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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Proteini imaju temeljnu ulogu u svim metabolickim procesima. Istrazivanje proteinske
strukture, funkcije, oblika i enzimskih mehanizama od velikog je znacaja za (daljnje) shvacanje
bioloskih procesa. Mnoge metode razvijene su upravo tako da bi se razli¢iti procesi mogli pratiti
na razini proteina: radioaktivno oznacavanje, izotopni markeri i elektrokemijski testovi. Danas
se najviSe koristi metoda fluorescentnog oznacavanja proteina jer omogucuje detaljno
promatranje molekulskih mehanizama i testovi se mogu provoditi in vivo u stvarnom vremenu,
u otopini te s velikom osjetljivoscu.

Metode fluorescentnog oznacavanja aminokiselina puno se koriste u svrhu prou¢avanja
kompleksne strukture peptidoglikana i njegove biosinteze. Istrazivanja sinteze peptidoglikana
od velikog su interesa. Razlog tome je to §to patogene bakterije posjeduju sve vecu otpornost i
na najnovije antibiotike koji djeluju upravo na sintezu peptidoglikana. Razvijanje novih
fluorescentnih p-aminokiselina zasigurno je od velikog znacaja, vodeci se ¢injenicom da nam
upravo one omogucuju vizualizaciju sinteze peptidoglikana. Razli¢ite FDAA (fluorescentne
p-aminokiseline) posjeduju razlicita fizikalna i fotokemijska svojstva te na taj na¢in mogu

dovesti do razli¢itih informacija o sintezi peptidoglikana.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Fluorescencija

Svjetlost je oblik elektromagnetskog zracenja koji se moze ponasati i kao Cestica i kao val Sto
ukazuje na njezinu dualnu prirodu. Elektromagnetsko zracenje kao val sastoji se od elektricnog
1 magnetskog polja koji su medusobno okomiti. To je val koji putuje konstantnom brzinom kroz
vakuum, odnosno brzinom svjetlosti. Za svoje Sirenje nije mu potreban medij.
Elektromagnetsko zracenje kao Cestica, dolazi u paketima energije koje zovemo fotonima.
Interakcijom materije i1 elektromagnetskog zracenja dolazi do apsorpcije, emisije ili
rasprSivanja zraCenja. Kako bi doSlo do emisije zraenja prvo mora doé¢i do apsorpcije
elektromagnetskog zra¢enja, odnosno pobude elektrona iz osnovnog stanja u pobudeno stanje.
Energija fotona prenosi se na odredeni elektron koji potom moze prijeci iz osnovnog stanja u
vibracijsko stanje pobudenog stanja za koji ima dovoljno energije te su moguée apsorpcije samo

onih valnih duljina svjetlosti koje odgovaraju razlici energija ta dva energetska stanja.!?

pobudena vribracijska stanja

/ (pobudena rotacijska stanja nisu prikazana)

>

T — Ic
S il
< L M A= apsorcija fotona
:ETJ ISC T2 F= fluorescencija
S Ic P= fosforescencija
: A ¥ T1 S= singletno stanje
= T= tripletno stanje
4 IC= unutarnja pretvorba

S Y ISC=medusustavno krizanje
0 osnovno elektronsko stanje

Slika 1. Dijagram Jablonskog. Apsorpcija i emisija zracenja te neradijativni fotofizicki

procesi.’
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§ 1. Uvod 2

Nakon $to se elektron pobudi, postoji viSe nacina kako se apsorbirana energija moze rasporediti.
Neradijativni procesi, vibracijska relaksacija i unutarnja pretvorba, puno su brzi od radijativnih
procesa te se oni odvijaju neposredno nakon apsorpcije. Vibracijska relaksacija dogada se
izmedu vibracijskih stanja istog elektronskog stanja. S druge strane unutarnja pretvorba odvija
se pri preklapanju elektronskih i vibracijskih stanja prilikom ¢ega postoji moguénost prelaska
elektrona iz vibracijskog stanja jednog elektronskog stanja u vibracijsko stanje nizeg

elektronskog stanja.'?

