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makrocipin najverjetneje veţejo specifiĉno, ter da lektin CnL ne vpliva na 

inhibitorno aktivnost makrocipina. Iz tega lahko sklepamo na fiziološko in biološko 

funkcijo makrocipina, ki je verjetno uravnavanje proteolitiĉne aktivnosti. Morda 

sodeluje pri uravnavanju aktivnosti gobjih lektinov, in je tako lahko posredno ali 

neposredno vpleten tudi v obrambo pred škodljivci, vzpostavljanje medvrstnih 

razmerij in razvoj plodišĉ. Z makrocipin-afinitentno kromatografijo smo izolirali 

tudi aktinidin iz kivija, legumain iz kaleĉih semen fiţola ter legumain in druge 

cisteinske proteaze iz korteksa svinjskih ledvic. Afinitetna kromatografijo, z 

inhibitorjem cisteinskih proteaz, vezanim na trden nosilec, se je izkazala za 

uporabno metodo iskanja tarĉ v gobi in izolacije cisteinskih proteaz iz razliĉnih 

naravnih virov. 
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AB Proteases play important roles in many physiological and pathophysiological 

processes. The most important mechanism of regulation of their proteolytic activity 

is interaction with specific inhibitors. Cysteine protease inhibitor macrocypin from 

parasol mushroom (Macrolepiota procera) is a new inhibitor with interesting 

inhibitory properties, although its biological function is unknown. Recombinant 

macrocypin, chemically bound to affinity matrix, represents a very useful affinity 

medium for quick and easy purification of cysteine proteases from various sources 

(plant extracts, fungal, animal tissues, bacterial lysates and similarly). Isolation of 

proteases from mushroom extracts was optimised and the most effective isolation 

was achieved by pH change, which proved most effective also for isolation of 

legumain and other cysteine proteases. Proteases were isolated from basidiomycetes 

clouded agaric (Clitocybe nebularis) and parasol mushroom (Macrolepiota procera) 

using macrocypin-affinity chromatography. We have isolated macrocypin and lectin 

CnL from clouded agaric and lectin-like proteins from parasol mushroom. The 

isolated proteins have shown to bind specifically to macrocypin and the CnL lectin 

did not affect its inhibitory activity against papain. These results suggest a 

physiological and biological function of macrocypin, which is likely to be regulation 

of proteolytic activity. It may also participate in regulation of mushroom lectins’ 

activities, and therefore may be directly or indirectly involved in the defence against 

pests, the establishment of interspecific relationships and the development of 

basidiocarps. By macrocypin-affinity chromatography we have isolated also 

actinidin from kiwifruit, legumain from germinated bean seeds and legumain and 

other cysteine proteases from pig kidney cortex. Affinity chromatography with 

cysteine protease inhibitor ligated to solid matrix proved to be a useful method for 

target protein search in mushrooms and isolation of cysteine proteases from 

different natural sources. 
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pI izoelektriĉna toĉka proteinov (»point of isoelectricity«) 

pNA para-nitroanilid 
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PVDF poliviniliden difluorid 

rMcp rekombinantni makrocipin 

SN supernatant 

TCA trikloroocetna kislina (»trichloroacetic acid«) 

TEMED tetrametiletilendiamin 

Tris tris-hidroksimetil-aminometan 

UV ultravijoliĉna svetloba 

VIS vidna svetloba 

Z-Ala-Ala-Asn-AMC benzoiloksikarbonil-Ala-Ala-Asn-4-metil-7-kumarilamid 

Z-Phe-Arg-AMC benzoiloksikarbonil-Phe-Arg-4-metil-7-kumarilamid 

Z-Phe-Arg-pNA benzoiloksikarbonil-Phe-Arg-pNA 

ε molarni absorbcijski koeficient 

 
 

 

Okrajšave imen aminokislin  

Ala A alanin 

Arg R arginin 

Asn N asparagin 

Asp D asparaginska kislina 

Cys C cistein 

Phe F fenilalanin 

Gly G glicin  

Gln Q glutamin 

Glu E glutaminska kislina 

His H histidin 

Ile I izolevcin 

Leu L levcin 

Lys K lizin 

Met M metionin  

Pro P prolin 

Ser S serin 

Tyr Y tirozin 

Thr T treonin 

Trp W triptofan 

Val V valin 
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1 UVOD IN OPREDELITEV PROBLEMA 

 

Izolacija in ĉišĉenje proteaz iz rastlinskih, glivnih, ţivalskih tkiv, bakterijskih lizatov in 

drugih virov obiĉajno predstavljajo veĉstopenjski postopek z majhnim konĉnim 

izkoristkom. Z uporabo trdnih nosilcev, na katerih so vezane substance z afiniteto do 

iskane proteaze, lahko postopek poenostavimo. 

 

Iz gobe orjaški deţnik (Macrolepiota procera) je bil izoliran inhibitor cisteinskih proteaz 

makrocipin, ki je v svojem razredu popolnoma nov inhibitor z zanimivimi inhibitornimi 

lastnostmi. Kemiĉno vezan na trden nosilec bi lahko predstavljal zelo uporaben afinitetni 

medij za hitro in enostavno ĉišĉenje cisteinskih proteaz iz razliĉnih virov. Glede na to, da 

je njegova funkcija nepoznana, bi lahko s pomoĉjo prepoznavanja njegovih tarĉ v gobi 

sklepali na njegovo biološko in fiziološko funkcijo. Njegovo uporabnost lahko 

ovrednotimo tudi z iskanjem tarĉ v razliĉnih okoljskih vzorcih. 

 

Cilj naloge je preizkusiti moţnost uporabe afinitetnega nosilca z vezanim inhibitorjem 

cisteinskih proteaz makrocipinom za izolacijo nekaterih cisteinskih proteaz iz razliĉnih 

naravnih virov. 
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2 PREGLED OBJAV 

 

 

2.1 PROTEAZE 

 

Proteaze, ki jih imenujemo tudi peptidaze, proteinaze oz. proteolitiĉni encimi (Barrett in 

McDonald, 1986), so encimi, ki hidrolizirajo peptidne vezi. So nujno potrebne za 

preţivetje ţivih organizmov, kodirane so s pribliţno 2% genov v vseh vrstah ţivih 

organizmov (Rawlings in sod., 2009) in predstavljajo pomemben del fizioloških procesov 

v organizmih. Proteaze so vkljuĉene v razliĉna patološka stanja pri ţivalih in rastlinah in 

predstavljajo pomemben virulenĉni faktor mnogih patogenov kot so virusi, bakterije, glive 

in paraziti (Vandeputte-Rutten in Gros, 2002). Proteaze so vkljuĉene v številne procese, 

kot je npr. prebava proteinov iz hrane, recikliranje intracelularnih proteinov, sodelujejo pri 

koagulaciji krvi, predstavljanju antigenov in aktivaciji številnih proteinov, vkljuĉno z 

encimi, peptidnimi hormoni ter nevrotransmiterji (Rawlings in sod., 2007) in igrajo kljuĉne 

regulatorne vloge pri spoĉetju, rojstvu, prebavi, rasti, razvoju, staranju in celo smrti 

organizmov (Shen in Chou, 2009). V farmacevtski industriji so pomembne tarĉe za 

pripravo zdravil proti razliĉnim boleznim. Proteaze so široko uporabne v biotehnologiji, 

predvsem v ţivilstvu, usnjarstvu, industriji detergentov in v ekoloških bioremediacijskih 

procesih. Zaradi njihovega obseţnega potenciala je veliko raziskav usmerjenih v 

odkrivanje in karakterizacijo novih v naravi prisotnih proteaz iz virov, ki so bili do sedaj 

spregledani (Sabotiĉ in sod., 2006). 
 

Obstajajo razliĉni kriteriji razvršĉanja proteaz. Glede na izvor jih lahko delimo na 

mikrobne, rastlinske in ţivalske, glede na obmoĉje delovanja v organizmu na 

znotrajceliĉne in zunajceliĉne, glede na mesto cepitve pa na ekso- in endoproteaze (Barrett, 

1977). Delijo se lahko tudi po velikosti na visoko- in nizko- molekularne ter tudi po naĉinu 

delovanja, glede na razliĉen katalitski tip. Eksoproteaze cepijo peptidno vez blizu amino ali 

karboksi konca substrata, endoproteaze pa cepijo peptidne vezi stran od N- ali C-koncev 

(Grzonka in sod., 2007), torej znotraj proteinske verige. Obstajajo razliĉni sistemi za 

delitev proteaz v razliĉne skupine. NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology) jih uvršĉa med hidrolaze, ki 

delujejo na peptidno vez, in jih razdeli na 19 podrazredov. Po tej nomenklaturi so 

eksoproteaze nadalje razdeljene glede na specifiĉnost odcepljanja razliĉno velikih 

fragmentov iz obeh koncev polipeptidne molekule. Endoproteaze, za katere se uporablja 

sinonim proteinaze, pa so razdeljene na osnovi katalitskih mehanizmov (NC-IUBMB, 

2009). Za razvrstitev proteaz se uporablja tudi klasifikacijski sistem MEROPS, ki deli 

proteaze na osnovi katalitskega mehanizma delovanja in njihove evolucijske sorodnosti- 

ujemanja v primarni in terciarni strukturi (Rawlings in Barret, 1993). Katalitski tip 

proteaze se nanaša na kemijsko skupino, ki je odgovorna za katalizo hidrolize peptidne 

vezi. Poznamo šest specifiĉnih katalitskih tipov: serinske, treoninske, cisteinske, 

aspartatne, glutaminske in metalo-proteaze. Pri proteazah serinskega, treoninskega in 
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cisteinskega tipa je katalitiĉni nukleofil reaktivna skupina stranske verige aminokisline v 

aktivnem mestu (Ser, Thr, Cys), in to je lahko hidroksilna skupina oz. atom kisika 

(serinske in treoninske proteaze) ali sulfhidrilna skupina oz. atom ţvepla (cisteinske 

proteaze). Pri aspartatnih in metalo proteazah je nukleofil ponavadi aktivirana molekula 

vode. Glutaminske proteaze so prepoznali šele leta 2005 in še niso podrobno preuĉene 

(Rawlings in sod., 2007). Posamezni katalitski tipi so razvršĉeni nadalje v druţine,  

evolucijsko povezane druţine pa so zdruţene v naddruţine ali klane (Rawlings in Barrett, 

1993). 

  

 

2.1.1 Cisteinske proteaze 

 

Cisteinske proteaze so prisotne v vseh ţivih organizmih. To so proteini z molekulskimi 

masami okoli 21-30 kDa. Katalizirajo hidrolizo peptidnih, amidnih, esterskih, tiol esterskih 

in tiono esterskih vezi (Grzonka in sod., 2007). Po klasifikaciji MEROPS razdelimo 

cisteinske proteaze v 10 klanov in 72 druţin (Rawlings in sod., 2009). Najveĉja in najbolj 

raziskana je papainova druţina C1, ki spada v klan CA (Rawlings in sod., 2006). 

 

 

2.1.1.1 Papainova druţina proteaz C1  

 

V druţino proteaz C1 (papainova druţina), ki je del klana CA, spadajo številne bakterijske 

in virusne proteaze, proteaze arhej, praţivali, glivne, rastlinske in ţivalske proteaze, ki so 

homologne papainu, npr. papain, kimopapain, karikain, glicil-endoproteaza, bromelain, 

aktinidin in druge. V tej druţini je veliko endoproteaz in nekaj eksoproteaz (Rawlings in 

sod., 2009).  

 

Papain je najbolj poznana cisteinska proteaza. Izolirana je bila 1879 iz papaje (Carica 

papaya) in je tudi prva proteaza, ki ji je bila doloĉena kristalografska struktura. Surov 

posušen lateks papaje vsebuje mešanico najmanj štirih cisteinskih proteaz (papain, 

kimopapain, karikain, glicil-endoproteaza) in druge encime. Zelo ĉist papain lahko dobimo 

z afinitetno kromatografijo. Papain je sestavljen iz 212 aminokislin z tremi internimi 

disulfidnimi mostiĉki in ima molekulsko maso 23,4 kDa. Je relativno baziĉen protein s pI 

8,75 (Rawlings in sod., 2009). Struktura encimov druţine C1 je podobna papainu, ki je 

sestavljen iz dveh domen, in sicer L-domene, katere osrednja struktura je α-vijaĉnica in D-

domene, ki jo sestavlja β-nagubana ravnina, loĉenih z reţo z aktivnim mestom, ki ga pri 

papainu formirata Cys25 in His159, vsak na svoji domeni (Salas in sod., 2008).  Aktivno 

mesto druţine C1 predstavljata torej Cys in His, ki v pH intervalu od 3,5 do 8,0 oblikujeta 

katalitiĉno diado. Za razgradnjo peptidne vezi sta pomembni še dve aminokislini. To sta 

Gln19, ki je pred katalitiĉnim Cys in Asn175, ki sledi katalitiĉnemu His. Gln pomaga 

tvoriti oksanionsko luknjo, Asn pa je pomemben za orientacijo imidazolskega obroĉa 
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histidina v katalitiĉni reţi (Rawlings in sod., 2009). Za katalitiĉno aktivnost mora biti 

reaktivna tiolna skupina encima v reducirani obliki. Tako so cisteinske proteaze bolj 

aktivne v reducirajoĉem in kislem okolju (Grzonka in sod., 2007). E64 je ireverzibilni 

inhibitor proteaz druţine C1, enako široko, toda reverzibilno inhibicijo pa kaţe leupeptin 

(Rawlings in sod., 2009). 

 

Aktinidin je cisteinska proteaza, ki so jo našli v sadju kivija (Actinidia chinesis), sestavlja 

ga polipeptidna veriga dolga 220 ostankov in ima molekulsko maso 23,6 kDa. Podoben je 

papainu, saj katalizira hidrolizo benzoil-L-arginin etil estra, ima široko substratno 

specifiĉnost in široko obmoĉje optimalnega pH od 5,0 do 7,0 ter ohrani aktivnost med pH 

3,5 in 8,8. Prvih 20 aminokislin aktinidina predstavlja signalno zaporedje, ki skrbi, da 

protein vstopa v sekretorno pot (Yuwono, 2004). Aktinidin (220 aminokislin) je lahko 

prisoten v neaktivni obliki s 126 aminokislin dolgim propeptidom in 33 aminokislin 

dolgim C- terminalnim podaljškom (Podivinsky in sod., 1989).  

 

 

2.1.1.2 Legumainova druţina proteaz C13  

 

V druţino proteaz C13 (legumainova druţina), ki je del klana CD, spadajo številne 

bakterijske proteaze, proteaze arhej, praţivali, gliv, rastlin in ţivali. Tipska proteaza je 

legumain, ki je bil izoliran iz stroĉnice Canavalia ensiformis (Rawlings in sod., 2009). 

Legumaini so Asn-specifiĉne cisteinske proteaze, ki jih najdemo v rastlinah, kjer imajo  

izvencitoplazemsko lokalizacijo v vakuolah ali celiĉnih stenah, trematodih Schistosoma 

mansoni in kasneje so jih odkrili tudi v lizosomalnih sistemih sesalcev (Dando in sod., 

1999; Chen in sod., 1997; Salas in sod., 2008). Rastlinski legumaini so klasificirani v tri 

glavne skupine, in sicer so lahko semenski legumaini, ki se sintetizirajo med razvojem 

semen, vegetativni legumaini, ki jih najdemo v vegetativnih organih in legumaini iz 

zgodnje embriogeneze, ki se izraţajo v sadnem tkivu in kotiledonih (Salas in sod., 2008). 

Sesalĉji legumain je bil najprej izoliran iz svinjskih ledvic, znano je tudi, da encim obstaja 

v številnih drugih sesalĉjih tkivih, kot so posteljica, vranica, jetra, testisi in timus. Med 

temi organi je specifiĉna aktivnost legumaina višja v placenti in ledvicah (Chen in sod., 

1997; Yamane in sod., 2002).  

 

Druţina peptitaz C13 vsebuje asparginil-endoproteaze in glikozilfosfatidilinozitol: protein 

transamidaze (Rawlings in sod., 2009). Legumaini so endoproteaze s specifiĉnostjo za 

cepljenje na karboksi koncu Asn-ostanka proteina (Bah in sod., 2006). Aktivna mesta 

predstavljata His in Cys. Eden najboljših sintetiĉnih substratov za sesalĉji legumain je Z-

Ala-Ala-Asn-AMC. Maksimalna aktivnost je opaţena pri pH 4,0 do 6,0, pri višjih pH 

legumain denaturira. Proteaze v druţini C13 lahko inhibiramo z jodoacetamidom in N-

etilmaleimidom (Rawlings in sod., 2009), klasiĉni inhibitor cisteinskih proteaz papainove 

druţine, E64,  nanje nima vpliva (Bah in sod., 2006). Sesalĉji legumain je glikoziliran, 
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prav tako so glikozilirani tudi rastlinski, z izjemo ricinusovih. Legumaini se sintetizirajo 

kot neaktivni prekurzorji (pre-pro-polipeptidi), ki vkljuĉujejo N-terminalni signalni peptid 

in zreli encim, ki ima na obeh koncih propeptida. Prolegumain je usmerjen v lizosome ali 

rastlinsko vakuolo, kjer se aktivira vsaj delno z avtolizo (Rawlings in sod., 2009). Zrele 

rastlinske legumaine sestavlja ena polipeptidna veriga z molekulskimi masami od 33-39 

kDa (Senyuk in sod, 1998). Prašiĉji legumain je glikoprotein z molekulsko maso 34 kDa 

(Chen in sod., 1997). 

 

 

2.1.1.3 Fiziološka vloga cisteinskih proteaz 

 

Vloge cisteinskih proteaz v naravi so zelo raznolike. Fiziološke funkcije rastlinskih 

cisteinskih proteaz vkljuĉujejo izgradnjo in razgradnjo skladišĉnih proteinov med kalitvijo 

semen, senescenco organov in programirano celiĉno smrtjo. Zelo pomembna je njihova 

vpletenost v proteasomsko proteolitiĉno signalno pot, ki vpliva na razliĉne metabolne 

procese, kot so hormonsko signaliziranje, celiĉni cikel, embriogeneza, morfogeneza, razvoj 

cvetov, oksidativni stres (Salas in sod., 2008). 

 

Druţina proteaz C1 prispeva proteolitiĉno aktivnost prebavnim vakuolam praţivali in 

lizosomalnemu sistemu evkariontskih celic (Rawlings in sod., 2009). Papainu podobne 

cisteinske proteaze v rastlinah sodelujejo pri razgradnji proteinov  in N-mobilizaciji med 

kalitvijo semen, senescenci listov, programirani celiĉni smrti in delujejo proti rastlinskim 

patogenom, pri ĉemer je pomemben njihov visok nivo pred dozorevanjem sadja (Salas in 

sod., 2008). Razgradnja skladišĉnih proteinov predstavlja vir aminokislin potrebnih za 

sintezo proteinov pri kalitvi semen (Bah in sod., 2006). Za papain je verjetno, da posreduje 

pri zašĉiti proti rastlinskim škodljivcem (Konno in sod., 2004). Tudi za aktinidin je bila 

predlagana vloga pri obrambi, in sicer naj bi bil vpleten v zašĉito pred plenilci (Yuwono, 

2004). Posredno vlogo pri obrambi so potrdili Tuppo in sod.  (2008), ki navajajo, da je 

funkcija aktinidina proteolitiĉna cepitev kivelina na kissper in KiTH. Kissper je aktiven pri 

tvorbi por v membranah (Tuppo in sod., 2008). 

 

Biološke funkcije rastlinskega legumaina vkljuĉujejo post-translacijsko procesiranje 

skladišĉnih proteinov, lektinov in encimov in mobilizacijo skladišĉnih proteinov med 

kalitvijo semen (Dando in sod., 1999; Rawlings in sod., 2009; Senyuk in sod.,1998). 

Senjuk in sod. (1998) poroĉajo, da legumaini razgrajujejo fazeolin, ki je glavni skladišĉni 

globulin pri fiţolu (Phaseolus vulgaris) in da vzorec razgradnje fazeolina sovpada z 

vzorcem mRNA nivoja legumaina in tvorbo legumainskih polipeptidov v kotiledonih 

fiţolovih semen. Sesalĉji legumain razgrajuje razliĉne biološko aktivne peptide in proteine, 

kot so nevrotenzin, vazoaktivni intestinalni peptid, goveji serumski albumin, pišĉanĉji 

lizocim C. Legumain igra kljuĉno vlogo pri procesiranju bakterijskih antigenov (fragment 

C tetanusnega toksina) za predstavitev s sistemom MHC II. Legumain tudi inhibira tvorbo 
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osteoklastov in resorpcijo kosti (Yamane in sod., 2002; Rawlings in sod. 2009; Dando in 

sod., 1999). 

 

 

2.2 INHIBITORJI PROTEAZ 

 

Ker so proteaze vkljuĉene v številne pomembne znotrajceliĉne in zunajceliĉne procese, je 

lahko nekontrolirano delovanje proteaz škodljivo, zato je uravnavanje encimske aktivnosti 

zelo pomembno. Aktivnost proteaz se lahko uravnava z regulacijo encimske aktivnosti z 

delno proteolizo neaktivnih prekurzorjev, z lokalizacijo proteaz, s posttranslacijskimi 

modifikacijami, s pH raztopine in z inhibitorji. Proteazne inhibitorje uvršĉamo med 

pomembnejše regulatorje proteolitiĉne aktivnosti encimov v bioloških procesih (Turk in 

sod., 1997; Rawlings in sod., 2004).  

 

Proteinski inhibitorji proteaz so prisotni v rastlinskih in ţivalskih tkivih, mikroorganizmih, 

glivah in praţivalih. Lahko se nahajajo zunajceliĉno ali znotrajceliĉno. Veĉina endogenih 

inhibitorjev je kompetitivnih. Del njihove molekule se prilega aktivnemu mestu encima in 

se zato specifiĉno in reverzibilno veţejo na encim. V tem so analogni substratom in tudi 

mehanizem reakcije je podoben, le da ne pride do cepitve, tako kot pri substratu (Bode in 

Huber, 1991). 

 

Inhibitorje lahko razdelimo glede na izvor, reakcijski mehanizem in strukturno podobnost. 

