
predhodnice V izraunamo Boltzmanov faktor (B) po enacbi:

B = exp[-(V, -V, )/KT] ... (24)

' Poza liganda = pozicija + konformacija.
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kjer so V, nova interakcijska energija, V; stara interakcijska energija, k — Boltzmanova
konstanta in T temperaura. Ce je Boltzmanov faktor visji od nakljuéno izbranega stevila v
intervalu med 0 in 1, potem je poza liganda sprejeta; v nasprotnem primeru uporabimo kot
izhodisCe za naslednji korak predhodno pozo liganda (Leach, 2001; Rubinstein in Kroese,
2008, Kukol, 2008).

3.2.4.2 Metoda modelov na osnovi homologije

Vzporedno z razvojem molekularne biologije so se razvile tudi posebne podatkovne baze
ali banke, kjer so shranjeni strukturni podatki biolosko pomembnih molekul. Primer takSne
podatkovne banke je PDB (angl. Protein Data Bank) (Berman in sod., 2000). V PDB banki
je trenutno shranjenih 66212 struktur (29. Jun 2010), vecina teh (57298) je dolocena z
uporabo X-zarkovne difrakcije (ang. X-ray diffraction). Kljub temu, da PDB banka
podatkov vsebuje ze ogromno resenih 3D struktur, biolosko pomembnih molekul, e vedno
pogosto naletimo na vrzel v podatkovni banki (ne najdemo proteina, ki nas zanima). Kadar
v podatkovni banki ne najdemo ustrezne 3D strukture, pogosto strukturo zgradimo na
osnovi homologije, kar smo naredili tudi mi.

Modeliranje na osnovi homologije temelji na dveh glavnih predpostavkah, in sicer:

1. Struktura je za vsako vrsto proteina unikatna in je doloCena z natan¢nim
aminokislinskim zaporedjem. Znana aminokislinska sekvenca vsaj v teoriji
zadostuje za pridobitev 3D strukture (Blundell in sod., 1987; Johnson in sod., 1994;
Krieger in sod., 2003).

2. Med evolucijo se je struktura proteinov bolj ali manj ohranila saj, ponavadi ne
prihaja do vecjih in nenadnih sprememb, a do mutacij, ki se dogajajo na nivoju
genskega zapisa, vseeno pride. Tovrstne mutacije praviloma ne pustijo vecjih
sprememb na strukturi proteina, tako da lahko recemo, da imajo proteini s sorodnim
genskim zapisom skoraj identicno 3D strukturo proteina. To povezavo sta prva
ugotovila Chothia & Lesk (Chothia in Lesk, 1986), in kasneje pa Sander &
Schneider to Se koli¢insko dolo¢ila (Sander in Schneider, 1991).

Dokler dolzina dveh razliénih aminokislinskih zaporedij in odstotek identi¢nosti zaporedja
ostane v obmoc¢ju »varno« oznacenem na sliki 26, je podobnost proteina prakticno
zajaméena. Za primer vzemimo sekvenco proteina A (tar¢na sekvenca; ang. target),
sestavljeno iz 150 aminokislin, in za katero bi radi izdelali 3D strukturo na podlagi
homologije. Sekvenco proteina A primerjamo z vsemi sekvencami v PDB banki in dobimo
zadetek sekvence, ki ustreza proteinu B, sestavljenem iz 300 aminokislin. Protein B ima
regijo 150 aminokislin, ki se 50-odstotno ujema s sekvenco proteina A. Ta zadetek na sliki
26 pade v »varno« obmocje, kar pomeni, da je sekvenca proteina B primerna za t.i.
predlogo (ang. template). Z racunalniskim programom proteinu B odrezemo odvecno
aminokislinsko zaporedje in dobljeno predlogo mutiramo oz. ji spremenimo tiste
aminokisline, ki se razlikujejo od sekvence proteina A. Predloga je tako pripravljena za
homologijo.



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 53
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

60 - varno obmocje

50 - ><

obmocje somraka

0 1 1 1 L
0 50 100 150 200 250

Stevilo prileganih aminokislinskih ostankov

procent identi¢nih aminokislinskih ostankov

Slika 26: Slika prikazuje dve coni prileganja aminokislinskih ostankov. Ce se
aminokislinsko zaporedje dveh razli¢nih proteinov ujema v najmanj 50 % to vodi do
podobne strukture. V tem primeru pade tovrstno modeliranje v varno obmocje, ki je na
sliki oznac¢eno z modrim krizcem.

Modeliranje na osnovi homologije poteka v vec¢ korakih, in sicer:

1)

2)

3)

4)

Iskanje predloge in inicializacija prileganja z algoritmoma, kot sta BLAST (ang.
Basic Local Alignment Search Tool) ali FASTA, ki iS¢eta na podlagi tarcne
sekvence ustrezno predlogo v PDB banki podatkov, ki se uvrsti v »varno« obmocje
na sliki 28 (Lipman in Pearson, 1985; Pearson in Lipman, 1988; Altschul in sod.,
1990). Pri iskanju predloge program uporablja oz. ra¢una ustreznost/podobnost na
podlagi dveh matrik, in sicer:

a. Izmenjalna matrika aminokislinskih ostankov (ang. residue exchange
matrix) velikosti 20 % 20, kjer iS¢e podobnost za vsako od 20 aminokislin za
sekvenco A in B.

b. Primerjalna matrika, kjer primerjamo celotni sekvenci med seboj na podlagi
vrednosti, pridobljenih s prvo matriko - izmenjalno matriko
aminokislinskih ostankov.

Generiranje ogrodja je trivialni postopek, kjer pricnemo z grajenjem modela na
podlagi ogrodja predloge.

Modeliranje zank je potreben postopek, saj se v vecini primerov zgodi, da pri
postopku prileganja sekvenc pride do vrzeli tako na modelni sekvenci (izbrisi) kot
na predlogi (vstavki). Vrzeli na modelni sekvenci je potrebno zapreti, med tem ko
vrzeli na predlogi zapremo z vstavljanjem manjkajocih delov, ki jih dobimo iz
osnovne predloge. Oba postopka spremenita konformacijo ogrodja modelnega
proteina. Za modeliranje zanke poznamo dva glavna pristopa:

a. Brskanje po bazah podatkov (PDB baza podatkov), kjer pois¢emo Ze znane
zmodelirane zanke, ki jih enostavno prenesemo v na$ sistem s pomocjo
ustreznih rac¢unalniskih programov.

b. Ab initio pristop pri katerem iS¢emo energijsko najugodnej$o konformacijo
zanke. V ta namen lahko uporabimo metodo Monte Carlo. Pri daljsih
zankah je zaradi velikega Stevila prostostnih stopenj omenjeni postopek zelo
zamuden.

Modeliranje stranskih verig (ang. rotamers) ponavadi poteka tako, da enostavno
vstavimo v model poleg samega ogrodja tudi stranske verige iz predloge, saj s tem
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dosezemo vecjo natancnost kot, da bi s programom sami rekonstruirali stranske
verige.

5) Optimizacija modela je korak, pri katerem dobljeni model energijsko
minimiziramo. Pri tem koraku odpravimo dolo¢ene pomankljivosti modela, kot so
stericne ovire, neustrezne medatomske razdalje, nepravilna orientacija stranskih
verig. Rezultat optimizacije je v prvi vrsti odvisen od izbire polja sil, pa tudi od
izbire optimizacijske metode ter nastavitve konvergenénih pogojev.

6) Validacija modela nam pove, koliko napak vsebuje na§ homologni model, ki v
veliki meri izvirajo iz napak v predlogi. Ce je odstotek ujemanja sekvence A in B
ve€ji od 90 %, lahko tocnost modela primerjamo s to¢nostjo dolocitve kristalne
strukture. Ce procent ujemanja pade do 50 %, pomeni, da ima homologni model
veliko napak, a se ga d4 vseeno uporabiti. Ce pa procent ujemanja pade na 25 %, pa
pomeni, da ima homologni model zelo velike napake in se ga navadno ne
uporablja.

Po koncanem modeliranju je tezko oceniti ali je model pravi ali ne, saj je pri modeliranju
nemogoce upostevati vse faktorje, ki nastopajo v realnem svetu.

Kljub temu da obstajajo ze zelo dovrSeni racunalniski programi za molekulsko
modeliranje, ki upoStevajo ze veliko faktorjev, je vseeno rezultate, pridobljene s
homologijo potrebno potrditi tudi Se s prakti¢no izvedbo eksperimenta v laboratoriju.

3.2.4.2.1 Opis programskega paketa YASARA Structure

V naSem primeru smo za izgradnjo struktur na osnovi homologije uporabili programski
paket YASARA Structure (Yet Another Scientific Artificial Reality Application). Seveda
bi lahko pri delu uporabili tudi druge programe, ki so dostopni prek spleta kot [-TASSER
ONLINE streznik (Roy in sod., 2010) in drugi, a smo se odlo¢ili za program YASARA
Structure, ker imamo z njim najvec izkusen;.

YASARA je programski paket, ki ga s svojimi sodelavci od leta 1993 naprej razvija in
dopolnjuje dr. Elmar Krieger (Krieger in sod., 2002). Programski paket v najosnovnejsi
obliki (YASARA View) nam omogoca vizualizacijo molekulskih struktur. Najbolj
napredno verzijo tega programa (YASARA Structure) pa lahko uporabimo za modeliranje
biolosko pomembnih molekul, molekulsko dinamiko teh, molekulsko vgnezdenje ipd. Za
nase delo je posebno zanimiv modul, ki omogoc¢a modeliranje na osnovi homologije. Z
YASARO je postopek modeliranja (opisan zgoraj) na osnovi homologije popolnoma
avtomatiziran, edina informacija, ki jo potrebujemo za izdelavo modela, je aminokislinsko
zaporedje tarénega proteina. Rezultat izraCuna modela na osnovi homologije je ve¢ 3D
struktur tar¢nega proteina, ki so razvrS¢ene po padajoCem Z-faktorju, ki ga v primeru
YASARE uporabljamo kot merilo za kakovost modela. Z-faktor je statisticno merilo, ki
pove, koliko standardnih deviacij je doloc¢ena struktura odaljena od povprecja standardnih
referen¢nih struktur. Dobra lastnost YASARE je tudi ta, da vse nastavitve in rezultate
modela na osnovi homologije poda v dobro dokumentiranem porocilu v formatu HTML,
primernemu za objavo na spletu (Krieger in sod., 2002). YASARA Structure v PDB banki
podatkov is¢e ustrezno predlogo z BLAST algoritmom.
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4 REZULTATI

4.1 STUDIJ VEZAVE POLIFENOLNIH SPOJIN NA PROTEIN (SEB IN BSA)

4.1.1 Spremljanje strukturnih sprememb proteina s fluorimetrijo
4.1.1.1 Rezultati titracij SEB proteina z razli¢nimi polifenolnimi spojinami

Na sliki 27 so predstavljeni korigirani fluorescen¢ni spektri SEB proteina ob dodatku
EGCG (A), EGC (B), KAM-G (C) in KAM (D). Spektri predstavljajo povpre¢je dveh
paralelnih meritev. Izhodna koncentracija SEB proteina, raztopljenega v 20 mM HEPES
pufru s pH = 7,5 je bila 0,012 £ 0,001 mg/ml. Izhodne koncentracije polifenolnih spojin so
bile prav tako pripravljene v 20 mM HEPES pufru s pH = 7,5 s koncentracijo 0,1 mM.
Celoten eksperiment je potekal pri standardnih pogojih (T =25 °C, p = 101,3 kPa).