Fluorescencija i fosforescencija svrstavaju se u radijativne procese. U procesima
radijativnih prijelaza apsorbirana energija otpusta se u obliku fotona. Fluorescencija se odvija
tipiéno U vremenu izmedu 10°%-10 sekundi, prema ¢emu je svrstavamo medu najbrze procese
prijelaza elektrona, dok s druge strane fosforescencija u nekim slucajevima moze trajati i
danima. Fluorescencija se odvija izmedu stanja istog mulitpliciteta, npr. prvog pobudenog
singletnog stanja i osnovnog singletnog stanja ili u rijetkim slu¢ajevima iz drugog pobudenog
singletnog stanja u osnovno singletno stanje. Na visim pobudenim elektronskim stanjima prvo
¢e se odvijati neradijativni procesi koji su puno brzi od radijativnih procesa. Priroda pobudenih
stanja 1 prijelazima medu njima odredivat ¢e koji ¢e se od radijativnih procesa odvijati,

fluorescencija ili fosforescencija.t?*

Energija fotona emitiranog fluorescencijom manja je od energije fotona koji je pobudio
elektron. Dakle, valna duljina emitiranog fotona veca je obzirom da je energija proporcionalna

frekvenciji.l2
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Bakterije

Bakterije su jedna velika zasebna skupina jednostani¢nih organizama, odnosno organizama na
granici izmedu najjednostavnijih biljaka (jednostani¢ne alge) 1 najnizih Zivotinja (prazivotinja).
Prave bakterije su najsitniji zivi organizmi. Razmnozavaju se dijeljenjem stanice, odnosno
jednostavnom diobom. Izuzevsi plave alge, bakterije u odnosu na sve ostale organizme nemaju
membranu koja dijeli stani¢nu jezgru od citoplazme, ¢ime spadaju u skupinu prokariota. Prema
obliku stanica bakterije mogu biti okruglastog, Stapicastog, izvijenog ili kon¢astog oblika.
Gledaju¢i stani¢nu stijenku koja $titi stanicu od negativnih djelovanja i daje joj stalan oblik,

prema gradi stani¢ne stijenke razlikujemo Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije.

Zanimljivo je da su bakterije rasSirene po cijeloj zemlji. Nalaze se u vodi, tlu, zraku i po
svim predmetima. Kako je njihovo prvotno staniSte zemlja, isti¢e se podatak da u plodnoj
orani¢koj zemlji dolazi do 2,5 milijuna bakterija na 1 gram. Obzirom na snazno djelovanje i
golemu rasprostranjenost bakterija proizlazi da su bakterije malih dimenzija stanica u usporedbi
s velikom povr§inom stanice (time je omogucena aktivna izmjena tvari 1 brzo razmnozavanje)
i da su silno otporne prema zivotnim uvjetima i posebno prilagodljive u nepovoljnim uvjetima
okoline. Bakterije su izrazito pogodan istrazivacki organizam na podrucju suvremenih
genetickih istrazivanja. Bitna karakteristika bakterija jest brzo i lako dijeljenje bakterijskih
stanica, $to je od izuzetne Koristi kad se koriste kao modelni organizam za promatranje

genetickih promjena.>®

2.1.1. Struktura stanicne stijenke

Struktura peptidoglikanske stani¢ne stijenke predstavlja glavni element bakterijske stani¢ne
stijenke. Smatra se jednom od najvaznijih i do sada nedovoljno istrazenih bakterijskih struktura
u biokemiji, upravo zbog njezine vrlo kompleksne strukture.®” Peptidoglikan je golemi polimer
rigidne strukture sastavljen od identi¢nih peptidoglikanskih monomera (NAG-NAM-

pentapeptidi) medusobno povezanih u lance. Monomer NAG-NAM-pentapeptid sacinjavaju 2

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 4

amino Secera, N-acetil glukozamin i N-acetil muraminska kiselina s pentapeptidom povezanih