Salvesen in Nagase (1989) sta predlagala delitev proteaznih inhibitorjev glede na 

specifiĉnost. Razdelila sta jih na inhibitorje, ki reagirajo z veĉ kot enim tipom proteaz, 

inhibitorje specifiĉne le za en tip proteaz in inhibitorje, ki so visokoselektivni le za en 

encim (Salvesen in Nagase, 1989). 

 

 

2.2.1 Glivni inhibitorji druţine papainu podobnih cisteinskih proteaz 

 

Inhibitorje druţine papainu podobnih cisteinskih proteaz  delimo glede na strukturno 

podobnost na veĉ skupin, kot  so naddruţina cistatinov, ki jih nadalje razdelimo na druţino 

stefinov, cistatinov in kininogenov, druţina ĉagazinov, druţino mikocipinov, tiropinov, 

druţino sojinega Kunitzovega tripsinskega inhibitorja in druge (Otto in Schirmeister, 1997; 

Dubin, 2005). 

 

V druţino mikocipinov spadata proteinska inhibitorja cisteinskih proteaz klitocipin in 

makrocipin. Klitocipin je specifiĉen in moĉan inhibitor cisteinskih proteaz, izoliran iz gobe 

meglenke (Clitocybe nebularis) in je bil do odkritja makrocipina edini predstavnik nove 

druţine inhibitorjev I48 po klasifikaciji MEROPS (Rawlings in sod., 2009). Klitocipin je 

protein z molekulsko maso 16,8 kDa, ima zaporedje dolgo 150 aminokislin, ki ne vsebuje 
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cisteinov ali metioninov. V molekuli ni disulfidnih mostiĉkov, prav tako so odsotni 

kofaktorji ali vezani kovinski ioni in ni glikoziliran. Klitocipin kaţe izjemno temperaturno 

stabilnost in je odporen na ekstremne pH ter proteolitiĉno razgradnjo, ĉeprav ni stabiliziran 

s kovalentnimi interakcijami v terciarni strukturi. Moĉno inhibira papain in katepsin L, v 

ĉemer je podoben druţini cistatinov, tiropinov in inhibitorjev cisteinskih peptidaz iz 

krompirja. Kljuĉna razlika klitocipina od omenjenih inhibitorjev pa je relativno slaba 

inhibicija katepsina B in neuĉinkovitost za katepsin H. Klitocipin je dober inhibitor 

bromelaina, kar je znaĉilno tudi za inhibitorje cisteinskih peptidaz iz krompirja, ne pa za 

cistatine in tiropine. Mehanizem inhibicije cisteinskih peptidaz s klitocipinom še ni 

pojasnjen. Fiziološka vloga klitocipina še ni znana. V gobi Clitocybe nebularis se izraţa v 

visokih koncentracijah, kar je bolj znaĉilno za proteine s strukturnimi funkcijami in ne za 

proteine, udeleţene v signaliziranju, katalizi ali regulaciji. Ob endogeni fiziološki funkciji 

je moţna tudi zašĉitna vloga pred patogenimi infekcijami in insekti ali abiotskimi dejavniki 

(Sabotiĉ, 2007). 

 

 

2.2.1.1 Makrocipin 

 

Makrocipin (Mcp) je inhibitor cisteinskih proteaz, ki je bil izoliran iz trosnjakov orjaškega 

deţnika (Macrolepiota procera) in karakteriziran na biokemijskem in genetskem nivoju. 

Imenovan je bil po rodu prostotrosnic iz katerih izhaja (ang. macrocypin, Macrolepiota 

procera cysteine protease inhibitor). Makrocipin ima iz 167 aminokislin dolgega 

izpeljanega aminokislinskega zaporedja izraĉunano molekulsko maso 19 kDa, medtem ko 

analiza oĉišĉenega proteina na poliakrilamidni gelski elektroforezi kaţe liso z molekulsko 

maso 21 kDa. Izoelektriĉno toĉko ima pri pH 4,8. Makrocipin je uvršĉen v druţino 

mikocipinov, katere edini predstavnik pred njim je bil klitocipin. Makrocipin ima podobne 

biokemijske lastnosti in inhibitorni spekter kot klitocipin, ĉeprav se ujemata le v 21% 

izpeljanega aminokislinskega zaporedja. Inhibitorja imata podobni molekulski masi in 

enaki izoelektriĉni toĉki. Oba kaţeta stabilnost pri visokih temperaturah in ekstremnih pH 

vrednostih. Makrocipin je moĉan inhibitor papaina in katepsinov L in K, inhibicija 

legumaina in katepsina H pa je bistveno šibkejša. V primerjavi s klitocipinom je 

makrocipin enako moĉan inhibitor papaina in nekoliko slabši inhibitor katepsinov L in K. 

Inhibicija legumaina je pri makrocipinu pribliţno desetktrat šibkejša kot pri klitocipinu. 

Poleg tega pa makrocipin šibko inhibira katepsin H, medtem ko ga klitocipin ne inhibira. 

Genska analiza makrocipina je pokazala prisotnost genske druţine makrocipina, ki kaţe 

veĉjo heterogenost zaporedij kot pri klitocipinu. Enako kot pri klitocipinu pa je gen 

sestavljen iz štirih eksonov in treh kratkih intronov. Oba proteina imata visoko vsebnost 

prolinskih aminokislinskih ostankov, toda makrocipin ima za razliko od klitocipina v 

zaporedju metioninske, histidinske in en cisteinski ostanek. Na osnovi podobnosti 

zaporedij so makrocipini razdeljeni v 5 skupin, kjer je identiĉnost zaporedij znotraj skupin 

veĉ kot 90% in med skupinami 75-86% (Sabotiĉ, 2007; Sabotiĉ in sod., 2009). Tudi za 
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makrocipin fiziološka vloga ni poznana. Predvideva se, da ima obrambno vlogo pred 

plenilskimi ţuţelkami in parazitskimi mikroorganizmi, ki napadajo gobe (Sabotiĉ, 2007, 

Sabotiĉ in sod., 2009).  

 

 

2.3 GLIVE 

 

Glive so heterotrofni organizmi. Njihova hrana so lahko odmrle organske snovi - so torej 

gniloţivke (saprofiti) ali pa ţivijo kot zajedalci (paraziti) in izkorišĉajo snovi celic drugih 

ţivih bitij. Lahko ţivijo tudi simbiontsko, v soţitju z avtotrofnimi organizmi. Veĉina je 

pritrjenih. Celice obdajajo celiĉne stene iz hitina, redkeje celuloze. Rezervni polisaharid v 

celicah je glikogen (Podobnik in Devetak, 2000).  

 

Glive delimo na glive sluzavke (Myxomycota) in prave glive (Eumycota). Glive sluzavke 

so organizmi, ki ne tvorijo hif, nimajo celiĉnih sten v ĉasu rasti in prehranjevanja in so 

sposobne ingestije s fagocitozo. Prave glive  obsegajo tiste vrste, ki imajo hife, ali pa so z 

njimi v tesnem sorodu, imajo celiĉne stene skozi veĉji del ali celotni ţivljenjski ciklus ter 

se prehranjujejo izkljuĉno z absorbcijo. Preplet hif tvori podgobje (micelij). Prave glive 

nadalje razvrstimo v pet razredov: Oomycetes (oomicete), Chytridiomycetes 

(hitridiomicete), Zygomycetes (jarmaste glive), Ascomycetes (zaprtotrosnice, askomicete) 

in Basidiomycetes (prostotrosnice, bazidiomicete). Med Deuteromycetes (devteromicete) 

uvršĉamo glive katerih spolna faza ni poznana, veĉina izhaja iz askomicet (Gunde-

Cimerman, 1996; Podobnik in Devetak, 2000).  

 

 

2.3.1 Prostotrosnice (Basidiomycetes) 

 

Prostotrosnice so glive, pri katerih v spolnem procesu nastanejo haploidne bazidiospore na 

bazidiju, kjer pride tudi do mejoze diploidnih jeder. So pomembna skupina gliv z okoli 

16000 znanimi vrstami. Delijo se v 4 skupine, od katerih dve - Hymenomycetes in 

Gasteromycetes, obsegata makroglive oz. gobe. Ostali dve skupini obsegata mikroglive - 

rje in sneti, ki so znani rastlinski paraziti (Gunde-Cimerman, 1996). 

 

Poleg zaprtotrosnic in devteromicet spadajo prostotrosnice med višje glive, pri katerih so 

hife predeljene s preĉnimi stenami oz. septi, ki so obiĉajno perforirani in imajo 

kompleksne pore oz. dolipore. Posamezni predeli lahko vsebujejo eno ali veĉ jeder. 

Primarni homokariontski micelij vsebuje v predelih (kompartmentih) po eno jedro. Ĉe se 

sreĉata dva razliĉna, kompatibilna micelija iste vrste, lahko sledi anastomoza hif in 

izmenjava jeder. Nastaneta micelija, ki imata jedra obeh paritvenih tipov in postaneta 

heterokariontska. To je precej pogosto in lahko vodi do nastanka tridimenzionalnega 

omreţja, ki pri doloĉenih vrstah gliv omogoĉa nastanek velikih plodišĉ. Tak sekundarni 
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micelij namreĉ raste dalje v obliki zaponĉnega micelija, iz katerega nastanejo sprva 

primordiji in nato trosnjaki oz. plodišĉa. Površino lamel ali por prekrivajo bazidiji, ki so 

skupna znaĉilnost prostotrosnic, kljub njihovi veliki raznolikosti. Na površini bazidija se 

navadno na 4 kratkih pecljatih izrastkih (sterigmah) razvijejo in sprostijo haploidne 

bazidiospore. V nasprotju z askom, pri katerem se spore razvijejo znotraj sporangija in 

govorimo o endosporangiju je bazidij eksosporangij. Mnoge prostotrosnice poleg spolnih 

spor producirajo eno ali veĉ oblik nespolnih spor (Gunde-Cimerman, 1996; Podobnik in 

Devetak, 2000). 

 

Sabotiĉ in sod. (2007) so pokazali, da prostotrosnice vsebujejo nepriĉakovano število in 

raznolikost proteaz, kar kaţe na to, da so idealen vir novih proteaz s potencialno 

edinstvenimi lastnostmi. Prviĉ so pokazali prisotnost pomembnega števila cisteinskih 

proteaz v prostotrosnicah. O aktivnosti cisteinskih proteaz so pred tem poroĉali le o 

domnevni aktivnosti trosnjakov P. ostreatus, kar je bilo neznaĉilno in le delno 

karakterizirano (Shin in Choi, 1998).  

 

 

2.3.1.1 Macrolepiota procera (orjaški deţnik)  

 

Orjaški deţnik (Macrolepiota procera) spada v rod deţnikov (Macrolepiota), druţino 

kukmark (Agaricaceae) in red listiĉark (Agaricales). Orjaški deţnik spada med najveĉje 

gobe naših gozdov, saj njegov senĉniku podoben klobuk doseţe premer 30 cm. Klobuki 

mladih gob so jajĉasti in kroglasti. Klobukova povrhnjica je raztrgana v razloĉne svetlo do 

temnorjave luske. Samo sredina klobuka ostane gladka. Listiĉi so beli in niso zrasli z 

betom. Klobuk je na do 40 cm visokem, tudi rjavoluskastem betu na katerem je znaĉilno 

premiĉno zastiralo. Orjaški deţnik raste v svetlih gozdovih in na obrobjih gozdov od pozne 

pomladi do pozne jeseni. Neţno meso te uţitne gobe je popolnoma belo, ima prijeten duh 

in okus po orehih (Eisenreich in sod., 1993). 

 

 
 

Slika 1: Prostotrosnica Macrolepiota procera (orjaški deţnik) (Poler, 1990: 95). 



10 
Mustar K. Uporaba makrocipina iz gobe orjaški deţnik na trdnem nosilcu za izolacijo cisteinskih proteaz z afinitetno kromatografijo.  

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2009 

 

2.3.1.2 Clitocybe nebularis (meglenka, poprhnjena livka) 

 

Meglenka ali poprhnjena livka (Clitocybe nebularis) spada v rod livk (Clitocybe), druţino 

kolobarniĉark (Tricholomataceae) in red listiĉark (Agaricales). Mladi klobuki so moĉno 

izboĉeni, kasneje se udrejo, v osredju so debelomesnati in krepki. Njihova barva se menja 

v sivih tonih od pepelnate do belkaste. Povrhnjica klobuka je nagubana, rob zvit, premer je 

do 18 cm. Listiĉi so zelo gosti, ozki, bledorumeni, kratko prirašĉeni na bet in jih je lahko 

odstraniti. Bel do sivkast bet se v starosti izvotli, njegova površina je podolţno vlaknata, 

veĉkrat ima nekoliko kijasto obliko. Ta vrsta je pri nas znaĉilna poznojesenska goba, 

izjemoma raste tudi maja. Pojavlja se v veĉjih skupinah, vrstah, lokih, krogih in zlasti na 

steljnjakih listnatih gozdov. Je zelo pogosta goba, zlasti na submediteranskem obmoĉju. 

Ima poseben duh, pogosto neprijetno sladkoben. Meglenka je le pogojno uţitna (Eisenreich 

in sod., 1993; Vršĉaj, 1990).  

 

 
 

Slika 2: Prostotrosnica Clitocybe nebularis (meglenka, poprhnjena livka) (Vrščaj, 1990: 207). 

 
 

2.4 KROMATOGRAFSKE METODE 

 

Kromatografske tehnike spadajo med zelo uĉinkovite metode loĉevanja substanc. 

Kromatografski sistem, na katerem poteka loĉevanje zmesi snovi, je setavljen iz dveh faz. 

Prva je stacionarna faza, ki je lahko trdna ali tekoĉa, druga pa je mobilna faza, ki je 

tekoĉina ali plin in se giblje skozi ali preko stacionarne faze. Kromatografske loĉitve lahko 

izvedemo na dva naĉina in sicer kot tankoplastno kromatografijo ali pa kolonsko 

kromatografijo. Pri slednji je stacionarna faza pakirana v stekleno, ţelezno ali plastiĉno 

cev, imenovano kolona. V kolono dovajamo mobilno fazo (eluent), ki se giblje po koloni 

in z njo potujejo raztopljene snovi, ki smo jih predhodno nanesli na vrh stacionarne faze. 

Kadar pa je stacionarna faza nanesena v tanki plasti na stekleno plošĉo ali folijo iz 

inertnega materiala, govorimo o tankoplastni kromatografiji (Wilson in Walker, 2005; 

Kregar, 1996). 
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Osnova loĉevanja v kromatografskem sistemu je porazdelitev snovi (topljenca) med obema 

fazama, do katere pride zaradi razliĉno moĉnih vezi na stacionarno fazo oziroma zaradi 

razliĉne topnosti v stacionarni in mobilni fazi. Glede na naravo interakcije med stacionarno 

fazo in snovjo razlikujemo (Kregar, 1996): 

1. Adsorbcijska kromatografija. S to tehniko loĉujemo snovi, ki se razliĉno moĉno 

adsorbirajo na stacionarno fazo in nato desorbirajo z mobilno fazo. 

2. Porazdelitvena kromatografija. Z njo loĉujemo snovi na osnovi razlik v topnosti – 

porazdelitvi – med stacionarno fazo, ki je vezana na inertnem nosilcu, in mobilno 

fazo. Sem spada tudi plinska kromatografija. 

3. Ionsko izmenjevalna kromatografija. Z njo loĉujemo snovi, ki se razlikujejo v 

afiniteti do stacionarne faze, ki vsebuje nabite skupine (ione).  

4. Izloĉitvena kromatografija. S to tehniko, ki jo imenujemo tudi gelska 

kromatografija, loĉujemo snovi na osnovi razlik v velikosti molekul. 

5. Afinitetna kromatografija. Pri tej tehniki uporabljamo razlike v biološki afiniteti do 

neke snovi, ki je kot stacionarna faza imobilizirana na inertnem nosilcu, npr. 

substrat, kadar ţelimo izolirati encim, ali antigen, kadar ĉistimo protitelesa. 

 

 

2.4.1 Afinitetna kromatografija 

  

Afinitetna kromatografija spada med adsorbcijske kromatografije, pri kateri se molekula, 

ki jo ţelimo oĉistiti, specifiĉno in reverzibilno adsorbira na komplementarno vezno 

substanco (ligand), ki je imobilizirana na trdno, porozno in inertno podlago (nosilec). Ta 

tehnika je hitra, preprosta in zelo uĉinkovita, saj je oĉišĉenje pogosto nekaj tisoĉ-kratno. 

Poleg tega omogoĉa primerno procesiranje velikih volumnov. Afinitetna kromatografija je 

uporabna za ĉišĉenje molekul iz kompleksnih bioloških mešanic, loĉevanje nativnih od 

denaturiranih oblik iste substance in odstranjevanje majhnih koliĉin biološkega materiala 

od velikih koliĉin neuporabnih substanc (Affinity..., 1979; Polanowski in sod., 2003). S to 

metodo je v enem samem koraku teoretiĉno lahko doseĉi absolutno oĉišĉenje tudi iz 

kompleksnih mešanic. Tehnika je bila razvita za ĉišĉenje encimov, razširila pa se je tudi za 

uporabo pri loĉevanju nukleotidov, nukleinskih kislin, imunoglobulinov, membranskih 

receptorjev in celo celotnih celic in celiĉnih fragmentov (Wilson in Walker, 2005). 
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Slika 3: Osnova afinitetne kromatografije (Kregar, 1996). 

 
 

2.4.1.1 Princip 

 

Substanca, ki jo ţelimo izolirati s pomoĉjo afinitetne kromatografije, je sposobna 

reverzibilne vezave na specifiĉen ligand, ki je vezan na trdni nosilec. Ob dodatku mešanice 

proteinov k imobiliziranemu ligandu v kromatografski koloni se na ligand veţe le 

specifiĉna substanca, ki jo ţelimo oĉistiti. Vse ostale komponente speremo in substanco 

pridobimo iz liganda z elucijo pod spremenjenimi pogoji (slika 4). Metoda zahteva 

predhodno znanje o strukturi in biološki specifiĉnosti substance, ki jo ţelimo oĉistiti, da 

lahko predvidimo pogoje uspešnega loĉevanja, ki so optimalni za vezavo substance na 

ligand. V primeru encima je ligand lahko substrat, kompetitiven reverzibilni inhibitor ali pa 

alosteriĉni aktivator (kofaktor) (Wilson in Walker, 2005, Cuatrecasas in sod., 1968). 
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Slika 4: Princip afinitetne kromatografije (Constans, 2005). 

 

 

2.4.1.2 Nosilec 

 

Idealen nosilec za afinitetno kromatografijo mora imeti sledeĉe lastnosti: 

- primerne in moĉne kemijske skupine, na katere se ligand lahko kovalentno veţe, 

- stabilnost pri pogojih vezave nosilec-ligand, 

- stabilnost med vezavo substance in njeno elucijo, 

- šibka nespecifiĉna adsorbcija, 

- dobre pretoĉne lastnosti. 

 

V praksi se uporabljajo delci, ki so enotni, sferiĉni in rigidni. Najbolj pogosti so preĉno 

povezani dekstrani, agaroza, poliakrilamid, polimetakrilat, polistiren, celuloza, porozno 

steklo in kremen (Wilson in Walker, 2005). Sefaroza je agarozni gel, ki ima vse lastnosti 

primernega nosilca za imobilizacijo biološko aktivnih molekul. Hidroksilne skupine na 

sladkornih ostankih so preprosto uporabne za kovalentno vezavo liganda. Sefaroza 4B je 

široko uporabljen nosilec. Ima strukturo odprtih por, zato je notranjost nosilca dosegljiva 

za vezavo in ima dobro vezno kapaciteto celo za velike molekule. Sefaroza 4B kaţe 

ekstremno nizko ne-specifiĉno adsorbcijo. Oblika gela zagotovi odliĉne tokovne lastnosti 

(Affinity..., 1979). 
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2.4.1.3 Ligand 

 

Pomembne lastnosti liganda so specifiĉna in reverzibilna vezalna afiniteta za substance, ki 

jih ţelimo oĉistiti in kemijske skupine, ki dovoljujejo, da se kovalentno veţe na nosilec 

(Affinity..., 1979), kot so npr. –NH2, -COOH, -SH in -OH (Wilson in Walker, 2005). Za 

uspešno loĉevanje je imobilizirani ligand dosegljiv in obdrţi svojo specifiĉno afiniteto za 

substanco. Pomembna je tudi dostopnost metod za spiranje nevezanega materiala in 

selektivno desorbcijo ţeljenih substanc v aktivni obliki (Affinity..., 1979). Na izbiro 

kemiĉne narave liganda vpliva tudi biološka specifiĉnost substance, ki jo ţelimo oĉistiti. V 

praksi je moţno izbrati ligand, ki kaţe absolutno specifiĉnost vezave izkljuĉno le na eno 

substanco. Moţno je tudi izbrati ligand, ki kaţe selektivnost za skupine in se veţe na tesno 

sorodno skupino substanc (Wilson in Walker, 2005).  

 

 

2.4.1.4 Vezava liganda na nosilec 

 

V nekaterih primerih vezava liganda na nosilec lahko ovira njegovo sposobnost vezave 

substance, zato se med ligand in nosilec doda distanĉnik. Uporaba distanĉnika je najbolj 

pomembna pri majhnih ligandih in je pogosto kljuĉna za uspešnost loĉevanja (Wilson in 

Walker, 2005).  

 

Sefarozo se lahko za vezavo razliĉnih ligandov obdela z razliĉnimi snovmi. Najbolj 

pogosta metoda vezave liganda na nosilec vkljuĉuje predhodno obdelavo nosilca s 

cianogen bromidom (CNBr) (Wilson in Walker, 2005). Sefaroza 4B aktivirana s CNBr je 

aktivirani derivat Sefaroze 4B, pripravljena v reakciji Sefaroze 4B s cianogen bromidom. 

