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UTJECAJ IONA METALA NA AKTIVNOST ADENILOSUKCINAT-SINTETAZE IZ
BAKTERIJE Helicobacter pylori
PRICA O ZELATINI I VOCU

Karla Srnec
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AdSS.

U metodickom dijelu rada pod naslovom ,,Prica o Zelatini 1 voéu* izradena je metodicko-
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This Diploma thesis consists of two parts: the research and methodological part. In the
experimental part of diploma work, three variants of enzyme adenylosuccinate synthetase
(AdSS) from bacterium Helicobacter pylori were purified: AdSS with histidine tag, AdSS
with aspartate 12 changed to alanine and AdSS with aspartate 12 changed to asparagine. lon
exchange, affinity and gel filtration chromatographies were used for purification. Specific
activity was measured for each enzyme variant, and for tagged AdSS kinetic parameters were
also determined, by changing Mg®* ions concentration, and using Michaelis-Menten model of
enzyme Kinetics. Finally, the effect of different metal ions on tagged AdSS activity was
investigated.

In the methodological part under the title “The story of gelatin and fruit” a didactic-
methodological preparation was made for fourth grade high school students. The
methodological preparation is based on the educational outcomes, common misconceptions
held by students and with an insight in a revelant literature. The prepared material is intended
for educational strategy of learning by discovery.

(70 pages, 34 figures, 10 tables, 44 references, original in Croatian)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Helicobacter pylori je Gram-negativna bakterija koja kroni¢no nastanjuje sluznicu Zeluca
gotovo polovice svjetskog stanovnistva. Obzirom da ima veliku ulogu u razvoju gastritisa,
ulkusne bolesti (ranice na sluznici probavnog trakta) i raka zeluca,® predmet je detaljnog
istrazivanja. Mikroaerofilna je bakterija, Sto znaci da joj je za zivot potreban kisik, dok je
previsoka koncentracija kisika pogubna za nju. Za razliku od vecine patogenih bakterija,
nema mogucénost opstanka izvan ljudskog domacina, i zato je njen razvoj tijekom vremena
postao usko povezan s promjenama koje se dogadaju u ljudskom tijelu. Uvjet Zivota 1
replikacije bakterija (kao i svakog Zivog bic¢a) je postojanje geneticke informacije, za koju su
potrebne  purinske i pirimidinske baze, koje izgraduju nukleinske kiseline.
Pojednostavljivanjem genoma H. pylori, izgubljena je mogucnost sinteze purinskih nukleotida
de novo, te se ova bakterija oslanja na sintezu purina recikliraju¢im putem iz svoje okoline.?
Obzirom na znacaj sinteze purina i ucinka koji ima na rast bakterijskih stanica, enzimi koji
kataliziraju reakcije sinteze purina, bilo de novo ili spasonosnim putem, predmet su
proucavanja, sa svrhom eradikacije infekcije.3

Jedan od klju¢nih enzima u sintezi purina je adenilosukcinat-sintetaza (AdSS), koja
katalizira reakciju IMP i L-aspartata, sprezuci ju s hidrolizom GTP za dobivanje energije, ¢iji
je produkt adenilosukcinat, $to €ini prvi korak u sintezi nukleotida AMP. Zbog vaZzne uloge u
sintezi nukleinskih kiselina, ovaj enzim je prisutan u svim poznatim organizmima i tkivima,
osim zrelim crvenim krvnim stanicama. U sisavcima su prisutna dva izozima AdSS, kiseli
izozim (pl ~ 5,9) koji katalizira prvi korak de novo sinteze AMP, te bazi¢ni izozim (pI ~ 8,9)
koji je komponenta spasonosnog puta sinteze nukleotida.*

AdSS je enzim iz skupine ligaza, koje u svojem aktivnom mjestu vezu dvije molekule,
pri cemu se izmedu njih formira nova kemijska veza. Tako, AdSS ima tri glavna vezna
mjesta: jedno za GTP, jedno za IMP i trece je za aspartat. Vezanje IMP na AdSS uzrokuje
konformacijske promjene koje su potrebne za organizaciju kompleksa Mg**-GTP.> lon Mg?*
smjesta se u sredinu aktivnog mjesta i dolazi u interakciju s GTP (y-fosfatnom skupinom),

IMP i aspartatom.
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§ 1. Uvod 2

1.1. Cilj rada

Za AdSS iz bakterije Escherichia coli pokazana je sredi$nja uloga iona Mg?* u vezanju svih
supstrata u aktivno mjesto. Cilj ovog diplomskog rada je prouciti utjecaj iona metala na
aktivnost AdSS iz H. pylori, odredivanjem aktivnosti nativnog enzima i enzima s
promijenjenom aminokiselinom u veznom mjestu za magnezij, te odredivanjem aktivnosti u

prisutnosti iona drugih metala, osim Mg?*.
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2. Literaturni pregled 3
§ preg

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Helicobacter pylori

2.1.1. Glavna obiljezja H. pylori

Godine 2005. dodijeljena je Nobelova nagrada za medicinu za izolaciju, identifikaciju i
prepoznavanje patofizioloskih posljedica bakterije koja ima moguénost kroni¢nog inficiranja
zelucane sluznice. Helicobacter pylori je mikroaerofilna, Gram-negativna bakterija, spiralnog
oblika, duzine oko 3,5 um i $irine oko 0,5 um. Ima nekoliko flagela duljine oko 3 um zbog
kojih je dobro pokretna u viskoznom mediju, kao S§to je sluznica Zeluca. Bakterija ima
moguénost prezivljavanja u kiselim uvjetima zeluca (pH-vrijednost 1,5-3,5) zbog proizvodnje
enzima ureaze, koji omogucuje pretvorbu uree u amonijak. Dobiveni amonijak sluzi kao
bazna komponenta pufera, da bi se bakterija zastitila od jako kiselog okruzenja. Jednom kad
se nastani u Zelucanoj sluznici, bakterija ima tendenciju dugotrajno kolonizirati domacina ili
uzrokovati kroni¢nu infekciju. H. pylori izaziva upalni i imunoloski odgovor u tijelu ¢ovjeka,
Sto prati proizvodnja antitijela, medutim bakterija najceS¢e nije potpuno eliminirana takvim
odgovorom organizma. Iduca pojava je kroni¢na infekcija, najéeSée kroni¢ni gastritis, a u

. . y 1
nekim slu¢ajevima i rak Zeluca.®*

2.1.2. Epidemiologija i patogeneza

Kako se bakterija najces¢e nalazi u gustom sloju sluzi, u neposrednoj je blizini Zeluc¢anih
epitelnih stanica, koje proizvode zelucanu sluz za zastitu stjenke zeluca. Oslabljenje sluzne
barijere prisustvom H. pylori, u nekim slu¢ajevima dovodi do njenog uniStenja. Istrazivanja in
vitro predlazu da gubitak gelaste strukture sluznice moze biti uzrokovan i visokom pH-
vrijednosti pojedinih dijelova sluznice, zbog ureazne aktivnosti H. pylori, a ne njezinom
razarajucom aktivnosti na sluznicu. Nadalje, H. pylori moze i inhibirati odgovor stanica za
izlu€ivanje sluzi, Sto uzrokuje smanjenje koliine proizvedene sluzi, a ¢ije izlu€ivanje je
primarni obrambeni odgovor organizma.® Svojstvo hidrofobnosti Zeluane sluzi povezuje se s
njenom zaStitnom ulogom. Djelujuéi kao surfaktant, neizostavna je komponenta sluzne
zastite. IzluCena Zelu¢ana sluz na svojoj povrSini ima adsorbiran jedan ili vise slojeva

povrsinski aktivnih fosfolipida. IstraZivanje oStecenja sluzi kod Covjeka pokazuje kako H.
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2. Literaturni pregled 4
§ preg

pylori agresivno unistava Zelucani surfaktant i smanjuje koncentraciju fosfolipida, te na taj
naéin i svojstvo hidrofobnosti.” IstraZivanja Helicobacter felis, bakterijske vrste Helicobacter
koja nastanjuje Zivotinje (miseve, pse, macke), pokazala su da infekcija bakterijom uzrokuje
promjenu u zelucu, mijenjajuci sredinu iz hidrofobne u hidrofilnu 1 osjetljivu na kiselost, Sto
moZe uzrokovati razvoj gastritisa.” Prve promjene opaZaju se ve¢ nakon 2 tjedna zaraze H.
felis. Unistenje zelucane sluzi postize se enzimima koji hidroliziraju fosfolipide ili smanjuju
broj adsorbiranih molekula surfaktanata. Opcenito, prianjanje uz sluzne povrsine je vazno za
virulentnost mnogih bakterijskih patogena u ljudskim domacinima. Prianjanje omogucuje
infekciju bakterijskim toksinima, nakon ¢ega najceSce slijedi probijanje epitelnih stanica
domacina. H. pylori prepoznaje specifi¢ne receptore epitelnih stanica, a prianjanje je aktivni
proces koji ukljuduje i transkripciju gena.’

Infekcija s H. pylori je najéesca bakterijska infekcija kod ljudi, a istraZivanja pokazuju
kako postoji znacajna razlika u stopi zaraze izmedu razvijenih i manje razvijenih dijelova
svijeta. U razvijenijim dijelovima postotak zaraze iznosi: 20-40% populacije Europe, 25,4%
populacije SAD-a i 20% populacije Australije. 90% populacije u Japanu rodenih prije 1950-ih
takoder je zarazeno bakterijom, ali prisutan je znacajni pad kod populacije rodene iza 2000-ih,
do otprilike 2%. Ova niska stopa zaraze medu japanskom populacijom povezuje se s niskom
stopom raka eluca.? Vjeruje se kako smanjenju zaraze doprinosi veée provodenje
zdravstvenih mjera, pristup ¢istoj vodi i tretiranje infekcije antibioticima u razvijenim
drzavama, posebice nakon 2. svjetskog rata. U manje razvijenim podruc¢jima poput Azije,
Afrike, juzne i srediSnje Amerike i isto¢ne Europe, postotak zaraze iznosi 70-90%. Izvori
zaraze su okolisni: Zivotinje 1 voda. Kod ljudi, bakterija je pronadena u fekalijama, zubnom
kamencu i Zelu¢anom soku, pa tako prijenos H. pylori moze biti fekalno-oralni, oralno-oralni,
zelu¢ano-oralni ili putem kontaminirane vode.” Njena prisutnost u Zelu¢anoj sluzi povezana je
s nizim socioekonomskim statusom, prenapucenosti, ve¢im obiteljima, dijeljenjem kreveta s
¢lanovima obitelji 1 nedostatkom tekuce vode. Globalno, odrasle osobe imaju znacajno vecu
stopu zaraze (48,6%), u usporedbi s djecom (32,6%). Bakterija se najéesce prenosi s Covjeka
na Covjeka, $to je vidljivo u tome da infekcija prevladava izmedu bliskih ¢lanova obitelji.
Nisu isklju¢ene genetske predispozicije za infekciju.®®

Kolonizacija zelu¢ane sluzi uzrokuje niz bolesti gornjeg dijela gastrointestinalnog
trakta, ali bolesti pogadaju samo dio inficiranih osoba. H. pylori infekcija izaziva upalni

odgovor i uzrokuje ¢ir na zelucu (oko 10% zarazenih), a povezana je s visokim rizikom
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razvoja limfoma (uzrokovanog promjenama u sluzi limfoidnog tkiva) i adenokarcinoma
zeluca (oko 1% zarazenih). Tako je 1994. godine Svjetska zdravstvena organizacija H. pylori

klasificirala kao karcinogen 1. razreda.’

2.1.3. Dijagnoza i lijecenje

Dijagnosticiranje H. pylori infekcije ukljucuje invazivne (endoskopija) i neinvazivne metode.
NajceS¢e primjenjivan je serolosSki test koji koristi serum za detektiranje IgG antitijela
proizvedenih kao odgovor tijela na H. pylori, koriste¢i analiticku tehniku ELISA (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay). Antitijela se u tijelu ¢ovjeka zadrzavaju i do 6-12
mjeseci nakon iskorjenjivanja zaraze, pa iako su seroloski testovi jednostavni i pouzdani za
dijagnostiku zarazenih pacijenata, nisu uéinkoviti za dokazivanje prekida infekcije (prvih 6—
12 mjeseci). Na seroloski test ne utjeCe koriStenje antibiotika, lijekova na bazi bizmuta ili
inhibitora protonskih pumpa.’ Drugi nacini testiranja na postojanje infekcije su: testiranje
uzorka stolice ili testiranje daha ukoliko postoji znacajna aktivnost enzima ureaze. Primjer
invazivnog testa na H. pylori je biopsija sluzi gastroskopijom. Uzorak tkiva s biopsije dovodi
se u kontakt s ureom i indikatorom pH-vrijednosti, te ukoliko je pacijent zaraZzen, ureaza
oslobada amonijak koji uzrokuje povecanje pH-vrijednosti i time se mijenja boja indikatora.
Tkiva se takoder mogu ispitivati 1 histoloski, pomocu svjetlosnog mikroskopa. Na Siroku
rasprostranjenost seroloskih testova utjeCe 1 njihova cijena koja je financijski najprihvatljivija,
a najveci troSak predstavlja endoskopij a.’

Infekcija H. pylori tretira se i antibioticima i drugim lijekovima. Najces¢e koristeni
antibiotici su amoksicilin, tetraciklini, metronizadol i klaritromicin. Od ostalih lijekova
koriste se bizmut (bizmut subsalicilat u SAD-u) i inhibitori protonskih pumpa (omeprazol,
esomeprazol, lanzoprazol i rabeprazol). Infekcija H. pylori je nazalost tesko iskorijenjiva, a
vecdina uspjesnih terapija ukljucuje koristenje dvaju ili viSe antibiotika istovremeno sa jednim
ili viSe ostalih lijekova, 1 to najceSce u relativno visokim dozama.’ Uspjesno tretiranje
pokazano je dugotrajnim terapijama. Nakon uspjeSnog tretiranja infekcije, pokazano je da
medu odraslim osobama postoji 0,44-2,3% vijerojatnosti ponovne infekcije.® Bitno je
napomenuti kako terapija nailazi na izazove zbog otpornosti bakterije, nepridrzavanja terapije
od strane pacijenata, nedostupnosti lijekova u nekim dijelovima svijeta, kao i same

neucinkovitosti terapije u nekim slucaj evima.’
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Razvijeno je vise novih metoda lijeCenja zaraze H. pylori. Antimikrobni peptidi su
postali Siroko rasprostranjena zamjena za antibiotike. Nastaju iz stanica raznih organizama
kao dio njihovog urodenog imuniteta, i omogucuju zastitu od raznih patogena (bakterija,
virusa, gljivica), a sluze 1 kao posrednici odgovora imunosnog sustava gdje djeluju na
anionske bakterijske membrane i povecavaju njihovu propusnost. Tako uzrokuju smrt
bakterija, bez da oSteCuju neutralne membrane eukariotskih organizama. Osim toga, mogu
interferirati sa stani¢nim procesima bakterije, poput transkripcije, translacije ili izgradnje
stani¢nog zida.?

Probiotici su ¢est dodatak prehrani kod ljudi, a u sebi sadrze zive mikroorganizme koji
pozitivno utjeCu na crijevnu mikrofloru. Kori$teni su kao dio prevencije, ali i lijeCenja
gastrointestinalnih bolesti poput proljeva, sindroma iritabilnog crijeva i upalnih bolesti
crijeva. Njihova upotreba temelji se na peptidnim i nepeptidnim tvarima koje proizvode, a
koje inhibiraju rast patogena i njihovo prianjanje uz stjenku zeluca. Probiotici se koriste u
terapiji infekcije H. pylori u kombinaciji s antibioticima kako bi im se povecala ucinkovitost.

U zadnje vrijeme se viSe paznje posvecuje prirodnim pripravcima za tretiranje
infekcije H. pylori, obzirom na malo nuspojava i nisku toksi¢nost lijekova. Primjer biljke koja
se koristi, i ¢ije djelovanje je dokazano u in vivo i in vitro istrazivanjima, je Bryophyllum
pinnatum (biljka autohtona Madagaskaru, a u narodu poznata kao vrazji hrbat). Aktivnost
proizlazi iz aktivnih spojeva prisutnih u metanolnim ekstraktima, poput fenola i flavonoida,
koji reagiraju s hidroksilnim, anionskim superoksidnim i peroksi-lipidnim radikalima. Na taj

na¢in §tite Zelutanu sluznicu protiv reaktivnih kisikovih vrsta tijekom infekcije H. pylori.®

2.1.4. Metabolizam nukleotida

VaZznu i raznoliku ulogu u zivotu stanice imaju nukleotidi. Prekursori su DNA i1 RNA, glavni
su nositelji energije u obliku ATP-a i GTP-a, komponente su kofaktora NAD, FAD, koenzima
A, imaju ulogu sekundarnog stani¢nog glasnika poput cAMP i ¢cGMP i dr."* Postoje dva
metaboli¢ka puta sinteze nukleotida: de novo i recikliraju¢i put. De novo sinteza nukleotida
upotrebljava metabolicke prekursore (aminokiseline, riboza-5-fosfat, CO, 1 NHs).
Recikliraju¢i put koristi slobodne baze i1 nukleozide oslobodene tijekom razgradnje
nukleinskih kiselina.** Kao rezultat koevolucije uz ljude, doslo je do pojednostavljivanja
genoma H. pylori, pri ¢emu je nestala mogucnost biosinteze purinskih nukleotida.

