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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Bakterijska rezistencija

Bakterijska rezistencija predstavlja jedan od klju¢nih izazova u suvremenoj medicini. Prema
izvjestaju Europskog centra za prevenciju i kontrolu bolesti (European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC) iz 2020. godine, primjetan je porast otpornosti na vecéinu
antibiotika diljem Europske unije (EU).! Europska mreZa praéenja antimikrobne rezistencije
(European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, EARS-Net) proucava trendove
bakterijske rezistencije u EU prema bakterijskim sojevima i grupama antibiotika. Escherichia
coli je naj¢es¢i multirezistentni bakterijski soj (44,2%), slijedi Staphylococcus aureus (20,6%),
Klebsiella pneumoniae (11,3%), Enterococcus faecalis (6,8%), Pseudomonas aeruginosa
(5,6%), Streptococcus pneumoniae (5,3%), Enterococcus faecium (4,5%) 1 Acinetobacter
species (1,7%). Navedeni sojevi poznati su kao ESKAPE patogeni. Svake godine, u EU, umre
oko 33 000 ljudi od posljedica multirezistentnih bakterijskih sojeva , §to premasuje smrtnost od
gripe, tuberkuloze i HIV/ADIS-a zajedno. Upotreba antibiotika u EU ostaje visoka s trendom
porasta u nekim zemljama. Nepravilna upotreba, samolijeCenje 1 izloZenost bolnickim
infekcijama doprinose daljnjem razvoju otpornosti bakterija.?

Utjecaj bolesti povezanih s multirezistentnim bakterijskim sojem na ekonomiju i
troSkove zdravstvene skrbi predstavlja veliki izazov na zdravstvene sustave u EU i diljem
svijeta.!* Konvencionalna antibakterijska terapija obi¢no ukljuéuje upotrebu antibiotika kao
samostalnih lijekova ili u kombinaciji s drugima. Medutim, broj antibiotika koji su djelotvorni
protiv ESKAPE patogena opada, a postoji stvarna prijetnja da ¢emo se uskoro naéi u situaciji
bez ucinkovitih sredstava protiv odredenih bakterijskih sojeva. Potreba za novim vrstama
antibiotika koje bi prevladale mehanizme bakterijske rezistencije dugotrajan je i1 slozen
proces.*?

Iz prethodno navedenih razloga pojavili su se pristupi koji ukljuéuju primjenu
antibiotika u kombinaciji s adjuvantima ili inhibitorima rezistencije, terapiju bakteriofagima,
fotodinamsku terapiju, antibakterijska antitijela 1 nanocestice kao antibakterijske agense.

Antimikrobni peptidi (AMP) imaju vaznu ulogu u urodenom imunoloskom sustavu te

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

predstavljaju prvu liniju obrane od patogenih bakterija kod vecéine organizama, ukljucujuci
ljude. Stoga su istrazivanja AMP-a u svrhu antibakterijske terapije ve¢ tridesetak godina u
interesnoj sferi mnogih istrazivaca. +°

AMP se odlikuju po ucinkovitosti i raznolikosti strukture, a mogu se kategorizirati
prema svojim karakteristikama. Mehanizam djelovanja AMP-a obi¢no ukljucuje oStecenje
membranskih struktura bakterija ¢ime mogu nadjacati mehanizme bakterijske otpornosti. Bez
obzira na razli¢ite strukture, AMP imaju sposobnost vezivanja i prodiranja u membrane
bakterija, gdje stvaraju pore ili Supljine, omogucavajuéi unistavanje bakterija. S obzirom na
znaCajne razlike izmedu struktura i sastava prokariotskih 1 eukariotskih membrana,
antimikrobni peptidi pokazuju visoku specifi¢nost prema bakterijskim stanicama.’

U ovom istrazivanju fokus je stavljen na razvoj novih spojeva putem klik kemijske
reakcije izmedu AMP, anoplina 1 indolicidina, s odgovaraju¢im oligonukleotidima.
Oligonukleotidi su odabrani s ciljem optimizacije strukture i poboljSanja antibakterijskih
svojstava spojeva. Eksperimentalni dio ukljucuje karakterizaciju dobivenih spojeva pomocu
razli¢itih  analitickih  tehnika, uklju¢uju¢i UV/VIS spektroskopiju, fluorescencijsku
spektroskopiju, cirkularni dikroizam te elektroforezu. Navedene tehnike omogucuju detaljnu
analizu strukture i svojstva sintetiziranih spojeva, pruzaju¢i uvid u njihovu stabilnost i
interakciju s okolinom. Nadalje, provedena su antibakterijsko testiranje sintetiziranih spojeva
na hranjivoj podlozi kako bi se procijenila njihova antimikrobna uc¢inkovitost. Rezultati ovih
testova dali su uvid u potencijalno klini¢ko zna¢enje novih spojeva u kontroli bakterijskih