Vezavna reakcija je spontana, hitra in enostavna. Cianogen bromid reagira z hidroksilnimi 

skupinami na sefarozi, in jih pretvori v imidokarbonatne skupine. V aktivirani sefarozi so 

prisotne tudi cianatne esterske skupine. Aktivirane skupine reagirajo s primarnimi amino 

skupinami liganda. Veĉtoĉkovna povezava prepreĉi hidrolizo proteinov in drugih 

biopolimerov. Aktivacijski proces prav tako preĉno poveţe sefarozo, kar zviša njeno 

kemijsko stabilnost in omogoĉa veĉjo izbiro elucijskih pogojev in derivatizacije. Sefaroza 

4B aktivirana s CNBr je uporabna za vezavo ligandov, kot so proteini in nukleinske kisline 

in je namenjena za (Affinity..., 1979):  

- hitro imobilizacijo ligandov, ki vsebujejo primarne amino skupine,  

- vezavo kontroliranih koliĉin liganda ter 

- zmogljivo in multi-toĉkovno vezavo proteinov.   
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2.4.1.5 Postopek  

 

Nosilec, na katerega je kovalentno vezan ligand, je pakiran v kolono. Po nanosu vzorca in 

specifiĉni vezavi ţeljene substance najprej sledi spiranje nespecifiĉno vezanih komponent, 

nato pa oĉišĉeno substanco speremo z liganda s specifiĉno ali nespecifiĉno elucijo (slika 

4). Nespecifiĉno elucijo doseţemo s spremembo pH ali ionske moĉi. S tem doseţemo 

elucijo zaradi spremembe v stanju ionizacije skupin liganda in/ali makromolekul, ki so 

pomembne za vezavo ligand-makromolekula. Eluent zbiramo v epruvetah kot frakcije. Pri 

eluciji s spremembo pH mora biti pH zbranih frakcij popravljen na vrednost, kjer ne pride 

do izgub lastnosti in/ali denaturacije proteinov. Specifiĉna elucija se lahko doseţe z 

uporabo visoke koncentracije substrata ali reverzibilnega inhibitorja, ĉe gre za encim, 

oziroma z uporabo dodanih ligandov, za katere ima iskana substanca višjo afiniteto kot jo 

ima za imobilizirani ligand (Wilson in Walker, 2005). 

 

 

2.4.1.6 Uporaba 

 

Afinitetna kromatografija velja za eno najbolj uĉinkovitih naĉinov za loĉevanje in ĉišĉenje 

proteinov. Metoda je bila zaradi njene selektivnosti v glavnem uporabljena za loĉevanje 

proteinov in peptidov iz naravnih virov in pridobljenih s kemiĉnim in genskim 

inţeniringom. Izkazala se je kot primerna za loĉevanje proteolitiĉnih encimov in njihovih 

inhibitorjev. V primeru ĉišĉenja proteaz se uporabljajo imobilizirani substrati ali njihovi 

analogi, kot tudi razliĉni tipi sintetiĉnih ali naravnih inhibitorjev (Polanowski in sod., 

2003). Uporabna je v industrijskem ĉišĉenju plazemskih proteinov za terapevtske namene 

in sicer razliĉnih koagulacijskih faktorjev, proteaznih inhibitorjev, antikoagulantov, 

albumina, imunoglobulinov G in drugih proteinov (Burnouf in Radosevich, 2001). Najbolj 

pogosta uporaba afinitetne kromatografije v zadnjem desetletju je ĉišĉenje protiteles z 

uporabo rekombinantnega proteina A ali proteina G. Veĉina monoklonskih protiteles, ki so 

uporabni za raziskave in diagnostiko in tudi terapevtska protitelesa, ki so uporabna za 

zdravljenje pacientov, so oĉišĉena z afinitetno kromatografijo. Afinitetna kromatografija se 

uporablja tudi za loĉevanje mešanic celic. Tehnika temelji na lastnostih celic, kot so 

antigeni in izpostavljeni sladkorni ostanki na površini celic ali na specifiĉnih interakcijah 

membranskih receptorjev z ligandom. Afinitetne tehnike, metodologije in koncepti so 

postali neprecenljivo orodje v bioznanosti z uporabo za ĉišĉenje proteinov, interakcijsko 

mapiranje proteinov, razvoj farmacevtikov ter diagnostiko, genomiko in proteomiko 

(Uhlen, 2008). 
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3 MATERIAL IN METODE 

 

 

3.1 MATERIALI 

 

 

3.1.1 Naravni materiali 

- gobe meglenke in orjaški deţniki, nabrane na podroĉju Krasa  

- 4 kiviji 

- 30 fiţolovih semen 

- 4 svinjske ledvice 

 

 

3.1.2 Plazmidi 

Uporabljeni plazmidi izvirajo iz zbirke plazmidov na Odseku za biotehnologijo Inštituta 

Joţef Štefan v  Ljubljani. 

- plazmid pET11a::rMcp1a 

 

 

3.1.3 Bakterijski sevi 

Uporabljeni laboratorijski sevi izvirajo iz zbirke sevov na Odseku za biotehnologijo 

Inštituta Joţef Štefan v  Ljubljani. 

- sev Escherichia coli BL21(DE3), genotip: E. coli B F
-
 dcm ompT hsdS(rB

-
 mB

-
) gal 

λ(DE3) 

 

 

3.1.4 Gojišča 

- tekoĉe gojišĉe Luria-Bertani (LB) (vsebuje 10 g triptona, 5 g kvasnega izvleĉka, 10 g 

NaCl v 1 l destilirane vode) 

- trdno gojišĉe LB in dodanim antibiotikom ampicilinom v koncentraciji 100 μg/ml 

(LBA) (poleg sestavin, ki jih vsebuje tekoĉe gojišĉe LB (v enakih koncentracijah), 

vsebuje še agar, in sicer 15 g agarja v 1 l destilirane vode) 
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3.1.5 Kemikalije in drobna oprema 

 
Preglednica 1: Kemikalije in drobna oprema. 

 

Proizvajalec Kemikalije 

Amersham Biosciences  sefaroza 4B aktivirana s CNBr 

Apollo Scientific, Velika Britanija IPTG 

Bachem Feinkemikalien, Švica Z-Phe-Arg-pNA 

Bachem, Nemĉija Z-Phe-Arg-AMC; Z-Ala-Ala-Asn-AMC 

Calbiochem, ZDA hemoglobin 

Carlo Erba, Italija NaCl; glicerol; ocetna kislina; etanol; metanol; HCl; NaOH; 

amonijev sulfat 

Difco Laboratories, ZDA ţelatina 

Fermentas, Nemĉija DTT 

Fluka Biochemica, Švica imidazol; ZnCl2 

Fluka, ZDA akrilamid, butanol, tripsin 

GE Healthcare, ZDA standard velikosti (Pharmacija LMW standard); Coomassie 

Brilliant Blue R-250 ; Superdex S200 

Kemika, Hrvaška NaAc; Na2HPO4; Na2S2O3 

Merck, Nemĉija TEMED; Na2HPO4 x 2H2O; urea; NaHCO3; NaH2PO4 x H2O; 

Me2SO; TCA  

Peptide Institute, Japonska E64 

Riedel-de Haën, Nemĉija citronska kislina; KH2PO4 

Serva, Nemĉija  NaDS; bromfenol modro; APS; Tris; Triton X-100; EDTA; 

Fast Garnet GBC; NaH2PO4 x 2H2O; glicin; Serva blue R 

Sigma, Nemĉija BANA; BAPNA; FITC; jodoocetna kislina; papain 

Sigma, ZDA ampicilin; Brij 35; CaCl2x2H2O 

 

 

3.1.6 Pufri in reagenti 

 

Pufri za izolacijo rMcp: 

- pufer TET (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 2mM EDTA, 0,1% TritonX-100) 

- pufer TET z 1 M, 3 M, 6 M in 8 M ureo 

 

Gelska filtracija:  

- pufer za gelsko filtracijo (0,1 M NaAc, 0,3 M NaCl, 0,001 M EDTA, pH 6,5) 

 

Doloĉanje aktivnosti inhibitorja: 

- fosfatni pufer (0,1 M fosfat (pH 6,5) s 3 mM DTT in 1 mM EDTA) 

- prekinjevalni reagent III (10 mM parakloromerkuribenzojska kislina, 50 mM EDTA, 

pH 6,0)  

- barvni reagent (0,3 mg soli Fast Garnet GBC (diazonium-o-aminoazotoluen)/ml 4% 

Brij 35) 
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Vezava rMcp na sefarozo: 

- vezalni karbonatni pufer (0,5 M NaHCO3, 0,3 M NaCl, pH 8,5) 

- 2 M Tris-HCl (pH 8,5) 

 

Priprava izvleĉka iz fiţolovih semen: 

- pufer 100 mM NaAc, 0,5 M NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 6,5 

- pufer 100 mM NaAc, 0,1 M NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 6,5 

 

Priprava izvleĉka iz ledvic: 

- pufer za tkivo (0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0, 60 mM EDTA, 15 mM DTT, 0,3 M 

NaCl) 

 

Afinitetna kromatografija: 

- vezalni pufer / pufer za afinitetno kromatografijo (0,1 M NaAc, 0,3 M NaCl, 1 mM 

EDTA, pH 6,5 in pri izolaciji iz ledvic 0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0 z 20 mM EDTA, 5 

mM DTT in 0,3 M NaCl ) 

- elucijski pufri (10 mM NaOH; 20 mM NaOH; 0,7 M NaCl; 10 mM HCl) 

- pufer za nevtralizacijo (2M Tris, pH 6,5) 

 

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS: 

- vzorĉni pufer (125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 20% glicerol, 4% NaDS z bromfenol 

modrim) 

- pufer za loĉevalni gel: 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

- pufer za koncentrirni gel: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

- 10% NaDS 

- 10% APS 

- pufer za elektroforezo (2,9 g/l Tris, 14,4 g/l glicina, 1 g/l NaDS, pH 8,3) 

 

Cimografija z ţelatino: 

- vzorĉni pufer (0,125 M Tris-HCl (pH 6,8), 20% glicerol, 4% NaDS z bromfenol 

modrim) 

- pufer za loĉevalni gel: 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 z 0,4% NaDS 

- pufer za koncentrirni gel: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

- 1% ţelatina 

- 10% APS 

- 10% NaDS 

- 0,05% ţelatina v 0,3 M Tris-HCl, pH 8,8 

- pufer za elektroforezo 2,9 g/l Tris, 14,4 g/l glicina, 1 g/l NaDS, pH 8,3) 

- 2,5 % Triton-X-100, ki smo ga pripravili iz 10 x pufra za renaturacijo (25% Triton X-

100) 
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- razvijalni pufer (100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2x2H2O, 

0,02% (m/v) Brij 35) 

 

Nativna elektroforeza, doloĉanje aktivnosti izoliranih proteaz: 

- citratni pufer (39,1 mM citronska kislina, 121 mM Na2HPO4, 1 mM EDTA, pH 8,5)  

- fosfatni pufer (0,1 M fosfatni pufer, 20 mM EDTA, pH 7,0) 

- 0,2 M imidazol v 0,1% (m/v) NaDS 

 

Prenos proteinov iz gela na membrano: 

- pufer za prenos (pripravili smo ga tako, da smo zmešali 100 ml pufra, ki vsebuje 30 g/l 

Tris in 58 g/l glicina, z 200 ml  metanola in 3,75 ml 10% NaDS ) 

 

Test encimske aktivnosti s substratom FITC-hemoglobin: 

- fosfatni pufer (0,1 M fosfatni pufer, 1,5 mM EDTA, pH 6,0)  

 

Vpliv lektinaCnL na inhibitorno aktivnost Mcp: 

- pufer BANA (0,1 M fosfatni pufer, 0,2 mM EDTA, pH 6,0) 

 

Test encimske aktivnosti s substratom BAPNA: 

- pufer (0,1 M Tris, 20 mM CaCl2, pH 6,0) 

 

 

3.1.7 Oprema 

 

Pri delu smo uporabljali naslednjo opremo: 

- vodna kopel SW22, Julabo, Nemĉija 

- inkubator BINDER 

- UV/VIS spektrofotometer Lambda 25, Perkin Elmer precisely, ZDA 

- centrifugi Sorvall RC5C plus, ZDA in Eppendorf 5424, Nemĉija 

- sonikator Digitall sonifier W450 D, Branson, ZDA 

- magnetno mešalo Rotamix S-10, Tehtnica, Slovenija 

- vibracijski stresalnik Vibromix31, Tehtnica, Slovenija 

- ultraturaks ULTRA-TURRAX, IKA-Labortechnik, Nemĉija 

- aparatura za elektroforezo MiniProtean II, BioRad, ZDA 

- aparatura za fotografiranje gelov UVItec, UVItec, Velika Britanija 

- naprava za doloĉanje aminokislinskega zaporedja: sekvenator Procise 492A, Applied 

Biosystems, ZDA, povezan z analizatorjem 120A, Applied Biosystems, ZDA 

- aparatura za FPLC Äkta prime, Amersham Pharmacia Biotech, Švedska 

- fluorimeter Luminiscence Spectrometer LS 30, Perkin Elmer, ZDA 

- ĉitalec mikrotitrskih plošĉ Tecan, Safire, ZDA 

- ultrafilter Amicon, ZDA 
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- multikanalna pipeta Biohit, Finska 

- pH meter Mettler Toledo, ZDA 

- masni spektrometer MSD Trap XCT Ultra, Agilent, ZDA. 

 

 

3.2 METODE 

 

 

3.2.1 Priprava rekombinantnega makrocipina 

 

 

3.2.1.1 Transformacija plazmida pET11a::rMcp1a v ekspresijski sev E.coli BL21(DE3) 

 

Za izraţanje makrocipina v bakteriji smo uporabili ţe pripravljene plazmide 

pET11a::rMcp1a. V te plazmide je bil predhodno vstavljen vkljuĉek, in sicer inhibitor 

proteaz iz uţitne gobe orjaškega deţnika (Macrolepiota procera). Ekspresijske vektorje 

smo transformirali v seve E. coli BL21(DE3). Kompetentne celice smo odtalili na ledu in 

jim dodali 2 µl plazmida, neţno premešali in inkubirali na ledu 30 min. Nato smo celice 

izpostavili toplotnemu šoku; inkubirali smo jih 45 s pri 42°C v vodni kopeli. Po tem smo 

jim dodali 800 µl tekoĉega gojišĉa Luria-Bertani (LB) in celice inkubirali 1 h pri 37°C, ob 

stresanju 180 vrt./min. 100 µl bakterijske suspenzije smo nato enakomerno razmazali po 

predhodno pripravljeni plošĉi LBA (plošĉi s trdim gojišĉem LB in dodanim antibiotikom 

ampicilinom). Plošĉe smo inkubirali ĉez noĉ pri 37°C. Naslednji dan smo izbrali 

transformirano kolonijo E.coli BL21 (DE3) pET11a::rMcp1a in jo nacepili v 20 ml gojišĉa 

LBA ter jo inkubirali preko noĉi pri 37°C ob stresanju 225 vrt./min.   

 

 

3.2.1.2 Izraţanje rMcp v bakterijah E.coli s pomoĉjo indukcije z IPTG 

 

Tretji dan smo sev nacepili v štiri dvolitrske erlenmajerice. V vsako smo ob gorilniku 

prelili 300 ml gojišĉa LB dodali 300 µl ampicilina (iz zaloţne raztopine s koncentracijo100 

mg/ml) ter v vsako odpipetirali 3 ml prekonoĉne kulture (kulturo smo redĉili 1:100) ter jih 

inkubirali pri 37°C ob stresanju 220 vrt./min. Med gojenjem smo spremljali optiĉno 

gostoto pri 600 nm (A600). Ko je optiĉna gostota pri 600 nm dosegla vrednost 1-1,5  (po 

pribliţno 4 urah) smo kulture E. coli inducirali z 1 mM IPTG (300 µl 1M izopropil-β-D-

tiogalaktopiranozida) ter inkubirali še 6 ur pri 37°C (ob stresanju 220 vrt./min). Po 10 urah 

gojenja smo kulturam ponovno izmerili A600, jih ohladili na ledu, po 250 ml prelili v 

centrifugirke GS-3 in centrifugirali 15 min pri 6000 x g (pri 4°C) v centrifugi Sorvall 

RC5C plus z rotorjem GS-3. Supernatante smo zavrgli, usedline celic pa resuspendirali v 

pufru TET (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 2 mM EDTA, 0,1% TritonX-100). V vsako 

centrifugirko smo dodali 25 ml pufra TET (pH 7,5), oborine resuspendirali in jih zdruţili 
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(100 ml) v centrifugirko GSA. Suspenzijo smo zamrznili preko noĉi pri -20°C. Vzorec 

suspenzije smo shranili loĉeno za nadalnje analize. 

 

 

3.2.1.3 Izolacija rMcp 
 

Suspenzijo celic smo poĉasi odtajali. Celice smo razbili z ultrazvokom (17x15s) s pomoĉjo 

sonikatorja Digitall sonifier W450 D (Branson, ZDA). Po sonikaciji smo suspenzijo 

centrifugirali 15 min pri 8000 x g (pri 4°C) v centrifugi Sorvall RC5C plus z rotorjem 

GSA. Supernatant smo zavrgli, oborino pa smo raztopili v 50 ml pufra TET in jo 

resuspendirali s pomoĉjo magnetnega mešala (2 h, 4°C). Sledilo je ponovno centrifugiranje 

15 min pri 10000 x g (pri 4°C, rotor GSA). Supernatant smo ponovno zavrgli, oborino pa 

smo s pomoĉjo magnetnega mešala (1,5 h, 4°C) raztopili v 30 ml pufra TET z 1 M ureo. 

Ponovno smo centrifugirali 15 min pri 10000 x g (pri 4°C, rotor GSA). Supernatant smo 

zamrznili pri -20°C (SN3), oborino pa s pomoĉjo magnetnega mešala (4°C) raztopili v 25 

ml pufra TET s 3M ureo. Raztopino smo centrifugirali 15 min pri 10000 x g (pri 4°C, rotor 

GSA). Supernatant smo zamrznili pri -20°C (SN4), oborino pa raztapljali preko noĉi (4°C) 

s pomoĉjo magnetnega mešala v 15 ml pufra TET s 6M ureo. Naslednji dan smo raztopino 

še enkrat centrifugirali 15 min pri 10000 x g (pri 4°C, rotor GSA). Supernatant smo 

zamrznili pri -20°C (SN5), oborino pa raztopili (4°C) s pomoĉjo magnetnega mešala v 10 

ml pufra TET z 8 M ureo. Med postopkom smo shranjevali alikvote (0,2 ml) vseh 

supernatantov in suspenzij za nadalnje analize. 

 

 

3.2.1.4 Gelska filtracija 

 

Gelska filtracija je metoda, ki temelji na loĉevanju molekul zaradi razlik v njihovi 

velikosti. Ob tem se predpostavlja, da ni elektrostatskih in drugih interakcij med gelom in 

sestavinami vzorca in da imajo proteini vzorca enotno, sferiĉno obliko, kar pa vedno ne 

drţi. Stacionarna faza je zamreţen polimer v obliki gela, ki ima toĉno definirano velikost 

por. Manjše molekule se v pore ujamejo in zato potujejo poĉasneje ter imajo daljši 

elucijski ĉas. Veĉje molekule v pore ne prodrejo in zato potujejo hitreje ter imajo krajši 

elucijski ĉas. Molekule se tako loĉijo po padajoĉi molekulski masi. 

 

Kolono premera 3,2 cm in višine 142 cm, ki je bila napolnjena z gelom Superdex S200 

(GE Healthcare, ZDA), smo sprali s pufrom za gelsko filtracijo (0,1 M NaAc, 0,3 M NaCl, 

0,001 M EDTA, pH 6,5). Izvedli smo dve gelski filtraciji in sicer prvo s 25 ml vzorca 

(raztopljenega rekombinantnega makrocipina v urei) brez dodanega reducenta DTT 

(ditiotreitol) in drugo s 45 ml vzorca s 5 mM DTT. Filtracija je potekala 24 ur pri 4°C s 

pretokom 52,8 ml/h. Frakcije smo zbirali na kolektorju na 30 min. Prisotnost proteinov 

smo spremljali z merjenjem absorbance pri valovni dolţini 280 nm na UV/VIS 

spektrofotometru (Perkin Elmer precisely, Lambda 25, ZDA) z uporabo kivete iz 
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kremenovega stekla širine 1 cm in prisotnost rMcp1 s testom inhibicije papaina s 

substratom BANA. Proteine v frakcijah smo analizirali tudi s poliakrilamidno gelsko 

elektroforezo v prisotnosti NaDS. Proteinske vrhove smo loĉeno zdruţili in jih 

koncentrirali s pomoĉjo ultrafiltracije. Skoncentriranim vzorcem smo ponovno izmerili 

A280 in jim doloĉili koncentracijo proteinov. 

 

 

3.2.1.5 Ultrafiltracija 

 

V 350 ml ultrafilter (Amicon, ZDA) smo vstavili membrano (Amicon, ZDA), ki zadrţi 

molekule veĉje od 3 kDa, in nalili vzorec. V hladni sobi (pri temperaturi 4°C) smo ga 

postavili na magnetno mešalo in priklopili na jeklenko z dušikom pri nadtlaku pribliţno 5 

barov. Koncentriranemu vzorcu smo izmerili A280, ga oznaĉili in ga shranili v 

zamrzovalniku na -20°C.  

 

 

3.2.1.6 Doloĉanje inhibitorne aktivnosti rMcp  

 

Inhibitorne aktivnosti vzorcev smo doloĉali z merjenjem zniţanja encimske aktivnosti 

cisteinske proteaze papain (Sigma, Nemĉija) glede na sintetiĉni kromogen substrat BANA 

(N-α-benzoil-D,L-arginil-β-naftilamid, Sigma, Nemĉija). Reakcija poteka tako, da papain 

sprosti 2-naftilamin, ki se raztopljen v neionskem detergentu Brij veţe na barvni reagent 

Fast Garnet. Pri tem nastane rdeĉe obarvan kompleks, ki absorbira svetlobo valovne 

dolţine 520 nm. 

 

K 75 µl koncentriranega papaina v 750 µl aktivacijske raztopine (0,1 M fosfat, pH 6,5, 1 

mM EDTA s 3 mM DTT) smo dodali 25 µl vzorca in 15 min inkubirali pri sobni 

temperaturi. Nato smo dodali 25 µl 0,1 M substrata BANA v Me2SO in 10 min inkubirali 

pri 37°C. Reakcijo smo nato prekinili s prekinjevalnim reagentom: mešanica reagenta III 

(10 mM parakloromerkuribenzojska kislina, 50 mM EDTA, pH 6,0) z barvnim reagentom 

(0,3 mg soli Fast Garnet GBC (diazonium-o-aminoazotoluen)/ml 4% Brij 35) v razmerju 

1:1. Intenziteto obarvanega kompleksa smo merili pri 520 nm proti slepemu vzorcu, ki smo 

ga pripravili po enakem postopku brez dodatka encima. Kontrolno vrednost encimske 

aktivnosti smo izmerili po enakem postopku brez dodatka vzorca.  