Bioinformatic¢ka analiza je pokazala kako ovoj bakteriji nedostaje skup enzima za de novo
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sintezu IMP-a, koji je prvi purinski nukleotid formiran pri sintezi GTP-a i ATP-a. To govori u
prilog tome da se H. pylori zna¢ajno oslanja na sintezu nukleotida recikliraju¢im putem.’

H. pylori je bila prva bakterija Cija su dva razliita soja sekvencirana, ¢ime je
omogucena bioinformaticka analiza 1 usporedba genoma bakterijskih vrsta. Rezultati analize
pokazali su relativno mali genom s raznim izmjenama metabolickih putova.®* Kako se
mikroorganizmi prilagodavaju novim okolinama, ¢esto prolaze kroz promjene genoma kroz
koje gube gene koji im nisu potrebni u novoj okolini, a stjecu nove gene koji su specificni za
novi okolis. Zbog stabilnog okruzenja u ljudskom domacinu, doslo je do gubitka gena za de
novo sintezu purina, dok su se zadrzali geni koji omogucuju sintezu purina recikliraju¢im

putem.®

2.2. Adenilosukcinat-sintetaza, AdSS

Adenilosukcinat-sintetaza je enzim koji se nalazi na poveznici de novo i recikliraju¢eg puta
sinteze purina. Ovaj enzim Kkatalizira prvi korak sinteze AMP-a iz IMP-a, sprezu¢i ju s

hidrolizom GTP-a zadobivanje energije:

IMP + aspartat + GTP(Mg**) = adenilosukcinat + GDP + P,
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Slika 1. Enzimski katalizirana reakcija pretvorbe IMP-a i AMP-a.
R5'P na molekuli IMP-a oznacava ribozu-5-fosfat.
Adenilosukcinat-sintetaza katalizira pretvorbu IMP-a u adenilosukcinat, a potom ga
adenilosukcinat-liaza cijepa do AMP-a (preuzeto i prilagodeno prema *%)

AdSS kod sisavaca postoji u dvije izoforme: kiseli 1 bazi¢ni izoenzim, a kod ¢ovjeka
je za sintezu purina de novo odgovoran kiseli izoenzim.* Jednaku ulogu ima u organizmima
koji koriste reciklirajuci i de novo put biosinteze purina. U svrhu lijeCenja infekcije H. pylori,
AdSS predstavlja potencijalnu metu inhibitora, zbog njezine klju¢ne uloge u sintezi

nukleotida, koji su neophodni za zivot bakterije.

2.2.1 Adenilosukcinat-sintetaza iz bakterije E. coli

Najvise istrazen enzim AdSS je onaj iz bakterije E. coli. Taj protein u otopini postoji kao
ravnotezna smjesa monomera (mase 47 kDa) i1 dimera (mase 2x47 kDa), s konstantom
disocijacije dimera Kg = 10 umol L' U prisutnosti liganada, veéina proteina postoji u
dimernoj formi. Procijenjena koncentracija monomera in vivo iznosi 1 mmol L™, §to upuéuje

na to da je enzim aktiviran dimerizacijom, koju potie vezanje supstra‘[a.13
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Smatra se da su mnogi aspekti katalitickog mehanizma AdSS iz bakterije E. coli zajednicki i
enzimima AdSS iz drugih izvora."® Enzim najprije stvara 6-fosforil-IMP iz Mg?*-GTP i IMP u
reakciji transfera fosforilne grupe. Za tu reakciju je potreban jedan ion Mg?* koji intereagira s
B- i y-fosforilnim skupinama GTP-a. Drugi ion Mg se mozZe vezati za a-karboksilne skupine
L-aspartata i bo¢nog lanca Aspl3, time povecavajuéi afinitet enzima za Asp. Dakle, da bi se
AdSS iz bakterije E. coli nalazio u aktiviranom obliku, potrebna su dva iona Mg*".
Usporedbom kristalnih struktura AdSS sa i bez liganada uocene su velike
konformacijske promjene u petljama 38-50, 120-130, 299-304, 417-421 (slika 2.2.). Pomoc¢u
analoga L-aspartata, hadacidina, utvrdeno je da L-aspartat ne uspostavlja vodikove veze
direktno s petljom 38-53, dok IMP formira jednu vodikovu vezu s Asn38, a Mg®*-GDP
formira Sest vodikovih i metalokoordiniraju¢ih veza s navedenom petljom. Prema tome se
moze zakljuiti da kompleks Mg®*-GDP inducira konformacijsku promjenu u petlji 38-53.
Vodikove veze uspostavljene izmedu Asn38 i 5'-fosforilne skupine IMP-a induciraju pomak
za otprilike 1 A, no krajnji dio petlje pomi¢e se za ¢ak 9 A. Konformacija je dodatno
stabilizirana solnim mostom izmedu Asp21 i Arg419.13 Pomak ove petlje utjeCe na pomak
drugih navedenih petlji u aktivnu konformaciju AdSS, potvrdujuéi sredisnju ulogu iona Mg**

u stvaranju kataliti¢ki produktivnog kompleksa.13

Slika 2. AdSS u konformaciji s ligandima — IMP, GTP, Mg** i analog L-aspartata (hadacidin,
HAD) (preuzeto i prilagodeno prema =°)
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

Amonijev persulfat, APS (Carl Roth), ampicilin (Sigma-Aldrich), barijev klorid (Alkaloid
Merck), cinkov klorid (Kemika), dinatrijev hidrogen fosfat (Carl Roth), fenilmetilsulfonil
fluorid, PMSF (Sigma), N-(2-hidroksietil) piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina, HEPES
(Carl Roth), imidazol (Sigma), izopropil-g-tiogalaktopiranozid, IPTG (Ambion), kobaltov(Il)
klorid (Merck), Luria-Bertani, LB medij (Carl Roth), magnezijev (Il) klorid tetrahidrat
(Aldrich), manganov(ll) Kklorid (Merck), 2-merkaptoetanol (Sigma), metanol (Kemika),
natrijev dodecilsulfat, SDS (Merck), natrijev dihidrogen fosfat (Carl Roth), natrijev klorid
(Kemika), niklov(Il) klorid (Merck), octena kiselina (Kemika), N,N,N',N'-tetrametiletan-1,2-
diamin, TEMED (Serva)

3.1.2. Enzimski supstrati

L-asparaginska kiselina, Asp (Alfa Aesar), gvanozin 5’-trifosfat, GTP (Sigma), inozin 5'-
monofosfat, IMP (Sigma)

3.1.3. Proteinski markeri

Marker molekulskih masa, PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific), marker
molekulskih masa, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad)

3.1.4. Plazmidi i bakterijski sojevi za prekomjernu ekspresiju

Na institutu Ruder BoSkovi¢ prethodno su pripremljena tri rekombinantna plazmida,
PET21b(+)-AdSS-HisTag, te pET21b(+)-AdSS-D12A i pET21b(+)-AdSS-D12N. Za
prekomjernu ekspresiju koristen je soj bakterije Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)RIL.

Rekombinantni plazmid pET21b(+)-AdSS-HisTag dobiven je ugradnjom gena purA
za adenilosukcinat-sintetazu u ekspresijski plazmid pET21b(+), na nacin da protein na svojem

C kraju ima dodanih Sest histidina.
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Rekombinantni plazmidi pET21b(+)-AdSS-D12A i pET21b(+)-AdSS-D12N su
plazmidi koji takoder imaju ugraden gen purA za enzim AdSS, s time da je u proteinu aspartat
12 zamijenjen alaninom, odnosno asparaginom. Ovi proteini se u ostatku ovog rada nazivaju
AdSS-D12A, odnosno AdSS-D12N, ili pak zajedni¢kim imenom — mutanti.

3.2. Prekomjerna ekspresija proteina

3.2.1. Priprema hranjive podloge

Kruta hranjiva podloga pripremljena je otapanjem LB medija u destiliranoj vodi do
koncentracije 5 g L-* ekstrakta kvasca, 10 g L™ triptona, 10 g L-* NaCl uz dodatak agara, &iji
je kona¢ni udio iznosio 1,8%. Hranjiva podloga je sterilizirana u autoklavu 20 min na 120°C,
a nakon hladenja (na otprilike 50 °C) dodan je ampicilin do kona¢ne koncentracije 100 pg
mL-". Sterilne Petrijeve zdjelice se ispune podlogom (po 25 mL) i pospreme na 4 °C.

Tekuca hranjiva podloga za uzgoj stanica je pripremljena na isti nacin, samo bez

dodatka agara, te je dodan ampicilin do konaéne koncentracije 100 pg mL™.

3.2.2. Transformacija bakterijskih stanica

Transformacija bakterijskih stanica je proces u kojem strana molekula DNA, tj.
rekombinantni plazmid, ulazi u stanicu. Transformacija je ovdje bila postignuta
elektroporacijom, metodom u kojoj se otopina sa stanicama podvrgava jakom i kratkotrajnom
elektricnom polju u trajanju od nekoliko milisekundi. Pore na membranama bakterijskih
stanica se otvaraju i strana DNA ulazi u stanicu domaéina.™* Na ovaj nacin su u stanice E. coli
uneseni rekombinantni plazmidi pET21b(+)-AdSS-HisTag, pET21b(+)-AdSS-D12A i
pET21b(+)-AdSS-D12N.

U 40 pL elektrokompetentnih stanica E. coli soja BL21-CodonPlus(DE3)RIL dodan je
1 puL plazmidne DNA, koncentracije 80-110 ng pL™'. Suspenzija je potom prebaena u
ohladenu kivetu za elektroporaciju Sirine 2 mm 1 cijelo vrijeme drzana na ledu. IzvrSena je
elektroporacija pri naponu od 2,5 kV na uredaju Gene Pulser Xcell, Bio-Rad. Nakon
elektroporacije suspenzija stanica pomijeSana je s 1 mL LB medija, bez antibiotika, i
inkubirana 1 sat pri 37 °C 1 400 rpm. Po zavrSetku inkubacije stanice su centrifugirane 1 min

na 10000 x g. Nakon centrifugiranja, talog stanica bio je pomijeSan sa 100 uL LB medija i
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suspenzija je bila nanesena na krutu hranjivu podlogu s ampicilinom kona¢ne koncentracije
100 pL mLt. Po zavrietku inkubacije (16 sati na 37 °C) su transformacijske plode spremljene
na 4 °C.

3.2.3. Priprema prekonocne kulture

Za postavljanje prekonoc¢ne kulture pripremljen je teku¢i LB medij. U alikvot od 5 mL doda
se 5 uL ampicilina do kona¢ne koncentracije 100 pg mL. Potom se vrhom sterilnog
nastavka za pipetu doda jedna bakterijska kolonija koja je narasla na krutoj hranjivoj podlozi

u postupku transformacije. Stanice su inkubirane na 37 °C uz rotaciju od 400 rpm preko no¢i.

3.2.4. Ekspresija proteina

Razmnozavanje bakterijskih stanica prati se ocitavanjem vrijednosti opticke gustoce pri
valnoj duljini od 600 nm, odnosno ODggo (engl. optical density). Pri vrijednosti ODgy U
rasponu od 0,5 do 0,8 stanice se nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta i metabolicki su
najsposobnije. Tada je stani¢na kultura najpovoljnija za indukeiju proteinske ekspresije.’
Pripremljeno je po 500 mL hranjivog medija za svaki rekombinantni plazmid, uz
dodatak ampicilina do konagne koncentracije 100 pg mL=". U svaku tikvicu dodano je po 5
mL prekonoc¢ne kulture s odredenim plazmidom i potom je slijedila inkubacija na 220 rpm pri
37 °C dok vrijednost ODggp svakog uzorka nije iznosila oko 0,6. Potom su stani¢ne suspenzije
ohladene, a da bi se inducirala ekspresija dodan im je IPTG, do kona¢ne koncentracije 0,5
mmol L-'. Suspenzija induciranih bakterijskih stanica inkubirana je pri temperaturi od 16 °C i
brzini vrtnje od 180 rpm preko no¢i (oko 16 sati). Nakon ekspresije su stanice centrifugirane

20 min pri 4 °C na 5000 % g.

3.3. Ekstrakcija proteina iz stanica

Kako bi ciljni proteini bili izolirani iz stanica bakterije E. coli, talog stanica bio je
resuspendiran u puferu u omjeru 1:30 (1 g stanica u 30 mL pufera). Za resuspendiranje taloga
stanica koje sadrze proteine AdSS-D12N i AdSS-DI12A koristen je pufer sastava: 20 mmol
L-%, Tris-HCI, 0,05% B-merkaptoetanol, pH-vrijednost 8,5. Za talog stanica koje sadrze
protein AdSS-His koristen je pufer sastava: 0,5 mol L-! NaCl, 10 mmol L-! imidazol, 0,5 mol

L' Na-PO,, pH-vrijednost 8,0. Potom je dodan inhibitor proteaza PMSF do kona&ne
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koncentracije od 100 umol L™, i suspenzija taloga stanica je podvrgnuta procesu razbijanja
(lize) stanica. Stanice su lizirane na visokotlatnom proto¢nom homogenizatoru (Avestin
Emulsiflex C3) koriste¢i pulsni tlak od 150 MPa. Nakon §to je suspenzija stanica dva puta
provucena kroz uredaj, ostatak razbijenih stanica je odvojen od ekstrakta proteina
centrifugiranjem 40 min na 15 000 x g, pri temperaturi od 4 °C.

3.4. ProciS¢avanje proteina
3.4.1. Afinitetna kromatografija za procis¢avanje AdSS-His

Afinitetna kromatografija je rasprostranjena metoda izolacije proteina, koja je temeljena na
velikom afinitetu proteina prema specificnim malim molekulama. Za proci§¢avanje proteina
AdSS-His, koristena je afinitetna kromatografija na imobiliziranim ionima metala (eng.
immobilized metal affinity chromatography; IMAC). Nikal-nitrilotriacetatna kiselina (Ni-
NTA) je punilo kolone u kojem je nikal oktaedarski koordiniran, pri ¢emu cetiri mjesta
zauzimaju atomi trinitriloacetatne kiseline, a preostala dva mjesta ostvaruju interakciju sa
atomima dusika iz imidazolnog prstena histidina. Metoda je temeljena na Cinjenici da protein
AdSS-His na svojem kraju sadrzi Sest histidinskih ostataka (tzv. histidinski privjesak), koji
ostvaruju koordinatnu vezu sa ionima nikla koji se nalaze u punilu kolone. Pri prolasku
smjese razlicitih proteina oslobodenih iz bakterijskih stanica, protein AdSS-His, koji sadrzi
histidinski privjesak, se specifi¢no veze na kolonu. Eluiranje proteina postize se ispiranjem
kolone s puferom koji sadrzi imidazol, i koji zbog visokog afiniteta prema ionima nikla
kompetira proteinu za vezno mjesto na koloni. Nespecificno vezani proteini ispiru se s niZzom

koncentracijom imidazola, a specificno vezani AdSS-His s visom.'®
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Slika 3. Model interakcije histidinskih afinitetnih privjesaka i nikal-nitrilotrioctene kiseline
16
)

(slika preuzeto i prilagodeno prema

Koristeno je 3 mL suspenzije Ni-NTA smole (w = 50%), koja ima mogucnost vezanja

100 mg proteina. Smola je ekvilibrirana u puferu sastava: 500 mmol L-! NaCl, 50 mmol L™
Na-PO,;, 10 mmol L™ imidazol, pH-vrijednost 8,0. Nakon §to je smola inkubirana s
ekstraktom proteina 30 min na 4 °C, ulivena je u plasticnu kolonu. Kolona je isprana s 10 mL
istog pufera i 10 mL pufera sastava: 500 mmol L' NaCl, 50 mmol L-* Na-PO,4, 20 mmol L™
imidazol, pH-vrijednost 8,0 (da se isperu nespecificno vezani proteini). AdSS-His je eluiran s
10 mL pufera sastava: 500 mmol L-* NaCl, 50 mmol L-* Na-PO,4, 300 mmol L™* imidazol,

pH-vrijednost 8,0. Protok kolone iznosio je 1 mL min™.