Intenziteto fluorescence smo spremljali v obmocju med valovnih dolzin od 290—-600 nm pri
valovni dolZini vzbujanja Aex = 275 nm (Slika 27) in v obmoc¢ju med valovnima dolzinama
310600 nm pri A = 295 nm (Slika 28). Ob dodatku 2 pl polifenolne spojine s
koncentracijo 0,1 mM k SEB proteinu smo dosegli koncentracijo v kiveti = 0,10 uM.
Vsebino kivete smo dobro premesali in pocakali 12 min, da se je vzpostavilo kemijsko
ravnotezje. Nato smo priceli z merjenjem. Z naknadnim dodajanjem osnovne raztopine
polifenolne spojine k raztopini SEB proteina smo pridobili Se koncentracije od 0,20 do
1,15 uM. Pri koncentraciji 1,15 uM je molsko razmerje proteina in polifenolne spojine
enako 1 : 3.
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Slika 27: Spremljanje sprememb intenzitete fluorescence SEB proteina ob dodatku EGCG
(A), EGC (B), KAM-G (C) in KAM (D) (Aex =275 nm, Ay = 328 nm, T =25 °C).
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Slika 28: Spremljanje fluorescencnih sprememb SEB proteina ob dodatku EGCG (A),
EGC (B), KAM-G (C) in KAM (D) (Aex =295 nm, e = 328 nm, T =25 °C).

S slike 27 in slike 28 je razvidno, da nobena od polifenolnih spojin ne spremeni oblike
spektra. Intenziteta fluorescence linearno pada z naraScajoco koncentracijo polifenolne
spojine. Sklepamo lahko, da verjetno prihaja bolj do povrSinskih interakcij med
uporabljenimi polifenolnimi spojinami (EGCG (A), EGC (B), KAM-G (C) in KAM (D)) in
SEB proteinom saj nismo zaznali ve¢jih padcov intenzitete fluorescence, ki bi lahko
nakazovale na mo¢nejSo vezavo polifenolnih spojin na SEB protien.

Rezultati odvisnosti normalizirane intenzitete fluorescence F/Fy x 100 v odvisnosti od
mnozinskega razmerja polifenolne spojine n(F.SP) in proteina n(SEB) pri dveh razli¢nih
valovnih dolzinah vzbujanja; Ax = 275 nm (A) in pri A = 295 nm (B) so predstavljeni na
sliki 29. Izmed vseh S§tirih testiranih polifenolnih spojin smo ugotovili, da EGC povzroca
najvecje spremembe v fluorescencni intenziteti proteina v primerjavi z KAM-G > KAM =
EGCG.
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S pomocjo izrisanih grafov (Slika 29), ki prikazujejo odvisnost intenzitete fluorescence
F/Fy x 100 merjene v odvisnosti od molskega razmerja polifenolne spojine n(F.SP) in SEB
proteina n(SEB) smo graficno predstavili padec intenzitete fluorescence ob dodajanju
posamezne polifenolne spojine. Padec intenzitete fluorescence se v tem primeru bolje vidi.
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Slika 29: Odvisnost normalizirane intenzitete fluorescence F/Fy x 100 merjene pri
Aem = 328 nm v odvisnosti od mnozinskega razmerja polifenolne spojine n(F.SP) in SEB
proteina n(SEB) pri Aex = 275 nm (A) in pri Aex = 295 nm (B).
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Iz padca intenzitete lahko s Stern-Volmerjevim grafom (Slika 30), ki prikazuje odvisnost
intenzitete fluorescence F/Fy merjene v odvisnosti od mnozinske koncentracije polifenolne
spojine od¢itamo Stern-Volmerjevo konstanto (Ksv), ki predstavlja naklon premice.
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Slika 30: Stern-Volmerjev graf za SEB protein (Fo/F) v odvisnosti od mnoZinske
koncentracije polifenolne spojine [uM].

Iz enacbe 10 smo izracunali Stern-Volmerjevo konstanto (Ksv), ki so podane v preglednici
10.
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Preglednica 10: Preglednica Stern-Volmerjevih konstant (Ksv) za SEB protein in
polifenolne spojine.

Polifenolna spojina Ksv (x 10°)
(M)
275 nm 295 nm
EGCG 467 £3 333+£1
EGC 563 £4 390+5
KAM-G 438 £2 300+ 4
KAM 360 £4 270 £ 4
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4.1.1.2 Rezultati titracij BSA proteina s polifenolnimi spojinami

Posneti fluorescencni spektri za BSA proteina ob dodatku EGCG (A), EGC (B), KAM-G
(C), KAM (D), ECG (E), KAV (F), KVER (G), NAR (H), p-KUM (I), RK (J) so prikazani
na sliki 31. Spektri predstavljajo povprecje dveh paralelnih meritev z upoStevanjem
faktorja razredc€itve. Izhodna koncentracija BSA proteina, raztopljenega v 20 mM HEPES
pufru s pH = 7,5 je bila 0,082 + 0,001 mg/ml. Izhodne koncentracije 0,1 Mm polifenolnih
spojin so bile pripravljene v 20 mM HEPES pufru s pH = 7,5. Celoten eksperiment je
potekal pri standardnih pogojih (T = 25 °C, p = 101,3 kPa). Fluorescen¢ne spektre smo
spremljali v obmocju valovnih dolzin 290 — 600 nm in pri valovni dolzini vzbujanja
Aex = 280 nm. Ob dodatku 2 pl polifenolne spojine s koncentracijo 0,1 mM smo dosegli
koncentracijo v kiveti = 0,40 uM. Vsebino kivete smo dobro premesali in po¢akali 12 min,
da se je vzpostavilo kemijsko ravnotezje. Nato smo priceli z merjenjem. Z naknadnim
dodajanjem osnovne raztopine polifenolne spojine k raztopini proteina smo pridobili Se
koncentracije od 0,79 do 3,10 uM. Pri koncentraciji 3,10 uM je molsko razmerje BSA

proteina in polifenolne spojine =1 : 3.
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Legenda: koncentracija polifenolne spojine v kiveti (uM)
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Slika 31: Fluorescencni spektri BSA proteina ob dodatku EGCG (A), EGC (B), KAM-G
(©), KAM (D), ECG (E), KAV (F), KVER (G), NAR (H), p-KUM (I), RK (J)
(Aex = 280 nm, Aepy = 339 nm, T =25 °C).
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Iz posameznih fluorescen¢nih spektrov BSA proteina ob dodatku polifenolnih spojin je
razvidno, da fluorescenca v okolici emisijskega maksimuma (340 nm) ob dodajanju
polifenolne spojine pada, poleg tega pa je razvidno, da se ob dodatku dolocenih
polifenolnih spojin premakne celo vrh BSA proteina. Prav tako je razvidno, da se struktura
BSA proteina verjetno spremeni ob dodatku EGCG (A) in ECG (E) med tem, ko ostale
polifenolne spojine na strukturo BSA proteina ne vplivajo.

Rezultati odvisnosti normalizirane intenzitete fluorescence F/Fy x 100 v odvisnosti od
mnozinskega razmerja polifenolne spojine n(F.SP) in BSA proteina n(BSA) so
predstavljeni na sliki 32. Izmed vseh 10 testiranih polifenolnih spojin, smo dobili najboljse
rezultate za EGCG in ECG saj na podlagi grafa (Slika 32) lahko sklepamo, da pri obeh
spojinah pride do vezave pri molskem razmerju n(BSA)/n(F.SP) = 1 : 1. Krivulja se od te
tocke naprej bistveno ne spreminja vec iz ¢esar lahko sklepamo, da je prislo do nasiCenja
BSA proteina s polifenonimi spojinami vsaj na vezavnih mestih v okolici Trp.

Pri drugi skupini polifenolnih spojin, ki vklju¢ujejo KVER, KAM, NAR in R.K. pride
verjetno do §ibkih interakcij z BSA proteinom med tem, ko pri p-KUM, KAM-G, KAV,
EGC ne pride do bistvenih sprememb v intenziteti fluorescence emisijskih spektrov.
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Slika 32: Odvisnost normalizirane intenzitete fluorescence F/Fy x 100 v odvisnosti od
mnozinskega razmerja polifenolne spojine n(F.SP) in BSA proteina n(BSA) (Aex = 280 nm,
Aem =339 nm, T =25 °C).
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S Stern-Volmerjevim grafom (Slika 33), ki prikazuje odvisnost intenzitete fluorescence
F/Fy merjene v odvisnosti od mnozinske koncentracije polifenolne spojine smo dolocili
Stern-Volmerjevo konstanto (Ksv) iz naklona premice.
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Slika 33: Stern-Volmerjev graf za BSA protein (Fo/F) v odvisnosti od mnozinske
koncentracije polifenolne spojine [uM].

Iz enacbe 10 smo izraCunali Stern-Volmerjevo konstanto (Ksv). Dobljene vrednosti so
podane v preglednici 11.

Preglednica 11: Preglednica Stern-Volmerjevih konstant (Ksv) za BSA protein in

polifenolne spojine.

Polifenolna Ksv (x10°) Kk, (x10")
spojina [M]'1 [M><s]'1
—» EGCG 922 +3 184,3 + 0,6
EGC 35,1+0,2 7,00 £ 0,04
KAM-G 68,0+£0,1  13,60+0,01
KAM 354,3+0,1 70,00+ 0,03
—» ECG 1361 + 13 272 +3
KAV 63,3+0,5 12,6 £ 0,1
KVER 400 =+ 1 80,0 + 0,3
NAR 293,6+0,2 58,00+ 0,03
p-KUM 83 £2 16,6 + 0,4
R.K. 265,0+0,1 54,00+ 0,03

* 1, za BSA znaga 5x10” s (Papadopoulou in sod., 2005).
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4.1.2 Spremljanje spremembe temperature denaturacije s fluorimetrijo
4.1.2.1 Rezultati termi¢ne denaturacije SEB proteina z razli¢nimi polifenolnimi spojinami

V primeru, da pride do interakcije ali vezave polifenolne spojine s SEB proteinom
pri¢akujemo spremembo temperature denaturacije SEB proteina. Polifenolne spojine lahko
protein stabilizirajo (pricakujemo visjo temperaturo denaturacije) ali destabilizirajo
(pricakujemo nizjo temperaturo denaturacije). Poleg tega pa smo tudi preverili, Ce je proces
denaturacije za SEB protein reverzibilen in sicer tako, da smo najprej izvedli prvo
segrevanje od 20 do 95 °C (Slika 34: A, C) in nato Se drugo segrevanje vzorca v istem
temperaturnem obmocju (Slika 34: B, D). Slika 34 prikazuje intenziteto fluorescence v
odvisnosti od temperature.
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Slika 34: Intenziteta fluorescence merjena pri Aem = 328 nm v odvisnosti od temperature pri
Aex = 275 nm (A, B) in pri A& = 295 nm (C, D). Slika prikazuje normalizirane
fluorescen¢ne denaturacijske krivulje za SEB in SEB z dodanimi polifenolnimi spojinami
v molskem razmerju SEB protein : polifenolna spojine =1 : 1.
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Slika 34: Intenziteta fluorescence merjena pri Aem = 328 nm v odvisnosti od temperature pri
Aex = 275 nm (A, B) in pri A& = 295 nm (C, D). Slika prikazuje normalizirane
fluorescen¢ne denaturacijske krivulje za SEB in SEB z dodanimi polifenolnimi spojinami
v molskem razmerju SEB protein : polifenolna spojine =1 : 1.