B(1-4) glikozidnom vezom.®

H  NHC=O cH,OH
CH3

i
H3C-CH-(IZ=O
L-Alanin
I
D-Glutamin .
| L. pentapeptid
L—Llizin
D—A1|anin

D-Alanin

Slika 4. Peptidoglikanski monomer pentapeptid.®

Sinteza peptidoglikanskih monomera pentapeptida odvija se u citosolu bakterije gdje spajanjem
na membranski nosa¢, zvani baktoprenol, peptidoglikan pentapeptid biva prenesen preko
citoplazmatske membrane. Pomocu enzima, trasglikozidaze 1 traspeptidaze sintetizirani

monomer umece se u postojeéi polimer peptidoglikana omoguéavajuéi daljnji rast bakterije.®

NAM NAG

pentapeptid

peptidoglikan
monomer

peptidna veza izmedu
tetrapeptidnih lanaca

Slika 5. Struktura peptidoglikana®
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

2.2. Aminokiseline

Aminokiseline su organski spojevi koji su glavne gradivne jedinice svih proteina. Sastoje se od
centralnog ugljikovog atoma na koji su izravno vezane amino-skupina, karboksilna skupina,
vodikov atom te skupina R, odnosno bo¢ni ogranak po kojem se razlikuju same aminokiseline.
Aminokiseline posjeduju svojstvo kiralnosti zbog Cetiri razliCita supstituenta vezana na o-
ugljikov atom. Prema tome, aminokiseline mogu postojati kao o-p enantiomer i o-L
enantiomer, tj. odnose se kao zrcalno simetri¢ni oblici. Sve a-L aminokiseline, osim cisteina,
imaju apsolutnu konfiguraciju S, a ne R. Ovisno o boénom ogranku, aminokiseline razlikujemo
prema naboju, obliku, polarnosti, hidrofobnosti, reaktivnosti i mogucnosti stvaranja vodikovih
veza. Razlikujemo 20 aminokiselina od kojih su gradeni svi proteini u svim eukariotskim,

arhejskim i bakterijskim vrstama uz pokoju iznimku.?

2.2.1. Miller-Ureyev eksperiment

Stanley Miller 1952. godine izveo je kemijski eksperiment u kojem je simulacijom razlic¢itih
vremenskih uvjeta na ranoj Zemlji htio dokazati kemijsko podrijetlo zivota. U atmosferi
safinjenoj od metana, amonijaka, vode i vodika pod utjecajem visoke temperature, elektricnog
praznjenja 1 visokog tlaka htio je sintetizirati organske komponente koje ¢ine temelj Zivota na
zemlji. Pomocu papirne kromatografije uspio je sa sigurnoscu identificirati a-alanin, g-alanin i
glicin, dok su slabi tragovi ukazivali i na prisutnost asparaginske i a-amino-n-maslacne kiseline.
® Ideja eksperimenta bila je pokazati da je pri podetnim, vrlo teskim uvjetima na Zemlji, mogué

spontani nastanak organskih tvari nuznih za sintezu peptida.®

2.2.2. L1 p-aminokiseline

Pitanje koje se postavlja jest zasto je evolucija izabrala L-izomer a-aminokiselina. Prema svemu
sudeci izbor je vrlo vjerojatno bio slucajan. No, pretpostavlja se da kada je izbor bio ucinjen,
da je kao takav bio i zadrzan tijekom cijele evolucije te r-konfiguracija a-aminokiselina
prevladava u svim zivim organizmima. Zbog evolucijskog izbora p-aminokiseline su bile
smatrane laboratorijskim tvorevinama, tj. neprirodnim aminokiselinama koje se ne nalaze u
vi§im organizmima. Razvojem vrlo osjetljivih metoda odjeljivanja omogucena je detekcija
p-aminokiselina. X p-Aminokiseline mozemo pronaéi u tlu te u mnogobrojnim prehrambenim

proizvodima gdje zbog svojih svojstava sudjeluju u stvaranju razli¢itih aroma i okusa.!

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Teznja za razvojem enantioselektivnih osjetljivih analitickih metoda uslijedila je zbog
potrebe za analizom p-aminokiselina nastalih kemijskom racemizacijom uslijed procesa

prerade hrane te prouc¢avanja njihovog utjecaja na zdravlje ljudi i Zivotinja.'