3.4.2. Kromatografija ionske izmjene za procisé¢avanje mutanata AdSS

Kromatografija ionske izmjene je metoda prociS€avanja proteina koja koristi razliku u
predznaku i iznosu ukupnog elektriénog naboja proteina pri zadanoj pH-vrijednosti. Kolona je
ispunjena sintetskim polimerom koji sadrzi vezane nabijene grupe. Zbog toga, pri prolasku
nabijenih molekula koje se Zele procistiti, dolazi do uspostavljanja elektrostatskih interakcija 1
privlacenja sa stacionarnom fazom. Afinitet svakog proteina prema nabijenoj grupi na koloni
ovisi 0 pH-vrijednosti i koncentraciji soli u pokretnoj fazi. Protein koji se zeli odvojiti iz
smjese se veze za stacionarnu fazu, a s kolone se ispire povecanjem ionske jakosti
(koncentracije natrijeva klorida) pufera. Razdvajanje proteina postize se gradijentom soli u

mobilnoj fazi."**
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Za kromatografiju ionske izmjene koristen je uredaj AKT4 FPLC (GE Healthcare Life
Sciences) i kolona HiTrap Q FF volumena 5 mL. Kolona je ekvilibrirana u puferu sastava:
20 mmol L~* Tris-HCI i 0,05% B-merkaptoetanol, pH-vrijednost 8,5. Protok kolone iznosio je
1 mL min-!. Nakon nano$enja uzorka kolona je isprana s 10 mL istog pufera, a elucija je
postignuta linearnim povecanjem koncentracije NaCl do 0,5 mol Lt (50% pufera sastava:
1000 mmol L-* NaCl, 20 mmol L Tris-HClI i 0,05% B-merkaptoetanol, pH-vrijednost 8,5) u
50 mL, te sa 7 mL pufera sastava: 1000 mmol L=, 20 mmol L Tris-HCI i 0,05% B-
merkaptoetanol, pH-vrijednost 8,5. Prolazak proteina kroz kolonu pracden je promjenom

apsorbancije UV zracenja pri valnoj duljini od 280 nm i skupljane su frakcije od po 1 mL.

3.4.3. Gel filtracijska kromatografija za procis¢avanje proteina AdSS-His i mutanata

Gel filtracija je kromatografska metoda prociS¢avanja proteina koja odjeljuje molekule na
temelju razli¢itih molekulskih masa. Punilo kolone (stacionarna faza) je polimer koji se sastoji
od malih sfernih Cestica koje formiraju pore odredene veli¢ine. Mobilna faza je pufer koji
prolazi izmedu Cestica kolone 1 na taj nacin ispire molekule s nje. Molekule koje su manje od
veli¢ine pora mogu u¢i u njih i tako zaostaju na koloni, dok one molekule koje su vece od
pora izlaze s kolone, ne zadrzavaju¢i se na njoj. U najmanjem volumenu mobilne faze s
kolone izlaze najvece molekule, dok s pove¢anjem volumena mobilne faze izlaze sve manje
molekule koje se zadrzavaju u porama punila.**

Za gel filtracijsku kromatografiju takoder je bio koristen uredaj AKTA FPLC (GE
Healthcare Life Sciences) i kolona Superdex 10/30 GL Increase. Pri pro¢i§¢avanju proteina,
kolona je ekvilibrirana u puferu sastava: 20 mmol L™ Hepes, 150 mmol L™ NaCl, pH-
vrijednost 7,0. Na kolonu je naneseno po 0,5 mL uzorka AdSS-His proc¢is¢enog afinitetnom
kromatografijom ili uzorka mutanata AdSS procis¢enih kromatografijom ionske izmjene.
Protok je iznosio 0,5 mL min~! i skupljane su frakcije od po 0,75 mL. Prolazak proteina kroz
kolonu pracen je promjenom apsorbancije UV zracenja pri 280 nm. Nakon gel filtracije su
spojene frakcije uzoraka najvece koncentracije i centrifugirane 10 min na 20 000 x g, pri

temperaturi od 4 °C.

Karla Srnec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 16

3.5. Koncentriranje proteina

Uzorci prije prociS¢avanja gel filtracijom 1 konacni uzorci proteina koncentrirani su do
odgovaraju¢eg volumena za nanoSenje na gel filtraciju ili do odgovaraju¢e koncentracije za
pohranu uzorka. Koncentriranje proteina provedeno je koriste¢i metodu ultrafiltracije u kojoj
se kroz celuloznu membranu odvajaju makromolekule od otapala. U ovom radu, za sve tri
vrste proteina, koristen je koncentrat Amicon Ultra s veli¢inom pora od 30 kDa. Postupak je
proveden u centrifugi Universal 320 R (Hettich), u intervalima od po 3 min na 4500 x g pri 4

°C, sve dok nije bila postignuta zeljena kona¢na koncentracija proteina ili volumen uzorka.

3.6. Mjerenje koncentracije proteina

Po zavrSetku procis¢avanja proteina, izmjerena je konacna koncentracija proteina na
spektrofotometru BioDrop DUO (BioDrop). Apsorbancija uzorka se mjeri pri 280 nm, a
molarni apsorpcijski koeficijent za AdSS iznosi 38850 mol ~* L cm*. Molarni apsorpcijski
koeficijent odreden je pomocu online alata ProtParam. Obzirom da se Zeljeni uzorak proteina
nalazi u puferu sastava: 150 mmol L™* NaCl, 20 mmol L™ Hepes, 0,05% pB-merkaptoetanol,
pH-vrijednost 7,0, najprije je potrebno izmjeriti apsorbanciju samog pufera, a nakon tog

pocetnog mjerenja, mjeri se apsorbancija proteina u puferu.

3.7. Mjerenje enzimske aktivnosti
Enzimi su bioloSki katalizatori, koji su uz izuzetak nekolicine katalitickih RNA uglavnom
proteini. Kao bioloski katalizatori, oni osiguravaju da se reakcije u Zivim sustavima odvijaju
odgovaraju¢om brzinom, obzirom da su uvjeti u stanici vrlo blagi (npr. pH-vrijednost,
temperatura...). Kinetika enzima i njene osnovne jednadZbe omogucuju nam proucavanje i
odredivanje kinetickih parametara enzimski kataliziranih reakcija, a to su Michaelisova
konstanta (K,,) i maksimalna brzina reakcije (Vmax). Takoder se odreduje i specifi¢na aktivnost
enzima, koja je pokazatelj njegove Cistoce. Jedna jedinica (U) enzimske aktivnosti definirana
je kao koli¢ina nastalog produkta ili utroSenog supstrata enzimske reakcije (u pmol) u minuti,
na 25 °C, u danim uvjetima.

Specifi¢na aktivnost izrazena je u jedinicama enzimske aktivnosti po masi proteina (u

mg) u uzorku — U mg.*®* Koristen je Lambert Beerov zakon (A=e-c'1) da se izmjerena razlika

Karla Srnec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 17

apsorbancije na 280 nm u 1 min prevede u koncentraciju nastalog adenilosukcinata. Mnozina
nastalog produkta u reakcijskoj smjesi podijeljena je s masom proteina dodanog u reakcijsku
smjesu kako bi se izracunala specifi¢na aktivnost (U mg‘l).

Enzimska aktivnost AdSS-His i mutanata mjerena je na spektrofotometru Camspec
M509T (Camspec) pracenjem promjene apsorbancije UV zracenja pri 280 nm (nastajanje
adenilosukcinata), pri ¢emu je sastav standardne reakcijske smjese opisan u tablici 1. Reakcija
koju katalizira enzim AdSS prikazana je jednadzbom:

IMP + aspartat + GTP(Mg**) < adenilosukcinat + GDP + P,

Tablica 1. Sastav standardne reakcijske smjese koristene za mjerenje enzimske aktivnosti

Komponenta ¢/ mmol L Volumen / uL
GTP 6 10
IMP 15 10
Asp 500 10
MgCl, 100 10
Pufer HEPES (pH=7,0) 200 100
Deionizirana voda - 860

Da bi se izmjerila enzimska aktivnost, koriStene su kvarcne kivete duljine puta 1 cm 1
ukupnog volumena od 1,4 mL. Najprije se mjeri apsorbancija slijepe probe (svih sudionika
reakcije izuzev enzima), a zatim se u reakcijsku smjesu doda enzim i zapone se mjerenje
aktivnosti. Svako mjerenje je ponavljano dva puta i trajalo je po 180 s. Svi supstrati i enzim
su drzani na ledu za vrijeme mjerenja.

Za mjerenje aktivnosti AdSS-D12A, dodavano je 3 uL proteina, koncentracije 0,5 mg
mL™ te 9,2 mg mL™". Za mjerenje aktivnosti AdSS-D12N, dodavano je 3 pL proteina,
koncentracije 0,5 mg mL-" te 20 uL koncentracije 1,3 mg mL™*. Za mjerenje aktivnosti AdSS-
His, dodavano je 3 pL proteina koncentracije 0,5 mg mL™.

U svrhu odredivanja utjecaja drugih dvovalentnih kationa na aktivnost AdSS-His, u
reakcijsku smjesu su umjesto MgCl, dodavani kloridi drugih metala (Ba?*, Ca®*, Co**, Zn*",
Ni%*, Mn?"), u istoj koncentraciji. U toj seriji mjerenja se u slugaju slabije enzimske aktivnosti
povecavala koncentracija proteina dodavanog u reakcijsku smjesu, maksimalno 14,56 mg

mL-*, odnosno 43,7 ug proteina.
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Promjena apsorbancije pri 280 nm prevedena je u enzimsku aktivnost pomocu

ekstinkcijskog koeficijenta od 1,17x10* mol-* L cm™ (nastajanje adenilosukcinata).™

3.8. Elektroforeza na gelu

3.8.1. Priprema gelova za elektroforezu

Da bi se nakon svakog provedenog koraka procis¢avanja uvijerili o0 Cisto¢i proteinskih
uzoraka, provodi se elektroforeza pri denaturirajuéim uvjetima (engl. Sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Elektroforeza se provodi na gelu
koji se sastoji od dvije komponente: sabijajuce 1 razdvajajuce. Njihov sastav je prikazan u

tablici 2.

Tablica 2. Sastav gelova za razdvajanje i sabijanje

Komponenta (koncentracija Gel za razdvajanje (12,5%) Gel za sabijanje (4%)
pocetne otopine) VVolumen komponente / mL Volumen komponente / mL
akrilamid / bisakrilamid (30%) 8 1,3
Pufer za razdvajanje:
Tris-HCI (1,5 mol L™, pH = 8,8) 5 -
SDS (4 g dm™)
Pufer za sabijanje:
Tris-HCI (0,5 mol L™, pH = 6,8) - 2,5
SDS (4 g dm™)
APS (10%) 0,08 0,08
TEMED 0,01 0,01
glicerol (10%) 2 -
Deionizirana voda 5 6,2

Pri izradi gelova za elektroforezu, prvo se pomijeSaju svi sastojci gela za razdvajanje,
a vazno je naglasiti da se amonijev persulfat (APS) i TEMED dodaju na kraju, neposredno
prije izlijevanja gelova. Kad su svi sastojci pomijeSani, oni se odmah nanesu izmedu stakalca
pomocu pipete do visine 1,5 cm ispod gornjeg ruba stakla. Obzirom da polimerizacija gela

traje 30—45 minuta, na gel se dodaje destilirana voda kako bi se u meduvremenu zastitio od
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kontakta sa zrakom. Nakon §to gel polimerizira, odlije se voda sa vrha i pomocu pipete doda
gel za sabijanje (pripremljen na isti naCin kao gel za razdvajanje). Gel za sabijanje se nanese
do gornjeg ruba stakla 1 u njega se uroni ¢eSalj koji sluzi formiranju jazica za nanoSenje
uzoraka na gel. Nakon 30-45 min, koliko je potrebno da gel polimerizira, ¢eSalj se pazljivo
izvadi iz gela. Ako se, kao u naSem slucaju, u gel za razdvajanje doda glicerol, nije potrebno
¢ekati da se gel za razdvajanje polimerizira, nego se moze oprezno na njega odmah naliti gel
za sabijanje.

Nakon priprave gela, uzorci koji se stavljaju na gel se pomijeSaju sa puferom za
obradu uzorka i inkubiraju 10 min na 98 °C. Pufer za obradu uzorka sadrzi boju, bromfenol

modrilo, koja sluzi vizualizaciji uzorka na gelu, a sastav pufera je prikazan u tablici 3.

Tablica 3. Sastav pufera za obradu uzorka prije elektroforeze.
125 mmol L™ Tris-HCI, pH = 6,8
4% SDS

20% glicerol

2% B-merkaptoetanol

bromfenol modrilo (y = 0,2 g L)

3.8.2. Elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata
(SDS-PAGE)

Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu se koristi da bi pratili ¢isto¢u proteina nakon
pojedinog koraka pri pro¢i§¢avanju, a kao $to ime govori, potporni medij je poliakrilamid koji
sadrzi detergent natrijev-dodecilsulfat (SDS), koji uzrokuje da proteini zauzimaju oblik
nasumic¢nog klupka. Gel sadrzi i B-merkaptoetanol koji osigurava da su disulfidni mostovi u
proteinu reducirani. Vecina proteina veze SDS tako da se na svake dvije aminokiseline veze
jedna molekula SDS-a, pa tako svi proteini imaju jednak oblik i omjer mase i naboja, obzirom
da je koli¢ina SDS-a vezanog po jedinici mase proteina konstantna. Naboj kompleksa protein-
SDS je odreden nabojem SDS-a, koji je negativan, i to omogucuje da se svi uzorci proteina na
gelu krecu u elektricnom polju od negativne elektrode prema pozitivnoj. Ovisnost prevaljene
udaljenosti uzorka o log M, proteina daje pravac i na taj nac¢in mozemo odrediti nepoznatu
molekulsku masu, ukoliko smo elektroforezi podvrgli i barem dva proteina poznate

molekulske mase.™*
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Gel elektroforeza je provedena na uredaju Mini-PROTEAN Tetra Cell (Biorad). Uzorci se
nanesu na gel u jazice koje su bile formirane prilikom polimerizacije gela i komore u uredaju
se napune puferom za provodenje elektroforeze (25 mmol L' Tris, 192 mmol L™ glicin,
0,1% SDS, pH-vrijednost 8,3). Uredaj za elektroforezu se potom priklju¢i na izvor struje i
prvih 15 min se elektroforeza provodi pri naponu od 120 V, a sljede¢ih 45 min pri naponu od
200 V. Nakon toga se gel oprezno izvadi iz stakalaca i stavi u Petrijevu zdjelicu u koju se
doda otopina koja sadrzi boju Coomassie Brilliant Blue R-250 (tako da je sav gel uronjen) uz
potresanje zdjelice 15 min na sobnoj temperaturi. Sastav boje za detekciju proteina nalazi se u
tablici 4. Potom se gel prebaci u ¢asu s kipu¢om destiliranom vodom oko 10 min ili dok se ne
ukloni visak boje sa gela. Na temelju proteinskih vrpci koje su vidljive na gelu ocjenjuje se
uspjeSnost prociS¢avanja proteina. Polozaj AdSS na gelu moZemo odrediti poznavanjem
njegove molekulske mase, te molekulske mase markera molekulskih masa (koji se takoder

nalaze na gelu).

Tablica 4. Sastav otopine Coomassie Brilliant Blue R-250 za bojanje gelova nakon provedene
SDS-PAGE elektroforeze.

Coomassie Brilliant Blue R-250 (y=1 g L™

octena kiselina (¢ = 0,10)

metanol (¢ = 0,30)

3.9. Odredivanje kinetickih parametara

Michaelisova konstanta (Kn) i maksimalna brzina reakcije (Vmax) SU parametri koji opisuju
kinetiku enzimski kataliziranih reakcija. Michaelisova konstanta (Ky) je definirana kao
koncentracija supstrata pri kojoj brzina reakcije iznosi polovicu maksimalne vrijednosti,
odnosno definira koncentraciju supstrata pri kojoj je zauzeta polovica aktivnih mjesta na
enzimu. Ky govori o afinitetu enzima prema supstratu — $to je niza, to je afinitet enzima
prema supstratu veci, a ne ovisi o koncentraciji enzima. Maksimalna brzina reakcije (Vmax) j€

brzina koja je postignuta kad su sva aktivna mjesta na enzimu zasic¢ena supstratom. Ta brzina
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je postignuta kad je koncentracija supstrata puno veéa od vrijednosti Kp. Vmax OViSi 0 uvjetima
pokusa poput pH-vrijednosti, temperaturi i ionskoj jakosti.?
Kineti¢ke parametre racunamo pomocu jednadzbe:

_ VUmax [S ]
K +[S]

Vo
gdje su Vp pocetna brzina reakcije, Vmax mMaksimalna brzina reakcije, Ky Michaelisova
konstanta, a [S] koncentracija supstrata.

Promatrana reakcija koju katalizira enzim AdSS je:
IMP + aspartat + GTP(Mg**) = adenilosukcinat + GDP + P,

Pri provodenju eksperimenta kojim su odredeni kineticki parametri reakcije, koncentracije
IMP, aspartata i GTP su cijelo vrijeme bile iste (standardna reakcijska smjesa, vidi tablicu 1.).
Koncentracija iona magnezija u reakcijskoj smjesi je mijenjana i iznosila je: 0,1 mmol L™,
0,2 mmol L™, 0,3 mmol L™, 0,4 mmol L, 0,5 mmol L%, 0,7 mmol L™, 1 mmol L™, 2 mmol
L=, 3 mmol L-'. Dobiveni podaci su obradeni u programu Excel (Microsoft Office) i

GraphPad Prism.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ProciS¢avanje proteina

Kako bi se mogla provoditi kineticka mjerenja i usporedivanje svojstava enzima, doti¢ni
enzimi moraju biti procis¢eni, bez drugih proteina koji bi mogli utjecati na rezultate mjerenja.
U ovom radu procis¢ene su tri varijante enzima adenilosukcinat-Sintetaze iz bakterije

Helicobacter pylori: AdSS-His, AdSS-D12N i AdSS-D12A.