infekcija.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi (AMP) su oligopeptidi koji sadrze od pet pa sve do viSe od stotinu
aminokiselina. Do sada je ukupno otkriveno ili sintetizirano viSe od 5000 AMP-a. Prirodni
AMP mogu se pronaci kod prokariota kao i kod eukariota. U Zivotinjama, AMP se obicno
nalaze u tkivima i1 organima koji su izlozeni patogenim organizmima te se smatra da oni
predstavljaju prvu liniju urodene imunoloske obrane protiv virusa, bakterija i gljivica. Stoga

AMP imaju vaznu ulogu u zaustavljanju veéine infekcija prije uzrokovanja raznih simptoma.®
2.1.1. Struktura i aktivnosti antimikrobnih peptida

Antimikrobni peptidi naj¢es¢e imaju strukturu a-zavojnice ili B-ploce, a osim toga mogu imati
produzenu strukturu ili strukturu petlje. Peptidi sa strukturom a-zavojnice su najvise prouc¢avani
AMP. U strukturama o-zavojnice udaljenost izmedu dvije susjedne aminokiseline iznosi
0,15 nm. Najpoznatiji primjeri takvih AMP-a su protegrin, magainin te ciklicki 1 namotani
indolicidin. Peptidi koji sadrze B-ploCu sastoje se od najmanje dva [B-lanca povezanih
disulfidnim vezama. Dok ve¢ina AMP-a pripada jednoj od Cetiri gore navedene skupine, neki
AMP ne pripadaju niti jednoj ili sadrze dvije razli¢ite strukturne komponente. Takoder, mnogi
peptidi tvore svoju aktivnu strukturu samo u interakciji s membranama ciljnih stanica. Jedan
takav primjer je indolicidin. Indolicidin posjeduje globularnu i amfipatsku konformaciju u
vodenim otopinama dok je klinastog oblika u okruZenjima koja oponaSaju lipidni dvosloj.

Jedna vrlo vazna znacajka AMP-a je njihov brzi mehanizam obrane koji kod nekih
AMP-a uspjesno zavrSava nakon nekoliko sekundi od pocetnog kontakta sa stani¢nom
membranom. S obzirom da su AMP sastavljeni od aminokiselina, moguc¢e je modificirati
njihovu strukturu s ciljem poboljSanja stabilnosti i samog u¢inka AMP-a.

Unato¢ mnogim prednostima AMP-a postoje razni izazovi u njihovoj primjeni koji se
pokusavaju prevladati. Negativne strane ukljuCuju njihovu potencijalnu imunogenic¢nost,
osjetljivost na nepovoljne uvjete okolisa, nedostatak selektivnosti prema odredenim sojevima,

visoki trokovi proizvodnje te bakterijska rezistencija na neke AMP-¢.6

Petra Katalini¢ Diplomski rad
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2.1.2. Znacajna svojstva antimikrobnih peptida

Sve do danas nije posve jasna povezanost izmedu strukturnih grupa AMP-a i njihovog nacina
djelovanja te stupnja aktivnosti. Cak i AMP s vrlo sliénim strukturama mogu imati sasvim
razli¢ite mehanizme djelovanja i spektar ciljanih stanica. Struktura AMP-a svakako je vazna,
dok su veli¢ina, naboj, hidrofobnost, amfipaticnost, zavojitost 1 topljivost kljucna fizikalno-
kemijska svojstva za njihovu antimikrobnu aktivnost i specifi¢nost.

Veli¢ina AMP, odnosno duzina lanca je vrlo vazna za njegovu aktivnost jer je potrebno
najmanje 7-8 aminokiselina da bi se formirale amfipatske strukture s hidrofobnim 1 hidrofilnim
povrS§inama na suprotnim stranama peptidne molekule. Takoder duzina AMP moze utjecati 1 na
njegovu citotoksi¢nost.”Duzi peptidi skloniji su agregiranju, a upravo je agregacija kriti¢an
uvjet za toksi¢nost. Razlog tome je snazno povecavanje gustoce lokalnog naboja pri agregaciji
u interakciji sa staniénim membranama.®

Ukupan naboj AMP-a koji je zbroj svih naboja peptida varira od negativnog do
pozitivnog 1 glavni je faktor za pocetnu interakciju sa stanicnim membranama, koje imaju
negatvni potencijal. Promjenom ukupnog naboja AMP-a mogu se promijeniti antimikrobna
svojstva kako bi se postiglo selektivno djelovanje na ciljane bakterijske sojeve.