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 65
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

Iz dobljenih normaliziranih fluorescen¢nih denaturacijskih krivulj smo poiskali linearen
del premice v obmoc¢ju nativnega (rumen del krivulje) in v obmocju denaturiranega dela
proteina (vijolicen del krivulje) ter dolocili enacbo premice. Dobljeno enacbo premice smo
uporabili pri ra¢unanju deleza denaturiranega SEB proteina (fd) (Slika 36).
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Slika 35: Intenziteta fluorescence merjene pri Aem = 328 nm v odvisnosti od temperature pri
Aex =275 nm (A) in pri Aex = 295 nm (B) za SEB protein.
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Na podlagi enacb premic, ki smo jih dobili na nacin predstavljen na sliki 35 smo uporabili
za izres krivulj deleZa denaturiranega SEB proteina (fd) v odvisnosti od temperature. 1z
naklona premice oznacenega na sliki 36 dobimo vse potrebne podatke za dolocitev
temperature denaturacije (Td) in izra¢un termodinamske vrednosti po enacbi 21 (AH(Td))
kar je natan¢neje prikazano na sliki 23.
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Slika 36: Delez denaturiranega SEB proteina pri Aem = 328 nm v odvisnosti od temperature
pri Aex =275 nm (A) in pri Aex =295 nm (B), pH= 7,5
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Reverzibilnost denaturacijskega procesa SEB proteina smo preverili tudi s snemanjem
fluorescen¢ni spektrov pred termicno denatutracijo pri temperaturi 20 °C (moder spekter),
ob koncani termi¢ni denaturaciji pri temperaturi 95 °C (vijolicen spekter) in po termicni
denaturaciji, ko smo vzorec ohladili na 20 °C (rumen spekter). Sliki 37 in 38 prikazujeta
posnete fluorescencne spektre za SEB protein ob dodatku EGCG (A), EGC (B), KAM-G
(C), KAM (D) v molskem razmerju 1 : 1. Pogoji merjenja so isti kot pri pogojih termi¢ne
denaturacije SEB proteina. Spektri so posneti pri dveh valovnih dolZinah vzbujanja in
sicer: Aex =275 nm in Aex = 295 nm.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko potrdimo, da termicna denaturacija SEB proteina ni
reverzibilen proces.
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Slika 37: Fluorescencni spektri SEB proteina pred termi¢no denaturacijo (20 °C), pri 95 °C
in po termi¢ni denaturaciji (20 °C) ob dodatku EGCG (A), EGC (B), KAM-G (C), KAM
(D) v molskem razmerju 1 : 1, merjene pri Aey = 328 nm in Aex = 275.
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Slika 38: Fluorescencni spektri SEB proteina pred termi¢no denaturacijo (20 °C), pri 95 °C
in po termi¢ni denaturaciji (20 °C) ob dodatku EGCG (A), EGC (B), KAM-G (C), KAM
(D) v molskem razmerju 1 : 1, merjene pri Ay = 328 nm in Aex = 295.

Po nacinu, ki ga opisuje slika 23 smo dolocili temperaturi denaturacije (Td) in po enacbi 21
smo izracunali AH®(T4). Dolocene in izracunane vrednosti so podane v preglednici 12.

Preglednica 12: Termodinamski profil termi¢ne denaturacije SEB proteina v prisotnosti
razli¢nih polifenolnih spojin pri pH = 7,5

Molsko Tq AH°(Ty)
razmerje (K) (kJ/mol)

1:1 275 nm 295 nm 275 nm 295 nm
SEB 343,6 £0,2 343,9+0,2 325+ 12 242 + 6
EGCG 343,8+£0,2 343,4+0,2 335+ 12 305+ 19
EGC 3444 +0,2 343,4+0,2 364+ 11 292 £ 18
KAM-G 3440+0,2 343,6+0,2 333+ 18 309 £ 15
KAM 3440+0,2 342,4+0.2 341 £ 10 260 + 14
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4.1.2.2 Rezultati termi¢ne denaturacije BSA proteina z razli¢nimi polifenolnimi
spojinami

Spremembo temperature denaturacije, ki je posledica interakcij ali vezave polifenolnih
spojin na BSA protein smo dolocali na podlagi fluorescenc¢nih termogramov. Polifenolne
spojine lahko stabilizirajo BSA protein (pri¢akujemo visjo temperaturo denaturacije) ali
destabilizirajo (pricakujemo nizjo temperaturo denaturacije). Iz fluorescenénih
termogramov smo tudi preverili ali je proces denaturacije BSA proteina reverzibilen. To
smo preverili tako, da smo poleg prvega segrevanja od 20 do 95 °C (Slika 39: A, C) izvedli
Se drugo segrevanje vzorca v istem temperaturnem obmocju (Slika 39: B, D).
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Slika 39: Intenziteta fluorescence merjene pri Aem = 339 nm v odvisnosti od temperature pri
Aex = 280 nm. Slika prikazuje normalizirane fluorescencne denaturacijske krivulje za BSA
in BSA z dodanimi polifenolnimi spojinami v molskem razmerju BSA : polifenolna
spojine =1 : 1.
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Iz enakega nacin kot je predstavljen sliki 35 smo dolocili enacbe premic, ki smo jih
uporabili za izres krivulj deleza denaturiranega SEB proteina (fd) v odvisnosti od
temperature. Iz naklona premice (Slika 40) dobimo vse potrebne podatke za dolocitev
temperature denaturacije (Td) in izra¢un termodinamske vrednosti po enacbi 21 (AH(Td))
kar je natan¢neje prikazano na sliki 23.
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Slika 40: Deleze denaturiranega BSA proteina v odvisnosti od temperature (Ax = 280 nm,
Aem = 339 nm, pH =7.5)

Iz slike 40 lahko opazimo, da ECG krivulja odstopa iz povprecja iz Cesar lahko sklepamo,
da je verjetno priSlo do vezave ECG na BSA protein.

Slika 41 prikazuje fluorescencne spektre za BSA protein (A) in BSA protein ob dodatku
EGCG (B), EGC (C), KAM-G (D), KAM (E), ECG (F), KAV (G), KVER (H), NAR (D),
p-KUM (J), RK (K). Pogoji merjenja so isti kot pri pogojih termi¢ne denaturacije BSA
proteina. Spektri so posneti v obmocju valovnih dolzin od 290 — 600 nm, A, = 280 nm.
Fluorescen¢ni spektri so bili posneti pred termi¢no denatutracijo pri temperaturi 20 °C
(moder spekter), ob konc¢ani termi¢ni denaturaciji pri temperaturi 95 °C (rumen spekter) in
po termi¢ni denaturaciji, ko smo vzorec ohladili na 20 °C (vijolic¢en spekter).



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

71

A (nm)

Intenziteta fluorescence (a.u

A (nm)

—— BSA - pred denaturacijo — BSA - po denaturaciji

BSA-95 |

——EGCG - pred denaturacijo — EGCG - po denaturaciji

EGCG- % |

~ 450
5 400

450

Intenziteta fluorescence (a.u.)

Intenziteta fluorescence (a.u.

A (nm) A (nm)
—EGC - pred denaturacijo —— EGC - po denaturaciji EGC-95 ‘ — KAM-G - pred denaturacijo —— KAM-G - po denaturaciji KAM-G - 95 ‘
—~ 450
3
8 400
3 350 F
§ 300
H
° 250
S 200
S 150
£ 100
H
5 50
E o
290 310 330 350 370 390 410 430 450|
A (nm) A (nm)
—— KAM - pred denaturacijo —— KAM - po denaturaciji KAM - 95 ‘ ——ECG - pred denaturacijo —— ECG - po denaturaciji ECG - 95

)

Intenziteta fluorescence (a.u.

450

Intenziteta fluorescence (a.u.)
N N
5SLBR888
8883888

@
o3

H

A (nm)

N
P
S

310 330 350 370 390 410
A (nm)

—— KAV - pred denaturacijo —— KAV - po denaturaciji

KAV - 95

—— KVER - pred denaturacijo — KVER - po denaturaciji

KVER - 95

u)

Intenziteta fluorescence (a.

MWW s A
%8 &d&
338333

PR-R
3383

A (nm)

Intenziteta fluorescence (a.u.)
N
S
3

o

A (nm)

— NAR - pred denaturacijo — NAR - po denaturaciji

NAR - 95

—— P-KUM - pred denaturacijo — P-KUM - po denaturacij

pKUM - 95

Intenziteta fluorescence (a.u.)

290 310

330 350

370
A (nm)

390 410 430 450|

[—RK. - pred denaturacijo — RK. - po denaturaciji

RK.-95]

Slika 41: Fluorescenc¢ni spektri BSA proteina in BSA proteina ob dodatku polifenolnih
spojin merjenega v odvisnosti od valovne dolzine (Ax = 280 nm, Aen = 339 nm) pred
termi¢no denaturacijo (moder spekter), pri 95 °C (rumen spekter) in po termicni
denaturaciji (vijoli¢en spekter). Oznake na spektrih si sledijo: BSA protein (A) in BSA
protein ob dodatku EGCG (B), EGC (C), KAM-G (D), KAM (E), ECG (F), KAV (G),
KVER (H), NAR (I), p-KUM (J) in RK (K) v molskem razmerju 1 : 1.
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Na podlagi dobljenih rezultatov (Slika 41) lahko po vsej verjetnosti potrdimo, da termi¢na
denaturacija BSA proteina ni popolnoma reverzibilen proces.

Zanimalo nas je tudi, ali Cistost proteina vpliva na potek denaturacijske krivulje BSA
proteina in ali vpliva na spremembo temperature denaturacije in termodinamske vrednosti.
Slika 42 prikazuje fluorescencni termogram za BSA protein pripravljenem v 20 mM
HEPES pufrus pH=7,5.
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Slika 42: Intenziteta fluorescence merjena v odvisnosti od temperature (Aex = 280 nm,
Aem= 339 nm). Slika prikazuje normalizirane fluorescen¢ne denaturacijske krivulje za BSA
z 99-odstotno ¢istostjo in BSA z 97-odstotno Cistostjo.