4.1.1. Procis¢avanje AdSS-His

Nakon provedene ekspresije i lize bakterijskih stanica, AdSS-His je iz supernatanta proc¢iséen
afinitetnom kromatografijom na koloni Ni-NTA, a uéinkovitost pro¢i§¢avanja proteina je
pracena SDS-PAGE elektroforezom. Rezultati gel elektroforeze pokazuju da je protein

uspjesno proc¢iséen ve¢ u prvom koraku (slika 4.)
kDa

Slika 4. SDS-PAGE elektroforeza na 12,5% poliakrilamidnom gelu provedena nakon
procis¢avanja AdSS-His afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA koloni. M- marker

molekulskih masa, Pl-stanice poslije indukcije, T-talog stanica nakon lize, SN-proteinski
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ekstrakt (supernatant nakon lize), FT-nevezna frakcija, W-frakcije ispiranja, E-elucijske

frakcije

Prema rezultatima elektroforeze, spojene su sve elucijske frakcije, jer su pokazivale
veliki stupanj Cistoée i1 koli¢inu proteina. Te frakcije su spojene i koncentrirane pomocu filtera
Amicon Ultra, s porama veli¢ine 30 kDa. Iduéi korak u proc¢is§¢avanju proteina je gel filtracija,
koja odvaja proteine prema njihovoj veli¢ini. Kolona je prethodno ekvilibrirana u puferu
sastava: 150 mmol L-* NaCl, 20 mmol L Hepes, 0,05% [-merkaptoetanol, pH-vrijednost
7,0. Pracena je apsorbancija UV zracenja pri 280 nm i time se prati prolazak proteina kroz
kolonu. Kako je na koriStenu kolonu moguce nanijeti najvise 0,5 mL uzorka (prema
preporukama proizvodaca), uzorak je prociS¢en gel filtracijom u tri kromatografije.

Kromatogram jedne od njih prikazan je naslici 5., a sve tri dale su veoma sli¢ne rezultate.

Slika 5. Kromatogram gel filtracije za uzorak proteina AdSS-His.

Plavom bojom na dnu oznacene su frakcije proteina.

AdSS-His se nalazi u frakcijama 17-20

Uzorci dobiveni procis¢avanjem proteina gel filtracijom su analizirani SDS-PAGE
elektroforezom. Na temelju rezultata elektroforeze (slika 6.), spojene su frakcije: E18-E20
(prva gel filtracija), E11-E13 (druga gel filtracija), te E11-E13 (treca gel filtracija). Za
kona¢ni uzorak proteina AdSS spojene su sve navedene frakcije, a kona¢na koncentracija
AdSS iznosila je 26,12 mg mL*, volumena 840 pL. Uzorak proteina je razdijeljen u male

epruvetice i pohranjen na —80 °C.
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kDa

Slika 6. SDS-PAGE elektroforeza na 12,5% poliakrilamidnom gelu provedena nakon

proc¢is¢avanja AdSS-His gel filtracijom. M-marker molekulskih masa, P-GF-uzorak prije gel
filtracije, E17-E20, E11-E14, E11-E13- frakcije dobivene prvom, drugom i trecom gel

filtracijom

4.1.2. Procisé¢avanje mutiranih inacica AdSS-D12A i AdSS-D12N

Nakon ekspresije i lize bakterijskih stanica, enzimi AdSS-D12A i AdSS-D12N su iz
supernatanta proc¢i$éeni kromatografijom ionske izmjene. Uzorci proteina AdSS-D12N i
AdSS-D12A eluirani su sa kolone linearnim gradijentom NaCl u puferu sastava: 0,05% f-
merkaptoetanol, 20 mmol L-* Tris-HCI, pH-vrijednost 8,5. Na temelju kromatograma (slika
7.) odabrane su frakcije proteina AdSS-D12N 16, 17 i 18 koje su potom bile analizirane SDS-
PAGE elektroforezom i dalje proc¢is¢ene gel filtracijom (slika 8.). Navedene frakcije su
spojene i koncentrirane pomoc¢u koncentratora Amicon Ultra, s veli¢inom pora od 30 kDa.
Koncentracija uzorka proteina AdSS-D12N nakon ionske izmjene iznosila je 11,33 mg mL™,

a volumen 500 pL.
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Slika 7. Kromatogram ionske izmjene za uzorak proteina AdSS-D12N.

Crvenom bojom oznacéene su frakcije. AdSS-D12N se nalazi u frakcijama 16-18
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Slike 8. Kromatogram gel filtracije za uzorak proteina AdSS-D12N.
Crvenom bojom oznacene su frakcije. AdSS-D12N se nalazi u frakcijama 21-22
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Frakcije 21-28 nakon procis¢avanja gel filtracijom su analizirane SDS-PAGE
elektroforezom i na temelju rezultata, odabrana je frakcija 21 za pohranjivanje. Kona¢na
koncentracija proteina AdSS-D12N iznosila je 1,29 mg mL™, a volumen je iznosio 50 pL.

Uzorak proteina pohranjen je u malu epruveticu na -80 °C.

Na temelju kromatograma ionske izmjene (slika 9.) odabrane su frakcije proteina
AdSS-D12A 12-16 koje su potom bile analizirane SDS-PAGE elektroforezom i dalje

prociscene gel filtracijom (slika 10.). Navedene frakcije su spojene i koncentrirane pomocu
koncentratora Amicon Ultra, s veli¢inom pora od 30 kDa. Koncentracija uzorka proteina

AdSS-D12A nakon ionske izmjene iznosila je 15 mg mL™, a volumen 1000 pL.
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Slika 9. Kromatogram ionske izmjene za uzorak proteina AdSS-D12A.

Crvenom bojom oznacéene su frakcije. AdSS-D12A se nalazi u frakcijama 12-16
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Slike 10. Kromatogram gel filtracije za uzorak proteina AdSS-D12A.
Na dnu kromatograma oznacene su frakcije.

AdSS-D12A nalazi se u frakcijama 20-21

Frakcije 20-26 nakon proc¢is¢avanja gel filtracijom su analizirane SDS-PAGE
elektroforezom i na temelju rezultata (slika 11.) odabrane su frakcije 20 i 21 za pohranjivanje.
Konac¢na koncentracija proteina AdSS-D12A iznosila je 9,24 mg mL™, a volumen je iznosio

310 pL. Uzorak proteina pohranjen je u male epruvetice na —80 °C.
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kDa

Slika 11. SDS-PAGE elektroforeza na 12,5% poliakrilamidnom gelu provedena nakon
procis¢avanja proteina AdSS-D12A gel filtracijom. M-marker molekulskih masa, E20—26-

frakcije dobivene gel filtracijom, P-GF-uzorak prije gel filtracije

Usporedbom rezultata procis¢avanja sve tri vrste enzima AdSS mozemo zakljuciti da
je za AdSS-His ekspresija bila najbolja, a i pro¢is¢avanjem se dobilo najvise proteina (22
mg). U usporedbi s time, AdSS-D12A je dobiveno znatno manje (2,9 mg), a AdSS-D12N
najmanje (0,065 mg), sve iz istog volumena bakterijske kulture (0,5 L). Ve¢ iz ovog rezultata
mozemo zakljuciti o vaznosti aminokiseline Aspl2 za normalno smatanje i funkcioniranje

AdSS, te o vaznosti doti¢nog enzima za diobu bakterijskih stanica.
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4.2. Kineticki parametri
Enzimi su proteini koji kataliziraju (ubrzavaju) reakcije u Zivim organizmima. Znacajka
enzimski katalizirane reakcije je to da se ona dogada na visoko specificnom mjestu na enzimu
koje se zove aktivno mjesto. U aktivnom mjestu enzima nalaze se aminokiselinski ostaci koji
specificno vezu supstrate enzima i tako ih dovode u povoljan polozaj za odvijanje reakcije, a
takoder i sami pomazu odvijanje reakcije.

Za opisivanje kinetike enzimski kataliziranih reakcija mozemo koristiti model reakcije

Michaelis-Menten, koji opisuje brzinu reakcije pomocu izraza:

S
Y= K + [S]

Moze se vidjeti da se brzina reakcije (V) povecava s povecanjem koncentracije

supstrata [S]. Ovaj izraz opisuje pravokutnu hiperbolu s asimptotom u v = Viay. ™

4.2.1. Specificne aktivnosti prociséenih uzoraka enzima

Za sve tri prociS¢ene varijante enzima odredivane su specificne aktivnosti uz standardne
koncentracije supstrata (navedene u tablici 3.). U navedenim uvjetima AdSS-His je imao
specifiénu aktivnost od 0,865 U mg™, §
AdSS-His: 0,729 U mg.%?

Za razliku od AdSS-His, ni za AdSS-D12A ni za AdSS-DI2N nije bilo moguce

izmjeriti aktivnost u navedenim uvjetima. Niti uz 26, odnosno 27,6 pg proteina (u usporedbi s

to je u skladu s prethodno dobivenom vrijednosti za

1,5 ug za AdSS-His) nije zabiljezena promjena apsorbancije 280 nm.

Nepostojanje aktivnosti u pripremljenim mutantima dokaz je kljucne uloge Aspl2 u
mehanizmu djelovanja AdSS. Karboksilna skupina boc¢nog ogranka ove aminokiseline
koordinira ion magnezija, za kojeg je pretpostavljeno da ima klju¢nu ulogu u stvaranju
kataliticki produktivnog kompleksa.* Osim toga, pokazano je da mutant AdSS iz E. coli
kojem je Aspl3 (koji funkcionalno odgovara Aspl2 u AdSS iz H. pylori) zamijenjen s Ala
nema kataliticku aktivnost.”> Autori to objaSnjavaju time da Asp13 ima ulogu kataliti¢ke baze
u mehanizmu djelovanja AdSS.?! U ovome je diplomskom radu pokazano i da bo¢ni ogranak
Asn ne moZe preuzeti ulogu Asp u aktivnom mjestu enzima, budu¢i da niti enzim AdSS-

D12N nije pokazao nikakvu enzimsku aktivnost.
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4.2.2. Kineticki parametari Kny 1 Vipax U Prisustvu iona Mg‘2+

Kineticki parametri za enzim AdSS-His odredeni su metodom izolacije, gdje su koncentracije
svih sudionika reakcije u velikom suvisku, osim jednog kojem se koncentracija mijenja.
Koncentracije GTP, IMP, Asp i AdSS-His su uvijek bile jednake (navedene u tablici 1.), a

mijenjana je koncentracija iona magnezija.

Program GraphPad Prism 8 koristen je za odredivanje kineti¢kih parametara (Vmax i
Kn) nelinearnom regresijom. Dobivene su vrijednosti K,=0,752+0,076 mmol L™ i

Vmax=1,377+0,059 U mg™.

U programu GraphPad Prism 8 izraden je graf koji prikazuje ovisnost specifi¢ne
aktivnosti AdSS-His o koncentraciji iona magnezija. Iz prilozenog grafa je vidljivo da
enzimski katalizirana reakcija slijedi kinetiku Michaelis-Menten (slika 4.), te se ne opazaju

indikacije da bi ovaj enzim za katalizu trebao dva iona magnezija, kao AdSS iz E. coli.
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Slika 12. Graf ovisnosti specificne aktivnosti AdSS o koncentraciji iona magnezija dobiven

nelinearnom regresijom prema modelu Michaelis-Menten u programu GraphPad Prism 8
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Kineticki parametri (Ky 1 Vmax) mogu se osim nelinearnom regresijom izracunati na nacin
da se jednadzba Michaelis-Menten linearizira i kineticki parametri izracunaju linearnom

regresijom. Primjer lineariziranog oblika jednadzbe je Lineweaver-Burkov prikaz:

1 K,1 1

Vo a Um [S] Um

Koriste¢i program Excel (Microsoft Office) odredeni su kineticki parametri za reakciju na
ovaj nacin i oni iznose: Ky = 0,784 mM i Ve = 1,395 U mg‘l. Takoder je izraden graf koji
opisuje ovisnost recipro¢ne vrijednosti pocetne brzine o recipro¢noj vrijednosti koncentracije

supstrata (slika 12.).
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1/vy /Ut mg
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Slika 12. Grafic¢ko odredivanje Kp I Vinax linearizacijom Michaelis-Menten

jednadzbe u Lineweaver-Burkovom prikazu
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Kineticki parametri dobiveni nelinearnom regresijom koriste¢i Michaelis-Menten
model reakcije su to€niji zbog obrade podataka koja primjenjuje manje matematickih
operacija na zadanom skupu podataka u odnosu na linearnu regresiju. Koeficijent korelacije
za linearni prikaz Lineweaver-Burkove jednadzbe, koji govori o jacini povezanosti varijabla
za zadani prikaz, iznosi R? = 0,997. Vrijednosti Ky, i Vmax dobivene na dva opisana nacdina u

izvrsnom su slaganju, Sto ukazuje na veliku pouzdanost i tocnost provedenih mjerenja.

4.2.3. Ispitivanje utjecaja iona razlicitih metala na aktivnost AdSS

Kako bismo vidjeli mogu li ioni drugih metala preuzeti ulogu magnezija u odvijanju reakcije
koju katalizira enzim AdSS, izmjerena je specificna aktivnost AdSS-His prema standardnoj
reakcijskoj smjesi (tablica 1.), ali u koju su umjesto MgCl, dodavani Kloridi drugih

dvovalentnih metala. Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Specifi¢ne aktivnosti i postotak aktivnosti AdSS-His u prisustvu razli¢itih metalnih
iona

vrsta metalnog kationa | SPecificna aktivnlOSt % aktivnosti
AdSS /U mg
MnZ* 1,368 168,8
Mg** 0,810 1000
Co?* 0,137 16,9
Ca”* 0,076 9,3
Ni* 0,027 33
Ba* 0,021 2,6
Zn** 0,000 0,0
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Iz podataka prikazanih u tablici 5. vidljivo je kako AdSS-His u prisustvu iona
mangana ima najviSu specificnu aktivnost, s ionima magnezija takoder visoku, s ionima
kobalta(ll) i kalcija nisku, a s ionima nikla i barija gotovo zanemarivu. U prisustvu iona cinka
AdSS-His u potpunosti gubi aktivnost.

Jos je Lieberman 1956. ustanovio da AdSS iz E. coli ne pokazuje aktivnost bez iona
metala u reakcijskoj smjesi, te da ioni Mn?* i Ca®* mogu donekle zamijeniti ione Mg?*
(aktivnost je bila 64, odnosno 40% od aktivnosti s Mg®*), dok ioni Co** i Zn** ne mogu.?* U
istom radu je odreden Ky, za ione Mg** od ~0,8 mmol L. lako je za AdSS-His iz H. pylori u
ovom radu odredena priblizno ista Ky, vidimo da uzorak aktivnosti s razli¢itim metalnim
ionima nije isti za ova dva enzima.

Na temelju prikazanih podataka se zaklju€uje da je cink inhibitor enzima AdSS. Kang
i Fromm su pokazali da je cink kompetitivni inhibitor AdSS iz E. coli obzirom na ion
magnezija i aspartat, §to upucuje na to da formira kompleks s aspartatom u aktivnom mjestu

AdSS.% Da bismo to mogli ustvrditi za AdSS iz H. pylori, potrebna su dodatna mjerenja.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je prouciti utjecaj iona metala na aktivnost adenilosukcinat-
sintetaze iz bakterije Helicobacter pylori, mjerenjem aktivnosti nativnog enzima i enzima s
promijenjenom aminokiselinom u veznom mjestu za magnezij, te odredivanjem aktivnosti

AdSS u prisutnosti iona drugih metala.

Proci§¢avanje enzima AdSS-His provedeno je u dva koraka, afinitetnom
kromatografijom s imobiliziranim metalnim ionima (IMAC) 1 gel filtracijom, ¢ime je dobiven
uzorak visoke cistoce. InaCice proteina AdSS, AdSS-D12A i AdSS-DI12N, takoder su
prociséene u dva koraka. Prvi korak bio je kromatografija ionske izmjene, a drugi gel

filtracija, ¢ime su dobiveni uzorci visoke Cistoce.

Za sve tri prociS¢ene varijante enzima odredene su specifi¢ne aktivnosti enzima uz
zasi¢ujuée koncentracije supstrata. Specifiéna aktivnost AdSS-His iznosila je 0,865 U mg™.
Za enzime AdSS-D12A i AdSS-DI12N nije bilo moguce izmjeriti aktivnost u navedenim

uvjetima, $to ukazuje na vaznost aminokiseline Asp12 u mehanizmu djelovanja ovog enzima.

Odredivanjem kinetickih parametara za enzim AdSS-His uz promjenjivu
koncentraciju iona Mg?* pokazano je da enzimska reakcija slijedi Michaelis-Menten model
enzimske Kkinetike. Nelinearnom regresijom dobivene su vrijednosti K,=0,752+0,076 mmol
L1 i Vinax=1,377+0,059 U mg. Linearnom regresijom Lineweaver-Burk odredeni su kineticki
parametri K;=0,784 mmol L™ i vna=1,395 U mg". Kineti¢ki parametri dobiveni linearnom i

nelinearnom regresijom su u izvrsnom slaganju.