Zavojitost je manje vazna za aktivnost AMP u usporedbi s drugim faktorima, no bitna
je za odredivanje toksiCnosti prema eukariotskim stanicama. Smanjenje zavojitosti
ukljucivanjem D-aminokiselina u primarni slijed pokazalo je smanjenje hemolitickog ucinka
uz oc¢uvanje antimikrobnog ucinka.

Hidrofobnost takoder utjeCe na aktivnost 1 selektivnost molekula AMP-a jer djeluju u
lipidnom okruzenju, gdje je stabilnost i aktivna konformacija klju¢na za njihovu funkciju.
Optimalna hidrofobnost omogu¢ava AMP da ucinkovito stupaju u interakcije s lipidnim
membranama, dok vrijednosti izvan tog raspona mogu dovesti do destabilizacije ili gubitka
aktivnosti.’

Amfipati¢nost je vazno svojstvo kada je rijeC o interakcijama s membranama
mikroorganizama. Moze se Cak re¢i da je ona vaznija od hidrofobnosti za vezivanje na
membranu bakterija. Amfipatski AMP stupaju u interakciju s polarnim glavama i hidrofobnim
repovima lipidnih membrana. Ovaj dvostruki karakter bitan je za u¢inkovito ciljanje membrana
koje imaju negativno nabijene i hidrofilne povrsine te hidrofobnu jezgru dvosloja.'’ Buduéi da

AMP djeluju u bioloski relevantnom mediju, moraju biti topivi u vodenim otopinama.
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Agregacija molekula AMP-a moze dovesti do gubitka sposobnosti interakcije sa staniénom

membranom, stoga je odgovarajuéa topivost izuzetno vazna.

2.1.3. Glavne kategorije

Antimikrobni peptidi klasificiraju se prema cilju i nacinu djelovanja, a to su: antivirusni,
antibakterijski, antifugalni i antiparazitski peptidi.

Antivirusni peptidi mogu djelovati na nekoliko nacina. Prvo, mogu se integrirati u
virusnu ovojnicu ili staniénu membranu domacina Sto uzrokuje nestabilnost membrane te
sprjeCava viruse da inficiraju stanice. Takoder mogu smanjiti vezanje virusa za stanice
domacina. Drugi nac¢in djelovanja je sprjeCavanje ulaska virusnih Cestica u stanice domacina
blokiranjem specifi¢nih receptora na membranama stanica. Osim toga, neki antivirusni peptidi
mogu proci kroz stani¢nu membranu i promijeniti genetski profil stanica domacina, §to pomaze
obrambenom sustavu u borbi protiv virusa te blokiranju ekspresije virusnih gena.

Antibakterijski peptidi su naj¢eS¢e proucavani, a vecina njih su kationski peptidi koji
ciljaju bakterijske stani¢ne membrane te uzrokuju njihovo raspadanje. Ovi peptidi ¢esto imaju
amfipatsku strukturu s hidrofilnim i hidrofobnim dijelovima, Sto im omogucuje vezanje za
razli¢ite komponente membrane. Zanimljivo je da neki antibakterijski peptidi mogu ubiti
bakterije ¢ak 1 pri niskim koncentracijama, a da pritom ne oStecuju membranu. Umjesto toga,
djeluju inhibiraju¢i vazne unutarstani¢ne procese poput replikacije DNA i sinteze proteina.
Neki antibakterijski peptidi, poput nisina i vankomicina, pokazali su sposobnost ubijanja
bakterija koje su otporne na antibiotike.'!

Sli¢no antibakterijskim peptidima, antifugalni peptidi bore se protiv gljivica ciljajuci
stani¢nu stijenku ili unutarstani¢ne komponente. Medutim, bakterijska membrana i gljivicna
stanina stijenka sadrze razli¢ite komponente. Na primjer, hitin izgraduje gljivi¢ne stani¢ne
stijenke, a neki antifugalni peptidi imaju sposobnost vezanja za hitin. Takva sposobnost vezanja
pomaze antifugalnim peptidima efikasno ciljanje gljivi¢nih stanica. Iako vecina antifugalnih
peptida ima polarne i neutralne aminokiseline u svojoj strukturi, ne ¢ini se da postoji jasna
povezanost izmedu strukture peptida i vrste stanica na koje ciljaju.