 

 

3.2.1.7 Doloĉanje koncentracije rMcp 
 

Pri doloĉanju vsebnosti proteinov v vzorcu izkorišĉamo dejstvo, da aromatske 

aminokisline (triptofan, tirozin in fenilalnin) absorbirajo svetlobo valovne dolţine 280 nm. 

Te aminokisline so v veliki veĉini proteinov zastopane v zelo podobnih deleţih, tako da 

lahko z merjenjem absorbance, ki jo povzroĉajo, enostavno ocenimo pribliţno 
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koncentracijo proteinov v bistrih raztopinah vzorca. Kljuĉna prednost metode je 

enostavnost in hitrost izvajanja, moti pa jo motnost vzorca (koloidni delci, mehurĉki, 

obarvanost). 

 

Vzorcu smo izmerili absorbanco pri 280 nm. Kot slepi vzorec smo uporabili pufer za 

gelsko filtracijo. Zvezo med absorbanco in koncentracijo snovi v kiveti opisuje Beer-

Lambertov zakon, ki pravi, da je velikost absorbance pri 280 nm premosorazmerna 

koncentraciji snovi (c), dolţini optiĉne poti svetlobnega ţarka (širina kvarĉne kivete) (l) in 

molarnemu absorbcijskemu koeficientu (ε), ki je znaĉilen za doloĉeno snov: A = ε  c  l.  

 

Absorbanca je koliĉina brez enote. Dolţino optiĉne poti merimo v cm, koncentracijo v 

mol/l in molarni absorpcijski koeficient v l/(mol·cm). Ĉe na tak naĉin doloĉamo masno 

koncentracijo (g/l), se v enaĉbi uporabi masni absorbcijski koeficient (l/(g·cm)), ki za rMcp 

znaša 2,57 l/(g·cm). 

 

 

3.2.2 Vezava liganda (rMcp) na nosilec (sefarozo) 

 

Uporabili smo 5 g prahu sefaroze 4B aktivirane s CNBr. V navodilih proizvajalca je 

navedeno da je potreben 1 g liofiliziranega prahu za pribliţno 3,5 ml konĉnega volumna 

medija, torej smo priĉakovali 17,5 ml konĉnega volumna sefaroze. Prah smo suspendirali v 

pribliţno 100 ml 1 mM HCl, da je nabreknil, nato smo gel poĉasi spirali na nuĉi z 1 L 1 

mM HCl pribliţno 15 min. 

 

Makrocipin smo raztopili v vezalnem karbonatnem pufru (0,5 M NaHCO3, pH 8,5, 0,3 M 

NaCl) z dodatkom 5 mM DTT. Uporabili smo pribliţno 5 ml pufra na g liofiliziranega 

prahu, torej 25 ml pufra. V navodilih proizvajalca je priporoĉena vezava okoli 5-10 mg 

proteina na ml medija. Mi smo vezali 2,2 mg rMcp1 na ml medija (39,25 mg/17,5 ml). 

Volumen liganda je bil 32,5 ml. Ligandu v karbonatnem pufru s 5 mM DTT smo dodali gel 

iz nuĉe ter stresali 2 uri na stresalniku. Z dodatkom 50 ml 2 M Tris-HCl (pH 8,5) in 

inkubacijo ĉez noĉ na sobni temperaturi smo blokirali vse skupine, na katere se ligand ni 

vezal (vsa preostala aktivirana mesta). Raztopino smo odnuĉirali, izmerili A280  nevezanega 

supernatanta, ter gel v nuĉi sprali z vezalnim karbonatnim pufrom in spravili z dodatkom 1 

M NaCl pri 4°C.  

 

Po vezavi rMcp1 na sefarozo smo preverili inhibitorno aktivnost vezanega inhibitorja. Na 

kolono z zaprtim stišĉkom smo nanesli pribliţno 10 ml vezalnega pufra, vsebino kolone 

pomešali in odpipetirali 200 µl suspenzije sefaroze, ter doloĉili aktivnost inhibitorja po 

postopku opisanem v toĉki 3.2.1.6.  
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3.2.3 Priprava izvlečkov iz naravnih vzorcev 

 

 

3.2.3.1 Priprava izvleĉka iz gob  

 

Za izolacijo cisteinskih proteaz smo pripravili veĉ litrov izvleĉka iz meglenke (Clitocybe 

nebularis) in orjaškega deţnika (Macrolepiota procera). Gobe so bile nabrane v naravnem 

okolju na podroĉju Krasa in do priprave izvleĉka shranjene pri -20°C. Gobe smo odtalili v 

mikrovalovni peĉici in jim dodali 1 g natrijevega bisulfita (Na2S2O3, antioksidant, prepreĉi 

nespecifiĉne interakcije) na 1 kg gob, dobro premešali in iztisnili sok ter dodali NaCl do 

koncentracije 0,3 M. Vodni izvleĉek smo nato centrifugirali 30 min pri 7000 x g (pri 4°C, 

rotor GS-3) in supernatant nanesli na afinitetno kromatografijo. 

 

 

3.2.3.2 Priprava kivijevega izvleĉka 

 

Za izolacijo aktinidina smo pripravili kivijev izvleĉek. Štiri zelene kivije (Actinidia 

deliciosa), ki smo jih kupili v lokalni trgovini, smo narezali na košĉke in jih zamrznili pri -

20°C. Naslednji dan smo kivi odtajali in mu dodali 1g natrijevega bisulfita (Na2S2O3) na 1 

kg kivija (0,38 g/380 g), dobro premešali in iztisnili sok (200 ml), ter dodali NaCl do 

koncentracije 0,3 M. Med postopkom smo vzdrţevali temperaturo od 0 - 4°C. Vodni 

izvleĉek smo nato centrifugirali 15 min pri 16000 x g (4°C, rotor GSA) in supernatant 

nanesli na afinitetno kromatografijo. 

 

 

3.2.3.3 Priprava izvleĉka iz fiţolovih semen 

 

Za izolacijo legumaina smo pripravili 160 ml izvleĉka iz 30 kaleĉih fiţolovih semen 

(Phaseolus vulgaris). Pred kalitvijo smo semena fiţola 5 minut sterilizirali v varikini, jih 

dobro sprali s sterilno vodo in pustili 2 uri v sterilni vodi, da so nabreknila. Predhodno smo 

pripravili petrijevko tako, da smo vanjo po dnu poloţili plast bombaţne vate in na njo filter 

papir. Vsebino petrijevke smo nato dobro navlaţili s sterilno vodo, pokrili s pokrovom, 

zavili v aluminijasto folijo in avtoklavirali. V tako pripravljeno petrijevko smo prestavili 

namoĉena fiţolova semena s predhodno oţgano pinceto. Petrijevko smo pokrili s 

pokrovom, zavili v aluminijasto folijo in 3 dni inkubirali pri 28-30°C. Po tem ĉasu smo 

kaleĉim fiţolom odstranili lupino, jih stehtali (m = 41,92 g) in jim dodali 50 ml pufra (100 

mM NaAc, 0,5 M NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 6,5, pred uporabo smo mu dodali 2 mM 

DTT). Fiţole smo nato mleli 10 min s pomoĉjo ultraturaksa (IKA-Labortechnik, Nemĉija). 

Homogenat smo centrifugirali 40 min pri 12000 x g (pri 4°C) v centrifugi Sorvall RC5C 

plus z rotorjem SS34. V supernatantu smo obarjali proteine z amonijevim sulfatom. 50 ml 

supernatanta smo postopoma ob mešanju na ledu dodajali amonijev sulfat do 80% 

nasiĉenosti. Po 4 urnem mešanju se je vzorec obarjal v hladni sobi preko noĉi. Naslednji 



25 
Mustar K. Uporaba makrocipina iz gobe orjaški deţnik na trdnem nosilcu za izolacijo cisteinskih proteaz z afinitetno kromatografijo.  

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2009 

 

dan smo vsebino ĉaše z oborjenimi proteini centrifugirali 20 min pri 16000 x g (pri 4°C, 

rotor GSA). Supernatant (SN2) smo zavrgli (1 ml smo zamrznili za nadaljnje analize), 

pelet pa raztopili v 25 ml 0,1 mM NaAc, 0,1 M NaCl, 1,5 mM EDTA, pH 6,5 in ga nato 

dializirali v hladni sobi v dializnem ĉrevu premera 22 mm, ki zadrţi molekule veĉje od 7 

kDa (Serva, Nemĉija) v istem pufru, da bi odstranili amonijev sulfat. Po dializi smo vzorec 

centrifugirali 30 min pri 16000 x g (pri 4°C, rotor GSA) in uporabili supernatant (SN3).  

 

 

3.2.3.4 Priprava izvleĉka iz svinjskih ledvic 

 

Sveţe svinjske ledvice (pribliţno 300g), ki smo jih kupili v lokalni klavnici, smo oĉistili 

mašĉobe in oţilja in izrezali srednji del (korteks). Tkivo smo nasekljali na drobne kose in 

resuspendirali v trikratni koliĉini (900 ml) pufra za tkivo (0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0, 60 

mM EDTA, 15 mM DTT, 0,3 M NaCl). Tkivo smo homogenizirali s paliĉnim mešalnikom 

pribliţno 10 min in pustili 24 ur pri 4°C. Naslednji dan smo centrifugirali 20 min pri 8000 

x g (pri 4°C, rotor GS-3) in supernatant nato centrifugirali še 20 min pri 16000 x g (pri 

4°C, rotor GSA). Dobljeni supernatant smo do nanosa na kolono shranili. Celoten postopek 

je potekal pri temperaturi od 0 do 4°C. 

 

 

3.2.4 Afinitetna kromatografija 

 

Uporabljali smo stekleno kolono, napolnjeno z dobro spranim pripravljenim gelom 

(sefarozo z vezanim rMcp). Po nanosu vzorca (npr. 100 ml izvleĉka meglenke) je sledilo 

spiranje kolone z vezalnim pufrom, dokler A280 v frakcijah ni padla pod vrednost 0,030. 

Vezane proteine smo nato spirali z elucijskim pufrom (10 mM NaOH). Eluat smo lovili v 

epruvete (okoli 10 ml na epruveto), v katere smo predhodno pripravili po 1 ml pufra za 

nevtralizacijo (2M Tris, pH 6,5). Eluiranima frakcijam smo s pH listiĉi merili pH in merili 

A280 na UV/VIS spektrofotometru z uporabo kivete iz kremenovega stekla širine 1 cm. Kot 

slepi vzorec smo uporabljali vezalni pufer. Proteinske vrhove smo loĉeno zdruţili in 

koncentrirali s pomoĉjo ultrafiltracije. Kot elucijske pufre smo testirali tudi  20% Me2SO, 

4% brij in 6 M ureo. Pred ponovno uporabo kolone smo le-to vedno sprali z vezalnim 

pufrom. 

 

Postopek afinitetne kromatografije se je glede na nanešeni vzorec nekoliko razlikoval. 

Afinitetna kromatografija za izolacijo aktinidina iz kivijevega izvleĉka je bila identiĉna 

zgoraj opisani. Za izolacijo legumaina iz fiţola smo uporabili tri elucijske pufre in sicer 

najprej 0,7 M NaCl in nato 10 mM HCl, ki mu je sledil še 10 mM NaOH. V epruvete za 

lovljenje frakcij smo prav tako predhodno pripravili ustrezno koliĉino pufra za 

nevtralizacijo frakcij. Pri izolaciji cisteinskih proteaz (legumaina) iz ledvic smo uporabili 

drug vezalni pufer in sicer 0,1 M fosfatni pufer, pH 6,0 z 20 mM EDTA, 5 mM DTT in 0,3 
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M NaCl. Tu smo izvedli dve razliĉici afinitetne kromatografije: pri prvi je bil kot eluent 

uporabljen 20 mM NaOH, pri drugi pa so si sledili trije elucijski pufri in sicer najprej 0,7 

M NaCl, nato 10 mM HCl, ki mu je sledil še 10 mM NaOH. 

 

 

3.2.5 Karakterizacija proteinov  

 

 

3.2.5.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 

(NaDS-PAGE) 

 

Poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 

(NaDS) je analitska metoda za loĉevanje proteinov in peptidov. Temelji na uporabi 

anionskega detergenta (NaDS), ki se veţe na denaturirane proteinske molekule, ta 

kompleks pa ima negativen naboj. V zamreţenem gelu potujejo ti kompleksi v elektriĉnem 

polju proti pozitivno nabiti anodi, hitrost potovanja pa je obratnosorazmerna z velikostjo 

proteinov.  

 

Pri delu smo uporabljali elektroforezni sistem MiniProtean II (BioRad, ZDA) in obarvane 

standarde velikosti (Pharmacija LMW standard, GE Healthcare, ZDA). Vzorĉni pufer smo 

pripravili tako, da smo zmešali 2,5 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 2 ml glicerola, 4 ml 10% 

NaDS, 1,5 ml dH2O in malo bromfenol modrega. Vzorce smo pripravili tako, da smo 

zmešali proteinski vzorec in vzorĉni pufer in inkubirali 10 min v vreli vodi (100°C) ter 

centrifugirali 30 s pri 20000 x g v mikrocentrifugi (Eppendorf 5424, Nemĉija).  

Elektroforeza je potekala v navpiĉni smeri v dveh razliĉno zamreţenih gelih in sicer v 

koncentracijskem gelu (manjša zamreţenost, koncentriranje proteinov na ozko obmoĉje) in 

loĉevalnem gelu (loĉevanje proteinov po velikosti). 

 

Pred pripravo gelov smo stekelca vpeli v nosilec s steklenim sendviĉem in tega vpeli v 

nosilec za vlivanje. Loĉevalni gel (12%) smo pripravili tako, da smo zmešali 3 ml 40% 

(m/v) raztopine akrilamida (vsebuje akrilamid in N,N´-metilen bisakrilamid), 4,335 ml 

dH2O, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 in 100 µl 10% NaDS. Polimerizacijo gela smo 

sproţili z dodatkom 50 µl 10% (m/v) APS in 15 µl reagenta TEMED. Raztopino smo 

premešali in vlili med dve pokonĉni stekleni plošĉici, razmaknjeni za 1,5 mm. Na vrh 

ulitega loĉevalnega gela smo nalili butanol, nasiĉen z dH2O, da se je izravnala linija gela. 

Gel je polimeriziral 20 do 45 min. Po tem ĉasu smo butanol odlili, linijo gela sprali z dH2O 

in popivnali s papirnato brisaĉko. Na strjeni loĉevalni gel smo ulili še koncentrirni gel, v 

katerega smo namestili glavniĉek z 10 ţepki, širine 1,5 mm. Koncentrirni gel (4%) smo 

pripravili tako, da smo zmešali 0,5 ml 40% raztopine akrilamida, 3,168 ml dH2O, 1,25 ml 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 in 50 µl 10% (m/v) NaDS. Pred vlitjem nad loĉevalni gel smo 

dodali v koncentrirni gel še 25 µl 10% APS in 8 µl reagenta TEMED. Ko se je gel strdil, 
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smo odstranili glavniĉek, plošĉici vpeli v aparaturo za elektroforezo, vlili pufer za 

elektroforezo (vsebuje 2,9 g/l Tris, 14,4 g/l glicina, 1 g/l NaDS, pH 8,3), in v ţepke 

previdno odpipetirali (do 60 µl) pripravljene vzorce. Elektroforeza je potekala pri 

konstantnem toku 30 mA/gel pribliţno 70 min.  

 

Gel smo nato barvali 30 min v raztopini Coomassie Brilliant Blue R-250 (GE Healthcare, 

ZDA), ki smo jo pripravili v 80% etanolu (0,2% Coomassie Brilliant Blue) in jo zmešali z 

20% ocetno kislino (CH3COOH) v razmerju 1:1. Nato smo ga primerno razbarvali z 

veĉkratno zamenjavo razbarvalne raztopine (30% (v/v) EtOH, 10% AcOH), dokler se 

proteinske lise niso razloĉno videle. Gele smo slikali s sistemom za slikanje gelov UVItec 

(UVItec, Velika Britanija), ki je bil povezan z raĉunalniškim programom UVI Photo. 

 

 

3.2.5.2 Cimografija z ţelatino 

 

Cimografija je elektroforezna tehnika, pri kateri substrat za detekcijo encimske aktivnosti 

(npr. ţelatina) kopolimerizira z poliakrilamidnim gelom. Vzorĉki so pripravljeni na enak 

naĉin kot pri NaDS-PAGE, le da se jih tu ne kuha. Na mestih, kjer encimi razgradijo 

substrat, po barvanju gela opazimo prozorne lise na temno obarvanem ozadju. 

Vzorĉni pufer smo uporabljali enak kot pri NaDS-PAGE. Vzorce smo pripravili tako, da 

smo zmešali proteinski vzorec in vzorĉni pufer in inkubirali pri sobni temperaturi pribliţno 

20 min ter centrifugirali 30 s pri 20000 x g v mikrocentrifugi.  

Loĉevalni gel (10% NaDS-PAGE z 1 mg/ml ţelatine) smo pripravili tako, da smo zmešali 

2,26 ml 40% (m/v) raztopine akrilamida, 3,56 ml dH2O, 2,25 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 z 

0,4% NaDS in 900 µl 1% ţelatine. Polimerizacijo gela smo sproţili z dodatkom 25 µl 10% 

APS in 15 µl reagenta TEMED. Raztopino smo dobro premešali in vlili med pokonĉni 

stekleni plošĉici, razmaknjeni za 1,5 mm. Na vrh ulitega loĉevalnega gela smo nalili 0,05% 

ţelatino v 0,3 M Tris-HCl, pH 8,8, da se je izravnala linija gela. Gel se je trdil 20 do 45 

min. Po tem ĉasu smo ţelatino odlili in popivnali s papirnato brisaĉko. Na strjeni loĉevalni 

gel smo ulili še koncentrirni gel, v katerega smo namestili glavniĉek z 10 ţepki, širine 1,5 

mm. Koncentrirni gel smo pripravili tako, da smo zmešali 0,625 ml 40% raztopine 

akrilamida, 3,05 ml dH2O, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 in 50 µl 10% (m/v) NaDS. Pred 

vlitjem nad loĉevalni gel smo dodali v koncentrirni gel še 20 µl 10% APS in 10 µl reagenta 

TEMED. Ko se je gel strdil, smo odstranili glavniĉek, plošĉici vpeli v aparaturo za 

elektroforezo, vlili pufer za elektroforezo in v ţepke dodali do 60 µl pripravljenih vzorcev. 

Elektroforeza je potekala pri konstantnem toku 30 mA/gel pribliţno 40 min. Po 

elektroforezi smo gel inkubirali 1 h v pufru za renaturacijo 2,5 % Triton-X-100 pri sobni 

temperaturi na rotacijskem mešalniku, na tak naĉin smo odstranili iz gela NaDS. Gel smo 

potem razvijali 21 h v razvijalnem pufru (100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 200 mM NaCl, 5 

mM CaCl2x2H2O, 0,02% (w/v) Brij 35 in dodatkom 2 mM DTT), kateremu smo lahko 

dodali tudi specifiĉne inhibitorje. Pri cimogramu z inhibitorjem E64, ki je specifiĉen za 
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cisteinske proteaze, smo E64 dodali v vzorec in v razvijalni pufer do konĉne koncentracije 

33 µM. V vzorec smo dodali ustrezno koliĉino inhibitorja iz zaloţne raztopine in inkubirali 

pri sobni temperaturi 15-20 min, šele nato dodali vzorĉni pufer in inkubirali vzorce še 20 

min pri sobni temperaturi. 

 

Gel smo barvali 1 h v raztopini Coomassie Brilliant Blue R-250 in ga nato primerno 

razbarvali (2-krat 30-40 min). Proteolitiĉna aktivnost po razbarvanju je bila vidna v obliki 

prozornih lis na temno modrem ozadju obarvane ţelatine. Gele smo slikali s sistemom za 

slikanje gelov UVItec, ki je bil povezan z raĉunalniškim programom UVI Photo. 

 

 

3.2.5.3 Nativna elektroforeza (PAGE) 

 

O nativni elektroforezi govorimo, kadar proteinskim vzorcem ne dodamo denaturanta ali 

natrijevega dodecilsulfata (NaDS). Molekule se loĉujejo na osnovi naboja in velikosti, 

struktura molekul pa se ohrani. Nativna elektroforeza se uporablja v preparativne namene 

in kadar ţelimo ohraniti biološko aktivnost molekul. 

 

Ta tip elektroforeze smo izvedli na enak naĉin, kot je opisano zgoraj, s to razliko, da smo 

loĉevalni gel, koncentrirni gel in vzorĉni pufer pripravili brez dodatka 10 %  NaDS, 

namesto tega smo odpipetirali ustrezno koliĉino dH2O. Tudi pufer za elektroforezo smo 

pripravili brez NaDS.   

 

Nativno elektroforezo smo uporabili za analizo proteinskih vzorcev, dobljenih s pomoĉjo 

afinitetne kromatografije iz fiţolovega izvleĉka in izvleĉka iz svinjskih ledvic. Izvedli smo 

jo po ţe opisanem postopku (Budiĉ in sod., 2009). Po konĉani elektroforezi smo dva 

paralelna nativna gela obravnavali na dva naĉina: 

1. gel smo spirali 5 min v dH2O in ga zatem razvijali v 40 ml citratnega pufra (39,1 

mM citronska kislina, 121 mM Na2HPO4, 1 mM EDTA, pH 8,5), ki smo mu dodali 

2 mM DTT in 100 µM fluorogeni substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC (Bachem, 

Nemĉija), ki je specifiĉen za legumain;  

2. gel smo spirali 5 min v dH2O in ga zatem razvijali v 40 ml fosfatnega pufra (0,1 M 

fosfatni pufer, 20 mM EDTA, pH 7,0), ki smo mu dodali 2 mM DTT in 100 µM 

fluorigeni substrat Z-Phe-Arg-AMC (Bachem, Nemĉija). 