Ispitivanjem utjecaja iona razli¢itih metala na aktivnost AdSS-His pokazano je da je
specifi¢na aktivnost enzima najveca u prisustvu iona mangana, s ionima magnezija takoder
visoka, s ionima kobalta(Il) i kalcija niska, a s ionima nikla i barija gotovo zanemariva. Uz
ione cinka enzim nije pokazao mjerljivu aktivnost, no inhibicijski utjecaj cinka potrebno je

potvrditi dodatnim mjerenjima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AdSS — adenilosukcinat sintetaza

AMP — adenozin monofosfat

APS — amonijev persulfat

Arg —arginin

Asn — asparagin

Asp —L-asparaginska kiselina

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

ELISA —engl. enzyme-linked immunosorbent assay

GDP — gvanozin 5’-difosfat

GTP — gvanozin 5’-trifosfat

HAD — hadacidin

HEPES — N-(2-hidroksietil) piperazin-N'-2-etansulfonska kiselina
His — histidin

IMAC — kromatografija s imobiliziranim metalnim ionima
IMP — inozin 5’-monofosfat

IPTG — izopropil-B-tiogalaktopiranozid

LMW Marker — engl. low molecular weight marker

Ni-NTA — nikal-nitrilotriacetatna kiselina

ODgoo — opticka gustoc¢a kod 600 nm

PCR — engl. polymerase chain reaction,

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorid

RNA — ribonukleinska kiselina

rpm — engl. rounds per minute

SDS — natrijev dodecilsulfat

SDS-PAGE — gel elektroforeza pri denaturiraju¢im uvjetima
TEMED - tetraetilmetildiamin

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol

U — jedna jedinica (U) enzimske aktivnosti definirana je kao koli¢ina enzima koji katalizira

reakciju 1 pmola supstrata u minuti, u danim uvjetima
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§ 8. METODICKI DIO

Pric¢a o zelatini i vo¢u

8.1. Uvod

Kemijske promjene dogadaju se neprekidno kako bi odrzale sve oblike zivota na Zemlji: od
jednostavnih bakterija do kompleksnih sustava poput ¢ovjeka. Na putu razumijevanja procesa
koji omogucuju zivot na nasem planetu, veliku ulogu imale su spoznaje o prirodi kemijskih
reakcija koje upravljaju zivotom svake stanice. Razumijevanje temeljnih principa biokemije
daje mogucénost da razumijemo kako: (a) zivi organizam funkcionira i odrzava se na zivotu,
(b) pogreske u tim procesima uzrokuju nepovoljne ishode poput bolesti, (C) tretirati bolesti
pomocu lijekova i sl. Ucenici ¢e spoznaje o kemijskim promjenama najlakSe upamtiti na
temelju vlastitog iskustva, a znanstvene koncepte o njima usvajati tijekom formalnog
obrazovanja kroz koje ih vode nastavnici predmeta Kemija. Glavni cilj nastave kemije je da se
na temelju manjeg broja odabranih pojava i problema razvije razumijevanje temeljnih
kemijskih pojmova i teorija." Odgovornost nastavnika je da u skladu s kurikulumom kroz
svoju nastavu odabire pokus/pokuse koji ¢e u€enicima omoguciti vlastito iskustvo na putu
izgradnje kemijskih koncepcija, temeljenih na prethodno usvojenim pojmovima i sadrzajima.
Kako bi nastavnik kemije bio uspjesan i kompetentan, potrebno je da je struan u poznavanju
kemije, kao i metodickim vjeStinama potrebnima da vodi uéenike kroz procese usvajanja
nastavnog sadrzaja.

Cilj metodickog dijela ovog diplomskog rada je potaknuti buduce nastavnike da u
planiranju pokusa kojima ucenike uvode u nove kemijske pojmove, Kkoriste primjere iz
svakodnevnog Zzivota, kako bi ucenici vidjeli primjenu znanja, a ucene sadrzaje prenijeli u
iskustveno i trajno konceptualno znanje. Materijalna sredstva u planiranju nastave ne bi
trebala biti problem obzirom da se koriste 'kemikalije' iz svakodnevnog zivota. Predlozeni

metodicko-didakticki materijal za nastavnu jedinicu Enzimi temeljit ¢e se na tri razine prikaza

Karla Srnec Diplomski rad



§ 8. Metodi¢ki dio 39

pojma (makroskopskoj, Cesticnoj i simbolickoj) i1 ukljuciti pokus osmi$ljen po uzoru na

Lundqvista.?

8.2. Kemija kao nastavni predmet

8.2.1. Cilj nastave kemije i organizacija predmetnog kurikuluma

Kemija se u Republici Hrvatskoj pou¢ava kao zaseban nastavni predmet u sedmom i osmom
razredu osnovne Skole, gdje se nastavlja na temelje postavljene kroz ranije poucavane
nastavne predmete Priroda i drustvo i Priroda. Takoder je opcéeobrazovni predmet u
srednjoskolskim gimnazijskim programima tijekom cetiri godine. Cilj nastave kemije je steci
znanje 0 osnovnim kemijskim teorijama koje se temelji na vjeStinama opazanja, znanstvene
komunikacije prikazivanja opazenog te rasudivanja, u kojem ucenik raspravlja o opazenom i
donosi zakljucke.® Ono §to objedinjuje sve ove korake je kemijski pokus, koji je najvaznije
‘sredstvo’ pri uéenju i poucavanju kemije. Osnovnoskolska nastava kemije tezi: (a) razvijanju
navika donosenja zakljuc¢aka o pojavama u prirodi temeljem pokusa, (b) stjecanju vjestina
planiranja i izvodenja jednostavnih pokusa, (C) shvacanju osnovnih fizikalnih i kemijskih
svojstava, (d) proucavanju kemijske grade zivih tvari, (e) razumijevanju osnovnih kemijskih
pojmova i drugog znanja koje objasnjava svakodnevni zivot 1 pojave. Srednjoskolska nastava
kemije fokusirana je na: (a) razvijanje navika uocavanja promjena te njihova promatranja i
mjerenja, (b) razvijanju znanstvenog pristupa objasnjavanja pojava, (C) uoCavanju veze
izmedu pokusa i teorije, (d) razvijanju sposobnosti pisanog i usmenog izrazavanja, itd.

Kao temeljna znanost koja proucava svojstva i gradu tvari, pretvorbu jedne tvari u
drugu te izmjenu energije do koje pritom dolazi, kemija se poucava u Cetiri organizacijska
podrugja: Tvari, Promjene i procesi, Energija i Prirodoznanstveni pristup. Prva tri su veliki
koncepti kemije kao znanosti, dok je prirodoznanstveni pristup uveden zbog potrebe da
ucenici razviju eksperimentalne 1 matematicke vjeStine. Ucenike se time potice na
promisljanje o medudjelovanju razli¢itih prirodnih sustava i usvaja se prirodoslovna
pismenost. Predvidena satnica za predmet u osnovnoj i srednjoj Skoli je dva sata tjedno,

odnosno 70 skolskih sati godiénje.1
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8.2.2. Strategije poucavanja u nastavi kemije

Didakticke strategije predstavljaju skup nastavnih metoda i postupaka za ostvarivanje
odgojno-obrazovnih ciljeva u nastavi. Nastavne metode i nac¢ini su koraci koji poti¢u ucenike
u nastavnom procesu (primjerice razgovorom, usmenim izlaganjem). Kako cilj nastavnika i
ucenika ne bi trebao biti zapaméivanje velikog broja slu¢ajnih podataka, nastavni proces treba
biti usmjeren na ucenje vlastitom aktivnos$cu prilikom kojeg se potice misaoni proces, kojim
dolazi do spoznaje koju odabrana aktivnost zeli dokazati. U prirodoznanstvenom podrucju su,

prema tome, dominantne strategije u¢enja otkrivanjem i pouéawamje.l

8.2.2.1. Strategija poucavanja

Poucavanje u nastavi kemije sluzi uvodenju ucenika u pojmove i koncepte koji su im
nepoznati u tom trenutku i koji ne mogu biti nau¢eni samo izvode¢i neku aktivnost (npr.
pokus), ve¢ trebaju biti izlozeni izravnom poucavanju od strane nastavnika. Postoje tri metode
kojima se moze implementirati strategija poucavanja:

1) Problemsko poucavanje polazi od definiranja problema uz pomo¢ ucenika, pregled
dostupnih informacija (moze ukljucivati rezultate pokusa, demonstraciju) te njihovo
kombiniranje koje vodi do rjeSenja problema te evaluacija rjeSenja.

2) Heuristicko poucavanje takoder polazi od problema, a nastavnik postupno vodi
ucenika do konacnog rjeSenja. Najces¢e se to ¢ini u dijalogu, a stavlja naglasak na
usvajanje kemijske nomenklature, uvodenje pojmova i utvrdivanje ste¢enog znanja.

3) Programirano poucavanje nastoji umanjiti razliku brzine kojom pojedini ucenici
usvajaju gradivo, pa tako svaki ucenik dobiva ve¢ isplaniran program koji slijedi, u

kojem nakon svakog koraka dobiva povratnu informaciju.

8.2.2.2. Strategija ucenja otkrivanjem

Ucenje otkrivanjem ili iskustveno ucenje polazi od toga da ucenik uocava problem, definira
ga pomocu vlastite aktivnosti u pronalasku rjeSenja, izvodenja zakljucka i1 nalazenja rjeSenja.
Cilj ucenja otkrivanjem je da ucenik do spoznaje dolazi vlastitim iskustvom pomoci tri
metode: istrazivanjem, projektom i simulacijom.

Istrazivanje se provodi u nekoliko etapa: uocavanje 1 definiranje problema,

postavljanje hipoteze, prikupljanje podataka, uocavanje zakonitosti u koju se prikupljeni
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podaci uklapaju, objasnjavanje rezultata pokusa pomocu teorije i potom odredivanje je li
hipoteza toc¢na ili neto¢na. Metoda istrazivanja u nastavi ima centar u pokusu (eksperimentu)
koji izvode ucenici i1 time dolaze do spoznaja koje su za njih nove, a prije ve¢ utvrdene u
znanstvenim istraZzivanjima. Razlika izmedu znanstvenog i ucenickog istrazivanja je u tome
Sto znanstvenici postavljenu teoriju provjeravaju (novim) eksperimentima i prema rezultatima

modificiraju teoriju, dok u&enici na nastavi kemije dolaze do teorije i tu staju.’

problem> hipoteza> pokus > zakon > teorija >

Slika M1. Etape istrazivanja u nastavi kemije

8.2.2.3. Socioloski oblici nastave kemije

Skola je jedan od primarnih oblika socijalizacije i zbog toga je vazan dio nastavnog procesa
za ucenike. Kao takva, moze imati veliki utjecaj na kvalitetu usvajanja nastavnog sadrzaja.
Cilj nastavnika je aktivirati u¢enika u procesu nastave, ¢ime bi se omogucio razvoj kreativnog
intelektualnog rada. Oblik rada koji je dugo dominirao na nastavi kemije je frontalni oblik
koji je usmjeren na nastavnika, a u kojem ucenici samo slusaju objasnjenje ili demonstriranje
sadrzaja. Dominantna jednostrana komunikacija nije dovoljna da bi se dostatno ostvarili
odgojno-obrazovno ciljevi i zato se ovakav oblik nastave ne smije stalno primjenjivati. Mjesto
koje takav oblik rada ima u nastavi kemije je najceSc¢e pri izvodenju demonstracijskih pokusa,
koriStenje grafoskopa ili racunala, videozapisa, modela 1 sli¢no.

Kako bi se omoguéila dvosmjerna komunikacija u ucenju, ucenici se mogu
organizirati u grupni oblik rada ili rad u parovima. Tako je omoguceno vece komuniciranje
medu ucenicima 1 rad je usmjeren na ucenika, gdje oni zajedno donose odluke o tijeku
istrazivanja, vode rasprave 1 zajedno dolaze do zakljuCaka analiziraju¢i rezultate pokusa. U
grupnom obliku rada razred je podijeljen u vise grupa po pet ili Sest uc¢enika gdje svi zajedno
slijede upute prema kojima najces¢e izvode grupni ucenicki pokus, a nastavnik za to vrijeme
obilazi grupe. Tako nastavnik vise nema glavnu ulogu u ucenju, ve¢ je ona predana
ucenicima. Ovakav nacin poucCavanja je manje zastupljen zbog pomanjkanja sredstava ili
vremena uvjetovanog organizacijom nastave u Skolama, a u danaSnje vrijeme epidemije

Covida-19 i zbog toga Sto se nastava ne provodi uzivo u skoli ve¢ online.
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8.3. Priprema za nastavnike

8.3.1. Teorijska podloga

Koloidni sustavi su disperzne heterogene smjese gradene od disperzne faze i disperznog
sredstva. Disperzna faza je tvar koje ima manje i koja je dispergirana, tj. rasprSena u
disperznom sredstvu, tvari koje ima vise. Prema veli¢ini Cestica, disperzni sustavi dijele se na:
e fino disperzne sustave ili prave otopine (Cestice < 1 nm),
e Kkoloidne sustave (1- 100 nm) i
e grubo disperzne sustave (Cestice > 100 nm).
Obzirom na agregacijska stanja disperzne faze i disperznog sredstva, neke od vrsta koloidnih
sustava (s kojima se u¢enici u gimnaziji susre¢u) su: gel/sol, emulzija, pjena, aerosol.
U ovom radu promatrale su se vrste sustava koji opisuju zelatinu, a to su: sol — koloidni sustav
u kojem je disperzna faza Cvrsta, a disperzno sredstvo tekuce, i gel — mreZasti sustav u kojem
je uklopljeno tekuce disperzno sredstvo.

Sol je koloidni sustav u kojem se Cvrste dispergirane Cestica nalaze u tekuéem
disperznom sredstvu. Zbog male veli¢ine disperzne faze, djelovanje gravitacijske sile na
koloidne cestice je zanemarivo, a kretanje relativno slobodno. Liofilni koloidi, kakva je
zelatina u vodi, su koloidi koji pokazuju veliki afinitet prema otapalu koje ih obavija 1 stvara
zastitni sloj oko Cestica dispergirane faze. Za slucaj kad je dispergirana faza voda, takav
sustav se naziva hidrosol.

Gel je sustav mrezaste strukture u kojem je uklopljeno tekuce disperzno sredstvo, a
nastaje hladenjem viskoznog liofilnog sola. Gel se moze opisati kao trodimenzionalna
polucvrsta mrezasta struktura, gdje je tekuca faza u termodinamickoj ravnotezi s ¢vrstom
mrezom i zbog toga ne prelazi spontano iz mrezaste strukture natrag u sol. S druge pak strane,
sol moze spontano ili hladenjem prijeci u gel stanje.

Zelatina koja se koristi u pokusu opisanom za nastavni sat dolazi u obliku praha, a
stajanjem u vodi pocinje bubriti, $to je pojava kada osuSeni gel veze veliku koli¢inu otapala.
Nabubrena zelatina je konzistencije slicnoj gelu. Zagrijavanjem prelazi u sol koji je viskozan,
a hladenjem prelazi u stanje gela. Opisani proces naziva se geliranje (ili sol-gel proces), a
karakterizira ga nagli porast u viskoznosti sustava.*®

Zelatina je proteinski termoreverzibilni polimer. Proteini su velike organske molekule

gradene od niza aminokiselinskih ostataka povezanih peptidnom vezom, a razlikujemo cetiri
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stupnja strukture proteina. Prva je primarna struktura koja govori o slijedu aminokiselinskih
ostataka u proteinskom lancu. Sekundardna struktura podrazumijeva visoko uredene strukture
polipeptidnih lanaca poput a-zavojnica ili B-ploca. Prostorni raspored elemenata sekundardne
strukture naziva se tercijarna struktura, a sloZenija struktura vise polipeptidnih lanaca naziva
se kvaterna struktura. Zelatina se dobiva iz kolagena, najzastupljenijeg proteina u tijelu, koji
je kljuéna strukturna komponenta mnogih tkiva poput tetiva i kostiju. Kolagen je graden od
triju polipeptidnih lanaca koji se medusobno ispreplicu i na taj naCin formiraju ¢vrstu i
stabilnu trostruku zavojnicu. Trostruke zavojnice dalje su organizirane u snopove kolagenskih
vlakana. Iznimna ¢vrsto¢a kolagena potice od visokog stupnja organizacije. Hidrolizom
(denaturacijom) kolagena, u uvjetima povisene temperature, gube se elementi sekundarne,

tercijarne i kvaterne strukture i dolazi do odmotavanja triju lanaca.’

Slika M2. Model polipeptidnog lanca Zelatine (lijevo) i trostruke zavojnice kolagena (desno)

(preuzeto iz °)
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Slika M3. Hidroliza kolagena do zelatine

(preuzeto i prilagodeno prema *)

Zelatina je specificna po tome §to se sastoji od nabijenih lanaca $to ju &ini
polielektrolitom. Hladenjem otopine Zelatine ispod temperature tranzicije sola u gel (otprilike
35 °C), na nekim dijelovima dolazi do ponovnog ispreplitanja lanaca u ¢vorovima, odnosno
dolazi do umrezavanja (engl. cross-linking). Dijelovi polipeptnih lanaca najéesce se povezuju
nekovalentnim (elektrostatskim) interakcijama. Glavni izvor pozitivnih i negativnih naboja
Zelatine su bo¢ni ogranci asparaginske i glutaminske kiseline, lizina i arginina. Amino- i
karboksilna skupina na krajevima lanca su zanemarive ako uzmemo u obzir veliki broj

monomera koji grade pojedini lanac.
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Slika M4. Prijelaz iz sola u gel.