Antiparazitski peptidi su manja skupina u odnosu na prethodno navedene kategorije.
Prvi otkriveni antiparazitski peptid je magainin koji moze ubiti papucicu Paramecium

caudatum. Tako su neki parazitski mikroorganizmi visestanicni, na¢in djelovanja antiparazitskih
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peptida je isti kao i kod drugih AMP-a. Oni djeluju na stanice direktnim interakcijama sa

stani¢nom membranom.®
2.1.4. Mehanizmi djelovanja

Kao $to je prethodno opisano, AMP ubijaju stanice ometanjem cjelovitosti membrane,
inhibicijom proteina, ometaju¢i sintezu DNA/RNA ili interakcijom s odredenim
unutarstani¢nim komponentama. AMP mogu biti kationski i anionski te su u pravilu uc¢inkoviti
samo protiv jedne klase mikroorganizama (npr. protiv bakterija ili gljivica). Medutim, postoje
1 iznimke, kao S$to je indolicidin koji moze ubiti bakterije, gljivice te virus humane
imunodeficijencije (HIV). !2

Cak i ako su ciljane unutarstaniéne komponente, za antimikrobne aktivnosti aktivnih
AMP-a, potrebna je pocetna interakcija s membranom stanice. Ve¢ina AMP-a koji djeluju na
membranu su amfipatske molekule, §to znaci da imaju kationske 1 hidrofobne povrSine. Ova
znaCajka osigurava pocetnu elektrostatsku interakciju s negativnom naelektriziranom
staniénom membranom i ulazak u unutrasnjost membrane. Djelovanje AMP-a ne zaustavlja se
nakon te pocetne interakcije. Hidrofobni dio AMP-a pomaze u ubacivanju molekule AMP-a u
stani¢énu membranu, stoga su uklju¢ene uglavnom ionske i hidrofobne interakcije.

Na slici 1. prikazani su neki mehanizmi djelovanja membranski aktivnih antimikrobnih
peptida. U modelu bacve 1 Stapica, prikaz (A), molekule antimikrobnih peptida umecu se
okomito u membranu. Male povrSine membrane prekrivene su molekulama AMP-a s
hidrofobnim stranama okrenutim prema unutra, ostavljaju¢i pore u membrani vidljive su u
modelu tepiha na prikazu (B). Model toroidalnih pora, prikaz (C), podsjec¢a na model bacve 1
Stapica. Razlika je u tome §to su AMP uvijek u kontaktu s fosfolipidnim glavama membrane.

Plava boja predstavlja hidrofobne dijelove AMP, dok crvena predstavlja hidrofilne.
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Stani¢na membrana AMP u vodenoj otopini
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Slika 1. Shematski prikaz nekih mehanizama djelovanja membranski aktivnih AMP-a.
(A) predstavlja model bacve 1 Stapica, (B) model tepiha, a (C) model toroidalnih pora.

(preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora®)

U ranim istrazivanjima antimikrobnih peptida smatralo se da je permeabilizacija
bakterijske stani¢ne membrane primarni mehanizam djelovanja. Pretpostavljalo se da bi AMP
trebali biti koriSteni u koncentracijama dovoljno visokim da bi mogli ubiti mikroorganizme
naruSavajuéi integritet membrane stvaranjem kanala i pora. Otkri¢e da neki AMP mogu nastetiti
ciljnim stanicama bez uzrokovane permeabilizacije membrane sugerira da postoje i drugi
mehanizmi aktivnosti. Tako unutarstani¢ni aktivni AMP medudjeluju s ciljnim komponentama
unutar stanice. Primjerice, indolicidin je pokazao sposobnost selektivnog vezanja za DNA s
ciljanom sekvencom.!? Neki AMP, poput PR-39, mogu ¢ak i inhibirati sintezu DNA i proteina.
PR-39 antimikrobni je peptid iz crijeva svinja koji ubija bakterije djelujuci kao proteoliticki

agens zaustavljajuéi sintezu proteina i DNA °©.
2.1.5. Indolicidin

Indolicidin je kationski antimikrobni peptid izoliran iz citoplazmatskih govedih neutrofilnih

granulocita. Pripada skupini antimikrobnih peptida (AMP) koje proizvode eukariotske stanice
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i sudjeluju u odrzavanju tzv. urodenog imuniteta. Sastoji se od samo 13 aminokiselina, a ima
najvisi udio triptofana od svih poznatih proteina. Prirodno ima amidnu skupinu na
karboksilnom kraju. Ne posjeduje strukturu a-zavojnice niti B-ploce ¢ak ni u okolini koja
oponasa stanicnu membranu. Indolicidin je posebno poznat po tome Sto pokazuje aktivnost
protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kao i gljivica. lako ima baktericidno
djelovanje i permeabilizira bakterijske membrane ¢ime inhibira transkripciju i replikaciju,
pritom ne razgraduje bakterijske stanice. Peptidi koji ne razgraduju stanice nazivaju se

patogenezom povezani peptidi, odnosno PR peptidi (engl. Pathogenesis-related peptides).'* '