2.2.3. Sinteza p-aminokiselina

U prirodi, kao mogu¢i izvor p-aminokiselina koje nastaju izvan stanice navodi se bazom ili
kiselinom katalizirana racemizacija L-aminokiselina, koja se odvija na kiralnom ugljikovom
atomu u aminokiselini uz keto/enolnu tautomerizaciju. Reakcija kemijske racemizacije ovisi o

pH i temperaturi.’°

NH, NH, NH, NH,

W' O_ _ O_ O_ Yy O_
H — =— R

(@) (@) on (0]
p-aminokiselina L-aminokiselina
B
4 + + s
NH; NH3 NH3 NH3
R R H
(@) OH OH (@)
p-aminokiselina L-aminokiselina

Slika 6. A- bazom katalizirana racemizacija; B- kiselinom katalizirana racemizacija °

Osim navedene racemizacije izvan same stanice, ona se moze odvijati i in vivo prateci ¢injenicu
da p-aminokiseline postoje u nekim rijetkim proteinima. Svojevrstan alternativni nacin sinteze
p-aminokiselina u bakterijama jest pomocu enzima p-aminokiselinskih trasaminaza procesom

trasaminacije gdje dolazi do prelaska jedne p-aminokiseline u drugu.®

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 7

2.2.4. Upotreba p-aminokiselina

Sudjelovanje p-aminokiselina u procesu stvaranja peptidoglikana zapravo je jedna od najjasnije
i najtemeljnije opisanih upotreba p-aminokiselina. Obzirom da je peptidoglikan usko povezan
s brzinom rasta stanice, ubrzo je postao vazan predmet za istrazivanje biosintetskih puteva u
svrhu zaustavljanja daljenjeg rasta i razmnozavanja bakterijskih stanica. Povijesno gledano, jo§
od vremena starog Egipta znalo se kako plijesnjivi kruh pomaze pri zacjeljivanju rana. Tek u
19. stoljecu otkricem i1 upotrebom penicilina shvaceno je da antibiotici djeluju antimikrobno.
Pocetkom 20. stoljeca toksi¢nost antibiotskih komponenti dobivenih izolacijom iz bakterija
dovela je do odgode pocetka upotrebe antibiotika. Slijedom navedenog upotreba
p-aminokiselina izoliranih iz bakterija, kao antibiotika, temelji se na svojstvu, koje predstavlja

temelj djelovanja, da veliki broj prirodnih antibiotika sadrzi p-aminokiseline.*

2.3. Tehnika FDAA

2.3.1. Koncept

Peptidoglikani uz strukturnu i za$titnu ulogu imaju krucijalnu vaznost u razmnozavanju i
Sirenju bakterija. Veliki interes za istrazivanje biosinteze peptidoglikana potaknut je ¢injenicom
da biosinteza peptidoglikana predstavlja mjesto djelovanja antibiotika. lako djeluje vrlo
jednostavno, biosintetski put i enzimi nisu u potpunosti opisani, tj. na¢in na koji djeluju i
kontroliraju biosintezu jo$ uvijek nije poznat. Istrazivanje, promatranje i modificiranje
biosinteze peptidoglikana znacajno je olakSano razvojem tehnika snimanja 1 brojnih
molekularnih ispitivanja. Prvotna istrazivanja bila su usmjerena na specifi¢ne antibiotike i
proteine, poput fluorescentnog vankomicina i aglutinina, razvijanih za specifi¢na ispitivanja
biosinteze peptidoglikana. Uslijed toksi¢nih efekata na bakterijsku stanicu i slabe membranske
propusnosti stanice, pocela su se ravijati nova molekularna ispitivanja pomocu fluorescentnih

p-aminokiselina.®

2.3.2. Fluorescentne p-aminokiseline

Fluorescentne b-aminokiseline postale su izrazito vazan istrazivacki instrument zbog svoje
biokompatibilnosti 1 specifinosti prema peptidoglikanima. Pomoc¢u fluorescentnih

p-aminokiselina, odnosno njihove karakteristicne enzimske ugradnje, mozemo prvi puta u