 

 

3.2.5.4 Prenos Western in doloĉanje N-terminalnega aminokislinskega zaporedja 

 

N-terminalno zaporedje proteinov in peptidnih fragmentov smo doloĉili z avtomatizirano 

Edmanovo degradacijo z uporabo avtomatskega sekvenatorja Procise 492A (Applied 

Biosystems, ZDA), povezanega z analizatorjem 120A (Applied Biosystems, ZDA).  
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Proteine v vzorcu smo loĉili z NaDS-PAGE in jih prenesli na membrano PVDF. Pri 

postopku prenosa proteinov iz poliakrilamidnega gela na poliviniliden difluorid (PVDF) 

membrano (prenos Western) dobimo na membrani enak vzorec loĉenih proteinov, kakor je 

bil na gelu (Towbin in sod., 1979). Pufer za prenos smo pripravili tako, da smo zmešali 

100 ml pufra, ki vsebuje 30 g/l Tris in 58 g/l glicina, z 200 ml  metanola, 3,75 ml 10% 

NaDS in mešanico dolili z dH2O do 1 l. Plastiĉno mreţo iz tanka smo razprli in na anodno 

stran (ĉrno) najprej poloţili blazinico in 3 filter papirje enakih dimenzij, kakor gel. 

Blazinici in filter papirje smo predhodno namoĉili v pufru za prenos, da so se prepojili. Na 

filter papirje smo dali membrano PVDF Immobilon-P
SQ

 (Milipore, ZDA), ki ima velikosti 

por 0,2 µm. Membrano smo predhodno nekaj sekund aktivirali v 100% metanolu, nato 

sprali v dH2O ter namoĉili v pufru za prenos, da se je prepojila. Na membrano smo poloţili 

gel, ki smo ga predhodno inkubirali 5 min v pufru za prenos. Tako membrano, kot tudi gel 

smo na enem koncu oznaĉili. Na gel smo dali še 3 filter papirje in blazinico ter priklopili 

katodno plošĉo (prozorno). Pri nalaganju plasti smo pazili, da med njimi ni bilo zraĉnih 

mehurĉkov in da so se vse plasti dobro in tesno prilegale. Plastiĉno mreţo smo postavili v 

tank tako, da je bil ĉrni del mreţe ob ĉrnem delu tanka. Tank smo skupaj s posodico z 

ledom vstavili v kadiĉko za prenos Western (Biorad, ZDA) in to do vrha dolili s pufrom za 

prenos. Prenos je trajal 100 min pri napetosti 200 mA. Po konĉanem prenosu smo razstavili 

sendviĉ, membrano sprali v dH2O in jo v njej pustili ĉez noĉ. Naslednji dan smo 

membrano barvali pribliţno 1 minuto v raztopini barvila Serva blue R, ki smo jo pripravili 

tako, da smo 0,05 g barvila Serva blue raztopili v 20 ml metanola in 500 µl ocetne kisline 

in dolili z dH2O do 50 ml. Na koncu smo membrano razbarvali v 50% metanolu. 

Proteinske lise smo iz membrane izrezali in sledilo je doloĉanje zaporedja, ki ga je izvedla 

mag. Adrijana Leonardi z Odseka za molekularne in biomedicinske znanosti na Inštitutu 

Joţef Stefan. 

 

Aminokislinska zaporedja smo analizirali z uporabo pripomoĉkov Nacionalnega Centra za 

Biotehnološko Informacijo (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), na ExpaSy na 

Švicarskem Inštitutu za Bioinfornatiko (http://www.expasy.org/) in v bazi podatkov 

MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/). 

 

 

3.2.5.5 Identifikacija proteinov z masno spektrometrijo  

 

Masna spektrometrija je naĉin loĉevanja ionov glede na njihov koliĉnik m/z (masa na 

naboj). S pomoĉjo masne analize proteinskih fragmentov lahko ugotovimo njihovo 

aminokislinsko zaporedje in jih identificiramo. Masni spektrometer sestoji iz treh delov – 

iz ionizatorja, analizatorja in detektorja. V ionizatorju delci dobijo naboj, zaradi katerega 

se potem v analizatorju odklonijo, kar na koncu zazna detektor.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Vzorec, ki smo ga izolirali iz fiţolovega izvleĉka z 10 mM HCl, smo analizirali z NaDS-

PAGE, gel po elektroforezi pobarvali s Coomassie Brilliant Blue R-250. Iz gela smo nato 

izrezali lise in za identifikacijo proteinov uporabili masno spektrometrijo. Analizo je 

izvedel dr. Marko Fonoviĉ z Odseka za biokemijo, molekularno in strukturno biologijo na 

Inštitutu Joţef Stefan z elektrosprej ionizacijo (LC-MS-MS) na masnem spektrometru 

MSD Trap XCT Ultra (Agilent, ZDA). 

 

 

3.2.5.6 Doloĉanje encimske aktivnosti  

 

 

3.2.5.6.1 Test encimske aktivnosti s substratom Z-Phe-Arg-AMC  

 

Princip te metode je fluorimetriĉno doloĉanje 7-amino-4-metil kumarina (AMC), ki ga 

odcepljajo encimi iz substrata. Ta fluorogeni substrat se uporablja za doloĉanje aktivnosti 

cisteinskih proteaz (katepsinov B in L, papaina in plazemskih kalikreinov). 

 

Razliĉnim koliĉinam vzorca (0,5; 2; 5; 25 µl) v 500 µl reakcijske raztopine (0,1 M fosfat, 

20 mM EDTA, pH 7,0),  ki je vsebovala 3 mM DTT, smo primešali 10 µl 5 mM substrata 

Z-Phe-Arg-AMC (Bachem, Nemĉija) in 10 min inkubirali pri 37°C. Reakcijo smo prekinili 

z dodatkom prekinjevalnega reagenta in sicer 2 ml 5 mM jodoocetne kisline in spremljali 

nastanek produkta z merjenjem fluorescence pri valovni dolţini ekscitacije 370 nm in 

emisije 460 nm na pretoĉnem fluorimetru Luminiscence Spectrometer LS 30 (Perkin 

Elmer, ZDA). Slepi vzorec smo pripravili po enakem postopku, brez dodatka vzorca. 

 

 

3.2.5.6.2 Test encimske aktivnosti s substratom Z-Ala-Ala-Asn-AMC 

 

Princip te metode je fluorimetriĉno doloĉanje 7-amino-4-metil kumarina (AMC), ki ga 

odcepljajo encimi iz fluorescenĉnega substrata Z-Ala-Ala-Asn-AMC. Substrat se uporablja 

za doloĉanje aktivnosti legumaina. 

 

Razliĉnim koliĉinam vzorca (0,5; 2; 5; 25 µl) v 500 µl reakcijske raztopine (39,1 mM 

citronske kisline, 121 mM natrijevega fosfata (Na2HPO4), 1 mM EDTA, pH 5,8),  ki je 

vsebovala 2 mM DTT, smo primešali 5 µl 5 mM substrata Z-Ala-Ala-Asn-AMC (Bachem, 

Nemĉija) in 10 min inkubirali pri 37°C. Reakcijo smo prekinili z dodatkom 

prekinjevalnega reagenta in sicer 2 ml 5 mM jodoocetne kisline in spremljali nastanek 

produkta z merjenjem fluorescence pri valovni dolţini ekscitacije 370 nm in emisije 460 

nm na fluorimetru Luminiscence Spectrometer LS 30 (Perkin Elmer, ZDA). Slepi vzorec 

smo pripravili po enakem postopku, brez dodatka vzorca. 
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3.2.5.6.3 Test encimske aktivnosti s substratom FITC- hemoglobin 

 

Pri testu smo uporabili hemoglobin (Calbiochem, ZDA), ki je bil oznaĉen z fluorescein-

izotiocianatom (FITC) (Sigma, Nemĉija). FITC-hemoglobin je bil pripravljen po postopku, 

ki je opisan za pripravo FITC-kazeina (Twining, 1984). 

 

Najprej smo pripravili mešanico substrata in pufra, tako da smo za vsak vzorec zmešali 

200 µl fosfatnega pufra (0,1 M fosfatni pufer, 1,5 mM EDTA, pH 6,0) z dodatkom 2 mM 

DTT in 10 µl substrata FITC-hemoglobin. V mikrocentrifugirke smo zmešali 50 µl vzorca 

in 210 µl mešanice substrata in pufra in inkubirali 15 min pri 37°C. Po tem ĉasu smo v 

mikrocentrifugirke odpipetirali 430 µl prekinjevalca 5% trikloroocetne kisline (5% TCA) 

in inkubirali 10 min pri sobni temperaturi.  Nato smo centrifugirali 5 min pri 20000 x g. 

Med tem smo si za vsak vzorec pripravili epruveto z 2,3 ml 0,5 M NaOH in po 

centrifugiranju iz vsake mikrocentrifugirke vanjo odpipetirali 200 µl supernatanta. 

Nastanek produkta smo spremljali z merjenjem fluorescence pri valovni dolţini ekscitacije 

490 nm in emisije 525 nm na fluorimetru Luminiscence Spectrometer LS 30 (Perkin 

Elmer, ZDA). 

 

 

3.2.5.6.4 Test encimske aktivnosti s substratom BAPNA 

 

Kot substrat pri reakciji smo uporabili sintetiĉni substrat BAPNA, katerega raztopina je 

brezbarvna in prosojna. Pri njegovi razgradnji se sprošĉa p-nitroanilin, ki je intenzivno 

rumeno obarvan in ga lahko doloĉimo spektrofotometriĉno, z merjenjem absorbance pri 

405 nm. Intenziteta barve produkta je sorazmerna številu razgrajenih molekul substrata. 

Substrat BAPNA se uporablja za doloĉanje aktivnosti proteaz, kot so papain, aktinidin in 

tripsin.  

 

Razliĉnim koliĉinam vzorca (50, 100 µl) smo primešali 1,5 ml mešanice 0,01 M substrata 

BAPNA (N-benzoil-D,L-arginil-p-nitroanilid, Sigma, Nemĉija) in pufra (0,1 M Tris, 0,02 

M CaCl2, pH 8,0 z dodatkom 3 mM DTT pred uporabo) v razmerju 1: 100 in 30 min 

inkubirali pri 37°C na stresalniku. Substrat BAPNA smo predhodno pripravili v Me2SO, 

tako da smo zatehtali 100 mg BAPNA na 2,3 ml Me2SO. Reakcijo smo prekinili z 

dodatkom prekinjevalnega reagenta in sicer 1 ml 0,2 M HCl in spremljali nastali produkt z 

merjenjem absorbance pri valovni dolţini 405 nm. Slepi vzorec smo pripravili po enakem 

postopku, brez dodatka vzorca. Pozitivno kontrolo smo pripravili po enakem postopku, le 

da smo namesto vzorca dodali 50 µl tripsina (Fluka, ZDA) s koncentracijo 0,05 mg/ml. 

Test smo ponovili še s pufrom BAPNA (0,1 M Tris, 0,02 M CaCl2, pH 6,0 z dodatkom 3 

mM DTT pred uporabo). 
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3.2.5.7 Doloĉanje vpliva lektina CnL na inhibitorno aktivnost Mcp 

 

Test temelji na uporabi kromogenega substrata Z-Phe-Arg-pNA (Bachem Feinkemikalien, 

Švica), iz katerega encimi odcepljajo pNA (para-nitroanilid), njegovo sprošĉanje pa 

spremljamo spektrofotometriĉno pri valovni dolţini okrog 405 nm.  

 

V tri mikrocentrifugirke smo zmešali razliĉna razmerja rekombinantnega Mcp1 in 

rekombinantnega lektina CnL, ki sta bila pripravljena na Odseku za biotehnologijo 

Inštituta Joţef Štefan, in sicer CnL:Mcp1=1:1 (15 µM CnL in 15 µM Mcp1), 

CnL:Mcp1=1:3 (3 µM CnL in 9 µM Mcp1) in CnL:Mcp1=3:1 (39 µM CnL in 13 µM 

Mcp1) v pufru BANA (100 mM fosfatni pufer, 0,2 mM EDTA, pH 6,0) z dodatkom 

reducenta 5 mM DTT. Pripravili smo si tudi 10 µM Mcp1 in 10 µM CnL v pufru BANA s 

5 mM DTT. Papain (Sigma, Nemĉija) smo redĉili 50 krat v pufru BANA. Kot substrat smo 

uporabljali 300 µM Z-Phe-Arg-pNA v pufru BANA s 5 mM DTT.  

 

Test smo izvajali v mikrotitrski plošĉi, v vsako izmed luknjic smo odpipetirali 20 µl 

predhodno pripravljene raztopine papaina in 100 µl pufra BANA z DTT. V luknjice smo 

odpipetirali razliĉne koliĉine (2,5 µl; 5 µl; 10 µl in 20 µl) inhibitorja, lektina ter mešanice 

inhibitor-lektin in inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Po tem ĉasu smo v luknjice z 

multikanalno pipeto odpipetirali 100 µl 300 µM Z-Phe-Arg-pNA in inkubirali 5 min pri 

37°C. Po tem ĉasu smo s ĉitalcem mikrotitrskh plošĉ Tecan (Safire, ZDA) izmerili 

absorbanco pri 410 nm (A410). Slepi vzorec smo pripravili po enakem postopku, brez 

dodatka inhibitorja, lektina in encima (papaina). Kontrolni vzorec smo pripravili po 

enakem postopku, brez dodatka inhibitorja in lektina. 
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4 REZULTATI 

 

 

4.1 PRIPRAVA AFINITETNE KROMATOGRAFIJE 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

Slika 5: Shematski prikaz priprave afinitetne kromatografije. 

 
 

4.1.1 Heterologno izraţanje inhibitorja cisteinskih proteaz makrocipina 

 

Za pripravo rekombinantnega makrocipina smo uporabili bakterijski ekspresijski sistem. 

Ekspresijski vektor pET11a::rMcp1a smo transformirali v bakterijski sev E. coli 

BL21(DE3), ki omogoĉa prekomerno izraţanje po indukciji z laktoznim analogom IPTG. 

Nivo rekombinantnega proteina je bil znatno višji 6 ur po indukciji z IPTG kot pred 

indukcijo, kar je razvidno iz slike 6 - linija 2  kot moĉnejša lisa na obmoĉju, kjer smo 

priĉakovali naš protein (21 in 42 kDa). Celice smo po gojenju razbili s pomoĉjo sonikacije. 

Rekombinantni makrocipin se je izraţal v glavnem v obliki netopnih inkluzijskih teles, ki 

transformacija plazmida z 

vkljuĉkom mcp v E.coli 

HETEROLOGNO 

IZRAŢANJE INHIBITORJA 

CISTEINSKIH PROTEAZ - 

MAKROCIPINA 

izolacija rMcp 
→ razbitje celic z ultrazvokom 

→ raztapljanje inkluzijskih teles v raztopini 

uree 

 

ĉišĉenje rMcp  → gelska filtracija 

KARAKTERIZACIJA rMcp 
→ molekulska masa (NaDS-PAGE) 

→ inhibitorna aktivnost  

PRIPRAVA AFINITETNE 

KROMATOGRAFIJE 

→ vezava liganda (rMcp) na afinitetni nosilec 

(sefarozo) 

→ test uspešnosti vezave in inhibitorna 

aktivnost vezanega rMcp 
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smo jih raztapljali v pufru z postopnim poviševanjem koncentracije uree (v 1 M, 3 M, 6 M 

in 8 M urei).  

    

      

 

Slika 6: Izraţanje rekombinantnega makrocipina.  

Analiza izraţanja rekombinantnega makrocipina z NaDS-PAGE (12% poliakrilamidni gel, obarvan s 

Commassie Blue) v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) pET11a::rMcp1a. M- oznaĉevalec 

molekulskih mas, 1- celiĉni lizat pred indukcijo izraţanja in 2- 6 h po indukciji izraţanja z IPTG; 3- vzorec 

po razbitju celic; 4- supernatant 1; 5- raztopljena oborina v pufru TET, 6- supernatant 2; 7- oborina, 

raztopljena v  pufru TET z 1 M ureo; 8- supernatant 3; 9- oborina, raztopljena v pufru TET s 3 M ureo, 10- 

supernatant 4, 11- oborina, raztopljena v  pufru TET s 6 M ureo; 12- supernatant 5; 13- oborina, raztopljena v  

pufru TET z 8 M ureo; M- oznaĉevalec molekulskih mas. 

 

 

4.1.2 Čiščenje in karakterizacija rekombinantnega makrocipina 

 

Rekombinantni makrocipin smo ĉistili s pomoĉjo gelske filtracije. Frakcijam smo izmerili 

absorbanco pri 280 nm in v njih doloĉili prisotnost inhibitorja cisteinskih proteaz s testom 

inhibicije papaina s substratom BANA (slika 7). Prisotni so bili trije proteinski vrhovi, od 

tega sta prvi in drugi vrh pokazala inhibicijo papaina. Drugi vrh je pokazal veĉjo 

specifiĉno aktivnost, frakcijam z višjimi koncentracijami proteinov so tu odgovarjale tudi 

višje inhibitorne aktivnosti.  Frakcije, ki so kazale inhibitorno aktivnost v prvih dveh 

vrhovih, smo zdruţili, jih koncentrirali ter jih uporabili za pripravo afinitetne 

kromatografije.  
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Slika 7: Čiščenje rekombinantnega makrocipina z gelsko filtracijo. 

Modro: koncentracija proteinov izmerjena kot absorbanca pri 280 nm. Rdeĉe: Inhibitorna aktivnost v 

frakcijah, merjena s testom inhibicije papaina s substratom BANA, podrobnosti so opisane v metodah pod 

toĉko 3.2.1.6.  

 

 

Analiza oĉišĉenega inhibitornega proteina je pod reducirajoĉimi pogoji na poliakrilamidni 

elektroforezi v prisotnosti NaDS pokazala liso rMcp1 z molekulsko maso 21 kDa. V 

primeru brez predhodne redukcije je bila prisotna tudi lisa pri 42 kDa, ki ustreza dimerom 

rMcp1, ki nastanejo s tvorbo disulfidnih vezi med cisteini v molekulah makrocipina 

(Sabotiĉ in sod., 2009). Potrdili smo tudi uspešnost gelske filtracije, saj so bile na NaDS-

PAGE prisotne le ţeljene proteinske lise (slika 8). 

 

 
 
 

Slika 8: Analiza očiščenega rekombinantnega makrocipina z NaDS-PAGE. 

M-oznaĉevalec molekulskih mas; 1- rMcp1 pred gelsko filtracijo;2- oĉišĉen rMcp1 brez reducenta; oĉišĉen 

rMcp1 z dodatkom reducenta. 
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4.1.3 Priprava afinitetne kromatografije 

 

Pred vezavo liganda (rMcp) na nosilec (sefarozo 4B aktivirano s CNBr) smo ocenili 

koncentracijo inhibitorja po Beer-Lambertovem zakonu. Skoncentriranim vzorcem smo 

izmerili A280 in izraĉunali koncentracijo proteinov. 

 

 

Preglednica 2: Izračun koncentracije [mg/ml] in mase [mg] proizvedenega in očiščenega rMcp1. 

 

A280 V [ml]   c [mg/ml]   m [mg]  

3,10 32,5 1,21 39,25 

 

 

Rekombinantni makrocipin, ki smo ga pripravili s heterolognim izraţanjem v bakteriji E. 

coli, smo vezali na sefarozo in z njo napolnili kolono za afinitetno kromatografijo.  

S testom inhibicije papaina s substratom BANA, ki je opisan v toĉki 3.2.1.6, smo testirali 

uspešnost vezave inhibitorja na sefarozo in njegovo inhibitorno aktivnost. Makrocipin je 

pri vezavi ohranil svoje inhibitorne lastnosti, saj je sefaroza, na katero smo vezali 

makrocipin moĉno inhibirala papain. 50 µl oĉišĉenega rMcp1 je za 93% inhibiralo testni 

papain, medtem ko je 200 µl suspenzije gela testno proteazo inhibiralo za 68%. 

 

 

Preglednica 3: Inhibitorna aktivnost makrocipina vezanega na sefarozo. 

 

 A520 % aktivnosti % inhibicije 

Pozitivna kontrola 0,3460 100 0 

Oĉišĉen rMcp1 0,0243 7 93 

Pozitivna kontrola 0,4879 100 0 

Sefaroza z vezanim rMcp1 0,1565 32 68 
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4.2 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA CISTEINSKIH PROTEAZ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 9: Shematski prikaz postopka izolacije in karakterizacije proteinov iz različnih naravnih virov. 

 
 

4.2.1 Izolacija cisteinskih proteaz iz prostotrosnic 

 

Iz prostotrosnic, iz katerih so izolirali inhibitorje cisteinskih proteaz, ki spadajo v druţino 

mikocipinov, smo ţeleli s pomoĉjo afinitetnega nosilca z vezanim inhibitorjem cisteinskih 

proteaz - makrocipinom izolirati cisteinske proteaze. V ta namen smo po postopku, 

opisanem v toĉki 3.2.3.1, pripravili vodna izvleĉka iz meglenke (Clitocybe nebularis) in 

orjaškega deţnika (Macrolepiota procera). Loĉeno smo ju nanesli na kolono in spirali z 

vezalnim pufrom, eluirali pa z 10 mM NaOH. Postopek smo veĉkrat ponovili in dobili 

ponovljive rezultate.  

 

priprava izvleĉkov iz naravnih 

materialov 
 

→ kivi (Actinidia deliciosa) 

→ fiţol (Phaseolus vulgaris) 

→ korteks svinjskih ledvic 

 

IZOLACIJA CISTEINSKIH 

PROTEAZ Z AFINITETNO 

KROMATOGRAFIJO 

→ prostotrosnice  

meglenka (Clitocybe nebularis) 

orjaški deţnik (Macrolepiota procera) 

 

ANALIZA IZOLIRANIH 

PROTEINOV 

→ ELEKTROFOREZNE METODE (NaDS-PAGE, 

cimografija z ţelatino, PAGE) 

→ DOLOĈANJE N-TERMINALNEGA 

AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA PROTEINOV  

→ MASNA SPEKTROMETRIJA 

→ TESTI ENCIMSKE AKTIVNOSTI (uporabljeni substrati: 

Z-Phe-Arg-AMC, Z-Ala-Ala-Asn-AMC, FITC-

hemoglobin, BAPNA) 
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Vrh 1 na elucijskih diagramih (slika 10) predstavlja nevezane proteine, ki smo jih iz kolone 

sprali z vezalnim pufrom. Proteine, ki so se v postopku rMcp-afinitetne kromatografije 

vezali, smo pridobili z elucijo s spremembo pH. V primeru nanosa izvleĉka meglenke na 

afinitetno kromatografijo smo z elucijo dobili dva vrhova, v primeru nanosa izvleĉka 

orjaškega deţnika pa enega (slika 10). Eluirane vrhove smo loĉeno koncentrirali. Izmerili 

smo A280 skoncentriranih vzorcev ter jih identificirali s pomoĉjo NaDS-PAGE in 

cimografije. 