Ugotovili smo, da je vpliv Cistosti v primeru BSA proteina malenkosten, kar prikazuje
preglednica 13.

Preglednica 13: Termodinamski profil termi¢ne denaturacije BSA proteina v prisotnosti

razli¢nih polifenolnih spojin pri pH = 7,5

Molsko Tq AH°(Ty)
razmerje (K) (kJ/mol)
1:1
BSA 99 % |323,8+0,2 147+ 1
BSA 97 % |3254+0,2 127 +2
EGCG 323,0+0,2 131 +2
EGC 323,0+£0,2 150+3
KAM-G 323,2+0,2 142 +£2
KAM 323,2+0,2 144+ 5
ECG 329,8 £0,2 181 +4
KAV 322,8+0,2 142 +3
KVER 322,4+0,2 136 +2
NAR 322,4+0,2 142+ 1
p-KUM 321,8+0,2 142 +2
R.K. 322,8+£0,2 140 + 4
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4.1.3 Spremljanje spremembe temperature denaturacije z UV-VIS spektroskopijo
za BSA

Tekom naSega eksperimentalnega dela smo Zeleli uporabiti tudi UV-VIS spektroskopijo za
dolo¢anje temperature denaturacije. Vemo, da je UV-VIS spektroskopija manj natanc¢na in
obcutljiva od fluorimetrije. Poleg tega pa je zahtevana koncentracija vzorca v kiveti v
primerjavi s fluorimetrijo visoka. V nasem primeru smo za fluorimetrijo uporabljali BSA s
koncentracijo = 0,08 mg/ml in za UV-VIS spektrometrijo = 0,8 mg/ml. Za proucevanje
primerjave UV-VIS spektrometrije in fluorimetrije smo iz ekonomicnih razlogov
uporabljali samo BSA protein. Enako kot pri fluorimetriji smo tudi z uporabo UV-VIS
spektrometrije zeleli dolociti temperaturo dentauracije BSA proteina ob dodatku razli¢nih
polifenolnih spojin. Prav tako pa smo zeleli preveriti ali je denaturacijski proces
reverzibilen in sicer tako, da smo izvedli najprej prvo segrevanje od 20 do 95 °C (A, C) in
nato Se drugo prav tako od 20 do 95 °C (B, D).
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Slika 43: Absorbanca v odvisnosti od temperature spremljana pri valovni dolzini A = 280
nm (A,B) in pri A = 293 nm (C, D). Slika prikazuje normalizirane absorpcijske
denaturacijske krivulje za BSA in BSA z dodanimi polifenolnimi spojinami v molskem

razmerju BSA : polifenolna spojina=1: 1.
se nadaljuje
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Slika 43: Absorbanca v odvisnosti od temperature spremljana pri valovni dolzini A = 280
nm (A,B) in pri A = 293 nm (C, D). Slika prikazuje normalizirane absorpcijske
denaturacijske krivulje za BSA in BSA z dodanimi polifenolnimi spojinami v molskem
razmerju BSA : polifenolna spojina=1: 1.
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Slika 44: Absorpcijski spektri posneti za BSA protein (A) in BSA protein z ustreznimi
polifenolnimi spojinami KAM-G (B), KAM (C), KAV (D), KVER (E) in p-KUM (F) v
molskem razmerju BSA protein : polifenolna spojina = 1 : 1 pri spremljanju termicne
denaturacije vzorca pri A = 280 nm. Absorpcijski spektri so bili posneti pred termi¢no
denaturacijo na 20 °C (moder spekter), po kon¢ani temeperaturni denaturaciji na 95 °C
(rumen spekter) in ponovno ohlajenemu vzorcu na 20 °C (vijolicen spekter).

Za prikaz zgoraj navedenih polifenolnih spojin smo se odlocili, ker smo dobili od vseh
spojin najboljSe rezultate za termi¢no denaturacijo ravno za te spojine. Pri ostalih spojinah
nismo dobili UV-termograme katere nismo mogli uporabiti za nadaljno obdelavo.
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Slika 45: Razlika absorpcijskih spektrov, pomerjenih pri 95 °C in absorpcijskih spektrov,
pomerjenih pri 20 °C, pred izvedbo termi¢ne denaturacije pri A = 280 nm.

Preglednica 14: Termodinamski profil termi¢ne denaturacije BSA v prisotnosti KAM,
dobljen z UV-VIS spektrofotometrijo pri valovni dolzini 280 nm in pH = 7,5.

Molsko Tq AH®(Ty)
razmerje 1:1 (K) (kJ/mol)
BSA 3272+0,2 218+3
KAM 3288+£0,2 291+£5
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Slika 46: Absorpcijski spektri posneti za BSA protein (A) in BSA protein z ustreznimi
polifenolnimi spojinami KAM-G (B), KAM (C), KAV (D), KVER (E) in p-KUM (F) v
molskem razmerju BSA protein : polifenolna spojina = 1 : 1 pri spremljanju termicne
denaturacije vzorca pri A = 293 nm. Absorpcijski spektri so bili posneti pred termicno
denaturacijo na 20 °C (moder spekter), po kon€ani temeperaturni denaturaciji na 95 °C
(rumen spekter) in ponovno ohlajenemu vzorcu na 20 °C (vijolicen spekter).

Za prikaz omenjenih in ne vseh polifenolnih spojin smo se odlo¢ili, ker smo dobili od vseh
spojin najboljse rezultate ravno za te spojine.
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Slika 47: Razlika absorpcijskih spektrov pomerjenih pri 95 °C, in absorpcijskih spektrov,
pomerjenih pri 20 °C, pred termi¢no denaturacijo BSA pri A =293 nm.
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4.2 MOLEKULSKO MODELIRANJE
4.2.1 Rezultati molekulskega modeliranja za SEB protein
4.2.1.1 Molekulsko vgnezdenje s programom GLIDE za SEB protein

Postopek vgnezdenja molekul s programom GLIDE je sestavljen iz ve¢ faz, in sicer:
priprava tarCe (receptorja); izracun interakcijskih mrez; priprava ligandov; vgnezdenje;
vizualizacija in analiza rezultatov.

3D strukturo stafilokoknega enterotoksina B smo nasli pod oznako 1SE3 v podatkovni
banki proteinskih struktur PDB. Omenjena struktura ima poleg proteinskega dela Se
kompleksiran oligosaharidni del gangliozida GM3. Protein smo pripravili s skriptnim
programom Protein Preparation Wizard (pozenemo ga v graficnem vmesniku Maestro —
programskega paketa Schrodinger suite), ki po vrsti izvede naslednje operacije:

v prvi fazi doloc¢i red vezi za vse vezi v proteinski strukturi, proteinu doda vodike, izbrise
vse vode, ki so za veC kot nastavljeno razdaljo oddaljene od proteina (v nasem primeru
smo zbrisali vse vode); v drugi fazi program dolo¢i vsa mozZna protonacijska in tavtomerna
stanja, v katerem se lahko nahaja ligand; tej fazi sledi za izbrano protonacijsko/tavtomerno
stanje optimizacija mreze vodikovih vezi v proteinu; v zadnji fazi molekulo Se energijsko
minimiziramo s programom Impact (Schrodinger suite; polje sil — OPLS2001,
konvergencni kriterij — RMSD = 0,30 A). Tako pripravljeno strukturo receptorja lahko
uporabimo kot osnovo za izdelavo interakcijskih mrez.

V nasledn;ji fazi uporabimo tako pripravljen receptor za izdelavo (izra¢un) interakcijskih
mrez. Ce ima taréni protein Ze vgnezden ligand, v obmo&ju katerega nameravamo
raziskati, le tega vzamemo za izhodisCe pri izgradnji interakcijskih mrez. V naSem primeru
smo imeli v vezavno mesto tar¢nega proteina vgnezden GM3. To mesto nam je sluZzilo za
postavitev prve mreZe, in sicer tako, da smo srediS¢e mreZe postavili v sredis¢e GM3
(Slika 48: SEB-Model 1). Ostala Stiri vezavna mesta pa smo poiskali s programom
SiteMap, ki je del programskega paketa Schrodinger Suite. Sledila je izdelava
interakcijskih mrez s programom GlideGrid (za SEB-Model 1), ki na podlagi podanih
parametrov izra¢una mreze interakcijskih polj. IzraGunane mreZe so shranjene v datoteki
arhivskega tipa. Programa za vgnezdenje Glide uporabi podatke shranjene v tej datoteki za
izraCun interakcij med receptorjem in ligandom. Sredis¢a preostalih Stirih mrez smo
dolocili na podlagi podatkov, dobljenih s programom SiteMap. Slika 48 prikazuje pet
razli¢nih obmoc¢ij, v katerih je program GlideGrid izracunal interakcijska polja.

Ligandi oz. 2D strukture polifenolnih spojin ki smo jih uporabili v nasi Studiji, so
predstavljeni v preglednici 5.
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SEB-MODEL1

SEB-MODEL4 SEB-MODEL5

Slika 48: Prikaz pet razli¢nih modelov za katere smo s programom GlideGrid (SEB-Model
1) in programa SiteMap (za ostale Stiri modele) izracunali interakcijska polja.

Vgnezdenje molekul smo izvrsili s programom Glide (ver. 5.0), ki ponuja tri postopke
vgnezdenja, in sicer Glide HTVS (High Troughput Virtual Screening), Glide SP (Standard
Precision) in Glide XP (Extra Precision). Ker smo imeli ligandov relativno malo, smo se
odlocili za uporabo najbolj natancnega postopka — Glide XP. Receptor je bil v postopku
vgnezdenja rigiden — uporabil sem vnaprej izracunane interakcijske mreze. Pri ligandih so
se poleg njihovih polozajev in orientacij glede na receptor spreminjali tudi torzijski koti
njihovih vrtljivih (enojnih) vezi.

Rezultati vgnezdenja polifenolnih ligandov na pet modelov SEB proteina so predstavljeni
v preglednici 15.
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Preglednica 15: Rezultati vgnezdenja polifenolov na modele SEB proteina

Ligand GlideXP Score
(kcal /mol)
Modell Model2 Model3 Model4 Model5

GM3* -8,84 -8,26 -8,98 -8,56 -7,83
EGCG -6,03 -8,02 -7,98 -6,81 -10,46
EGC -5,51 -6,47 -8,14 -6,69 -9,47
KAM-G -5,66 -5,73 -5,98 -6,97 -8,73
KAM -1,68 -4.49 -6,81 -431 -6,51

* Jzracunali smo GlideXP Score vrednosti za GM3. Izmed vseh rezultatov za GlideXP
Score vidimo, da ima GM3 v vseh modelih razen 5, najvisje vrednosti GlideXP Score, kar
naj bi pomenilo, da se ta zdravilna u¢inkovina dobro veze na SEB protein.