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 8

realnom vremenu direktno proucavati stvaranje peptidoglikana u zivoj stanici i aktivnost
enzima koji sudjeluju u biosintezi peptidoglikana.'* Navedene prednosti fluorescentnih
p-aminokiselina primarni su razlog velikog interesa za razvijanje novih fluorescentnih

p-aminokiselina u svrhu boljih ispitivanja.**

2.3.3. Sinteza fluorescentnih o-aminokiselina

Op¢i princip sinteze fluorescentnih p-aminokiselina sastoji se od tri koraka. U prvom koraku
potrebno je spariti aktivirani fluorofor (prethodno sintetiziran ili kupljen) s N*-zasticenom-p-
aminokiselinom u bazi¢nim uvjetima pri sobnoj temperaturi. tert-Butiloksikarbonil (Boc) i 9-
fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc) neke su od najéesc¢ih a-amino zastitnih skupina. U drugom
koraku dolazi do uklanjanja N*-zastitne skupine upotrebom trifluoroctene kiseline (TFA) u
diklormetanu (DCM) u omjeru 1:1, kroz 2 sata mijesanja pri sobnoj temperaturi. Ako se
koristila Fmoc-zastitna grupa, uklanjanje zastitne grupe izvodi se otapanjem produkta u
diklormetanu i dodatno se obraduje otopinom 1,8-diazabiciklo (5.4.0)undek-7-ena (DBU).
Koriste¢i HPLC (eng. high performance liquid chromatography) s obrnutom fazom, gdje

pokretnu polarnu fazu ¢ine 1:1, voda i acetonitril, moze se pro¢istiti pripravljena FDAA.

O (0] Korak 2: Skidanje zastite O
Korak 1: Sparivanje prociscavanje
LG > NH > NH
sobna temperatura sobna temperatura NH,
Fluorofor (o] jNHR
/\)J\OH 0~ “OH O~ "OH

. . HaN :
LG=izlazna skupina s
R= zastitna skupina

Slika 7. Shema sinteze FDAA °

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 9

LIS
XA T
e

Fmoc

Slika 8. Struktura najces¢ih a-amino zastitnih skupina: tert-butiloksikarbonil (Boc) i

9-fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc)

Spajanjem 7-hidroksikumarinas p-2,3-diaminopropionskom kiselinom sintetizirana je prva

fluorescentna p-aminokiselina, HADA (engl. 7-hydroxycoumarincarbonylamino-p-alanin).#
HO

1) CDI, THF
2)

AN on |

HO (o)
NH, HCC ;2

(@]

I
@
P4
(@)

&
e

N-Boc-D-2,3-diaminopropionska kiselina

OH ,
BocHN /ﬁ‘/ 3) TEA/DCM (50:50) N

o) 62% o

N-«-Boc-3-amino-p-alanin ; A HADA ;B

Slika 9. Sinteza FDAA — HADA B, dodavanje komercijalno dostupnih fluorofora -
7-hidroskikumarin-3-karboksilne kiseline (HCC-OH; 2) na N-Boc-b-2,3-diaminopropionsku
kiselinu (N-a-Boc-3-amino-p-alanin; A). CDI (karbonildimidazol); THF (tetrahidrofuran);
TFA (trifluorooctena kiselina); DCM (diklormetan)*
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Slika 10. Sinteza FDAA — NADA B, dodavanje komercijalno dostupnog fluorofora
4-kloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI; 4) na N-Boc-p-2,3-diaminopropionsku kiselinu (N-a-

Boc-3-amino-p-alanin; A)*

2.3.4. Implementacija FDAA u strukturu peptidoglikana

Mehanizam nadogradnje peptidoglikanskog lanca zapocinje u citoplazmi sintezom nosaca
lipida, pomo¢u enzima iz Mur obitelji koji kataliziraju biosintezu peptidoglikanskih prekursora.
Nosac lipida potom putuje preko citplazmatske membrane te pomocu reakcije trasglikolizacije
I traspeptidacije ulazi u ve¢ postojeci peptidoglikanski lanac. Unato¢ ¢injenici da postoje drugi
enzimi s istom ili sliénom funkcijom, glavni protein koji katalizira dvije navedene rekacije jest
PBP (engl. penicilin-binding protein), protein koji veze peniciline. U reakciji trasglikolizacije
gdje nosac lipida koji na sebi nosi monomer peptidoglikan pentapeptid, dogada se nukleofilni
napad hidroksilne skupine N-acetil glukozamina na anomerni fosfat koji se nalazi na kraju veé

postojeceg peptidoglikanskog lanca.