 

 

 
 

Slika 10: Elucijski diagram rMcp-afinitetne kromatografije izvlečkov prostotrosnic. 

Absorbanca pri 280 nm frakcij tekom spiranja nevezanih proteinov (vrh 1) in elucije vezanih proteinov iz A: 

izvleĉka meglenke (vrh 2 in vrh 3) in B: izvleĉka orjaškega deţnika (vrh 2).  

 

 

4.2.1.1 Optimizacija izolacije cisteinskih proteaz iz prostotrosnic 

 

Optimizirali smo izolacijo cisteinskih proteaz z uporabo razliĉnih eluentov v postopku 

afinitetne kromatografije. Kot elucijske pufre smo poleg 10 mM NaOH uporabili tudi 20% 

Me2SO, 4% brij ali 6 M ureo. 20% Me2SO in 4% brij sta se izkazala za neuspešna, saj z 

merjenjem A280 v frakcijah nismo zaznali elucijskega vrha. 6 M urea se je izkazala kot 

uspešen eluent, vendar je bil vrh niţji kot pri uporabi 10 mM NaOH. Analiza proteinov z 

elektroforeznimi metodami je pokazala nizko vsebnost proteinov, ki niso kazali 

ţelatinolitiĉne aktivnosti. Kot najbolj ustrezen eluent pri izolaciji cisteinskih proteaz iz 

prostotrosnic se je izkazal 10 mM NaOH. 

 

 

4.2.1.2 Analiza proteinov z elektroforeznimi metodami 

 

Analiza NaDS-PAGE je pokazala, da so v obeh vrhovih izoliranih iz izvleĉka meglenke 

prisotne enake lise z ocenjenimi velikostmi 17 kDa, 18 kDa, 19 kDa, 21 kDa in 22 kDa in 

šibko vidna lisa pri 37 kDa (slika 11A), zato smo vrhova po sledeĉih afinitetnih 

kromatografijah zdruţevali.  
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Vzorce smo analizirali tudi na prisotnost ţelatinolitiĉne aktivnosti oz. nespecifiĉne 

razgradnje proteinov. V primeru nanosa izvleĉka meglenke je prisotnih pet lis s 

proteolitiĉno aktivnostjo, dve moĉni in tri šibke. V primeru nanosa izolata pa je lis manj in 

so šibkejše kot v samem izvleĉku. Prisotne so štiri lise, ena moĉna in tri šibke. Vzorec 

ţelatinolitiĉne aktivnosti je bil ponovljiv (slika 11B), razlika se je kazala le v jakosti lis 

med posameznimi vzorci. Aktivnosti smo karakterizirali z dodatkom inhibitorja E64, ki je 

specifiĉen za papainovo druţino proteaz, vendar le ta proteaz ni inhibiral (ni prikazano). 

Moĉne aktivnosti se nahajajo pri višjih molekulskih masah, vendar primerjava lis, ki 

kaţejo ţelatinolitiĉno aktivnost z lisami doloĉenimi z NaDS-PAGE ni mogoĉa, saj pri 

NaDS-PAGE z ţelatino ne moremo pravilno doloĉiti molekulskih mas proteinov. Na 

potovanje proteinov lahko vpliva afinitetna interakcija med aktivnim mestom encima in 

ţelatino (Hummel in sod., 1996). Opazili so tudi, da je navidezna molekulska masa 

odvisna od nanešene koliĉine proteaze, in ker koliĉin posameznih proteaz v izvleĉku in 

eluatu ni mogoĉe doloĉiti, vrednosti molekulskih mas niso zanesljive (Sabotiĉ in sod., 

2007).  

 

A                                             B       

     
 

Slika 11: Analiza proteinov izoliranih iz meglenke z NaDS-PAGE (A) in ţelatinsko cimografijo (B). 

M- oznaĉevalec molekulskih mas; 1- proteini izolirani iz izvleĉka meglenke, vrh 1; 2- proteini izolirani iz 

izvleĉka meglenke, vrh 2; Cn- izvleĉek meglenke. 

 

 

Analiza skoncentriranih vzorcev, izoliranih iz izvleĉka orjaškega deţnika, je na NaDS-

PAGE pokazala lise z ocenjenimi velikostmi 18 kDa, 20 kDa in 26 kDa. Vidna je bila tudi 

šibka lisa z ocenjeno velikostjo 19 kDa (slika 12A). Vzorci, ki smo jih pridobili pri 

veĉkratnih ponovitvah afinitetne kromatografije, so se razlikovali v jakosti proteinskih lis, 

vsi vzorci tudi niso imeli vseh omenjenih lis, vendar pa niso kazali proteinskih lis 

drugaĉnih velikosti.  
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Vzorce smo, prav tako kot pri meglenki, analizirali tudi s pomoĉjo ţelatinske cimografije. 

Tu so izolati kazali aktivnosti, ki pa so se med seboj precej razlikovale, predvsem v 

poloţaju aktivne lise na gelu (slika 12B). Tako v primeru nanosa izvleĉka orjaškega 

deţnika kot v primeru nanesenih izolatov so bile lise šibke. Pri gobjem izvleĉku sta 

prisotni dve lisi, pri izoliranih vzorcih pa ena. Aktivnosti smo karakterizirali s pomoĉjo 

dodatka inhibitorja E64, ki je specifiĉen za papainovo druţino proteaz, vendar le ta 

aktivnosti ni inhibiral (ni prikazano).  

 

A B 

      
 

Slika 12: Analiza proteinov izoliranih iz orjaškega deţnika z NaDS-PAGE (A) in ţelatinsko 

cimografijo (B). 

M- oznaĉevalec molekulskih mas; Mp- izvleĉek orjaškega deţnika; 1, 2, 3- proteini izolirani iz izvleĉka 

orjaškega deţnika z afinitetno kromatografijo. 

 

 

4.2.1.3 Encimske aktivnosti 

 

Po eni izmed izolacij cisteinskih proteaz iz meglenke smo ugotavljali aktivnosti frakcij na 

substrat Z-Phe-Arg-AMC, po postopku, opisanem v toĉki 3.2.5.6.1. Aktivnosti nismo 

zaznali, kar je bila verjetno posledica nizke koncentracije proteaz.  

 

Skoncentrirani vzorci, izolirani iz obeh prostotrosnic, prav tako niso kazali aktivnosti pri 

testu encimske aktivnosti s substratom FITC- hemoglobin.  

 

 

4.2.1.4 Analiza N-terminalnih aminokislinskih zaporedij 

 

Najmoĉnejše proteinske lise vzorcev, izoliranih iz obeh prostotrosnic, katerih 

elektroforegrama sta prikazana na sliki 13, smo uporabili za doloĉanje N- terminalnega 

aminokislinskega zaporedja. Analiza je pokazala, da je bilo v vzorcu prisotnih veĉ 
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razliĉnih proteinov. Zaradi razliĉnih intenzitet signalov je bilo v posameznih lisah mogoĉe 

razbrati veĉ N-terminalnih aminokislinskih zaporedij (preglednica 4). 

 

 

 
 

Slika 13: NaDS-PAGE proteinov iz prostotrosnic, ki smo jih izbrali za določanje N-terminalnega 

zaporedja. 

Proteinom v oznaĉenih lisah smo doloĉili N-terminalno aminokislinsko zaporedje; Cn- proteini izolirani iz 

izvleĉka meglenke (levo); Mp- proteini izolirani iz izvleĉka orjaškega deţnika (desno). 

 

 

Preglednica 4: N-terminalna aminokislinska zaporedja proteinov, izoliranih  iz prostotrosnic. 

Cn- oznaka za vzorce izolirane iz meglenke; Mp- oznaka za vzorce izolirane iz orjaškega deţnika. 
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Aminokislinsko zaporedje smo primerjali z ţe znanimi aminokislinskimi zaporedji 

proteinov s programom BLAST in ugotovili podobnost z ţe znanimi proteini.  

 

Pri proteinih iz meglenke smo ugotovili podobnost pri Cn1 (22 kDa), pri katerem smo 

doloĉili zaporedje dolgo 15 aminokislin (FYTIRHLVEGLHPXN), ki je pokazalo 92% 

identiĉnost in 92% podobnost z zaporedjem N-konca makrocipina 4 iz prostotrosnice 

Macrolepiota procera (Sabotiĉ in sod., 2009). Moţno bi bilo, da bi se makrocipin spiral iz 
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kolone, vendar izolirani protein kaţe manjšo identiĉnost in podobnost (ti znašata le 76%) z 

zaporedjem N-konca makrocipina 1a, ki je vezan na kolono. 

 

 
                         10        20    

                ....|....|....|....|.... 

Makrocipin 1a   MGFEDGFYTILHLAEGQHPNSKIP 24  

Makrocipin 4a   MALEDGFYTIRHLVEGQHPS--IP 22  

Cn1             ------FYTIRHLVEGLHPX--N- 15  

 

Slika 14: Poravnava določenega N-terminalnega aminokislinskega zaporedja Cn1 z zaporedjem 

makrocipinov Mcp1a in Mcp4a. 

Identiĉne aminokisline v zaporedjih so oznaĉene temno sivo in podobne svetlo sivo. 

 

 

V proteinski lisi Cn3 (19 kDa) smo doloĉili N-terminalno zaporedje dolţine 16 aminokislin 

(SITPGTYNIANVAYDP), ki je pokazalo 92 % identiĉnost in 92% podobnost z 

zaporedjem N-konca ricinu B-podobnega lektina CnL, ki so ga ţe predhodno izolirali iz 

gobe Clitocybe nebularis in karakterizirali (Pohleven in sod., 2009).  

 

 
             10         

     ....|....|....|... 

CnL  MSITPGTYNITNVAYTNR 18   

Cn3  -SITPGTYNIANVAYDP- 16   

 

Slika 15: Poravnava določenega N-terminalnega aminokislinskega zaporedja Cn3 z zaporedjem N-

konca ricinu B-podobnega lektina CnL. 

Identiĉne aminokisline v zaporedjih so oznaĉene temno sivo in podobne svetlo sivo. 

 

 

Pri vzorcu proteinov, izoliranih iz orjaškega deţnika, smo prav tako ugotovili podobnost z 

ţe znanimi proteini. Podobnost je bila ugotovljena pri Mp3 (18 kDa), pri katerem smo 

doloĉili zaporedje N-konca dolgo 20 aminokislin (SGQTYKITNVKAGTVIDLSG), ki je 

pokazalo 70% identiĉnost in 90% podobnost z zaporedjem N-konca domnevne mananaze, 

ki so jo našli v šampinjonih (Agaricus bisporus) ter 70% identiĉnost in 70% podobnost z 

zaporedjem N-konca proteina iz prostotrosnice Laccaria bicolor, ki spada v druţino C13 

proteinov, ki veţejo ogljikove hidrate.  
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                                10        20        30         
                       ....|....|....|....|....|....|. 

mananaza (A. bisporus) PPRAGSSEVVSGQSHRITNVKAGNALDLSGV 31   

protein (L. bicolor)   -----MADVRDGNIYKIVNVKGHTVIDLNSH 26   

Mp3                    ----------SGQTYKITNVKAGTVIDLSG- 20   

 

Slika 16: Poravnava določenega N-terminalnega aminokislinskega zaporedja Mp3 z zaporedjem 

domnevne mananaze iz A. bisporus in proteina iz L. bicolor. 

Identiĉne aminokisline v zaporedjih so oznaĉene temno sivo in podobne svetlo sivo. 

 

 

V vzorcih Cn2 in Cn4 smo aminokislinsko zaporedje razbrali le do sedme oz. desete 

aminokisline, prav tako pri Mp1 in Mp2, kjer smo zaporedje lahko razbrali le do pete oz. 

tretje aminokisline. Za zanesljivost primerjalnih analiz bi tu morali doloĉiti daljše 

zaporedje, zato podobnosti nismo ugotovili. 

 

 

4.2.1.5 Vpliv CnL na inhibitorno aktivnost Mcp 

 

Analiza N-terminalnih zaporedij je pokazala, da smo iz meglenke s pomoĉjo rMcp-

afinitetne kromatografije izolirali ricinu B-podobne lektine. Da bi ugotovili, ali lektini 

vplivajo na inhibitorno aktivnost makrocipina, smo testirali inhibicijo papaina s substratom 

Z-Phe-Arg-pNA v prisotnosti lektina. Pripravili smo mešanice makrocipina in ricinu B-

podobnega lektina iz C. nebularis v razliĉnih razmerjih, in sicer 1:1, 1:3 in 3:1 in v testu 

uporabili razliĉne koliĉine teh mešanic. Prav tako smo testirali tudi inhibicijo razliĉnih 

koliĉin samega makrocipina. Rezultate smo grafiĉno predstavili z linearnimi trendnimi 

ĉrtami in prikazanimi pripadajoĉimi enaĉbami, ki kaţejo na to, da lektini ne vplivajo na 

inhibitorno aktivnost makrocipina. To lahko sklepamo iz naklona premice, ki prikazuje 

inhibicijo papaina z Mcp1, ki je enak naklonom premic, pri katerih je Mcp1 dodan tudi 

lektin v razliĉnih razmerjih. Ti nakloni imajo zaokroţeno vrednost -0,02 (slika 17). Da bi 

ugotovili, kakšen je vpliv lektinov na papain, smo testirali tudi razliĉne koliĉine samih 

lektinov. Tu se je izkazalo, da ima papain enako aktivnost v odsotnosti ali prisotnosti 

lektinov. Premica je vodoravna, njen naklon je 0 (slika 17).  
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Slika 17: Vpliv lektina CnL na inhibitorno aktivnost makrocipina. 

Encimska aktivnost papaina v prisotnosti razliĉnih koliĉin inhibitorja makrocipina (Mcp), lektina CnL in 

njune mešanice v razliĉnih razmerjih. 

 

 

4.2.1.6 Vezava proteinov iz prostotrosnic na nosilec (sefarozo) 

 

Zaradi vezave lektinov in lektinu podobnih proteinov na rMcp-afinitetno kromatografijo, 

se je pojavilo vprašanje, ali je vezava makromolekul specifiĉna na vezani ligand 

(makrocipin) ali je ta vezava nespecifiĉna adsorbcija na nosilec (sefarozo). V ta namen 

smo izvedli kontrolne afinitetne kromatografije, tako, da smo izvleĉek meglenke in 

orjaškega deţnika nanesli na sefarozo brez vezanega inhibitorja in eluirali z 10 mM NaOH. 

Potek afinitetne kromatografije je bil enak predhodnim afinitetnim kromatografijam z 

vezanim makrocipinom. 

 

Analiza tako izoliranih proteinov iz meglenke je na poliakrilamidni gelski elektroforezi v 

prisotnosti NaDS pokazala lisi z ocenjeno velikostjo 17 kDa in 19 kDa ter šibkejšo liso pri 

22 kDa. Lise se ujemajo s tistimi, ki smo jih izolirali z vezanim inhibitorjem, le da je 

kontrolnih manj. Pri izolaciji proteinov iz orjaškega deţnika se je po NaDS-PAGE 

izkazalo, da so v elucijskem vrhu prisotne lise z ocenjenimi velikostmi 17 kDa , 19 kDa, 

21 kDa, 23 kDa in 37 kDa, ki se ne ujemajo z nekontrolnimi izolati.  
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Kontrolni  vzorci niso kazali ţelatinolitiĉne aktivnosti, saj na cimogramu po barvanju ni 

bilo opaziti prozornih lis na temno obarvanem ozadju, kar pomeni, da izolirani proteini v 

vzorcu niso proteaze (ni prikazano). 

                                   

   

 

Slika 18: Analiza NaDS-PAGE ne-kontrolnih in kontrolnih izolatov iz prostotrosnic.  

M- oznaĉevalec molekulskih mas; 1- proteini izolirani iz izvleĉka orjaškega deţnika; 2- kontrola (orjaški 

deţnik); 3- proteini izolirani iz izvleĉka meglenke; 4-  kontrola (meglenka). 

 

 

V lisah, ki so bile moĉne in po prenosu na membrano PVDF in barvanju dobro vidne, smo 

proteinom doloĉali N-terminalno aminokislinsko zaporedje (slika 19). Analiza je pokazala, 

da je bilo v vzorcu prisotnih veĉ razliĉnih proteinov. Zaradi razliĉnih intenzitet signalov je 

bilo v posameznih lisah mogoĉe razbrati veĉ N-terminalnih aminokislinskih zaporedij 

(preglednica 5). 

 

 
 

Slika 19: NaDS-PAGE (kontrolnih) proteinov iz prostotrosnic, ki smo jih izbrali za določanje N-

terminalnega zaporedja. 

Proteinom v oznaĉenih lisah smo doloĉili N-terminalno aminokislinsko zaporedje; Cn- proteini izolirani iz 

izvleĉka meglenke (levo); Mp- proteini izolirani iz izvleĉka orjaškega deţnika (desno). 
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Preglednica 5: N-terminalna aminokislinska zaporedja proteinov v kontrolnih proteinskih lisah. 

Cn- oznaka za vzorec izoliran iz meglenke; Mp- oznaka za vzorec, izoliran iz orjaškega deţnika. 
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V proteinski lisi CnK1 (19 kDa) smo doloĉili N-terminalno zaporedje dolţine 25 

aminokislin (NSAFGNSVIDLTGNDPAENTPXIXV). Doloĉeno zaporedje kaţe 75% 

identiĉnost in 88% podobnost z zaporedjem v vzorcu Cn3 (19 kDa, NPAFGNSL), ki je 

bilo doloĉeno poleg zaporedja ricinu B- podobnega lektina iz C. nebularis ter 70% 

identiĉnost in podobnost z N-koncem proteina v Cn4 (17 kDa, NVPFGNSVIF). Pokazalo 

je tudi podobnost z ricinu B-podobnim lektinom iz C. nebularis, in sicer od 12. 

aminokisline naprej. 

 

V vzorcu CnK2 (17 kDa) smo aminokislinsko zaporedje razbrali le do šeste aminokisline, 

ki se ujema z prvimi šestimi doloĉenimi aminokislinami doloĉenimi v CnK1. Isti 

aminokislinski motiv se spet pojavi v vzorcu MpK4 (19 kDa), ki smo mu doloĉili 10 N-

terminalnih aminokislin. Podobno, 19 aminokislin dolgo zaporedje N-konca, smo doloĉili 

tudi v vzorcu MpK5 (17 kDa). V MpK5 smo poleg tega zaporedja doloĉili še 20 

aminokislin dolgo zaporedje N-konca proteinu (NIDNTAFNIXDEGQDVLLHI), ki kaţe 

68% identiĉnost in 73% podobnost z zaporedjem N-konca galektina, ki so ga našli v 

dvobarvni bledivki (Laccaria bicolor). 

 

N-terminalnih zaporedij za proteina v lisah MpK1 in MpK2 ni bilo mogoĉe doloĉiti, 

verjetno zaradi tega, ker sta bila na amino koncu blokirana. V vzorcu MpK3 smo zaporedje 

lahko razbrali do 9 aminokisline, vendar podobnosti z ţe znanimi proteini nismo ugotovili.  
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                    10        20        30        40        50        60        70   

           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 

galektin   MSQSLDSCQRILSKSNGLLPPSHQTVTLKTPFKAENIIVFQSAKLDLTPSTGPGIDNTAVNILDAAGDVLLHVS 74   

MpK5       -----------------------------------------------------NIDNTAFNIXDEGQDVLLHI- 20    

 

Slika 20: Poravnava določenega  N-terminalnega aminokislinskega zaporedja MpK5 z zaporedjem 

galektina iz L. bicolor. 

Identiĉne aminokisline v zaporedjih so oznaĉene temno sivo in podobne svetlo sivo. 

 

 

4.2.2 Izolacija in karakterizacija cisteinskih proteaz iz kivija 

 

 

4.2.2.1 Izolacija cisteinskih proteaz iz kivija 
 

Z nanosom kivijevega izvleĉka na kolono smo ţeleli izolirati aktinidin. Izvleĉek proteinov 

iz zelenega kivija (Actinidia deliciosa) smo nanesli na rMcp-afinitetno kromatografijo in 

ga spirali z vezalnim pufrom. Za elucijo vezanih proteinov smo uporabili 10 mM NaOH.  

Postopek smo veĉkrat ponovili in dobili ponovljive rezultate. Vrh 1 na elucijskemu 

diagramu predstavlja nevezane proteine, ki smo jih iz kolone sprali z vezalnim pufrom. 

Vrh 2 smo dobili z elucijo s spremembo pH, in predstavlja proteine, ki so se v postopku 

afinitetne kromatografije vezali na kolono (slika 21).  

 

 

 
 

Slika 21: Elucijski diagram rMcp-afinitetne kromatografije izvlečkov kivija. 

Absorbanca pri 280 nm v frakcijah tekom spiranje nevezanih proteinov (vrh 1) in elucije vezanih proteinov 

(vrh 2) iz kivija (A. deliciosa).  

 

 

4.2.2.2 Analiza proteinov z elektroforeznimi metodami 

 

Izolirane proteine smo analizirali s pomoĉjo poliakrilamidne gelske elektroforeze v 

prisotnosti NaDS, ki je pokazala tri moĉnejše lise z ocenjenimi molekulskimi masami 24 

kDa, 30 kDa in 48 kDa ter šibkejšima lisama pri 27 kDa in 57 kDa (slika 22A). Vzorce 

smo analizirali tudi s cimografijo in potrdili prisotnost aktivnosti. Prisotna je bila srednje 
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moĉna lisa (slika 22B). Vzorci iz zaporednih afinitetnih kromatografij so kazali enake lise 

in aktivnost, medtem ko izvleĉek kivija ni kazal proteolitiĉne aktivnosti.  

 

   A                              B 

   
 

Slika 22: Analiza proteinov izoliranih iz kivija z NaDS-PAGE (A) in ţelatinsko cimografijo (B). 

M- oznaĉevalec molekulskih mas; Ad- izvleĉek kivija; 1- proteini izolirani iz kivija.  