(preuzeto i prilagodeno prema °)
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Kao bioloski katalizatori, enzimi ubrzavaju reakcije u stanicama i sudjeluju u izmjeni
energije izmedu stanice i njene okoline. Svaka molekula enzima ima aktivno mjesto koje ima
sposobnost vezanja molekule supstrata. Enzimi usmjeravaju molekule supstrata tako da se
skupina koja treba reagirati smjesti u najpovoljniji polozaj. Izmedu enzima i supstrata postoje
privlaéne sile zbog: a) polarnih ili ionskih skupina, b) van der Waalsovih sila i c) vodikovih
veza. Specificno djelovanje enzima postignuto je selektivnoséu enzima prema odredenom
enantiomeru supstrata i nekovalentnim interakcijama.

Proteini su manje, ali znaCajne komponente voca. Tako u ananasu nalazimo enzim
bromelain, a u kiviju aktinidin.®® Ovi enzimi su proteaze, §to zna¢i da cijepaju peptidne veze
u polipeptidnim lancima. U Radnom listicu predloZzen je pokus koji istraZuje utjecaj ovih
enzima na zelatinu. Prema rezultatima pokusa, moze se zakljuiti kako proteaze iz ananasa i
kivija cijepaju peptidne veze u gelu Zelatine, zbog ¢ega dolazi do izdvajanja molekula vode
koje su smjeStene unutar mreze gela. Takoder je pokazano kako banana, koja ne sadrzi

proteaze, ne utjece na strukturu zelatine.
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8.3.2. Enzimi u nastavnom programu kemije

Prije pocetka nastave, nastavnik treba biti upoznat s predmetnim kurikulumom kako bi zadani
obrazovni ishodi bili ostvareni.® U pripremi za nastavu potrebno je zadati nastavne ciljeve koji
se nekim satom zele posti¢i. U ovom diplomskom radu predlozena je obrada nastavne jedinice
Enzimi, koja je takoder usko povezana s ve¢ prethodno obradenom nastavnom temom:
Koloidni sustavi. Kemija koloida je cjelina koja je prema novom kurikulumu izborna u 4.
razredu gimnazije, dok je prema starom nastavnom planu i programu bila sastavni dio gradiva
2. razreda gimnazije. Nastavna jedinica Enzimi je pripremljena s pretpostavkom da je tema
Koloidni sustavi ve¢ obradena.

Siri pogled na obradu nastavne cjeline o bioloski vaznim spojevima Kroz obavezne
nastavne teme i sadrzaje, prema starom gimnazijskom planu i programu prikazan je u tablici
M1. U tablici M2. nalazi se pregled nastavne cjeline Kemija odabranih biomolekula prema
novom kurikulumu® i Ispitnom katalogu iz kemije'!, koja je postala izborni sadrzaj, iskazan
preko klju¢nih pojmova i povezanih ishoda u¢enja. Ovoj cjelini ¢e kroz tri gimanzijske godine
poucavanja prethoditi sadrzaji o gradi, nazivlju, fizikalnim svojstvima i kemijskoj reaktivnosti
sljede¢ih skupina organskih spojeva: ugljikovodika, alkohola, aldehida, ketona, estera i
karboksilnih kiselina.®

Tablica M1. Obvezna nastavna cjelina o bioloski vaznim spojevima podijeljena na nastavne

teme i sadrZaje, prema starom planu i programu za gimnazije™®

Kemija odabranih biomolekula
e Kiralnost i opticka aktivnost
molekula
e Amini, amidi, alkaloidi
Nastavne teme e Ugljikohidrati Aminokiseline i proteini
e Mastiiulja
e Nukleinske kiseline
e Vitamini
e Stereoizomeri u prirodi ) .
e Cikloalkani Podjela ammoklgellna
e Nomenklatura, fizikalna i (amf(_)ternqst, O.V'SUOSt
kemijska svojstva biomolekula naHbOJa}_a:jnmotlglstelm_a N
Nastavni sadrzaji e Sinteza hemiacetala i acetala E o 'E(r;ije nosti otopine)
* Glikozidna veza Pegtidna veza
o Esterlf_lkac!Ja o Enzimi
o Dokazivanje ugljikohidrata, | proteini i metaloproteini
aminokiselina i proteina
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Tablica M2. Izborna nastavna cjelina Kemija odabranih biomolekula: klju¢ni pojmovi i ishodi

ucenja prema novom kurikulumu i Ispitnom katalogu iz Kemije

3,11

Kemija odabranih biomolekula

Klju¢ni pojmovi

Ishodi ucenja

Struktura molekula

prikazati Lewisove simbole te
strukturne formule organskih
molekula i iona

predvidjeti prostornu gradu molekule
ili iona na temelju VSEPR metode
prikazati molekule organskih spojeva
strukturnim formulama na temelju
naziva spoja ili obrnuto

Nomenklatura organskih spojeva prema
IUPAC-u; trivijalna imena organskih spojeva

imenovati organske spojeve prema
nomenklaturi IUPAC-a

Funkcijske skupine organskih spojeva: amini,
amidi, ugljikohidrati, proteini, masti i ulja,
nukleinske kiseline

prepoznati funkcijske skupine u
molekulama organskih spojeva i
obrnuto, prepoznati vrstu organskog
spoja na temelju zadane funkcijske
skupine

povezati fizikalna i kemijska svojstva
organskih spojeva sa strukturom
njihovih molekula i vrstom funkcijske
skupine

Izomeri: strukturni, stereoizomeri

razlikovati izomere organskih spojeva
na temelju njihovih imena ili
strukturnih formula

Asimetri¢no supstituiran ugljikov atom,
opticka aktivnost

prepoznati asimetri¢no supstituirani
ugljikov atom

Bioloski vazni spojevi: masti i ulja,
aminokiseline i proteini, nukleinske kiseline
Povrsinski aktivne tvari, lipidne membrane,

sapuni

prepoznati glikozidnu vezu u
disaharidu ili polisaharidu
prikazati nastajanje peptidne veze
navesti ulogu bioloski vaznih
molekula u organizmu 1 povrSinski
aktivne tvari

Reakcije organskih spojeva: gorenje, piroliza

prikazati jednadZbama kemijskih
reakcije navedene reakcije

Reaktivnost organskih spojeva
Kemijska reaktivnost prema funkcijskim
skupinama

prikazati jednadzbom kemijske
reakcije tipicne reakcije organskih
spojeva i predvidjeti produkte

Enzimi

navesti ulogu enzima u organizmu

Tipi¢ne reakcije dokazivanja organskih
spojeva: specificne reakcije Secera,
aminokiselina i proteina

razlikovati karakteristi¢ne reakcije za
dokazivanje organskih spojeva
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8.3.3. Kratki osvrt na udzbenicku literaturu

Za pripremu metodickog dijela diplomskog rada koriSteno je nekoliko udzbenika i radna
biljeinica.lzf16 Udzbenici se medusobno razlikuju po: (a) redoslijedu nastavnih tema unutar
nastavne cjeline, (b) izboru predlozenih pokusa, (c¢) opsegu i zastupljenosti pojedinih
kognitivnih razina nastavnih sadrzaja, (d) primjerima iz svakodnevnog zivota i dr. U svim
udzbenicima za osnovnu $kolu, i u veéini udzbenika za srednju Skolu, prikazan je shematski

prikaz djelovanja enzima prema modelu 'kljuc-brava’ (slika M5.).

- Y V
{ 4 p 4 4
/ - ? FrR { o ';-""’
\ - 3 <
o o -

Slika M5. Shema djelovanja enzima prema modelu 'kljué-brava' (preuzeto iz *2)

Ovakav shematski prikaz djelovanja enzima prikladan je kognitivnoj razini u¢enika u
osnovnoj (pa i srednjoj) skoli, zbog jednostavnosti prikaza medudjelovanja enzima i supstrata
te tijeka reakcije. Medutim, modelu 'kljuc-brava’, kao i pripadnom energijskom dijagramu
(slika M8.) nedostaje klju¢ni detalj u objasnjenju djelovanja enzima. Prema gore prikazanom
modelu, enzim ima vezno mjesto koje je potpuno komplementarno supstratu. Ukoliko bi bilo
tako, enzim i supstrat bi tvorili kompleks koji je energijski najpovoljniji, te do reakcije ne bi
ni doslo. Umjesto toga, bolji prikaz bio bi onaj u kojem postoji potpuna komplementarnost
izmedu enzima 1 prijelaznog stanja, dok manji stupanj komplementarnosti postoji pri
pocetnom kontaktu enzima i supstrata (vidjeti Slike i sheme kojima nastavnik nadopunjuje
sadrzaj, slika MlO.).17

U svim udzbenicima za osnovnu i srednju $kolu, nastavna jedinica Enzimi dolazi

nakon objaSnjenja strukture proteina i karakteristi¢ne reakcije denaturacije. Vec¢ina udzbenika
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opisuje enzime kao bioloske katalizatore i navodi najpoznatije primjere enzima (i njihove
uloge) poput laktaze, pepsina i ureaze. Dalje, nabrojene su skupine enzima (proteaze,
oksidoreduktaze, liaze, transferaze i izomeraze) te vrste kemijskih reakcija koju kataliziraju.
Djelovanje enzima objas$njava se stvaranjem kompleksa enzim-supstrat, zbog sposobnosti
enzima da za jedan svoj manji dio nekovalentnim interakcijama veze molekule supstrata.
Aktivno mjesto enzima privlaci supstrate zbog interakcija polarnih ili ionskih skupina,
vodikovih veze ili van der Waalsove sile, a znaCajni doprinos ima i komplementarnost
stereokemije enzima 1 supstrata. Specificno djelovanje enzima objasnjava se time Sto su
enzimi kiralne molekule i uvijek djeluju na jedan enantiomer (imaju stereospecificno
djelovanje). Obzirom da su proteini, enzimi su osjetljivi na uvjete sredine poput pH-
vrijednosti, temperature, koncentracije enzima i supstrata i dr. Od predlozenih pokusa,

12,14,16

najces¢i je raspad vodikova peroksida djelovanjem katalaze iz jetre , a takoder je

> U jednom od pregledanih udZbenika,

predlozeno i razlaganje uree pomocu ureaze.
spomenuto je djelovanje inhibitora, tvari koje ometaju aktivnost enzima (reverzibilni i
ireverzibilni), aktivatori koji aktiviraju enzime te koenzimi koji su neproteinski dijelovi
enzima. Izgradnja koncepta enzima slijedi iza detaljnog upoznavanje proteina, te su njihova
grada 1 svojstva kao proteina ucenicima poznati, prije uvodenja mehanizma djelovanja.
Ukoliko se na nastavi izvede jedan od predlozenih pokusa uz teorijsko objasnjenje,
poucavanje Zeljenog koncepta moze se ostvariti na dvije razine (makroskopska 1 (:estic“:na).15
Simboli¢ka razina prikaza je ovdje zapostavljena, obzirom da se djelovanje enzima ne
prikazuje jednadzbama kemijskih reakcija. U pregledu su koristeni udzbenici starijih izdanja
koja su viSe puta obnavljana, a pri tom su promjene bile najeS¢e u oblikovnju grafickih

rjesenja.
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8.3.4. Ucenicka pogresna shvacanja u nastavnoj jedinici Enzimi

Prepreku ucenickom znanju nerijetko predstavljaju pogreSna shvacanja. Ona mogu biti
posljedica toga da ucenici pojednostavljuju znanstvene teorije kako bi ih uklopili u vec
postojeca predznanja ili predrasude, neusvojenosti prethodnog znanja, nepovezivanju gradiva
iz razli¢itih znanstvenih podrucja i sl. PogreSna shvacanja bi se trebala razjasniti na nacin koji
ne podcjenjuje ucenikovo pocetno razumijevanje, ve¢ se ono ponovo oblikuje tako da
objasnjava koncept i daje to¢ni znaéaj.21

Poznavanje ucenickih pogresnih shvacanja je korak koji bi trebao prethoditi pripremi
nastavnog sata jer omogucuje bolji fokus na izrazavanje i objasnjavanje kemijskih pojmova ili
procesa. Takoder, pojmovi koji su predmet pogresnih shvacanja mogu se ciljno koristiti u
svrhu vrednovanja uceni¢kog znanja na kraju nastavne jedinice ili cjeline. NajceS¢a pogresna
shvacanja ucenika navedena su u tablici M3.

Tablica M3. Najées¢a udenicka pogresna shvacanja vezana uz pojam enzimi?®**

Enzimi uzrokuju kemijske reakcije.

Enzimi koji se nalaze u dodacima prehrani ili lijekovima su u€inkoviti ¢im se progutaju.
U tijelu postoji desetak enzima.

Enzimi se nalaze samo u zivotinjskim stanicama.

Svi enzimi su specificni i reagiraju samo s jednom vrstom supstrata.

Enzimi kataliziraju samo reakcije u kojima dolazi do cijepanja kemijske veze.

Enzimi su ukljuceni samo u probavu hrane.

Enzimi ubrzavaju samo polazne reakcije.

Zagrijavanjem se enzimi ubijaju.
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Cesto su pogresna ucenitka shvacanja proteina, njihovih struktura i uloga, uzrok
krivom razumijevanju enzima. U istrazivanju koje je ukljucivalo 36 ucenika na nastavi
biologije, pokazano je kako ucenici ponekad ne izdvoje dovoljno truda 1 vremena da bi dobro
proucili to¢no znacenje nekog pojma. Izjave koje govore u prilog tome su npr.: ,,Polipeptidne
veze isto su §to i polipeptidni lanci.“, ,,a-zavojnica isto je §to i dvostruka zavojnica.“?°

Inhibitori enzimskih reakcija takoder mogu biti predmet mnogih pogresnih shvacanja.
Neki od njih su: ireverzibilna inhibicija uvijek je povezana s nekovalentnim vezanjem;
kompetitivni inhibitor je uvijek reverzibilan, dok je nekompetitivni uvijek ireverzibilan.

Primjer Siroko rasprostranjenog pogresnog shvacanja je djelovanje enzima po principu
'klju¢-brava'. Takav opis daje naslutiti kako je interakcija izmedu enzima i supstrata energijski
najpovoljnija, medutim kad bi bilo tako, enzim ne bi katalizirao kemijsku reakciju. To
pogresno shvacanje uzrokovano pojednostavljenjem prikaza djelovanja enzima u

udzbenicima, opisano je u Kratkom osvrtu na udzbenicku literaturu.
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8.3.5. Ucenicka predznanja

Ucenici bi prije nastavne jedinice Enzimi trebali usvojiti pojmove: aminokiseline, proteini,
primarna, sekundarna, tercijarna, kvaterna struktura proteina i denaturacija. Potrebni
obrazovni ishodi za poucavanje nastavne jedinice Enzimi iz podru¢ja nastavhog predmeta

Kemija su:

e povezuje strukturu proteina s njihovom funkcijom (u organizmu)

istrazuje kemijske promjene proteina

objasnjava fizikalna i kemijska svojstva proteina
istraZzuje utjecaj katalizatora na brzinu kemijske reakcije
istrazuje znacaj stereoizomera u kemijskoj reakciji

Kemija biomolekula je usko povezana s temeljnim pojmovima iz biologije. Ve¢ u
sedmom razredu osnovne Skole ucenici se susreCu s organizacijom stanice i izmjenom
energije u zivim bi¢ima. To ukljucuje sadrzaje: (a) vezivanje energije i nastanak bioloski
vaznih spojeva, (b) princip i uloga procesa fotosinteze i stani¢nog disanja i (C) izvori energije

.....

procesa na razini stanica, gdje detaljnije otkrivaju enzime.? Potrebni usvojeni obrazovni ishodi

za nastavnu jedinicu Enzimi iz podrugja nastavnog predmeta Biologija su:*®

osnovni metaboli¢ki procesi na razini stanice

uloge biomolekula u metabolickim procesima
uloge proteina u organizmu

uloga enzima u stani¢nim procesima

utjecaj temperature na brzinu reakcije enzima
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8.4. Priprema nastavnog sata

Priprema nastavnog sata sastoji se od metodicke 1 materijalne pripreme. U ovom dijelu
metodi¢kog dijela diplomskog rada dan je prijedlog 90-minutnog nastavnog sata, s ciljem
obrade nastavne jedinice Enzimi unutar nastavne cjeline Kemija odabranih biomolekula.
Nastavna priprema temeljena je na obrazovnim ishodima (tablica M1. i M2.) i na naj¢e$¢im
ucenic¢kim pogre$nim shvacanjima (tablica M3.).

Uvodni dio sata zapocinje demonstracijskim pokusom kojeg su ucenici mogli vidjeti
ve¢ 1 u osnovnoj skoli, obzirom da je dio vecine udzbenicke literature za 8. razred nastave
kemije, ili pak na nastavnom satu Proteini. Pokus 1 (vidjeti Radni listi¢) odabran je zbog
jednostavnosti izvedbe, jasno vidljive 1 uocljive promjene boje, koja je dokaz fizikalne 1
kemijske promjene. Pokus se, po zelji, izvodi sa svim ili ve¢inom sastojaka koji se koriste u
pokusu. Taj pokus sluzi identifikaciji vrste tvari, i ne uvodi nove pojmove.