Rezultat rekacije transglikolizacije predstavlja spajanje  peptidoglikanskog
pentapeptidnog monomera u peptidoglikanski lanac i otpuStanje nosaca lipida. Temelj
traspeptidacijske rekacije jest cijepanje terminalnog p-alanina s peptidnog lanca koji se nalazi
na N-acetil muraminskoj kiselini kako bi se generirao acil enzim meduprodukt, koji ¢e nakon

dodatnog nukleofilnog napada amino skupine susjednog peptidnog lanca tvoriti peptidnu vezu

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 11

izmedu dva medusobno nasuprotna peptidna lanca. Bitno je napomenuti kako aminokiseline s
L apsolutnom konfiguracijom ne mogu sudjelovati u reakciji traspeptidacije zbog
stereospecificnosti proteina koji veze penicline (PBP), $to bi drugim rije¢ima znacilo da su

p-aminokiseline neophodne element za odvijanje traspeptidacijske reakcije (slika 11).%3

Mehanizam implementacije fluorescentnih p-aminokiselina predlozen je kao posredna
rekacija u reakciji traspeptidacije gdje fluorescentne p-aminokiseline kompetitivno obuhvacaju
acil enzim intermedijer. Navedeni mehanizam je zapravo reakcija izmjene terminalnog o-

alanina, u peptidnoglikanskom lancu, s drugom p-aminokiselinom.

transglikolizacija transpeptidacija FDAA implementacija

7
N
=R NI
555 e T,
COOH [ RN
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citoplazmatska membrana

{) N-acetil muraminska kiselina nosac lipida @ p-Alanin @ bp-Glutamat 4\;( FDAA

{) N-acetil glukozamin @ fosfat ® meso-Dap @ L-Alanin

Slika 11. Shema trasglikolizacijskih i traspeptidacijskih reakcija biosinteze peptidoglikana i
predlozen mehanizam implementacije FDAA. Zbog jednostavnosti prikazivanja i lakSeg

razumijevanja strukture enzima nisu prikazane3

2.3.5. Detekcija fluorescentnih p-aminokiselina

Detekcija fluorescentnih p-aminokiselina vr$i se uz pomo¢ fluorescentnog mikroskopa.
Tehnika povecavanja slike predmeta od starog vijeka vrSila se uz koristenje staklenih kugli
napunjenith vodom, ali i1 leCama, a dokaz tome jesu prvi zabiljeZeni pokusi koji datiraju iz
davnog 11. stolje¢a. Tek 300 godina kasnije poceli su se koristiti sustavi za povecanje s dvije

ili vide le¢a, sustavi koji predstavljaju temelj modernog opti¢kog mikroskopa.®
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Fluorescencijska mikroskopija temelji se na pobudi elektrona zracenjem, nakon kojeg
se pobudeni elektron vrac¢a u osnovno, nepobudeno stanje. Vraéanjem u osnovno stanje elektron
emitira energiju u obliku fotona. Prema Stokesovom pomaku valna duljina emitiranog zracenja

veca je od valne duljine zradenja koje se koristi za pobudu elektrona.®

Kao izvor ultraljubicastog zracenja fluorescentnog mikroskopa najcesée se koriste
ksenonova i zivina lampa. Emitirana svjetlost prvo prolazi kroz filter pobudenog zrac¢enja kako
bi se transmitiralo zraenje one valne duljine koje fluorofor moze apsorbirati. Potom,
trasmitirano zracenje pada na dihrono zrcalo koje ima funkciju reflektiranja zracenja potrebnog
za pobudu, dok ostali spektar valnih duljina propusta kroz zrcalo. Ultraljubicasto zracenje
reflektira se prema uzorku u kojem ¢ée zatim izazvati fluorescenciju. Emisija fluorescentnog
zracenja transmitira kroz lece objektiva, odnosno kroz dihrono zrcalo.