 

 

4.2.2.3 Encimske aktivnosti 

 

V vzorcih, izoliranih iz kivija, nismo zaznali aktivnosti proteaz s testom BAPNA, ĉeprav 

smo v njih doloĉili ţelatinolitiĉno aktivnost pri pH 8,0. Aktivnosti smo pri testu preverjali 

tudi pri pH vrednosti 6,0, ki je bliţje pH optimumu proteina.  

 

 

4.2.2.4 Analiza N-terminalnih aminokislinskih zaporedij 

 

Analiza NaDS-PAGE je pokazala, da je bilo v vzorcu prisotnih veĉ razliĉnih proteinov. 

Poleg tega je bilo v posameznih lisah mogoĉe razbrati veĉ N-terminalnih aminokislinskih 

zaporedij. 

 

 
Slika 23: NaDS-PAGE proteinov iz kivija (Actinidia deliciosa), ki smo jih izbrali za določanje N-

terminalnega zaporedja. 
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Preglednica 6: N-terminalna aminokislinska zaporedja proteinov, izoliranih iz kivija (Actinidia 

deliciosa). 
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Pri vzorcu proteinov izoliranih iz kivija smo potrdili homologijo z aktinidinom. V 

proteinski lisi Ad3 smo doloĉili zaporedje N-konca dolgo 10 aminokislin 

(LPSYVDWRSA), ki je pokazalo 100% identiĉnost z zaporedjem N-konca zrelega 

aktinidina, ki je bil izoliran iz Actinidia deliciosa. Tudi ocenjena velikost izoliranega 

proteina Ad3 (24 kDa) se ujema z predhodno opisanimi aktinidini. N-terminalna 

aminokislinska zaporedja proteina z višjo molekulsko maso v lisi Ad2 nismo mogli 

doloĉiti, verjetno zaradi blokiranega N-konca, v lisi Ad1 pa je bilo prisotnih veĉ razliĉnih 

proteinov, za katere nismo našli podobnosti z ţe znanimi proteini.  

 

 

4.2.3 Izolacija in karakterizacija cisteinskih proteaz iz semen fiţola 

 

 

4.2.3.1 Izolacija cisteinskih proteaz iz semen fiţola 

 

Ţeleli smo izolirati cisteinske proteaze iz legumainove druţine C13. Ugotovljeno je bilo, 

da legumaini razgrajujejo skladišĉne globuline med kalitvijo in po njej pri fiţolu 

(Phaseolus vulgaris) (Senjuk in sod., 1998), zato smo pripravili izvleĉek proteinov iz 

kaleĉih fiţolovih semen.  

Izvleĉek proteinov smo nanesli na afinitetno kromatografijo in jih spirali z vezalnim 

pufrom. Nato smo proteine eluirali s tremi zaporednimi elucijskimi pufri in sicer najprej s 

spremembo ionske moĉi (0,7 M NaCl) in nato še s spremembo pH (10 mM HCl, ki mu je 

sledil še 10 mM NaOH). Vrh 1 na elucijskem diagramu predstavlja nevezane proteine, ki 

smo jih iz kolone sprali z vezalnim pufrom. Z razliĉnimi eluenti smo iz kolone sprali 

proteine, ki so se v postopku rMcp-afinitetne kromatografije vezali na kolono. Z elucijo s 

spremembo ionske moĉi smo dobili vrh 2, z elucijo s spremembo pH pa vrh 3 (z zniţanjem 

pH) in vrh 4 (s povišanjem pH) (slika 24). Elucijske vrhove smo loĉeno koncentrirali in jih 

identificirali s pomoĉjo NaDS-PAGE in cimografije. 

 

 



50 
Mustar K. Uporaba makrocipina iz gobe orjaški deţnik na trdnem nosilcu za izolacijo cisteinskih proteaz z afinitetno kromatografijo.  

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2009 

 

 
 

Slika 24: Elucijski diagram rMcp-afinitetne kromatografije izvlečkov fiţola. 

Absorbanca pri 280 nm v frakcijah tekom spiranja nevezanih proteinov (vrh 1) in elucije vezanih proteinov 

(vrh 2- eluent 0,7 M NaCl, vrh 3- eluent 10 mM HCl, vrh 4- eluent 10 mM NaOH) iz fiţola (P. vulgaris).  

 

 

4.2.3.2 Analiza proteinov z elektroforeznimi metodami 

 

Po analizi NaDS-PAGE se je izkazalo, da so v vrhovih prisotne lise z ocenjenimi 

velikostmi 20 kDa, 35 kDa, 39 kDa, 47 kDa  in 50 kDa (slika 25). Vzorce smo analizirali 

na prisotnost ţelatinolitiĉne aktivnosti, ki pa jo izolirani vzorci niso pokazali (ni 

prikazano).  

 

     
 

Slika 25: Analiza proteinov izoliranih iz fiţola z NaDS-PAGE. 

M-oznaĉevalec molekulskih mas; Pv- proteini iz fiţolovega izvleĉka; 1- proteini izolirani z eluentom 0,7 M 

NaCl; 2- proteini izolirani z eluentom 10 mM HCl; 3- proteini izolirani z eluentom 10 mM NaOH. 

 

 

Da bi potrdili prisotnost legumaina oz. ostalih cisteinskih proteaz v izoliranih vzorcih, smo 

ţeleli ohraniti biološko aktivnost molekul in jo prikazati na gelu, zato smo izvedli nativno 

elektroforezo (PAGE brez NaDS). Proteini v  izolatih so se po obravnavanju gelov s 
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fluorescenĉnima substratoma za legumain Z-Ala-Ala-Asn-AMC in za ostale cisteinske 

proteaze Z-Phe-Arg-AMC izkazali za neaktivne, saj na gelih ni bilo prisotnih lis, ki bi 

fluorescirale. Potrdili smo le prisotnost cisteinskih proteaz v zaĉetnem vzorcu (fiţolovem 

izvleĉku) in v vzorcu z nevezanimi proteini, kar prikazujeta aktivni lisi na sliki 26. 

Prisotnosti legumaina nismo na tak naĉin potrdili v nobenem od vzorcev, saj na gelu ni bilo 

prisotnih aktivnih lis (ni prikazano).  

 

 
 

Slika 26: Nativna elektroforeza (PAGE) vzorcev izoliranih iz fiţolovih semen. 

Linija 2 (SN3) in linija 3 (nevezani proteini) kaţeta aktivnost  na fluorescenĉni substrat  Z-Phe-Arg-AMC; 

linija 1 (SN2), linija 4 (eluent 0,7 M NaCl), linija 5 (eluent 10 mM HCl) in linija 6 (eluent 10 mM NaOH) ne 

kaţejo aktivnosti. 

 

 

4.2.3.3 Encimske aktivnosti 

 

Prisotnost legumaina v vzorcih, izoliranih iz fiţolovega izvleĉka, smo potrdili z testom 

aktivnosti na substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC. Test aktivnosti na substrat Z-Phe-Arg-AMC 

pa je pokazal odsotnost ostalih cisteinskih proteaz v vzorcih izoliranih iz izvleĉka fiţola.  

 

Potrdili smo uspešnost priprave izvleĉka iz fiţolovih semen s pomoĉjo obarjanja z 

amonijevim sulfatom, saj je bila aktivnost v supernatantu (SN2) po centrifugiranju oborine 

minimalna. V supernatantu (SN3), ki smo ga nanesli na afinitetno kromatografijo, pa smo 

potrdili prisotnost legumaina in ostalih cisteinskih peptdaz, aktivnosti so bile tu visoke. 

Aktivnost je ostala tudi po spiranju nevezanih proteinov, vendar manjša, kar kaţe na to, da 

smo na kolono nanesli preveliko koliĉino izvleĉka in so se verjetno vsa vezna mesta 

inhibitorja zapolnila. Med nevezanimi proteini so bile torej tudi cisteinske proteaze, zato 

smo afinitetno kromatografijo ponavljali, dokler nevezanim proteinom aktivnosti nismo 

veĉ doloĉili. Prisotnost legumaina smo potrdili v vzorcih, izoliranih iz fiţolovega izvleĉka 

z eluentom 10 mM HCl. V vzorcih, izoliranih iz fiţolovega izvleĉka z ostalima eluentoma 

(0,7 M NaCl in 10 mM NaOH), nismo potrdili prisotnosti legumaina. Test aktivnosti na 



52 
Mustar K. Uporaba makrocipina iz gobe orjaški deţnik na trdnem nosilcu za izolacijo cisteinskih proteaz z afinitetno kromatografijo.  

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2009 

 

substrat Z-Phe-Arg-AMC je pokazal odsotnost ostalih cisteinskih proteaz v vezanih 

vzorcih izoliranih iz fiţolovega izvleĉka z vsemi tremi eluenti (slika 27). 

 

 

 
 

Slika 27: Aktivnosti legumaina in ostalih cisteinskih proteaz iz fiţolovih semen. 

Aktivnost legumaina je bila doloĉena s substratom Z-Ala-Ala-Asn-AMC in ostalih cisteinskih proteaz (OCP) 

s substratom Z-Phe-Arg-AMC. Vrednosti so poenotene (vse so preraĉunane na koliĉino 0,5 µl testiranega 

vzorca) in povpreĉne, ter izraţene kot ∆F (razlika v fluorescenci med vzorcem in slepo probo). 

 

 

4.2.3.4 Analiza N-terminalnih aminokislinskih zaporedij 

 

Najmoĉnejše lise vzorca, izoliranega iz fiţola z eluentom 10 mM HCl, v katerem smo z 

encimskimi testi potrdili legumain in katerega elektroforegram je prikazan na sliki 25, smo 

uporabili za doloĉanje N-terminalnega aminokislinskega zaporedja.  

 

 
Slika 28: NaDS-PAGE proteinov, izoliranih iz fiţolovih semen  (Phaseolus vulgaris), ki smo jih izbrali 

za določanje N-terminalnega zaporedja. 
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Preglednica 7: N-terminalna aminokislinska zaporedja proteinov, izoliranih iz fiţolovih semen 

(Phaseolus vulgaris). 
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Zaporedja Pv1, Pv2 in Pv4 so bila na amino koncu verjetno blokirana, zato jih nismo mogli 

doloĉiti.  Pri vzorcu Pv3 smo zaporedje lahko razbrali le do pete aminokisline. S pomoĉjo 

analize N-terminalnih aminokislinskih zaporedij legumaina nismo identificirali. Za 

zanesljivost primerjalnih analiz bi morali doloĉiti precej daljše zaporedje. 

 

 

4.2.3.5 Masna spektrometrija 

 

Legumain smo potrdili tudi z masno spektrometrijo in sicer v vzorcu, izoliranem iz 

izvleĉka semen fiţola z eluentom 10 mM HCl oz. natanĉneje v lisi ki je imela v analizi 

NaDS-PAGE ocenjeno velikost 50 kDa (slika 25, linija 2). Legumain je predstavljal le 

majhen deleţ vzorca, medtem ko je bil v vzorcu prisoten predvsem fazeolin. 

 

 

4.2.4 Izolacija in karakterizacija cisteinskih proteaz iz svinjskih ledvic 

 

 

4.2.4.1 Izolacija cisteinskih proteaz iz svinjskih ledvic  

 

Ţeleli smo preizkusiti moţnosti uporabe našega afinitetnega nosilca z vezanim 

inhibitorjem cisteinskih proteaz makrocipinom tudi za izolacijo sesalĉjega legumaina.  

Chen in sod. (1997) so testirali prisotnost legumaina v razliĉnih podganjih, zajĉjih in 

svinjskih organih in navajajo, da so najvišjo aktivnost doloĉili v svinjskih ledvicah. Zato 

smo se odloĉili za pripravo izvleĉka iz svinjskih ledvic.  

 

Izvleĉek smo nanesli na afinitetno kromatografijo in jih spirali z vezalnim pufrom (0,1 M 

fosfatni pufer, pH 6,0 z 20 mM EDTA, 5 mM DTT in 0,3 M NaCl). Uporabili smo pufer s 

pH 6,0, saj je maksimalna aktivnost legumaina pri pH 5,8 (Chen in sod., 1997). Tu smo 

izvedli dve razliĉici afinitetne kromatografije, in sicer afinitetno kromatografijo z eluentom 

20 mM NaOH in afinitetno kromatografijo s tremi zaporednimi elucijski pufri, najprej s 
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spremembo ionske moĉi (0,7 M NaCl) in nato s spremembo pH (10 mM HCl, ki mu je 

sledil še 10 mM NaOH). Na elucijskem diagramu rMcp-afinitetne kromatografije vrh 1 

predstavlja nevezane proteine, ki smo jih iz kolone sprali z vezalnim pufrom. Z razliĉnimi 

eluenti smo iz kolone sprali proteine, ki so se v postopku rMcp-afinitetne kromatografije 

vezali. Z elucijo z moĉnejšim povišanjem pH smo dobili vrh 2 (slika 29A). Z elucijo s 

spremembo ionske moĉi smo dobili vrh 2, z elucijo s spremembo pH pa vrh 3 (s kislim pH) 

in vrh 4 (z alkalnim pH) (slika 29B). Elucijske vrhove smo loĉeno koncentrirali in jih 

analizirali z NaDS-PAGE in cimografijo. 

 

 

 
 

Slika 29: Elucijski diagram rMcp-afinitetne kromatografije izvlečkov ledvic. 

Absorbanca pri 280 nm v frakcijah tekom spiranja nevezanih proteinov (vrh 1) in elucije vezanih proteinov 

(vrh 2, vrh 3, vrh 4). A: elucija z 20 mM NaOH (vrh 2); B: zaporedna elucija z 0,7 M NaCl (vrh 2), z 10 mM 

HCl (vrh 3) in z 10 mM NaOH (vrh 4).  

 

 

4.2.4.2 Analiza proteinov z elektroforeznimi metodami 

 

NaDS-PAGE izolatov je pokazala številne lise razliĉnih molekulskih mas, ki so se pojavile 

v ocenjenem intervalu od 30 kDa do 97 kDa, nekatere pa tudi veĉjih molekulskih mas 

(slika 30). Lise so bile šibke in gosto razporejene, zato tu nismo izvedli prenosa Western in 

doloĉanja N-terminalnega aminokislinskega zaporedja proteinov. Analiza vzorcev na 

cimogramu z ţelatino ni pokazala aktivnosti izoliranih proteinov (ni prikazano). 
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Slika 30: Analiza proteinov izoliranih iz svinjskih ledvic z NaDS-PAGE.  

M-oznaĉevalec molekulskih mas; 1- proteini iz izvleĉka ledvic; 2- proteini izolirani z eluentom 20 mM 

NaOH; 3- proteini izolirani z eluentom 0,7 M NaCl; 4- proteini izolirani z eluentom 10 mM HCl; 5- proteini 

izolirani z eluentom 10 mM NaOH 

 

 

Da bi se aktivnosti ĉim bolj ohranile, smo izvedli nativno elektroforezo in po loĉbi 

proteinov obravnavli gela s fluorescenĉnima substratoma za legumain Z-Ala-Ala-Asn-

AMC in za ostale cisteinske proteaze Z-Phe-Arg-AMC. Na ta naĉin smo potrdili prisotnost 

cisteinskih proteaz v vrhovih, izoliranih z 20 mM NaOH in 10 mM HCl (slika 31), saj sta 

bili na ustreznih mestih na gelu prisotni lisi, ki sta fluorescirali. Prisotnosti legumaina 

nismo zaznali v nobenem od vzorcev (ni prikazano).  

 

     
 

Slika 31: Nativna elektroforeza (PAGE) vzorcev izoliranih iz svinjskih ledvic. 

Linija 1 (izvleĉek ledvic), linija 2 (eluent 20 mM NaOH) in linija 4 (eluent 10 mM HCl) kaţejo aktivnost  na 

fluorescenĉni substrat  Z-Phe-Arg-AMC; linija 3 (eluent 0,7 M NaCl) in linija 5 (eluent 10 mM NaOH) ne 

kaţeta aktivnosti. 
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4.2.4.3 Encimske aktivnosti 

 

Prisotnost legumaina in ostalih cisteinskih proteaz v vzorcih, izoliranih iz korteksa ledvic, 

smo potrdili z testom aktivnosti na substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC in na substrat Z-Phe-

Arg-AMC. V izvleĉku, ki smo ga nanesli na afinitetno kromatografijo, smo potrdili 

prisotnost legumaina in ostalih cisteinskih proteaz, aktivnosti so bile tu visoke. Med 

nevezanimi proteini so bile še vedno prisotne cisteinske proteaze, zato smo afinitetno 

kromatografijo ponavljali, dokler frakcije nevezanih proteinov aktivnosti niso veĉ kazale. 

Aktivnost legumaina je bila najvišja v vzorcu, izoliranem iz izvleĉka ledvic z eluentom 10 

mM HCl. V ostalih vzorcih smo potrdili prisotnosti legumaina, vendar so kazali nizke 

aktivnosti. Zaznali smo cepitev substrata Z-Phe-Arg-AMC, kar kaţe tudi na prisotnost 

ostalih cisteinskih proteaz, predvsem v vzorcih, eluiranih z 20 mM NaOH in 10 mM HCl 

(slika 32), kar se ujema z aktivnostmi na gelu (slika 31). 

 

 

 
 

Slika 32: Aktivnost legumaina in ostalih cisteinskih proteaz iz svinjskih ledvic. 

Aktivnost legumaina je bila doloĉena s substratom Z-Ala-Ala-Asn-AMC in ostalih cisteinskih proteaz (OCP) 

s substratom Z-Phe-Arg-AMC. Vrednosti so poenotene (vse so preraĉunane na koliĉino 0,5 µl testiranega 

vzorca) in povpreĉne, ter izraţene kot ∆F (razlika v fluorescenci med vzorcem in slepo probo). 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

 

5.1 RAZPRAVA 

 

Izolacija in ĉišĉenje proteaz iz okoljskih izvleĉkov obiĉajno predstavlja veĉstopenjski 

postopek z nizkim izkoristkom. Kadar je le moţno, si pomagamo z uporabo trdnih 

nosilcev, na katerih so vezane substance z afiniteto do iskane proteaze. Afinitetna 

kromatografija velja za enega najbolj uĉinkovitih naĉinov za loĉevanje in ĉišĉenje 

proteinov in se je izkazala kot primerna za izolacijo proteolitiĉnih encimov. Za ĉišĉenje 

proteaz se poleg imobiliziranih substratov ali njihovih analogov kot ligandi uporabljajo 

tudi razliĉni tipi sintetiĉnih ali naravnih inhibitorjev (Polanowski in sod., 2003). 

 

Iz prostotrosnice Macrolepiota procera je bil izoliran inhibitor cisteinskih proteaz 

makrocipin (Sabotiĉ in sod., 2009), ki je v svojem razredu popolnoma nov inhibitor z 

zanimivimi inhibitornimi lastnostmi. Makrocipini so moĉni inhibitorji papaina, katepsina L 

in V in šibkejši inhibitorji katepsinov S, K, B in H ter legumaina, ne inhibirajo pa serinske 

proteaze tripsina in aspartatne proteaze pepsina (Sabotiĉ in sod., 2009). Gre za 

kompetitiven reverzibilni inhibitor cisteinskih proteaz, kar pomeni, da je njegova vezava v 

aktivno mesto reverzibilna ter zmanjša ali prepreĉi razgradnjo substrata. Inhibitor je 

specifiĉen in stabilen (Sabotiĉ in sod, 2009), in je zaradi teh lastnosti primeren kot ligand v 

postopku afinitetne kromatografije. Makrocipin bi kemiĉno vezan na trden nosilec lahko 

predstavljal zelo uporaben afinitetni medij za hitro in enostavno ĉišĉenje cisteinskih 

proteaz iz razliĉnih virov. S tem namenom smo pripravili rekombinantni makrocipin, ga 

vezali na afinitetni nosilec in preizkusili moţnost njegove uporabe.  

 

Preizkusili smo moţnost uporabe proteinskega inhibitorja makrocipina za izolacijo 

cisteinskih proteaz iz prostotrosnic Clitocybe nebularis in Macrolepiota procera, iz katerih 

izhajata oba inhibitorja cisteinskih proteaz, ki predstavljata druţino mikocipinov (Sabotiĉ, 

2007). Poleg tega je funkcija makrocipina nepoznana, zato bi lahko s pomoĉjo 

identifikacije njegovih tarĉ v gobah sklepali na njegovo biološko in fiziološko funkcijo.  

 

Za izolacijo proteinov iz izvleĉkov gob smo optimirali uporabo eluentov v postopku rMcp-

afinitetne kromatografije. Kot najprimernejša se je izkazala elucija s spremembo pH z 

uporabo 10 mM NaOH. Iz obeh gob smo uspeli izolirati proteaze, ki so kazale nespecifiĉno 

razgradnjo proteinov na cimogramih z ţelatino, vendar nismo uspeli potrditi, da gre za 

cisteinske proteaze, saj jih inhibitor cisteinskih proteaz papainove druţine E64 ni inhibiral. 

V izolatih iz zaporednih kromatografij so se aktivnosti med seboj razlikovale, kar je bilo 

opazno predvsem pri proteazah iz orjaškega deţnika. To lahko pripišemo dejstvu, da so 

bile gobe, iz katerih smo pripravili vodne izvleĉke, nabrane v razliĉnem ĉasu od pozne 

pomladi do pozne jeseni in do priprave izvleĉkov razliĉno dolgo hranjene. Opazovane 
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proteolitiĉne aktivnosti se namreĉ lahko spreminjajo s starostjo gobe ter tudi z razvojnim 

stanjem, okoljem rasti in drugimi dejavniki, kot so opazili pri gobi A. bisporus (Burton in 

sod., 1993). Izoliranih proteinov, ki so kazali ţelatinolitiĉno aktivnost, nismo uspeli nadalje 

karakterizirati, saj je doloĉevanje molekulaskih mas pri cimografiji nezanesljivo (Hummel 

in sod., 1996, Sabotiĉ in sod., 2007) in doloĉena N-terminalna zaporedja niso kazala 

podobnosti z znanimi proteazami. 