SEB-MODEL4 SEB-MODELS

Slika 49: Prikaz stirth modelov (SEB-Model 2-5) in poze Stirih ligandov z najnizjo
vrednostjo GlideXP Score
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Slika 50: EGCG vgnezden v potencialno vezavno mesto na SEB proteinu — model 5
(Ogljiki liganda so zeleni, proteina BSA pa sivi)

Slika 51: KAM-G vgnezden v potencialno vezavno mesto na SEB proteinu — model 5
(Ogljiki liganda so zeleni, proteina BSA pa sivi)
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4.2.2 Rezultati molekulskega modeliranja za BSA protein
4.2.2.1 Modeliranje proteina BSA s programom YASARA

Ker 3D strukture proteina BSA nismo nasli v podatkovni bazi proteinskih struktur (PDB),
smo strukturo omenjenega proteina zgradili z metodo na osnovi homologije, uporabili pa
smo programski paket YASARA Structure. Izgradnjo 3D strukture proteina smo zaceli z
izbiro ustrezne aminokislinske sekvence BSA proteina. Ustrezno sekvenco smo nasli na
strezniku UniProtKB/Swiss-Prot pod oznako P02769. Program YASARA v prvem koraku
zahteva sekvenco v zapisu FASTA, za BSA je sekvenca podana spodaj:

>BSA
MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPF
DEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEP
ERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYY
ANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVA
RLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKE
CCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRR
HPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKQNCDQFEK
LGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLIL
NRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLP
DTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVV
STQTALA

Sekvenca predstavlja aminokislinski zapis za BSA protein sestavljen iz zaporedja 607
aminokislin.

Parametri, ki smo jih nastavili za delovanje YASARE so bili standardni: za hitrost
modeliranja smo izbrali po€asen (bolj$i) nacin; Stevilo PSI-BLAST iterakcij smo omejili
na 6; Stevilo predlog (templates), uporabljenih za modeliranje 3D strukture BSA je bilo do
10; v primeru, da je bilo na voljo vec predlog z doloceno sekvenco, smo od teh predlog
uporabili le eno samo; Stevilo vzorcenj za vsako zanko v BSA je bilo 50.

YASARA je glede na podane parametre najprej s programom PSI-BLAST predlozila 13
struktur, katerih sekvence so podobne sekvenci tar¢nega proteina (BSA). V skladu s
pri¢akovanji je PSI-BLAST na prvih osem mest razporedil sekvence za ¢loveski serumski
albumin (HSA), katerega sekvenca se le za 4 % razlikuje od tarénega proteina — govejega
serumskega albumina (BSA). Ostale predlozene strukture so vsebovale sekvence
cloveskega proteina, ki veze D vitamin, tudi sekvenca tega proteina je zelo podobna
tarénemu proteinu, zaporedje obeh omenjenih sekvenc je v 75 % enako.

YASARA je nato na osnovi teh predlog zgradila 8 modelov, ki so podani v preglednici 16.
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Preglednica 16: Izhodne strukture na osnovi homologije, dobljene s programom YASARA
za BSA protein

Zap.St.  Z-score Struktura ID-modela Komentar
1 0,42 2BXK-A Optimalno
2 0,17 1HKS-A Optimalno
3 0,11 1BKE A Optimalno
4 0,1 3CX9-A Optimalno
5 0,07 1HK3-A Optimalno
6 -0,02 212Z-A Dobro
7 -0,06 1ITFO_A Dobro
8 -0,42 2VDB-A Dobro

Opombe: Z-Score — statisticni parameter, ki smo ga uporabili kot merilo za kakovost
modela; ID-modela — PDB koda proteina, na podlagi katerega je zgrajen model.

YASARA je na podlagi modelov, podanih v preglednici 16, poskusala narediti »Hibridni
model«. Izkazalo se je, da hibridni model ni boljsi od modela pod zaporedno Stevilko 1
(najvisji Z-score). Kon¢ni model BSA, ki smo ga uporabili za $tudij vezave polifenolnih
spojin, je prikazan na sliki 52.
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Slika 52: Struktura BSA zgrajena s pomoc¢jo programom »YASARA Structure« z uporabo
modula za modeliranja na osnovi homologije

Strukura z oznako 2BXK-A je zgrajena na predlogi kristalne strukture cloveskega
serumskega albumina (HSA), v katerega sta vgnezdena dva liganda azapropazon® in
indometacin®, v podatkovni bazi proteinskih struktur najdemo to strukturo pod oznako
2BXK.

4.2.2.2 Molekulsko vgnezdenje s programom GLIDE za BSA protein

V nasem primeru smo kot tar¢o uporabili strukturo govejega serumskega albumina (BSA)
zgrajeno na osnovi homologije s programom YASARA Structure. Strukturo BSA z oznako
2BXK-A smo dodatno obdelali s skriptnim programom Protein Preparation Wizard po
identi¢nem postopku, kot v primeru priprave proteina SEB.

Za vezavo polifenolov smo predvideli tri vezavna mesta. V nasem primeru smo imeli v
vezavno mesto tarnega proteina vgnezdena dva manjSa liganda (indometacin in
azapropazon), zato smo mreze pripavili tako, da smo najprej srediS¢e mreze postavili v
sredis¢e indometacina (Model 1), nato v srediS¢e azapropazona (Model 2), v zadnjem
primeru pa smo sredi§¢e mreze postavili v toc¢ko med obema ligandoma v receptorskem
mestu (Model 3).

Slika 53 prikazuje obmocje okoli indometacina (stranica kocke, v kateri je definirana
mreZa, in meri 20 A). Program GlideGrid nato na enak nacin kot v primeru SEB proteina
izracuna mreze interakcijskih polj, ki se shranijo v datoteki arhivskega tipa. Program za

2 Azapropazon — nesteroidno antivnetno zdravilo.
3 Indometacin — nesteroidno antivnetno zdravilo.
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vgnezdenje Glide uporabi podatke shranjene v tej datoteki za izraCun interakcij med
receptorjem in ligandom.

=
Slika 53: Struktura kompleksa govejega serumskega albumina z ligandoma indometacinom
in azopropazonom

Za izvedbo vgnezdenja poleg receptorja potrebujemo tudi ligande, ki jih Zelimo v receptor
vgnezditi. V naSem primeru smo ligande izrisali s programom Marvin Sketch (msketch) in
jih shranili v obliki sdf formata. V preglednici 5 so 2D stukture ligandov, ki smo jih
uporabili tekom Studije.

Program LigPrep (Schrodinger Suite) smo uporabili za pripravo ligandov. Program
LigPrep je v naSem primeru najprej pretvoril 2D strukture ligandov v njihovo 3D
reprezentacijo. Tem strukturam pa dodal strukture vseh moznih protonacijskih stanj v

dolocenem obmocju pH obmocju (v naSem primeru pH = 7.0 £ 2.0), tavtomer in
stereoizomer.

Molekulsko vgnezdenje za BSA protein smo izvedli prav tako kot v primeru SEB proteina
s programom Glide (ver. 5.0) in postopkom Glide XP (Extra Precision).

Rezultati vgnezdenja polifenolnih spojin na tri modele BSA so predstavljeni v preglednici
17.
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Preglednica 17: Rezultati vgnezdenja polifenolov na modele BSA

Ligand GlideXP Score
(kcal /mol)
Modell Model2 Model3
Indometacin* -9,82 -9,34 -9,99
Azapropazon* -5,17 -5,66 -5,57

EGCG 9,17 9,05 -9,58
EGC 59 <729 6,55
KAM-G 8,03 857  -8,73
KAM 798 722 787
ECG 8,03  -861  -843
KAV 445 563 -446
KVER 8,14 799 -84
NAR 742 75 8,17
p-KUM 4,66  -486  -524
RK. 855 916  -8,08

* JzraCunali smo tudi GlideXP Score vrednosti za zdravilo indometacin in azopropazon.
Izmed vseh rezultatov za GlideXP Score vidimo, da ima indometacin najvi§je vrednosti
GlideXP Score, kar naj bi pomenilo, da se ta zdravilna uc¢inkovina dobro veze na BSA
protein.
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Slika 54: Vgnezdenje EGCG v BSA model st. 3 (Ogljiki liganda so zeleni, proteina BSA
pa sivi)

Slika 55: Vgnezdenje KAM-G v BSA model st. 3 (Ogljiki liganda so zeleni, proteina BSA
pa sivi)
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Slika 56: Vgnezdenje EPKG oz. ECG v BSA model st. 3 (Ogljiki liganda so zeleni,
proteina BSA pa sivi)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 STAFILOKOKNI ENTEROTOKSIN B (SEB)

S fluorescencno spektroskopijo smo analizirali interakcije med SEB proteinom in
izbranimi polifenolnimi spojinami: EGCG, EGC, KAM-G in KAM. Rezultati interakcij
med proteinom in polifenolnimi spojinami so odvisni od strukture samega proteina, okolja
v katerem se protein nahaja ter lastnosti polifenolnih spojin.

K fluorescenci raztopine proteina prispevajo najve¢ aromatske aminokisline, med katerimi
je Trp najmocne;jsi fluorofor (Lakowicz, 2006). Molekulska masa SEB proteina je 28 kDa.
Sestavlja ga ena sama polipeptidna veriga zgrajena iz 239 aminokislinskih ostankov. V
primarni strukturi SEB proteina je le en Trp, enaindvajset Tyr in 12 Phe (Preglednica 9). V
strukturi SEB proteina se Trp—197 nahaja v notranjosti 3D strukture in je manj dostopen za
interakcije z dusilci, posledi¢no je duSenje manjse (Singh in sod., 1988).

Pri vzbujanju raztopine SEB proteina v 20 mM HEPES pufru s pH = 7,5 pri valovni
dolzini Aex = 275 nm in A¢x = 295 nm sta bila vrhova emisijskega spektra pri = 326 nm in =
328 nm (Sliki 27 in 28). Te vrednosti so podobne objavljenim rezultatom analize SEB
proteina (10 mM Na-fosfatni pufer, pH = 7,2), pri kateri je bil emisijski vrh pri 333 nm in
Aex = 295 nm (Singh in sod., 1988).

Ob dodajanju polifenolnih spojin (EGCG, EGC, KAM-G in KAM) k raztopini SEB
proteina se je intenziteta fluorescence zmanjSevala ne glede na izbrano A, medtem ko
premika Aem max N1 bilo zaznati (Sliki 29). Rezultati nakazujejo, da ni prislo do spremembe v
neposredni okolici Trp, temve¢ da so se polifenolne spojine vgnezdile v bliznjo okolico
Trp preostanka, zaradi ¢esar pride do duSenja fluorescence.