Kako bi se otklonile sve valne duljine koje ne pripadaju emisiji fluorescentnog zracenja,

zraGenje prolazi kroz emisijski filter stvarajuéi pritom sliku vidljivu ljudskom oku.’

emisijski

dihrono A/ fllter

zrealo N\

1Zvor

pzraéenj a

™ filter pobudenog
zracenja

— objektiv
uzorak

Slika 13. Pojednostavljeni prikaz epifluorescentnog mikroskopa!

2.3.6. Provjera implementacije fluorescentnih o-aminokiselina

Kao rezultat udruzivanja fluorescentne b-aminokiseline, HADA-e, s raznolikim Zivim

organizmima (E. Coli, B. Subtilis, A. Tumefaciens), u samo jednoj diobi, dolazi do vrlo jakog

fluorescentnog signala, koji se pojavljuje na mjestima podjele i stani¢nim stijenkama.
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E. coli B. subtilis A. tumefaciens

Faza Faza Faza HADA

cijela stanica

Slika 12. Oznacavanje peptidoglikanske strukture u razli¢itim vrstama bakterijske stanice

pomoéu FDAA, HADA-e 14

U slucaju koristenja HALA-e, koji je zapravo L-enantiomer fluorescentne bp-aminokiseline
HADA-e, ne¢e do¢i do emisije zracenja, fluorescencije, Sto ukazuje na selektivnu prirodu

bakterijskog enzima traspeptidaze prema p-aminokiselinama u traspeptidacijskoj rekaciji.*?

Kako bi provjerili da se fluorescentna p-aminokiselina, HADA, specifi¢no i kovaletno
povezala u peptidoglikanski lanac potrebno je oznacenu bakterijsku stanicu tretirati etanolom i
bakterijske stanice prokuhati u otapalu koje sadrzi deterdzent. Navedenim postupkom izolirat
¢emo peptidoglikansku strukturu i otkloniti stanicne membrane. Nakon §to su otklonjene
staniéne membrane, pomoc¢u enzima pronaze E, RNaze i DNaze razgraduju se sve
makromolekule osim peptidoglikana. Ako peptidoglikanska struktura koju smo izolirali zadrzi
fluorescentni signal, to je potvrda da se fluorescentna p-aminokiselina HADA uspjesno

kovaletno vezala u peptidoglikansku strukturu.*®

2.4. Antibiotici temeljeni na b-aminokiselinama

Antibiotici kao produkti metabolizma nekih niZih organizama poput plijesni, gljivica ili
bakterija predstavljaju sloZzene organske spojeve. Njihova funkcija je sprjeCavanje razvoja i
mnoZenja mikroorganizama, tj. unistavanje istih.® Drugim rije¢ima antibiotici su lijekovi koji

djeluju specificno na samo odredene stanice bakterija.

Prvi antibiotik, penicilin, otkrio je Skotski znanstvenik Alexander Fleming 1928.
godine. Naime, ostavio je otvorenu Petrijevu zdjelicu s bakterijama pored prozora te je ucio

kako su bakterije u blizini razvijenih spora plijesni umirale. Od otkri¢a penicilina, kao prvog
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antibiotika, zapocelo je razdoblje njegove Siroke upotrebe u suvremenim terapijama mnogih
zaraznih bolesti. Unato¢ ¢injenici da je do dan danas otkriveno je viSe stotina antibiotika, samo
se manji broj istih upotrebljava. Osim u medicinske svrhe, antibiotici se upotrjebljavaju i kao
dodatak prehrani domacih zivotinja, u fitopatologiji, u mesnoj i ribljoj industriji u svojstvu

konzervansa itd.