Odabir nastavnih pomagala za Pokus 2 (vidjeti Radni listi¢) nainjen je po uzoru na
Lundqvista.” Uloga ovog pokusa je upoznati svojstva enzima koji su prisutni u svakodnevnim
namirnicama, saznati kako vanjski faktori utje¢u na njihovu aktivnost te kako enzimi mogu
utjecati na koloidni sustav (zelatnu). Pojmovi koji se uvode ovim pokusom su: enzim
(biokatalizatori), aktivno mjesto, supstrat, specificno djelovanje, energija aktivacije, inhibitor,
aktivator.

Priprema je osmiSljena kao zavr$na jedinica u nastavnoj temi Proteini. Time se
podrazumijeva poznavanje svih pojmova vezanih uz proteine, ukljucuju¢i reakciju
denaturiranja i dokazivanja proteina u uzorku. Podrazumijeva se da su ucenici upoznati s
koordinacijskim spojevima i uzrokom njihove moguce obojenosti. Takoder se podrazumijeva
da su uéenici upoznati s koloidnim sustavima (vrste i kako nastaju), njihovim karakteristi¢nim
svojstvima (Tyndallov efekt), razlikom izmedu sola i gela i proteinskom strukturom Zelatine.
Ovim pokusom obuhvaca se kemija proteina i koloidnih sustava, obzirom da je sama Zelatina
proteinske grade, a primjer je koloidnog sustava, te je i sama podlozna djelovanju enzima
(proteaza).

S ciljem povezivanja submikroskopske razine s makroskopskim opazanjima i
simboli¢kim zapisom, odabran je model Cesti¢nog prikaza djelovanja enzima stvaranjem
kompleksa enzim-supstrat koji se nalazi u vecini udzbenika iz kemije za gimnazije. Taj model
poznat je pod nazivom 'klju¢-brava'. Uloga ovog modela je uvesti ucenike u strukturu enzima,

pokazati kako se enzimi razlikuju od ostalih proteina, kojim specificnim interakcijama
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usmjeruju supstrat u aktivnom mjestu i na koji nacin enzimi ubrzavaju kemijske reakcije.
Model shematski prikazuje enzimski kataliziranu reakciju, a redom na slici se nalaze: enzim i
supstrat, kompleks enzim-supstrat te enzim i produkti (vidjeti Slike, sheme i tablice kojima
nastavnik nadopunjuje sadrzaj, slika M7.). Modelni prikaz koriSten je nakon ucenickog
opazanja u samostalnom pokusu. Na temelju modela moguce je objasniti kako supstrat i
enzim formiraju karakteristi¢ni kompleks, iz kojeg enzim izlazi nepromijenjen, a od supstrata
dobivamo produkt(e). Na Cesti¢noj razini se takoder moze vidjeti (vidjeti Teorijska podloga,
slika M3.) kako denaturacijom kolagena nastaje Zelatina, koja pod utjecajem odredenih
enzima prelazi u manje polipeptide. Prednost modela je vizualizacija kemijske reakcije te

promjene sastava i strukture.

8.4.1. Priprema pokusa

Za izvedbu demonstracijskog i uceniCkog pokusa koristene su kemikalije, uzorci voca i

materijali, koji su navedeni u tablici M4.

Tablica M4. Kemikalije, uzorci voca i ostali materijali potrebni za pripremu nastavnog sata

Kemikalije Uzorci voca Ostali materijali
CuSO, - 5 H:0, svjez ananas
Demonstracijski w = 1%, ‘ V€2 ans 2 epruvete, stalak za
onzervirani ananas .
pokus (Pokus 1 u NaOH, b epruvete, 2 kapalice,
oy 1 anana L
Radnom listicu) c=2mol L, Kivi zelatina

destilirana voda

kuhalo za vodu ili
plamenik i stalak za

Ucenicki pokus
(Pokus 2 u Radnom

destilirana voda

svjeZ ananas
konzervirani ananas

plamenik, 3 staklene
¢ase od 100 mL, staklena

listicu) banana ¢aSa od 200 mL, 4
Kivi Petrijeve zdjelice, Zlica,
pinceta, stakleni Stapic,
laser
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Kako bi se nastavnik upoznao s tijekom i ishodima pokusa, prikazani su rezultati kroz slike

M4.(a)-M4.(Kk). Kraj svakog koraka zapisano je pojasnjenje izvedbe.

Slika M4.(a)

U staklenu ¢asu od 100 mL doda se 10 g
Zelatina 1ili sadrZaj jedne vrecice, 1 pomijeSa
sa 6 zlice hladne vode te ostavi 10 minuta da
nabubri. Nakon toga se ¢asa uroni u veéu
staklenu ¢asu s kipu¢om vodom 1 sadrzaj se
mijeSa sa staklenim Stapi¢em do tekuce
konzistencije. Isti postupak se ponovi jo$
dva puta. U jednu casu se potom dodaju
komadi¢i svjezeg ananasa, a u drugu
komadi¢i ananasa iz konzerve. Casa se
ostavi na sobnoj temperaturi sve dok se vise
ne opazaju promjene (10-15 min).

Slika M4.(b)

Slika M4.(c)

Case sa zelatinom i konzerviranim ananasom nakon 15 min. Zelatina je ¢vrste konzistencije,

a komadic¢i ananasa su nepomicni.
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Slika M4.(d) Slika M4.(e)

Case sa zelatinom i svjezim ananasom nakon 15 min. Zelatina je tekuée konzistencije, a

komadi¢i ananasa se gibaju slobodno u Zelatini.

Slika M4.(f) Slika M4.(g)

U zasebnoj casi pripremi se Zelatina na isti na¢in kao u prvom koraku i izlije se u Petrijevu
zdjelicu u koju se doda nekoliko komadi¢a banane. Nakon 15 min, konzistencija Zelatine
testira se pomocu staklenog Stapic¢a, kojim se pritisne povrSina zelatine. Vidljivo je kako

Stapi¢ ne prodire kroz zelatinu.
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Slika M4.(h) Slika M4. (i)

U Petrijevu zdjelicu doda se zelatina i nekoliko komadi¢a prethodno zagrijanog ananasa
(ananas se ostavi u kipuc¢oj vodi 5 min). Nakon 15 min vidljivo je kako Stapi¢ ne prodire kroz

zelatinu.

Slika M4.(j) Slika M4.(K)

U Petrijevu zdjelicu doda se Zelatina i nekoliko komadi¢a svjezeg kivija. Nakon 15 min

vidljivo je kako Stapi¢ prodire kroz Zelatinu do dna Petrijeve zdjelice.
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Zelatina je u svim koracima pripremljena na jednak nagin, kao §to je opisano kraj slike
M4.(a). Zelatina se ne priprema prema uputama na vreéici, nego se dodaje malo veca koli¢ina
vode kako bi rezultati pokusa bili lakse vidljivi. U suprotnom, bilo bi potrebno dodati
znacajno vecu koli¢inu voc¢a. Alternativno, moze se koristiti sok iz voca.

Nakon §to se voée stavi u casu ili Petrijevu zdjelicu zajedno sa Zelatinom, posuda se
ostavlja na sobnoj temperaturi. Da bi rezultati pokusa bili §to prije vidljivi, posuda se moze
staviti u zamrziva¢ 5-10 min ili na vrh posude ispunjene ledom.

Nakon §to Zelatina nabubri, moze se zagrijavati na plameniku, no postoji opasnost od
zagorijevanja zelatine na dnu ¢ase, pa se preporuca zagrijavanje u vodenoj kupelji.

Obzirom na razlicite rezultate pokusa, stakleni Stapi¢ ne smije se koristiti u razli¢itim

Petrijevim zdjelicama ili ¢aSama ukoliko prije nije ociS¢en.

8.4.2. Nastavna priprema

Nastavna cjelina: Kemija odabranih biomolekula

Nastavna jedinica: Enzimi

Cilj: Objasniti mehanizam djelovanja enzima pomoc¢u modela 'kljué-brava'. Izdvojiti vrste
interakcija koje uzrokuju specificnost enzima prema supstratima, te na temelju proteinske
prirode enzima prepoznati koji uvjeti okoline su vazni za njihovo djelovanje. Usporediti na¢in

djelovanja kompeticijskog i nekompeticijskog inhibitora.

Potrebna predznanja i vjestine:
e nabrojati fizikalna i kemijska svojstva proteina
e objasniti utjecaj katalizatora na brzinu kemijske reakcije

e prepoznati strukturu peptidne veze

Obrazovni ishodi:
e definirati enzime kao bioloske katalizatore
e usvojiti dogovoreni shematski prikaz djelovanja enzima na modelu 'kljuc¢-brava’
e interpretirati pojmove: aktivno mjesto, specifi¢éno djelovanje enzima
e identificirati vrste nekovalentnih interakcija izmedu enzima i supstrata

e nabrojati vrste inhibitora
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Tablica M5. Tijek nastavnog sata prikazan preko etapa, aktivnosti nastavnika i ucenika i

socioloskih oblika rada.

ETAPA . . C
NASTAVNOG Aktivnosti nastavnika Aktivnosti | Socioloki
SATA ucenika oblici rada
Nastavnik pocinje nastavni sat
demonstracijskim pokusom s ciljem
motivacije za upoznavanje nove nastavne Frontalni
jedinice — Enzimi. Nastavnik izvodi Pokus 1
(vidi Radni listi¢) i vodi diskusiju na temelju
opazanja tijekom Pokusa 1. Ucenici zapisuju
opazanja i
Po zavrsetku Pokusa 1, ucenici se upucuju rjeSavaju zadatke
da zapi$u opazanja i rijeSe zadatke 1.-5. iz iz Radnog listi¢a. | Individualni
Radnog listica.
Nastavnik provjerava rjeSenja i kroz
raspravu pomaze u¢enicima povezati Nastavnik proziva
makroskopske promjene sa simbolickim ucenika koji ¢e
prikazom. Promjena boje otopine ukazuje na | strukturnim
prisutnost peptidne veze u molekuli biureta, | formulama
- a time i u uzorku zelatine i ananasa. Opis na | napisati
Uvodni dio . cr : : y
simbolickoj razini objasnjava pojavu jednadzbu
. ljubicastog obojenja u epruveti s ispitivanim | kemijske reakcije
15 minuta .
uzorkom. iz zadatka 2.
Nakon demonstracijskog pokusa slijedi
diskusija. Nastavnik postavlja pitanja Frontalni
ucenicima s ciljem prepoznavanja proteinske
strukture Zelatine, te s druge strane
prisutnosti spojeva proteinske grade u vocu
(ananasu). Nastavnik to postize ispitivanjem
ucenika iz kojih se izvora dobiva zelatina
(zbog Cega i jest gradena od proteina), na §to
o¢ekuje odgovor da je zivotinjskog Ucenici sudjeluju
porijekla. Poznato je pak da su glavni u raspravi i nude
sastojci voca voda i ugljikohidrati, te u rjeSenja.
manjoj mjeri proteini. Dakle, nastavnik
navodi ucenike da se struktura Zelatine moze
prikazati kao polipeptidni lanac, dok voce u
svojem sastavu sadrzi spojeve koji su
proteinske strukture.
Nastavnik trazi od ucenika da izvedu grupni | Ucenici slijede Grupni rad

pokus prema uputama na Radnom listi¢u

upute i izvode

(Pokus 2). Pokus 2.
Sredisnji dio Nastavnik za to vrijeme obilazi grupe i UCcenici sudjeluju
uvjerava se da ucenici tocno slijede opisane | u diskusiji i
45 min korake. Ucenici samostalno izvode pokus od | popunjavaju
pocetka do kraja. Radni listi¢
(Pokus 2).
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Nastavak tablice M5.

Zavrsni dio

30 min

Kada su sve grupe izvele pokus i rijesile
Radni listi¢ (ili veéi dio), nastavnik pokrece
diskusiju s cijelim razredom i provjerava
ucenicke odgovore na pitanja u Radnom
listi¢u. Nastavnik najprije zapisuje tijekom
opazanja pokusa na ploc¢u (prikazano u Planu
ploce).

Nastavnik se uvjerava da su ucenici
prepoznali da je zelatina primjer koloidnog
sustava, Cija je karakteristika rasprSivanje
zraka svjetlosti ¢ija valna duljina je veca od
veli¢ine dispergiranih Cestica (Tyndallov
fenomen).

Nastavnik bi trebao naglasiti da pojam
zelatina oznacava praskastu tvar koju ucenici
koriste u pokusu, ali u pravilu se odnosi na
koloidni sustav koji nastaje dispergiranjem
praskaste (Cvrste) zelatine u vodi.

Poticuci raspravu i objasnjenje opazanja,
nastavnik vodi uc¢enike do razumijevanja sol-
gel procesa. Najprije dolazi do bubrenja
zelatine u vodi, u kojem ona upija veliku
koli¢inu vode. Potom se zagrijava,
konzistencija postaje tekuca, a daljnjim
hladenjem nastaje gel.

Ucenici se dosjecaju pojmova sol i gel i
medusobnog prijelaza tih dviju struktura.
Nastavnik ponavlja definiciju sola i gela.
Bitno je naglasiti kako je konac¢ni oblik
zelatine primjer gela, mreZaste strukture u
koju je uklopljena voda. Dodatkom voca u
zelatinu, dolazi do enzimski katalizirane
reakcije u kojoj enzimi iz voca cijepaju
peptidne veze u zelatini. Na taj nacin
objasnjena su opazanja u slucaju kada je
nakon duzeg stajanja, zelatina bila tekuce
konzistencije u posudama sa svjezim
ananasom i kivijem.

Potom nastavnik trazi od ucenika objasnjenje
predvidanja ishoda pokusa u slucaju kad se
vocée zamrzne pa vrati na sobnu temperaturu.
Ucenici trebaju objasniti kako zamrzavanje ne
utjece na aktivnost enzima, ukoliko oni
postoje u vocu. Takoder komentiraju svjeze
voce (banana ili voc¢e po izboru) koje ne utjece
na strukturu Zelatine jer ne sadrZzi proteoliticke
enzime.

Ucenici u biljeznicu
zapisuju opazanja
tijekom pokusa.

Ucenici aktivno
sudjeluju u diskusiji
Citajudi vlastite
odgovore i
objasnjavajuci ih.

Frontalni
rad
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Nastavak tablice M5.

Nakon diskusije i provjere ¢itavog Radni
listi¢a, nastavnik uz pomo¢ u¢enika naéini
zakljucak koji se zapise na plocu (vidjeti
Plan ploce prema nastavnoj pripremi, Slika
M11.). Nastavnik definira enzime kao
biokatalizatore, objasnjava nomenklaturu
enzima, model enzimske reakcije 'kljuc-
brava' i energijski dijagram enzimske
reakcije.

Nastavnik mozZe napomenuti da iz
energijskog dijagrama proizlazi da enzim
stabilizira prijelazno stanje kemijske
reakcije. Model ‘kljuc-brava’ je
pojednostavljen prikaz djelovanja enzima.
Naime, najve¢a komplementarnost ostvaruje
se izmedu enzima i prijelaznog stanja, a ne
izmedu enzima i supstrata.

Na kraju spominje da postoje tvari koje
zaustavljaju enzimsku djelatnost u stanici, a
to su inhibitori i ukratko objasnjava koje
vrste inhibitora postoje.

Ucenici aktivno
sudjeljuju u
kreiranju plana
ploce i zapisuju
ga.
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Radni listi¢
POKUS 1. Biuret reakcija (demonstracijski pokus)
Vidjeti tablicu M4.

U epruvetu El se doda komadi¢ fino usitnjenog ananasa, a epruveta E2 se do polovice ispuni
teku¢om Zelatinom. U obje epruvete se doda po nekoliko kapi otopine bakrova(ll) sulfata i
natrijeve luzine.

1. Promotrite demonstracijski pokus kojeg izvodi nastavnik i zabiljeZite opaZanja.

Dodavanjem zaluzene otopine bakrova(ll) sulfata u uzorak zelatine i ananasa, te muckanjem
sadrzaja epruvete, modra boja otopine bakrova(Il) sulfata prelazi u tamno ljubicastu.

2. Promjena koju ste vidjeli naziva se biuret reakcija, a ime je dobila po kemijskom spoju,
biuretu, koji takoder daje ljubiCasto obojenje S reagensom koristenim u prethodno opisanoj
kemijskoj reakciji. Biuret nastaje spajanjem dviju molekula uree, uz izdvajanje molekule
amonijaka. Strukturnim formulama prikazi jednadzbu kemijske reakcije koja prikazuje
nastajanje biureta.

0 O O
A
2 )}\ - )k J\ + NH3
HN NH, H,N H NH,

3. Na temelju strukture molekule spoja poznatog pod imenom biuret, napisSite koja vrsta
bioloski vaznih spojeva se dokazuje biuret reakcijom.

Zbog prisutnosti peptidne veze, proteini daju pozitivan test na biuret reakciju.

4. Na slici je prikazana struktura molekule kompleksnog spoja koji nastaje u epruveti.
Objasnite zasto dolazi do promjene boje u uzorcima Zelatine i ananasa.