Rezultate duSenja fluorescence lahko podamo tudi v obliki Stern-Volmerjevih grafov
(Slika 30), ki prikazujejo odvisnost F/Fy od mnoZinske koncentracije dodane polifenolne
spojine. V vseh primerih dodanih polifenolnih spojin je prikazana linearna odvisnost F/F
od mnozinske koncentracije polifenolne spojine, iz ¢esar lahko sklepamo, da je do dusenja
fluorescence prislo zaradi istocasnih interakcij polifenolne spojine s fluoroforji na
hidrofilni povrsini proteina in fluoroforji v hidrofobnih zepih proteina. 1z naklona premice
lahko dolo¢imo Stern-Volmerjevo konstanto, Ksv. Vrednosti Ksv si sledijo od najnizje do
najvisje vrednosti (od 360000 do 563000 M pri A, = 275 nm in od 270000 do
390000 M pri Aex = 295 nm) za dodane polifenolne spojine v slede¢em vrstnem redu:
KAM, KAM-G, EGCG, EGC (Preglednica 10). Vse dodane polifenolne spojine uvrséamo
med flavonoide. Razliko med razlicnimi vplivi duSenja posameznih dodanih flavonoidov
lahko najverjetneje pripisSemo njihovi strukturi, ki vpliva na interakcije v SEB proteinu.
Najvecjo razliko opazimo med KAM in EGC. EGC je flavanol in se razlikuje od KAM, ki
je flavonol, po Stevilu hidroksilnih skupin v B obrocu ter odsotnosti keto skupine na C
obrocu (Preglednica 3, Slika 3). EGCG, ki je ester EGC in galne kisline, pa ima manjsi
ucinek dusenja od EGC a vec¢ji od KAM-G. O¢itno ima glikoziliran flavonol manjsi u¢inek
dusenja kot pa ester flavanola.
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Dobljene Ksv vrednosti za polifenolne spojine in SEB protein so 10°-krat ve&je od Ksv
vrednosti za I"in SEB (0 M) ter za akrilamid (4,41 M) (Singh in sod., 1988). I je tipi¢en
povrsinski dusilec, akrilamid pa hidrofoben. Iz primerjave lahko sklepamo, da se izbrane
polifenolne spojine vezejo v notranjost proteina, najverjetneje v okolici Trp ter, da je
interakcija KAM, KAM-G, EGCG, EGC moc¢nejsa od interakcije akrilamida s Trp.

S pomocjo molekulskega modeliranja z metodo molekulskega vgnezdenja s programom
GLIDE smo poskusali dolociti interakcije posameznih polifenolnih spojin s proteinom
SEB. Kot najugodnejSe vezavno mesto za polifenolne spojine smo izbrali model §t. 5
(Preglednica 15, Slika 49). V izbranem vezavnem mestu se na izbrano vezavno mesto
najbolje vgnezdi EGCG > EGC > KAM-G > KAM. Do vgnezdenja kateregakoli polifenola
v izbrano vezavno mesto pride v najvecji meri zaradi vodikovih vezi med hidroksilnimi
skupinami polifenolne spojine na flavonoidnem obro¢u A in B, hidroksilnih skupin na
glikozidnem delu molekule, ter s stranskimi verigami pretezno polarnih aminokislin npr.
Tyr-162, Glu-159, Asn-151 ali s skeletom polipeptidne verige SEB proteina (Priloga A).
Za najmocnejso vezavo EGCG so verjetno odgovorne tri vodikove vezi med hidroksilnimi
skupinami na flavonoidnem obrocu B in skeletom polipetptidne verige z aminokislinami
Leu-163 in GIn-149 ter tri vodikove vezi s stranskimi verigami med hidroksilnimi
skupinami preostalega dela molekule s strankimi verigami polarnih aminokislin Tyr-162,
Asp-30 in Asn-151. Najmanj u¢inkovito vgnezdenje pa smo dolocili pri KAM, ki pa je
posledica interakcije le dveh vodikovih vezi z polarnimi aminokislinami Gln-149 in Asn-
151. Iz vseh teoreti¢nih prikazov je razvidno, da gre najverjetneje za povrSinske interakcije
polifenolnih spojin s polipeptidno verigo SEB. V tem modelu vezavnega mesta ni
nobenega Trp.

Rezultati Stern-Volmerjevih grafov potrdijo najverjetnejSo povrSinsko interakcijo
polifenolnih spojin s SEB proteinom, ovrzejo pa zaporedje jakosti interakcij izbranih
polifenolnih spojin s SEB proteinom glede na rezultate molekulskega vgnezdenja. Do
razlike zaporedja jakosti interakcij polifenolnih spojin s SEB med eksperimentalnimi
rezultati in molekularnim vgnezdenjem pride najverjetneje zaradi vecjih dejanskih
stericnih interakcij v raztopini SEB proteina in polifenolnih spojin, ki v modelu niso
upostevane.

Vezavo EGCG na SEB protein so potrdili tudi (Hisano in sod., 2003) z in vitro in in vivo
raziskavami. Ugotovili so, da se EGCG hitro veze na imobilizirane SEB molekule, da je
inhibicija SEB-a odvisna od koncentracije in ¢asa inkubacije z EGCG ter da pri vezavi na
SEB molekule EGCG ne povzro¢i spremembo molekulske mase SEB molekul ali
degeneracije le-teh. 1z rezultatov so sklepali, da interakcija EGCG s SEB molekulami
lahko povzroc¢i konformacijske spremembe antigenskega mesta na molekulah ali pa da
direktno blokira vezavo protitelesa na epitop.

Termi¢no denaturacijo SEB proteina smo analizirali s pomoc¢jo fluorescencne
spektroskopije raztopine SEB proteina v 20 mM HEPES pufru, pH = 7,5. Spektri so bili
posneti pri dveh valovnih dolzinah vzbujanja (Aex = 275 nm in A, = 295 nm) in valovni
dolzini emisije Aem = 328 nm (Slika 34).
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Med procesom termicne denaturacije se z viSanjem temperature oslabijo vodikove vezi,
ojacajo pa hidrofobne interakcije. Z nadaljnjim segrevanjem lahko pride do razpada
vodikovih vezi, ki stabilizirajo o-heliksno strukturo, zaradi Cesar pridejo hidrofobne
skupine v stik s topilom in posledi¢no do razvitja polipeptidne verige ali spremembe
strukture proteina. Te spremembe lahko spremljamo tudi s spremembami fluorescenénih
emisijskih spektrov.

Vpliv interakcije polifenolnih spojin na SEB protein smo analizirali tudi s termicno
denaturacijo, ki smo jo spremljali s fluorescenc¢no spektroskopijo. Termi¢no denaturacijo
smo preverili s segrevanjem SEB proteina s polifenolnimi spojinami v molskem razmerju
1:1 od 20 °C do 95 °C, reverzibilnost pa ohlajanjem na 20 °C in ponovnim segrevanjem
na 95 °C (Slika 37 in 38). Pri segrevanju od 20 °C do 95 °C smo spremljali intenziteto
fluorescence v odvisnosti od temperature pri Aex =275 nm in Aex = 295 nm in Aep, = 328 nm
(Slika 34).

Iz posnetih spektrov in po modelu enostopenjskega reverzibilnega prehoda (Enacba 20)
smo dolocili delez molekul SEB proteina v denaturiranem stanju v odvisnosti od
temperature in prisotnosti posamezne polifenolne spojine (Slika 36) ter pri delezu fd = 0,5
kar pomeni, da je polovica molekul proteina SEB v denaturiranem stanju in polovica v
nativnem, dolocili temperaturo denaturacije (Tq) (Slika 23). Sprememba temperature
denaturacije od vrednosti Td nativnega proteina (343 K) nam pove, ali polifenolna spojina
vpliva na stabilnost proteina SEB. Iz preglednice 12 je razvidno, da se temperatura
denaturacije bistveno ne spremeni zaradi prisotnih polifenolnih spojin. Iz tega lahko
sklepamo, da so interakcije med polifenolnimi spojinami in SEB proteinom Sibke,
povrsinske. Doloc¢ena temperatura denaturacije Cistega SEB proteina (70 °C) je visja od Tq4
SEB proteina dolo¢ene z metodo UV-CD, ki znasa 62,2 °C (Cavallin in sod., 2003).

Izra¢unane termodinamske vrednosti za AH®(Td) (Enacba 21) so v primeru Cistega SEB
proteina in proteina z dodanimi polifenolnimi spojinami v molskem razmerju 1 : 1
pozitivne in se gibljejo v obmocju med 325 £ 12 kJ/mol za ¢isti SEB protein do 364 + 11
kJ/mol za EGC (Preglednica 12). AH°(Td) vrednosti nekoliko nara$cajo v smeri SEB <
KAM = KAM-G = EGCG < EGC. Pozitivna vrednost AH°(Td) nakazuje, da je proces
termi¢ne denaturacije SEB proteina pri pH vrednosti 7,5 in 343 K endotermen proces.
Endotermne AH°(Td) vrednosti so posledica intramolekularnih vodikovih vezi, van der
Waalsovih interakcij in hidratacijskega ucinka (Poklar in Vesnaver, 2000). Dolocene
AH°(Td) vrednosti termi¢ne denaturacije proteina iz fluorescen¢nih termi¢nih krivulj so
odvisne od uporabljenega modela pri izracunu, zato bi se morale temperaturne denaturacije
dolociti z metodo, ki je neodvisna od modela npr. DSC metodo.

Pri pregledu literature nismo dobili nobenega podatka o Studiju termi¢ne denaturacije SEB
proteina.
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5.2  GOVEJI SERUMSKI ALBUMIN (BSA)

Interakcije med BSA proteinom in polifenolnimi spojinami smo spremljali s fluorescencno
spektroskopijo in UV-VIS spektroskopijo. Analizirali smo vpliv slede¢ih polifenolnih
spojin na BSA protein: EGCG, EGC, KAM-G, KAM, ECG, KAV, KVER, NAR, p-KUM
in R.K. Medij v katerem so raztopljene polifenolne spojine in BSA, strukture polifenolnih
spojin in BSA proteina vplivajo na vrsto in mo¢ medsebojnih interakcij.

Molekulska masa BSA proteina je 66 kDa. Primarna struktura je sestavljena iz zaporedja
582 aminokislinskih ostankov (brez signalne sekvence) (Preglednica 1) (Gasteiger in sod.,
2003). V svoji strukturi BSA vsebuje 17 disulfidnih vezi (Gelamo in Tabak, 2000; Gelamo
in sod., 2002), dva Trp, dvajset Tyr in sedemindvajset Phe (Preglednica 9). Prvi Trp-134 se
nahaja na povrsini proteina, medtem ko se druga Trp-212 nahaja v hidrofobnem Zepu
proteina (Petitpas in sod., 2001). BSA je tako odli¢en fluorofor (Peters in sod., 1985; Shi in
sod., 2010). Sekundarna struktura je zgrajena iz 60 % a-vijacnic, 5 % B-nagubane plosce,
13 % B-zavojev, 23 % proteina pa je nakljuc¢no zvitega (Rawel in sod., 2002) tako kot to
prikazuje slika 52. BSA je zanimiv predvsem zaradi t.i. hidrofobnih Zzepov, ki omogocajo
lazjo vezavo hidrofobnih ligandov na protein (Shaikh in sod., 2006).