Penicilin se svrstava u skupinu najées¢e koristenih antibiotika, odnosno u skupinu
B-laktamskih atibitiotika koji su dobili ime po jedinstvenom ¢etvero¢lanom [B-laktamskom

prstenu koji je sastavni dio njihove kemijske strutkure.8

Z— T
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Penicilini

Slika 14. Kemijska struktura penicilina®

2.4.1. Mehanizam djelovanja antibiotika

Mehanizam djelovanja antibiotika opisujemo kao baktericidno djelovanje. Dakle, antibiotici
inhibiraju daljnju sintezu bakterijske stjenke, peptidoglikanskog polimera i na taj nacin
zaustavljaju rast i razmnozavanje bakterija. Zbog svoje analogne sli¢nosti terminalnom slijedu
pentapeptidnog lanca smjestenog na N-acetilmuraminskoj kiselini u peptidoglikanskom
polimeru i zbog vrlo visoke reaktivnosti beta-laktamske strukture, penicilin moze ireverzibilno
acilirati aktivno mjesto enzima transpeptidaze koji katalizira zadnji korak u biosintezi
pepidoglikana. Inhibicijom enzima transpeptidaze, bakterija viSe nije u mogucénosti stvarati
unakrsne peptidne veze izmedu medusobno nasuprotnih pentapeptidnih lanaca. U
nemogucnosti stvaranja stani¢ne stjenke, odnosno peptidoglikana bakteriji je onemogucen rast

te bakterija postaje osjetljiva na vanjske faktore kao §to su voda i tlak te bakterija ubrzo umire.®

Mislav Kali¢anec Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 15

Isto tako, treba naglasiti kako ljudska stanica u svojoj strukturi ne sadrzi peptidoglikan

§to bi znacilo da antibiotici nemaju Stetan utjecaj na ljudski organizam.

Glikopepud
Polimer
Glikopeptid

Poiimcr Mur NAc

Mur NAc

transpeptidaza

inhibicija

O D-alanin S B-laktamski antibiotici

A 4

Glikopeptd Glikopepud
Polimer Polimer
I
Mur NAc Mur NAc

L-alanin, @ D-glutamat, @ L-hzin, () Glicin, (O D-alanin
ur Nac = N-acetl muraminska kiselina

Slika 15. Prikaz kako uz pomo¢ B-laktamskih antibiotika dolazi do inhibicije sinteze

peptidoglikana iz stani¢ne stijenke bakterija '8
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2.5. Zakljucak

Osim Sto je otkrice antibiotika oznacilo pozitivhu prekretnicu u modernom lijecenju,
neposredno nakon samog otkrica i sam znanstvenik, Alexander Fleming, upozoravao je
medicinsku i farmaceutsku industriju na problem prekomjernog i u velikom broju slu¢ajeva bez
potrebe koriStenja antibiotika koji bi mogao dovesti do otpornosti bakterija na koriStene

antibiotike.

Otkako su antibiotici usli u $iroku medicinsku upotrebu, pojava rezistentnosti bakterija na
njih bila je samo pitanje vremena. Zbog loseg nacina primjene antibiotika (koristenje antibiotika
bez potrebe, odnosno prekomjerna upotreba istih), vrlo mo¢nog oruzja u borbi protiv
mikroogranizama, danas znanstvenici ulazu velike napore kako bi razvili razlicite tehnike koje
bi omogudile bolje i detaljnije proucavanje biosintetskih puteva u bakterijskog stanici. Tehnika
fluoresecentnog oznacavanja p-aminokiselina te njihova implementacija u strukturu stani¢ne
stijenke bakterija, zadnjih 10 godina uvelike pomaZe odgovoriti na pitanja vezana uz enzime,
regulaciju i sintezu stani¢ne stijenke bakterijske stanice. Za daljnje razvijanje novih antibiotika
i pronalazak odgovora na mnogo preostalih pitanja o sintezi i strukturi stani¢ne stijenke
bakterije bit ¢e potrebno uloziti mnogo truda, vremena 1 znanja za razvoj novih 1 boljih FDAA,

pa isto tako i novih tehnologija.
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