NHz NH2
O==C_ C==0
NH HN'
O=c Tl )
NH : H
2 cuz+ NH2
NH, 3 NH2
o==C # . £=O
NH HN'

// \\
Oo=C C==0
NHz NH2

Slika M6. Struktura kompleksnog spoja iona bakra(ll) i biureta.™
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U epruveti dolazi do stvaranja kompleksnog (koordinacijskog) spoja, u kojem su molekule
birueta donori dusikovih atoma, koji ulaze u koordinacijsku sferu bakrova(ll) iona. Interakcije
je uspostavljena izmedu iona bakra i elektronskog para dusikovih atoma peptidne veze.

Kada bijela svjetlost pada na sadrzaj epruvete, dolazi do apsorbiranja odredene valne duljine.
Ostatak svjetlosti koja prolazi kroz sadrzaj epruvete vidimo kao odredenu boju (ovdje,
ljubicastu). Mnogi koordinacijski spojevi i njihove otopine su obojeni, §to se u ovom primjeru
koristi kao brzi test za identifikaciju tvari koje sadrze 1 proteine.

5. Sto zakljuGujete o kemijskoj strukturi voéa (ananasa) i zelatine na temelju opaZanja?

Na temelju opazanja, zakljuCuje se da u uzorku zelatine i ananasa postoje proteini (pozitivan
test na peptidne veze).

POKUS 2:

Pribor i kemikalije: destilirana voda, svjez i konzervirani ananas, banana, kivi, 3 staklene ¢ase od
100 mL, staklena ¢asa od 200 mL, 4 Petrijeve zdjelice, Zlica, pinceta, stakleni Stapi¢, kuhalo za vodu,
laser

KORAK 1 U staklenoj ¢asi od 100 mL pomijesajte sadrzaj jedne vreéice zelatine sa 6 zlica
vode, promijesajte i ostavite 10 minuta. Isti postupak ponovite u jo§ 2 staklene ¢ase od 100
mL. Case oznagite slovnim oznakama A, B, C. Zapisite opaZanja neposredno nakon mijesanja
zelatine s vodom te nakon 10 minuta.

Neposredno nakon mijeSanja, smjesa Zelatine 1 vode je tekuce konzistencije, a nakon 10
minuta je ¢vrste konzistencije.

KORAK 2 Casu od 200 mL ispunite do pola kipuéom vodom i u nju uronite ¢asu A te sadrzaj
mijesajte staklenim Stapi¢em, sve dok viSe nema promjene u konzistenciji. Potom u ¢asu A
dodajte nekoliko komada svjezeg ananasa. Ponovite isti postupak sa ¢asom B, ali u nju
dodajte nekoliko komada ananasa iz konzerve. Case A i B ostavite po strani 15 minuta ili sve
dok vise nema vidljivih promjena. Potom u ¢asu s kipu¢om vodom stavite nekoliko komadica
svjezeg ananasa i ostavite 5 minuta pa izvadite pomocu pincete.

KORAK 3 U 3 Petrijeve zdjelice dodajte redom po nekoliko komadiéa: prokuhanog ananasa,
svjeze banane i svjezeg kivija - tako da svaka Petrijeva zdjelica sadrzi jednu vrstu voc¢a. U
¢asu s kipu¢om vodom uronite ¢asu C te staklenim Stapi¢em mijeSajte sadrzaj ¢aSe sve dok
viSe nema promjene u konzistenciji. Potom u Petrijeve zdjelice dodajte sadrzaj ¢ase C tako da
je voc¢e u potpunosti prekriveno. Petrijeve zdjelice takoder ostavite 15 minuta ili dok viSe
nema vidljivih promjena.

KORAK 4 Uzmite ¢asu A ili B (neovisno o vremenu koje je proslo) te usmjerite laserski
snop tako da prolazi kroz sadrzaj CaSe. ZapiSite opazanja i objasnite. Kako se naziva ta
pojava?
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Laserska zraka je vidljiva pri prolasku kroz zelatinu jer dolazi do rasprSenja svjetlosti na
Cesticama koje su vece od valne duljine laserske svjetlosti. Ta pojava naziva se Tyndallov
fenomen.

PITANJE 1 Kako se naziva vrsta disperznih sustava u kojima veli¢ina disperzne faze iznosi 1
do 200 nm i daju pozitivan test na pojavu iz Koraka 4?

Koloidni sustavi.

PITANJE 2 Navedite ishodnu tvar za pripremanje disperznog sustava iz Pitanja 1. Napisite
agregacijsko stanje disperzne faze, disperznog sredstva i dva imena sustava kojim opisujemo
tvar iz pokusa.

Primjer koloidnog sustava koriStenog u pokusu je Zelatina. Disperzna faza je Cvrsta, a
disperzno sredstvo tekuce. Zelatinu opisujemo kao sol i gel.

PITANJE 3 U Koraku 1 ste pomijesali Zelatinu s vodom. Procitajte vlastita opaZanja i
odgovorite na pitanje. Kako se naziva proces u kojem neka tvar upija veliku koli¢inu otapala,
pri ¢emu dolazi do povecanja volumena te tvari?

Bubrenje.

PITANJE 4 Zelatina je organski spoj graden od aminokiselinskih ostataka, u obliku dugackih
lanaca. U vodi se ti lanci na nekim mjestima medusobno povezuju nekovalentnim vezama i
tako Cine mrezastu strukturu, unutar koje je uklopljena tekuca faza. Koji od dva sustava iz
Pitanja 2 je time opisan?

Gel.

ZADATAK 1 U tablicu 1. unesite opazanja tijekom pokusa nakon §to vise nema vidljive
promjene u ¢aSama i u Petrijevim zdjelicama. Ispunite prva dva stupca tablice.

Tablica 1. Opazanja tijekom pokusa

VOCE OPAZANJA PROTEAZA
svjez ananas Zelatina je tekuée konzistencije +
konzervirani ananas zelatina je ¢vrste konzistencije -
zagrijani ananas zelatina je ¢vrste konzistencije -
svjez kivi Zelatina je tekuce konzistencije +
svjeza banana zelatina je Cvrste konzistencije -

PITANJE 5 Promotrite postupak i opazanja tijekom pokusa. Koja dva ¢imbenika utjecu na
konzistenciju zelatine?
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Na konzistenciju zelatine utjeCe vrsta voca, kao i metoda kojom je voce prethodno bilo
tretirano.

ZADATAK 2 Enzimi su katalizatori reakcija u stanicama, a vrsta enzima koji razgraduju
proteine nazivaju se proteaze. Na koji stupanj strukture proteina utje¢u protaze? Objasnite.

Proteaze utjeCu na primarnu strukturu proteina na nacin da cijepaju peptidnu vezu izmedu
aminokiselinskih ostataka u polipeptidnom lancu.

PITANJE 6 Pri zagrijavanju enzima na temperaturu iznad 42 °C dolazi do njihove
denaturacije. Koji stupanj strukture proteina se pritom gubi? Sto to znaci za enzim?

Prilikom denaturacije gubi se sekundarna i tercijarna (i kvaterna, ukoliko postoji) struktura
proteina. To znaci da se gubi svojstvo enzima da katalizira reakcije u stanicama.

ZADATAK 3 Ispunite treci stupac tablice u Zadatku 1. Za uzorke voca u kojima se nalaze
proteaze dodaj +, odnosno — ukoliko ih nema.

ZADATAK 4 Ukoliko bi se nekoliko komadic¢a svjeZzeg ananasa ohladilo na temperaturu
ispod 0 °C, a potom ostavilo na sobnoj temperaturi sve dok se u potpunosti ne odmrzne i
ponovio prethodno opisani pokus, pretpostavite sto bi se dogodilo sa zelatinom? Objasnite.

Zelatina bi bila tekuée konzistencije. Hladenjem proteini (enzimi) ne gube svojstva i funkciju.

ZADATAK 5 Ukoliko bi se nekoliko komadi¢a svjeze banane zagrijalo u kipucoj vodi 5
minuta, ohladilo na sobnu temperaturu i ponovio pokus, $to bi se dogodilo sa Zelatinom?
Pretpostavite $to bi se dogodilo u sluc¢aju zamrzavanja i ponovnog zagrijavanja na sobnu
temperaturu? Objasni.

Obzirom da se konzistencija Zelatine nije promijenila koriste¢i svjezu bananu, moze se
zakljuciti da banana ne sadrzi proteaze. Prema tome, zagrijavanje i hladenje ne uzrokuje
promjenu na zelatini.

ZADATAK 6 Promotrite ¢asu u kojoj se nalazi zelatina i svjez ananas. Objasnite opazanja.

Ananas sadrzi enzim (proteazu) koja ima mogucnost cijepanja peptidnih veza u Zelatini.
Uslijed naruSavanja strukture gela, dolazi do oslobadanja vode koja je uklopljena u njegovu
mrezastu strukturu.

PITANJE 7 Bromelain je kemijski spoj prisutan u ananasu koji uzrokuje ljubic¢asto obojenje
uzorka pri izvodenju Biuret reakcije. lako nema mnogo dokaza, ananas se preporucuje kao
dodatak prehrani pri naticanju sinusa i desni, pa ¢ak 1 za smanjivanje osjecaja boli. Sto je,
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prema tome, vazno znati pri odabiru i kupnji ananasa? Odgovor temeljite na opazanjima

tijekom pokusa.

Obzirom da je bromelain protein (enzim), osjetljiv je na temperaturu pa je stoga vazno da je
ananas svjeZ. Konzervirani ananas je steriliziran (zagrijan na temperaturu iznad 100 °C) pri

c¢emu dolazi do denaturacije proteina, ¢ime se gubi njegova funkcija.

PITANJE 8 Na poledini paketi¢a Zelatine stoji uputstvo: Zelatina ne uspijeva sa svjezim
ananasom, kivijem, papajom i smokvom. Sto bi se moglo dodati ovom uputstvu, na temelju
opazanja izvedenog pokusa, ukoliko kivi ili ananas ipak Zzeli§ staviti na tortu zajedno sa

zelatinom?

Ananas 1li kivi se moze prethodno zagrijati u kipu¢oj vodi ili pak koristiti konzervirano voce.

8.4.3. Slike i sheme kojima nastavnik nadopunjuje sadrzaj
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Slika M7. Shematski prikaz djelovanja enzima mehanizmom 'klju¢-brava' (preuzeto iz ®)
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Slika M8. Energijski dijagram kemijske reakcije sa i bez enzima (preuzeto iz °)
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Slika M9. Razlika izmedu kompeticijskog i nekompeticijskog inhibitora (preuzeto iz °)

Slika M10. Model interakcije enzima i supstrata na pocetku, u prijelaznom stanju i na kraju

kemijske reakcije — ES-kompleks enzim-supstrat, E-enzim, P-produkt

(preuzeto i prilagodeno prema ')
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Slika M11. Plan plo¢e prema nastavnoj pripremi
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8.5. Zakljucak

Strategija ucenja otkrivanjem ucenicima pruza mogucénost da na temelju vlastitog iskustva i
opazanja rezultata pokusa donose zakljucke o kemijskim zakonitostima. Ova strategija od
nastavnika zahtjeva vise pripreme i planiranje uc¢enickih aktivnosti na temelju ve¢ postojecih
predznanja. Ucenje i razumijevanje kemije je za ucenike lakSe i zanimljivije ukoliko je
nastavnik onaj koji ih poti¢e i vodi u uofavanju promjena, i povezivanju makroskopske,
Cesti¢ne i simbolicke razine upoznavanja pojma. Promjena koja se uvodi u nastavnoj cjelini,
treba biti uocljiva na makroskopskoj razini u pokusu (u¢eni¢ckom ili demonstracijskom).

Cilj metodickog dijela ovog diplomskog rada bio je predloziti ideju enzima kao vrste
proteina koji imaju moguénost cijepanja kovalentnih veza, u ovom slucaju u koloidnom
sustavu — zelatini, otkriti kako temperatura utjeCe na aktivnost enzima iz voca, koristiti model
'kljuc-brava' za opisivanje enzimske reakcije te energijskim dijagramom prikazati snizavanje
energije aktivacije kao objasSnjenje ubrzavanja reakcije u bioloskim sustavima. Nastavna
priprema za jedinicu Enzimi temeljena je na zadanim obrazovnim ishodima prema planu
kurikulumu za etvrti razred gimnazije, najceS¢im ucenickim pogre$nim shvacanjima pojma i
mehanizama enzimski kataliziranih reakcija 1 kritickog osvrta na postoje¢u udzbenicku
literaturu.

U materijalni dio metodic¢ko-didakti¢ke pripreme ukljuena je priprema i upute za
izvedbu ucenickog pokusa koja omogucuje relativno jeftino i Siroko dostupno ucenicko
istrazivanje djelovanja enzima iz voca. Pokus ne zahtijeva koristenje kemikalija, vec
proizvode koji su dostupni u trgovinama hranom pa je prema tome pokus vrlo siguran za
ucenike osnovnoskolske i srednjoskolske dobi. Radni listic namijenjen je grupnom radu
tijekom kojeg ucenici uz minimalnu pomo¢ i usmjeravanje nastavnika otkrivaju zakonitosti,
donose zakljucke 1 predvidaju ishode sli¢nih koraka u pokusu koji se ne izvode. Pri izradi
metodicke pripreme vodeno je racuna o makroskopskoj, Cesti¢noj i, u manjoj mjeri,
simbolic¢koj razini ciljanog kemijskog koncepta. Na makroskopskoj razini ucenici usvajaju
koncepte temeljem opazanja pri izvodenju pokusa, na Cesti¢noj razini koriste se modeli koji
pomazu vizualizaciji apstraktnih medudjelovanja molekula, a na simboli¢koj razini promjene i

pojave opisuju nekim od simbolic¢kih zapisa.

Karla Srnec Diplomski rad



§ 8. Metodi¢ki dio 70

8.6. Literatura

1. M. Sikirica, Metodika nastave kemije, Skolska knjiga, Zagreb, 2003, str. 1-50.

2. M. Lundqyvist, J. Chem. Educ. 91 (2014) 455-456.

3. Kurikulum nastavnog predmeta kemija za osnovne $kole i gimnazije, Ministarstvo znanosti
i obrazovanja, Zagreb, 2019.

4. S. Banerjee, S. Bhattacharya, Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 52 (2011) 334-346.
5. D. Pelc, S. Marion, S. Petrovi¢, Dinamika sol-gel prijelaza Zelatine, Istrazivacki rad,
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 2010, str. 9-12.

6. P. Innocenzi, J. Sol-Gel Sci. Technol. 94 (2020) 544-550.

7. https://www.researchgate.net/figure/Schematic-description-of-the-collagen-hydrolysis-to-
gelatin_figl_319385214 (pristupljeno 20. lipnja 2021.)

8. S. J. Taussig, S. Batkin, J. Ethnopharmacol. 22 (1988) 191-203.

9. M. Boland, Adv. Food Nutr. Res. 68 (2013) 59-80.

10. https://www.ncvvo.hr/nastavni-planovi-i-programi-za-gimnazije-i-strukovne-skole/
(datum pristupa 21. svibnja 20121.)

11. Ispitni katalog iz Kemije, Nacionalni centar za vanjsko vrednovanje, Zagreb, 2021.

12. D. Stricevi¢, B. Sever, Temelji organske kemije udzbenik iz kemije za 4. razred gimnazije,
Profil, Zagreb, 2006, str. 145-149.

13. D. Mrvos-Sermek, M. Kovacevi¢, Kemija 8 udzbenik za 8. razred osnovne skole, Alfa,
Zagreb, 2014, str. 112-116.

14. D. Mrvos-Sermek, M. Kovacevi¢, Kemija 8 radna biljeznica za 8. razred osnovne Skole,
Alfa, Zagreb, 2014, str. 56-58.

15. M. Sikirica, B. Korpar-Colig, Organska kemija udzbenik za 4. razred gimnazije, Skolska
knjiga, Zagreb, 1999, str. 162-164.

16. V. Petrovi¢ Perokovi¢, D. Turéinovi¢, I- Halasz, Kemija ugljikovih spojeva udzbenik
kemije u cetvrtom razredu gimnazije, Skolska knjiga, Zagreb, 2009, str. 174-175.

17. D. L. Nelson, M. M. Cox, Lehninger principles of biochemistry, W.H. Freeman, New
York, 2003, str. 198.

18. https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2019 01 7 149.html

(pristupljeno 15. lipnja 2021.)

19. https://chempinsta.com/biuret-test-principle-reagent-preparation-result-interpretation/
(pristupljeno 17. srpnja, 2021.)

Karla Srnec Diplomski rad



§ 8. Metodi¢ki dio 71

20. A. S. Halim, S. A. Finkenstaedt-Quinn, A. Ruggles Gere, G. V. Shultz, Life Sci. Educ. 17
(2018) 1-12.

21. K. J. Linenberger, S. L. Bretz, Biochem. Mol. Biol. Educ. 43 (2015) 213-222.

Karla Srnec Diplomski rad



§ 9. Zivotopis Ixxii

§9. ZIVOTOPIS

Osobni podatci
Ime i prezime: Karla Srnec
Datum rodenja: 24. ozujka 1997.

Mjesto rodenja: Cakovec

Obrazovanje
2003-2011 Osnovna §kola Petar Zrinski Senkovec
2011-2015 Srednja §kola Gimnazija Josipa Slavenskog Cakovec

2015-2019 Preddiplomski studij Kemija, Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet,

Sveuciliste u Zagrebu

Nagrade i priznanja

2021 Dekanova nagrada za izuzetan uspjeh u studiju

Karla Srnec Diplomski rad