Pri vzbujanju raztopine BSA proteina v 20 mM HEPES pufru s pH = 7,5 pri valovni
dolzini Ax = 280 nm je bil vrh emisijskega spektra pri Aem max = 339 nm (Slika 31). Te
vrednosti so podobne objavljenim vrednostim analize BSA proteina (0,05 M Tris-HCI
pufer, pH = 7,40) pri kateri je bil emisijski vrh pri = 340 nm in A = 280 nm (Shi in sod.,
2010).

Ob dodajanju polifenolnih spojin (EGCG, EGC, KAM-G, KAM, ECG, KAV, KVER,
NAR, p-KUM in R.K.) k raztopini BSA proteina se je intenziteta fluorescence zmanjSevala
(Slika 32). Pri tem pa smo opazili, da pride pri EGCG, KAM in KVER do spremembe Acp
max V smeri nizje valovne dolzine (), in sicer od 5-10 nm, v primeru ECG pa pride do
spremembe Aem max V SMeri vi§je valovne dolzine (1) in sicer za =14 nm. Spremembe
maksimalne valovne dolzine emisije pa nismo opazili pri naslednjih polifenolnih spojinah
EGC, KAM-G, KAV, NAR, p-KUM in R.K. Dobljene vrednosti za spremembo Aem max SO
podobne literaturnim vrednostim. Vrednosti so podane v preglednici 18.
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Preglednica 18: Primerjava objavljenih podatkov za spremembo Aep

eksperimentalnimi rezultati

max Z dobljenimi

Pogoji merjenja Pex Aem max A Aem max Vir:
fluorescence BSA (nm) (nm) (nm)
proteina

20 Mm HEPES 280 339 (1) 5-10 nm za EGCG, KAM Nasi podatki.
pufer s pH=17,5 in KVER

(1) 14 nm za ECG

Ni sprememb za EGC, KAM-

G, KAV, NAR, p-KUM in

R.K.
0,1 M Na-fosfatni 290 346 Do molskega razmerja BSA (Rawel in sod.,
pufer /klorogenska kislina=1:3 ni 2002)
pH=7,0 sprememb; > 1 : 3 pride do
T=298K spremembe (1) 22 nm
100 Mm acetatni 282 350 (Soares in sod.,
pufer Ni sprememb. 2007)
pH=5,0
T=298K
0,1 M fosfatni pufer 270 339 Ob dodatku dekstrana in dvigu (Antonov in
pH=35,3 T =40 °C se Aem max (1) za 3 Wolf, 2005)
T=298K nm
Tris-HCI pufer z 0,5 280 342 (1) za KAM so opazili manjSo (Tian in sod.,
M NaCl spremembo 2004)
pH=74
T=296K
0, M Fosfatni 282 348 (1) 28 nm za epikatehin (Papadopoulou
pufer pH =7,4 (]) za KVER so opazili insod., 2005)
T=298K manj$o spremembo

Iz literaturnih podatkov lahko vidimo, da se nase eksperimentalne vrednosti za A Aem max Ob
dodatku KAM in KVER ujemajo z razpolozljivimi literaturnimi podatki.

Sprememba Aepy max k niZjim (]) valovnim dolZinam pomeni, da je okolica Trp postala bolj
nepolarna, Aem max K ViSjim, pa da je okolica Trp postala bolj polarna, bolj dostopejsa
topilu. V primeru, ko okolica Trp postane bolj polarna, je verjetno prislo do vsaj delnega
razprtja verige proteina (Albani, 2007; Soares in sod., 2007). Ko se valovna dolzina ob
dodatku polifenolne spojine pomakne k vi§jim vrednostim, lahko sklepamo, da se je
polifenolna spojina vezala na protein.

Ob dodajanju (titriranju) BSA proteina s polifenolnimi spojinami prihaja lahko tudi do
dusenja fluorescence, ki jo podajamo v obliki Stern-Volmerjevih grafov (Slika 33), ki
prikazujejo linearno odvisnost Fo/F od mnozinske koncentracije, dodane polifenolne
spojine. V primerih EGC, KAM-G, KAM, KAV, KVER, NAR, p-KUM in RK je
prikazana linearna odvisnost Fo/F od mnozinske koncentracije dodane polifenolne spojine.
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Pri EGCG in ECG smo uporabili samo prvi del krivulje, linearni del. Drug del krivulje v
tem primeru nam nakazuje, da prihaja do tvorjenja kompleksov med BSA in EGCG ter
ECG.

V primeru ECGC in ECG sklepamo, da je priSlo do moc¢nejsih interakcij omenjenih
polifenolnih spojin z BSA proteinom. Verjetno sta se tako EGCG in ECG vezala s
hidrofobnimi zepi BSA proteina, kjer se nahaja en Trp in s tem spremenila okolico Trp, kar
bi bil lahko odraz velikega padca intenzitete fluorescence (Slika 32) ali pa se vezejo v
blizino povrsinskega Trp.

Iz naklona premic iz Stern-Volmerjevega grafa dobimo Stern-Volmerjevo konstanto (Ksv)
po enacbi 10. Vrednosti Ksv si sledijo od najnizje do najvisje vrednosti pri Aex = 280 nm in
Aem = 339 nm za sledege polifenolne spojine: EGC (35000 M™") > KAV > KAM-G > p-
KUM > R.K. > NAR > KAM > KVER > EGCG > ECG (1361000 M™") (Preglednica 11).

Iz dobljenih Ksv vrednosti lahko sklepamo, da ima ester galne kisline v EGCG in ECG
pomembno vlogo pri vezavi polifenolne spojine na BSA protein.

V literaturi smo nasli primerjalno vrednost Ksv za KAM. Tian in sod., 2004 podajajo Ksv
vrednost za KAM (Tris-HCI pufer z 0,5 M NaCl, pH = 7,4, T = 296 K), ki znasa
87000 M™" med tem, ko naSa vrednost znasa 354000 M. Papadopoulou in sod., 2005
podajajo vrednost za KVER, ki znaga 530000 M™' (0,1 M Fosfatni pufer, pH = 7,4, T = 298
K), kar pa je veliko blizje nasi vrednosti, ki znasa 400000 M.

Dolocili smo tudi biomolekulsko konstanto duSenja (kq) (Enacba 11) za BSA in
polifenolne spojine (Preglednica 11). Vrednosti se gibljejo med 7,0 x 10> M's™ (EGC) in
273 x 10" M''s™ (ECG). Takoj za ECG ima najvi§jo vrednost EGCG z 184 x 10" M's™".
Za kq velja, da vse dobljene vrednosti, ki so vecje od 10" M's™ nakazujejo na tvorbo
kompleksa med polifenolno spojino in proteinom. V literaturi nismo nasli neposredno
primerljivih podatkov, smo pa nasli podatek za katehin, za katerega kq znasa 1,74 x 10"
M's™ (Soares in sod., 2007). Glede na kemijsko strukturo katehina in v nagem primeru
EGC sta si ti dve polifenolni spojini podobni, iz ¢esar lahko sklepamo na podobno kg
vrednosti.

S pomocjo molekulskega modeliranja z metodo molekulskega vgnezdenja s programom
GLIDE smo poskusali dolociti interakcije posameznih polifenolnih spojin s proteinom
BSA. Kot najugodnejSe vezavno mesto smo izbrali model st. 3 (Preglednica 17). V izbrano
vezavno mesto se najbolje ugnezdijo: EGCG > KAM-G > ECG > KVER > NAR > R .K. >
KAM > EGC > p-KUM > KAV. Do vgnezdenja kateregakoli polifenola v izbrano vezavno
mesto pride v najvecji meri zaradi tvorbe vodikovih vezi med hidroksilnimi skupinami
polifenolne spojine na flavonoidnem obrocu A in B, hidroksilnih skupin na glikozidnem
delu molekule ter s stranskimi verigami aminokislinskih ostankov ali pa se vezejo s
skeletom (Priloga B). Aminokislinski ostanki, ki so udelezeni v interakcije s polifenolnimi
spojinami so Arg-474, Arg-241, Arg-218, Ala-314, Asp-474, His-265, Ser-225, Ser-477,
Ile-313, Gly-230, Glu-315, Glu-176. V blizini vezavnega mesta se nahaja tudi Trp-212 (na
Prilogi B oznacen kot Trp-237 zaradi upoStevanja celotne aminokislinske sestave SEB
proteina), ki pa ne tvori vodikovih vezi z nobeno od polifenolnih spojin.
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Teoreti¢ni modeli se najbolje ujemajo z eksperimentalnimi podatki — Ksv vrednostmi, sicer
si zaporedje ucinkovitosti vezave polifenolne spojine na BSA ne sledi popolnoma, ampak
je vseeno razvidno, da sta EGCG in ECG najucinkovitejSi polifenolni spojini,
predvidevamo, da zaradi zaestrene galne skupine.

Termi¢no denaturacijo BSA proteina smo spremljali s fluorescen¢no spektroskopijo
raztopine BSA v 20 mM HEPES pufru s pH = 7,5. Spektri so bili posneti Aepy = 339 nm v
odvisnosti od temperature pri Aex = 280 nm (Slika 40).

Tekom termiCne denaturacije se z viSanjem temperature slabijo vodikove vezi, ki pri
doloceni temperaturi pri¢nejo razpadati pri cemer pride do spremembe strukture ali razvitja
proteina. Te spremembe smo pri BSA proteinu spremljali s snemanjem fluorescen¢nih
emisijskih  spektrov in UV-VIS spektrov, na podlagi katerih sklepamo na
reverzibilnost/ireverzibilnost proteina.

Vpliv polifenolnih spojin na strukturo BSA proteina smo analizirali s termicno
denaturacijo, ki smo jo spremljali s fluorescen¢no spektroskopijo in UV-VIS
spektroskopijo. Termi¢no denaturacijo smo spremljali s segrevanjem BSA proteina s
polifenolnimi spojinami v molskem razmerju 1 : 1. Segrevali smo ga od 20 °C do 95 °C.
Reverzibilnost smo preverili z ohlajanjem na 20 °C in s ponovnim segrevanjem na 95 °C
(Slika 41). Pri segrevanju od 20 °C do 95 °C smo spremljali intenziteto fluorescence v
odvisnosti od temperature pri Aex = 280 nm in A¢py, = 399 nm (Slika 49).

Iz posnetih spektrov enostopenjskega reverzibilnega prehoda (Enacba 20) smo dolocili
delez molekul BSA proteina v denaturiranem stanju v odvisnosti od temperature in
prisotnosti posamezne polifenolne spojine (Slika 40). Pri delezu fd = 0,5 smo odcitali Td
(K) za BSA protein (BSA s 97-odstotno Cistostjo in BSA s 99-odstotno cistostjo) in za
BSA protein (99-odstotno cistostjo) z dodanimi polifenolnimi spojinami. Td vrednost za
BSA s 97-odstotno Cistostjo znasa 325,4 K in za BSA z 99 cistostjo 323,8 K. Iz dobljenih
Td vrednosti za BSA protein lahko sklepamo, da Cistost BSA proteina v tem obmocju nima
vecjega vpliva na spremembo Td. Iz preglednice 13 lahko vidimo, da se ob dodatku
polifenolne spojine vrednosti Td bistveno ne spreminjajo, bistvena razlika pa je opazna pri
ECG, kjer znasa Td 329,8 K. Iz tega lahko sklepamo, da ECG vpliva na strukturo in
stabilnost proteina.