 

Iz obeh prostotrosnic smo z uporabo rMcp-afinitetne kromatografije poleg proteaz izolirali 

še druge proteine. N-terminalno zaporedje proteina iz meglenke (Clitocybe nebularis) z 

ocenjeno molekulsko maso 22 kDa (Cn1) in z doloĉenimi 15 aminokislinami, je podobno 

N-terminalnemu zaporedju makrocipina 4 iz gobe Macrolepiota procera. Izkljuĉili smo 

moţnost, da gre tu za makrocipin 1a, ki je bil uporabljen kot ligand v postopku afinitetne 

kromatografije, saj je doloĉeno zaporedje izoliranega proteina razliĉno od zaporedja N-

konca vezanega liganda. Objav o izolaciji makrocipina iz meglenke do sedaj še ni bilo, 

torej smo iz te gobe prvi izolirali makrocipin. Naĉin vezave za enkrat ni moţno razloţiti, 

opaţena pa je bila nagnjenost k dimerizaciji pri nekaterih makrocipinih (Sabotiĉ in sod., 

2009). 

 

Iz meglenke smo izolirali tudi protein z ocenjeno molekulsko maso 19 kDa, katerega 

doloĉeno N-terminalno zaporedje dolţine 16 aminokislin (Cn3) kaţe 92 % identiĉnost in 

92% podobnost z zaporedjem N-konca ricinu B-podobnega lektina CnL (Pohleven in sod., 

2009). Pohleven in sod. (2009) so lektin CnL izolirali iz gobe Clitocybe nebularis in ga 

tudi karakterizirali. Lektini so proteini, ki specifiĉno veţejo razliĉne tipe ogljikovih 

hidratov. S pomoĉjo NaDS-PAGE so ocenili molekulsko maso proteina, ki znaša 19 kDa 

(Pohleven in sod., 2009) in se ujema z molekulsko maso našega izolata Cn3.  

 

N-terminalno zaporedje proteina iz orjaškega deţnika z ocenjeno molekulsko maso 18 kDa 

in z doloĉenimi 20 aminokislinami N-konca (Mp3) pa je podobno zaporedju N-konca 

domnevne mananaze iz šampinjonov (Agaricus bisporus) in N-terminalnemu zaporedju 

proteina iz prostotrosnice Laccaria bicolor, ki spada v druţino C13 proteinov, ki veţejo 

ogljikove hidrate. Primerjava celotnega zaporedja domnevne mananaze s podatki v bazi 

kaţe 35% identiĉnost in 62% podobnost s proteinom iz L.bicolor. Tu gre torej ponovno za 

lektinom podobne proteine. Zaradi vezave lektinov in lektinom podobnih proteinov na 

sefarozo z vezanim makrocipinom, smo ugotavljali kakšen je vpliv teh proteinov na 

inhibitor, ter dokazali, da lektin CnL ne vpliva na inhibitorno aktivnost makrocipina.  

 

Nosilec, uporabljen za pripravo afinitetne kromatografije, je polisaharid sefaroza, torej bi 

se lektini lahko nespecifiĉno vezali na nosilec (sefarozo) in ne na imobilizirani ligand 

(makrocipin). Zato smo izvedli še kontrolne afinitetne kromatografije, da bi potrdili 

specifiĉnost vezave izoliranih lektinov na makrocipin. Po izvedbi kontrolnih afinitetnih 

kromatografij in analizi N-terminalnih aminokislinskih zaporedij proteinov, ki so se iz 
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gobjih izvleĉkov specifiĉno vezali na sefarozo brez vezanega makrocipina, smo ugotovili, 

da je praktiĉno v vseh lisah, ki imajo ocenjeno molekulsko maso okoli 20 kDa, enak oz. 

podoben aminokislinski motiv. V kontrolnih proteinskih lisah iz obeh gob, ki smo jim 

doloĉili molekulski masi 19 kDa (CnK1 in MpK4) in 17 kDa (CnK2 in MpK5), smo dobili 

enaka oz. podobna zaporedja. Ti zaporedji sta bili tudi v lisi z molekulsko maso 19 kDa 

nekontrolnega vzorca iz meglenke (Cn3), poleg lektina CnL, in v lisi z molekulsko maso 

17 kDa (Cn4). Ti proteini so se vezali specifiĉno na sefarozo, saj so se vezali tako v 

postopku rMcp-afinitetne kromatografije kot tudi na sefarozo brez vezanega rMcp. V 

kontrolni lisi MpK5 z molekulsko maso 17 kDa smo poleg tega zaporedja doloĉili še N-

konec proteina, ki je podoben galektinu iz dvobarvne bledivke (Laccaria bicolor). 

Priĉakovali smo vezavo lektinov na sefarozo, vendar so bili le-ti veĉinoma razliĉni od 

tistih, ki so se specifiĉno vezali na makrocipin. Rezultati kontrolnih afinitetnih 

kromatografij in analiza kontrolnih proteinov je pokazala, da je bila vezava ricinu B-

podobnega lektina CnL iz meglenke verjetno specifiĉna na makrocipin, prav tako tudi 

vezava lektinom podobnega proteina iz orjaškega deţnika in vezava makrocipina iz 

meglenke. V prostotrosnicah je prisotnih veliko razliĉnih lektinov in iz meglenke so ţe bili 

izolirani razliĉni lektini s specifiĉnostjo za glukozo, galaktozo, saharozo in laktozo, pri 

ĉemer je bila za izolacijo uporabljena afinitetna kromatografija s sladkorji, imobiliziranimi 

na sefarozo. Lektin CnL se je vezal specifiĉno na laktozo. Lektinom iz meglenke so 

doloĉili tudi N-terminalna aminokislinska zaporedja (Pohleven, 2009), vendar N-

terminalna zaporedja kontrolnih proteinov niso kazala podobnosti z nobenim od njih. 

Kontrolni vzorci prav tako niso kazali ţelatinolitiĉne aktivnosti, kar potrjuje, da je bila 

vezava proteaz pri nekontrolnih vzorcih specifiĉna.  

 

Makrocipin, kemiĉno vezan na trden sefarozni nosilec, predstavlja uporaben afinitetni 

medij za hitro in enostavno ĉišĉenje proteaz iz prostotrosnic. Po afiniteti do endogenih 

proteaz lahko sklepamo na fiziološko in biološko funkcijo makrocipina, ki je verjetno 

uravnavanje proteolitiĉne aktivnosti. Poleg tega smo ugotovili tudi vezavo z lektini, ki so 

se verjetno specifiĉno vezali na rMcp iz obeh gobjih izvleĉkov. Ker lektin CnL ni vplival 

na inhibitorno aktivnost makrocipina, lahko sklepamo, da je morda makrocipin vpleten v 

uravnavanje aktivnosti gobjih lektinov, ki naj bi imeli obrambno funkcijo pred fungivori, 

vlogo pri vzpostavljanju simbiontskega ali parazitskega razmerja z drugimi organizmi in 

vlogo pri povezovanju hif med razvojem plodišĉ (Guillot in Konska, 1997; Wang in sod., 

1998). 

 

Za ovrednotenje uporabnosti makrocipin-afinitetne kromatografije smo preizkusili 

moţnosti uporabe afinitetnega nosilca z vezanim inhibitorjem cisteinskih proteaz 

makrocipinom tudi za izolacijo razliĉnih cisteinskih proteaz iz razliĉnih naravnih virov. 

 

Z makrocipin-afinitetno kromatografijo smo iz izvleĉka kivija (Actinidia deliciosa) 

izolirali cisteinsko proteazo aktinidin, ki je prisotna v zrelem kiviju (Praekelt in sod., 1988; 
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Podivinsky in sod., 1989; Snowden in Gardner, 1990). Aktinidin smo identificirali v 

proteinski lisi, ki je imela na NaDS-PAGE ocenjeno molekulsko maso 24 kDa. Proteinu 

smo doloĉili 10 aminokislin dolgo zaporedje N-konca, ki je pokazalo 100% identiĉnost z 

zaporedjem N-konca zrelega aktinidina. Tudi ocenjena molekulska masa se ujema s 

predhodno opisanimi aktinidini. Izolati so kazali proteolitiĉno aktivnost na cimogramu z 

ţelatino. Glede na to, da kivijev izvleĉek ni kazal aktivnosti, lahko sklepamo na to, da smo 

z afinitetno kromatografijo uspeli hitro in enostavno oĉistiti proteaze od ostalih 

makromolekul v izvleĉku kivija ter, da je njihova koncentracija glede na zaĉetni izvleĉek v 

izolatu obogatena.  

 

Iz kaleĉih fiţolovih semen (Phaseolus vulgaris) smo izolirali legumain. Legumaini se 

izraţajo v semenih predvsem v ĉasu kalitve, kjer so pomembni za razgradnjo in 

mobilizacijo skladišĉnih proteinov, ki so potrebni za rast. Glavni med njimi v fiţolu je 

fazeolin (Senjuk in sod., 1998). Z elektroforeznimi metodami prisotnosti legumaina v 

vzorcih nismo uspeli potrditi. Vzorci niso kazali niti ţelatinolitiĉne aktivnosti, niti aktivnih 

lis na nativnem gelu po dodatku substrata Z-Ala-Ala-Asn-AMC, ki je eden najboljših 

sintetiĉnih substratov za sesalĉji legumain (Rawlings in sod., 2009). Vzrok odsotnosti 

aktivnosti je lahko v visoki specifiĉnosti razgradnje, saj so legumaini Asn-specifiĉne 

cisteinske proteaze (Dando in sod., 1999) ali pa v pH obĉutljivosti proteaze. Maksimalna 

aktivnost legumaina je v pH obmoĉju od 4,0 do 6,0 in proteaza pri višjih pH vrednostih 

(nad pH 6,0) denaturira (Rawlings in sod., 2009). Lahko sklepamo, da je legumain tekom 

elektroforeze, ki teĉe pri pH vrednosti okrog 8,3, denaturiral in zato ni pokazal aktivnosti. 

Prisotnost legumaina smo potrdili z encimskim testom aktivnosti na substrat Z-Ala-Ala-

Asn-AMC, in sicer v izolatih z uporabljenim eluentom 10 mM HCl. Ostala eluenta (0,7 M 

NaCl in 10 mM NaOH) sta se izkazala kot neuĉinkovita za izolacijo legumaina. Tako smo 

optimirali postopek izolacije cisteinske proteaze legumaina iz fiţolovih semen, pri ĉemer je 

najuĉinkovitejša elucija s spremembo pH z uporabo 10 mM HCl. Nizko vsebnost 

legumaina in visoko vsebnost fazeolina smo v aktivnem vzorcu (eluent 10 mM HCl) 

identificirali s pomoĉjo masne spektrometrije, in sicer v proteinski lisi z ocenjeno 

velikostjo 50 kDa. Skladišĉni protein fazeolin se je verjetno vezal nespecifiĉno. Zaznali 

smo ga kljub temeljitem spiranju, kar je verjetno posledica velike koliĉine tega proteina v 

kaleĉih semenih. Aktivnosti na substrat Z-Phe-Arg-AMC (tako v testu kot tudi z 

elektroforeznimi metodami) v izolatih ni bilo, kar kaţe na odsotnost cisteinskih proteaz v 

izolatih iz fiţola z vsemi uporabljenimi eluenti, ĉeprav smo njihovo aktivnost doloĉili v 

izveĉku. Izoliranim proteinom nismo uspeli doloĉiti N-konĉnih zaporedij in jih primerjati z 

znanimi proteini, saj so bila zaporedja na amino koncu verjetno blokirana.  

 

Preizkusili smo tudi moţnost uporabe afinitetnega nosilca z vezanim makrocipinom za 

izolacijo sesalĉjega legumaina iz svinjskih ledvic. Sesalĉji legumain so prviĉ izolirali iz 

svinjskih ledvic, znano pa je, da encim obstaja tudi v številnih drugih sesalĉjih tkivih, kot 

so posteljica, vranica, jetra, testisi in timus. Med temi organi je specifiĉna aktivnost 
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legumaina višja v placenti in ledvicah (Chen in sod., 1997; Yamane in sod., 2002). Prašiĉji 

legumain je glikoprotein z molekulsko maso 34 kDa (Chen in sod., 1997). Po NaDS-PAGE 

se je izkazalo, da smo izolirali številne proteine razliĉnih molekulskih mas. Analiza 

vzorcev na cimogramu z ţelatino ni pokazala proteolitiĉne aktivnosti izoliranih vzorcev. 

Legumain smo, zaradi ţe prej omenjene pH obĉutljivosti, potrdili le s testi aktivnosti na 

specifiĉen substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC. Kot eluent se je kot najbolj uspešen, tako kot pri 

izolaciji iz fiţola, izkazal 10 mM HCl, sledi pa mu 20 mM NaOH. Na nativnem gelu, ki 

smo ga obravnavali z Z-Phe-Arg-AMC smo potrdili prisotnost cisteinskih proteaz v 

vrhovih, izoliranih z 20 mM NaOH in 10 mM HCl, kar se ujema s testi encimske 

aktivnosti.  

 

Makrocipin torej lahko kemiĉno vezan na trden sefarozni nosilec predstavlja uporaben 

afinitetni medij za hitro in enostavno ĉišĉenje cisteinskih proteaz iz okolij, v katerih se 

nahajajo (izvleĉki rastlinskih, glivnih, ţivalskih tkiv, bakterijskih lizatov in podobno). Z 

njim smo izolirali aktinidin iz kivija, uporaben je za izolacijo rastlinskega legumaina iz 

kaleĉih fiţolovih semen ter za izolacijo sesalĉjega legumaina in ostalih cisteinskih proteaz 

iz korteksa svinjskih ledvic. Natanĉnejše poznavanje posebnih lastnosti glivnih proteaz in 

njihovih inhibitorjev lahko zaradi pomembne vloge v fizioloških in patoloških procesih 

vodi do njihove uporabe v humani in veterinarski medicini, pri zašĉiti in izboljšavi poljšĉin 

v kmetijstvu, v biotehnoloških procesih, farmacevtski industriji ter pri procesih 

bioremediacije. 

 

 

5.2 SKLEPI 

 

Rekombinantni makrocipin, kemiĉno vezan na afinitetni nosilec, predstavlja zelo uporaben 

afinitetni medij za hitro in enostavno ĉišĉenje cisteinskih proteaz in drugih proteinov iz 

razliĉnih virov, pri ĉemer se je za elucijo specifiĉno vezanih proteinov izkazala kot 

najprimernejša sprememba pH. 

 

Iz prostotrosnic Clitocybe nebularis in Macrolepiota procera smo izolirali proteaze in 

pokazali, da so se vezale specifiĉno na makrocipin. Optimirali smo postopek izolacije 

proteinov iz gobjih izvleĉkov in kot najuĉinkovitejša se je izkazala elucija s spremembo 

pH. 

 

Prvi smo izolirali makrocipin iz prostotrosnice Clitocybe nebularis z molekulsko maso 22 

kDa, kar kaţe na njegovo splošno razširjenost v prostotrosnicah.  

 

Izolirali smo lektin CnL iz meglenke in lektinom podobne proteine iz orjaškega deţnika. 

Na makrocipin se verjetno veţejo specifiĉno, toda lektin CnL ne vpliva na inhibitorno 

aktivnost makrocipina.  
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Fiziološka in biološka funkcija makrocipina je verjetno uravnavanje proteolitiĉne 

aktivnosti. Morda sodeluje tudi pri uravnavanju aktivnosti gobjih lektinov, in je zato 

posredno vpleten v obrambo pred škodljivci, vzpostavljanje medvrstnih razmerij in razvoj 

plodišĉ. 

 

Iz kivija (Actinidia deliciosa) smo izolirali cisteinsko proteazo aktinidin. 

 

Iz kaleĉih fiţolovih semen (Phaseolus vulgaris) smo izolirali cisteinsko proteazo legumain. 

Optimirali smo postopek izolacije legumaina, za izolacijo je bil uĉinkovit le eluent 10 mM 

HCl.  

 

Makrocipin-afinitenta kromatografija se je izkazala uporabna tudi pri izolaciji sesalĉjega 

legumaina in ostalih cisteinskih proteaz iz korteksa svinjskih ledvic, predvsem pri izolaciji 

z uporabljenima eluentoma 20 mM NaOH in 10 mM HCl.  
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6 POVZETEK 

 

Proteaze ali peptidaze imajo pomembno vlogo pri mnogih fizioloških in patofizioloških 

procesih. Izolacija in ĉišĉenje proteaz iz okoljskih izvleĉkov obiĉajno predstavlja 

veĉstopenjski postopek z nizkim izkoristkom. Kadar je le moţno, si pomagamo z uporabo 

trdnih nosilcev, na katerih so vezane substance z afiniteto do iskane proteaze. Makrocipin, 

inhibitor cisteinskih proteaz iz prostotrosnice Macrolepiota procera, poleg klitocipina 

predstavlja novo druţino inhibitorjev cisteinskih proteaz I48, ki je uvršĉena v klasifikacijo 

inhibitorjev MEROPS in poimenovana mikocipini. Pripravili smo rekombinantni 

makrocipin, ga vezali na afinitetni nosilec in preizkusili moţnost njegove uporabe.  

 

Prostotrosnice ali bazidiomicete so v naravi razširjene, vendar so njihovi proteolitiĉni 

sistemi zelo slabo poznani. Znano je, da vsebujejo številne in razliĉne proteolitiĉne encime 

in so lahko idealen vir novih proteaz s potencialno edinstvenimi lastnostmi. Preizkusili 

smo moţnost uporabe makrocipina za izolacijo cisteinskih proteaz iz prostotrosnic 

Clitocybe nebularis (meglenka) in Macrolepiota procera (orjaški deţnik). Iz obeh gob smo 

izolirali proteaze, vendar pa nismo uspeli potrditi, da gre za cisteinske proteaze. Izoliranim 

proteinom smo doloĉili N-terminalna aminokislinska zaporedja, in jih primerjali z ţe 

znanimi zaporedji. Protein iz meglenke z ocenjeno molekulsko maso 22 kDa se je v 92% 

ujemal z N-koncem makrocipina iz orjaškega deţnika, protein z ocenjenomolekulsko maso 

19 kDa pa v 92% z N-koncem lektina iz meglenke. N-konec proteina z ocenjeno 

molekulsko maso 18 kDa, ki smo ga izolirali iz orjaškega deţnika, je pokazal podobnost z 

N-koncem proteina iz gobe Laccaria bicolor, ki veţe ogljikove hidrate. Izvedli smo 

kontrolne afinitetne kromatografije s sefarozo brez vezanega inhibitorja in ugotovili da se 

lektini in lektinom podobni proteini v postopku afinitetne kromatografije verjetno veţejo 

specifiĉno na makrocipin ter nasprotno, da se kontrolni protein, ki je podoben galektinu iz 

Laccaria bicolor, veţe specifiĉno na sefarozo. Makrocipin iz meglenke se je verjetno vezal 

specifiĉno na makrocipin. Proteaze se na sam nosilec brez vezanega inhibitorja niso vezale, 

saj izolirani proteini niso kazali proteolitiĉne aktivnosti. 

 

Makrocipin, kemiĉno vezan na trden sefarozni nosilec, predstavlja uporaben afinitetni 

medij za hitro in enostavno ĉišĉenje proteaz iz prostotrosnic. Na podlagi karakterizacije 

izoliranih proteinov lahko sklepamo na funkcijo makrocipina, ki je verjetno uravnavanje 

proteolitiĉne aktivnosti. Poleg tega smo ugotovili tudi vezavo z lektini iz obeh gob, ki so se 

nanj verjetno vezali specifiĉno. Ugotovili smo, da lektini in lektinom podobni proteini ne 

vplivajo na inhibitorno aktivnost makrocipina, zato lahko sklepamo, da morda sodeluje pri 

uravnavanju lektinskih aktivnosti in je zato posredno vpleten v obrambno funkcijo, 

vzpostavljanje medvrstnih razmerij in razvoj plodišĉ.  

 

Preizkusili smo tudi moţnosti uporabe afinitetnega nosilca z vezanim makrocipinom za 

izolacijo razliĉnih cisteinskih proteaz iz razliĉnih naravnih virov. Iz kivija (Actinidia 
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deliciosa) smo izolirali cisteinsko proteazo aktinidin, ki je prisotna v zrelem kiviju. Potrdili 

smo ţelatinolitiĉno aktivnost izolatov. Aktinidin smo identificirali v proteinski lisi z 

ocenjeno molekulsko maso 24 kDa, saj je njegovo N-terminalno zaporedje pokazalo 100% 

identiĉnost z zaporedjem N-konca zrelega aktinidina.  

 

Iz kaleĉih fiţolovih semen (Phaseolus vulgaris) smo izolirali legumain. Prisotnost 

legumaina smo v izolatih potrdili s testom aktivnosti na substrat Z-Ala-Ala-Asn-AMC pri 

uporabi eluenta 10 mM HCl. Ostala eluenta (0,7 M NaCl in 10 mM NaOH) sta se izkazala 

kot neuĉinkovita za izolacijo legumaina. S tem smo optimirali postopek izolacije cisteinske 

proteaze legumaina iz fiţolovih semen. Legumain smo v proteinski lisi aktivnega vzorca 

potrdili tudi z masno spektrometrijo, vendar je bila njegova koliĉina med drugimi proteini 

nizka. S testom aktivnosti na substrat Z-Phe-Arg-AMC nismo potrdili prisotnosti ostalih 

cisteinskih proteaz v izolatih iz fiţola pri vseh uporabljenih eluentih, ĉeprav so bile aktivne 

v uporabljenem izveĉku.  

 

Afinitetni nosilec z vezanim makrocipinom se je izkazal kot primeren za izolacijo 

sesalĉjega legumaina in ostalih cisteinskih proteaz iz svinjskih ledvic. Izolirali smo številne 

proteine razliĉnih molekulskih mas. Legumain smo zaradi njegove pH obĉutljivosti lahko 

potrdili le s testi aktivnosti na specifiĉen substrat. Kot eluent za legumain se je kot najbolj 

uspešen izkazal 10 mM HCl. Tako na nativnem gelu kot s testom encimske aktivnosti smo 

potrdili prisotnost cisteinskih proteaz v vrhovih, izoliranih z 20 mM NaOH in 10 mM HCl. 

 

Makrocipin torej lahko kemiĉno vezan na trden sefarozni nosilec predstavlja uporaben 

afinitetni medij za hitro in enostavno ĉišĉenje cisteinskih proteaz iz okolij, v katerih se 

nahajajo (izvleĉki rastlinskih, glivnih, ţivalskih tkiv, bakterijskih lizatov in podobno).   
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