Temperaturo denaturacije smo dolocili tudi z UV-VIS spektroskopijo. Dolocili smo Td za
BSA in KAM (Preglednica 14). Vrednost Td za BSA je 327,2 K in za KAM 328,8 K. Tako
vrednost Td za BSA in KAM so primerljive z vrednostmi, ki smo jih dobili s fluorescencno
spektroskopijo, iz Cesar lahko sklepamo na natancnost dveh razli¢nih metod.

Iz literaturnih podatkov dobimo razlicne vrednosti Td za BSA protein. Michnik in sod.,
2006 navajajo Td za BSA raztopljenim v sterilni vodi s pH = 6,0 in koncentracijo 2 mg/ml
341 K. Ostoji¢ in sod., 2007 so dolocili Td za BSA protein pripravljen v deionizirani vodi s
pH = 6,2 in molarno koncentracijo BSA proteina (0,05 mM) je 325,4 K. (Antonov in Wolf,
2005) podajata Td za BSA protein pri pH = 5,3 in koncentraciji BSA proteina 0,149 M, ki
znasa 338,12 K.
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Termodinamske vrednosti AH°(Td) (Enacba 21) si sledijo v naslednjem vrstnem redu
(Preglednica 13): EGCG < KVER < R.K. = p-KUM = NAR =~ KAV = KAM-G < KAM <
BSA = EGC < ECG. Iz tega sledi, da je najbolj endotermen proces na BSA protein
interakcija ECG, najmanj pa vezava EGCG na BSA.

Za BSA smo s fluorescen¢no spektroskopijo dolocili, da je AH®(Td) = 147 kJ/mol in z UV-
VIS spektroskopijo, da je AH°(Td) = 218 kJ/mol. Ostoji¢ in sod., 2007 podajajo AH°(Td)
za BSA pri pH = 6,2 in molarno koncentracijo proteina 0,05 Mm 163,51 kJ/mol. (Antonov
in Wolf, 2005) pa podajata AH°(Td) za BSA pri pH = 5,3 in koncentraciji proteina 0,149
M 316 kJ/mol.



Benedik E. Vpliv katehinov na delovanje enterotoksinov. 98
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2010

53

SKLEPI

S fluorescencno spektroskopijo smo potrdili interakcije med polifenolnimi
spojinami EGCG, EGC, KAM-G in KAM in SEB proteinom ter med EGCG,
EGC, KAM-G, KAM, ECG, KAV, KVER, NAR, p-KUM in R.K. z BSA
proteinom.

Vezava polifenolnih spojin na protein (SEB in BSA) je odvisna od njihove
kemijske strukture.

Estri galne kisline v EGCG, ECG vplivajo na jakost vezave na protein.

Dolocili smo tocko Td za SEB protein, ki znasa 343 K in Td za BSA znasa
323,8 K.

Ugotovili smo, da ni bistvene razlike med Td BSA z 99-odstotno Cistostjo in
BSA z 97-odstotno ¢istostjo.

Ugotovili smo, da je termi¢na denaturacija SEB proteina ireverzibilna in
termi¢na denaturacija BSA proteina delno reverzibilna.

Z molekulskim vgnezdenjem smo dolocili teoreticno najugodnejSa vezavna
mesta za protein in ugotovili, da gre pri vezavi polifenolnih spojin s proteinom
za vodikove vezi, ki se tvorijo med hidroksilno skupino polifenolne spojine in
stranskimi verigami aminokislinskih ostankov ali z ogrodjem proteina. Boljsa
korelacija med modeliranjem in eksperimentalnimi podatki je pri BSA in
polifenolnih spojinah.

Z eksperimentalnimi podatki in modeliranjem smo ugotovili, da se fenolne
spojine vezejo v bliznjo okolico Trp, da so interakcije s proteini bolj povrSinske
in kot take bistveno ne vplivajo na spremembo strukture proteina (SEB in
BSA).

Za izracun Td smo uporabili enostopenjski proces termicne denaturacije. Da bi
se izognili enostopenjskemu modelu bi bilo zaZeleno Td dolo¢iti tudi Se z DSC
metodo pri kateri dolocitev ni odvisna od modela.
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6 POVZETEK

Stafilokokni enterotoksin B (SEB) je termostabilen eksotoksin bakterije Staphylococcus
aureus, ki v svetu povzroa ogromno zastrupitev, predvsem s hrano. SEB uvr§¢amo v
skupino enterotoksinov, ker deluje na epitelne celice Crevesja ter izzove bruhanje in
diarejo.

Ljudska medicina zoper tovrstne okuZzbe uporablja zelisca, predvsem kot ¢aje. Znano je, da
rastline lahko vsebujejo visoke koncentracije polifenolnih spojin, za katere so dokazane in
se dokazuje vrsta pozitivnih u€inkov na zdravje in pocutje Cloveka (antioksidativno
delovanje, antimikrobno delovanje, antivnetno delovanje ipd.). Zaradi vseh teh pozitivnih
lastnosti in vedno vecjega povpraSevanja potroSnikov po naravnih bioloskih zdravilih se
trenutno izvaja ogromno raziskav na tem podroc¢ju. Predvsem proucujejo antimikroben
vpliv polifenolnih spojin na Sirok spekter bakterij, ni pa narejenih veliko §tudij na podrocju
vpliva polifenolnih spojin na vezavo potencialnih virulentnih faktorjev (toksini), ki jih
proizvajajo bakterije in posledi¢no inhibicijo le-teh.

V nasi raziskavi smo naredili korak naprej prav v tem delu, saj smo Studirali vpliv
polifenolnih spojin (EGCG, EGC, KAM-G in KAM) na spremembo strukture SEB. Pri
delu smo se posluzevali fluorescencne spektroskopije, saj je metoda zelo natan¢na in
obcutljiva. Najprej smo SEB protein titrirali z dodajanjem polifenolne spojine do molskega
razmerja 1 : 3 = SEB : polifenolna spojina. Opazili smo, da se ob dodajanju polifenolne
spojine intenziteta fluorescence linearno znizuje. Pri tem pa nismo zaznali spremembe
maksimalnih valovnih dolzin emisije. Na podlagi izracunanih Ksv vrednosti smo dolocili
konstanto vezanja in ugotovili, da se polifenolne spojine v vseh primerih vezejo, verjetno s
povrsinskimi vezmi na SEB protein.

Nasa predvidevanja smo potrdili, ko smo izvedli termi¢no denaturacijo SEB protein s prej
omenjenimi polifenolnimi spojinami v molskem razmerju 1 : 1. Iz termogramov smo
odcitali Td, ki znasa 343 K in se bistveno ne spreminja vrste polifenolne spojine. Prav tako
smo dolo¢ili tudi AH°(Td) za SEB protein, ki znasa 325 kJ/mol. 1z dobljenih podatkov
lahko sklepamo, da je protein res termostabilen, saj ima realativno visoko Td in AH°(Td).
Na podlagi posnetih fluorescen¢nih spektrov, ki so bili posneti med termi¢no denaturacijo
proteina, lahko zaklju¢imo, da je denaturacija SEB proteina ireverzibilen proces.

Zanimivo bi bilo nadaljevati s proucevanjem vpliva polifenolnih spojin na SEB protein.
Raziskavo bi bilo zanimivo razSiriti na Se vec polifenolnih spojin in Studirati vezavo na
protein in Vvitro, nato pa bi bilo zanimivo prestaviti model tudi in vivo saj v tem okolju
pride verjetno Se do mnogih drugih interakcij med polifenolnimi spojinami in drugimi
komponentami hrane, Zelod¢nega soka in ¢revesne vsebine. Raziskave pa bi lahko, ¢e bi se
izkazale za uporabne, lahko povezali SirSe z gospodarstvom (zivilsko industrijo in
farmacijo) ter zdravstvom.

Zakljuc¢imo lahko, da smo z eksperimentalnimi podatki (Ksv, Td, AH°(Td)) in teoreti¢nimi
podatki ugotovili, da se polifenolne spojine povrSinsko vezejo na SEB protein. S tem lahko
posredno predvidevamo, da polifenolne spojine v c¢ajih (predvsem zelenem caju) lahko
blazijo zastrupitve s toksini.
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Pri raziskovalnem delu smo prucevali tudi vpliv polifenolnih spojin (EGCG, EGC, KAM-
G, KAM, ECG, KAV, KVER, NAR, p-KUM in R.K.) na strukturo govejega serumskega
albumina (BSA), ki je verjetno eden od najbolj raziskanih in cenovno dostopnih proteinov
na trziS¢u. S fluorescencno spektroskopijo in z UV-VIS spektrofotometrijo smo prav tako
spremljali vezavo razli¢nih polifenolnih spojin z metodo titracije, pri ¢emer smo ugotovili,
da se najbolje vezejo na BSA protein EGCG in ECG, polifenolni spojini, ki imata v svoji
strukturi ester galne Kkisline, za katero predvidevamo, da omogoca vecjo fleksibilnost
molekule (rotiranje). S pomocjo termi¢ne denaturacije, ki smo jo spremljali s
fluorescen¢no spektroskopijo in UV-VIS spektroskopijo smo dolocili Td, ki je v obeh
primerih znasala priblizno 325 K in AH®(Td), ki znasa v primeru fluorimetrije 147 kJ/mol
in v primeru UV-VIS spektroskopije in 218 kJ/mol za UV-VIS spektroskopijo. Termic¢na
denaturacija je potekala v molskem razmerju 1 : 1 med polifenolno spojino in BSA
proteinom. Pri termi¢ni denaturaciji BSA protein smo opazili, da gre za delno
reverzibilen/ireverzibilen proces.

Podatki se v vecini zelo dobro ujemajo tudi s teoretinimi podatki, ki smo jih dobili z
molekulskim modeliranjem oz. vgnezdenjem.

Proucevanje vezave polifenolnih spojin na BSA je prav tako zelo zanimivo podrocje, saj s
tem poskusamo ugotoviti, kateri ligandi se lahko veZejo na SEB protein za katerega vemo,
da spada v skupino serumskih albuminov, in da se nahajajo v krvi vsakega sesalca, kjer
imajo zelo pomembno transportno funkcijo.
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PRILOGE

Legenda k prilogam:

--------- vodikova vez med hidroksilno skupino na polifenolni spojini in med
aminokislinskimi ostanki na proteinu
vodikova vez med hidroksilno skupino na polifenolni spojini in med skeletom
proteina
pozitivno nabiti aminokislinski ostanki

nenabiti polarni aminokislinski ostanki

aminokislina glicin
negativno nabiti aminokislinski ostanki

@
@)
O hidrofobni aminokislinski ostanki
O
o
O

rumene lise razli¢nih velikosti ponazarjajo izpostavljenost liganda topilu; vecji
je krogec, bolj je ligand izpostavljen topilu in obratno
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