2.1.6. Anoplin

Anoplin, izoliran iz otrova solitarne ose Anoplius samariensis najkraci je, amfipatski, linearni
antimikrobni peptid koji ima strukturu a-zavojnice. Graden je od samo 10 aminokiselina.
Pokazuje Sirok spektar bioloskih aktivnosti, ukljucujuéi antibakterijske, antitumorske i
protuupalne. Anoplin izvrSava svoju funkciju direktnom interakcijom s anionskim lipidnim
dvoslojem 1 bioloskim membranama poput ionskih kanala, zatim selektivnim vezanjem na
bakterijsku DNA ili inhibicijom ATP sintaze. Zahvaljuju¢i svojoj jednostavnoj strukturi i vrlo
slaboj homoliti¢koj aktivnosti'’, anoplin pokazuje superiornost u kemijskoj manipulaciji,
studijama odnosa strukture 1 aktivnosti, mehanizmima djelovanja i medicinskoj primjeni, Sto

ima veliki potencijal kao nova vrsta antibiotika ili antikancerogenih lijekova.'®

2.2. KIik reakcija bez bakra

Klik kemija je Siroko rasprostranjena zbog svoje ucinkovitosti, selektivnosti 1 jednostavnosti.
Klik je svaka reakcija koja omogucuje ucinkovito povezivanje manjih jedinica s
makromolekulama u postupku koji se sastoji od jednog koraka s pojednostavljenim uvjetima
reakcije. Izraz klik odnosi se na reakcije koje se mogu provesti bez kromatografskog
proc¢is¢avanja u lako uklonjivim otapalima. Takvi postupci mogu ukljucivati Sirok raspon
reakcija s razli¢itim mehanizmima pod uvjetom da slijede zajednicki reakcijski put. Bakrom
katalizirana reakcija izmedu azida i terminalnih alkina klasican je primjer klik reakcije, a sama

reakcija prikazana je na slici 2. Funkcijske skupine, azidi i alkini, kombiniraju se kako bi se
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stvorio peteroclani prsten triazola. Navedena reakcija ima razne primjene u reakcijama sinteze

1 modifikacije molekula, u biokemiji, biologiji, kemiji polimera, materijala, lijekova 1 dr.

R1
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Cu(l) NT SN
. S e
R — \ZQ
R2

Slika 2. Bakrom katalizirana cikloadicija izmedu azida i alkina (preuzeto i prilagodeno iz

literaturnog izvora'?)

Takoder, bakrom potpomognuta azid-alkin adicija (Cu assisted azide-alkyne
cycloaddition, CuAAC) daje vrlo visoke kemijske prinose, ne stvara nezeljene nusprodukte,
stereospecificna je i regiospecificna. Azid je Siroko koristena funkcijska skupina koja se moze
ugraditi u mnogo bioloskih molekula hrane¢i stanice ili organizme je azid. Obiljezja, lokacija 1
dinamika azidom oznacenih biomolekula mogu se pratiti nakon kemijske ligacije sa probama
koje nose komplementarnu funkcionalnost. Upravo se azidi zbog svojih svojstava koriste u
bakrom kataliziranim klik reakcijama.’

Cilj klik reakcija je minimizirati upotrebu otapala i reagensa, smanjiti korake
proc¢iS¢avanja i koristenje zastitnih skupina. Problem kod CuAAC reakcija je u tome $to bakar
(I) ima nezeljenu citotoksi¢nost ¢ak i pri niskim koncentracijama. Reakcija azida s napetim
alkinima (Strain promoted azide-alkyne cycloaddition, SPAAC), poput ciklooktina,
prihvatljivija je jer se triazolni produkt dobiva bez koristenja toksi¢nog katalizatora — bakra.!>?

Dodavanje elektronegativnih atoma fluora na prvu zasi¢enu vezu nakon trostruke veze
u molekuli ciklooktina drasticno povecava brzinu njegove reakcije s azidima. Povecanje brzine
reakcije moze se posti¢i i uvodenjem dva benzenska prstena ¢ime se povecava energija
napetosti. Dibenzociklooktini su stabilni, no jedan dodatan stupanj nezasi¢enosti u prstenu
stvara enin koji je izrazito nestabilan 1 reaktivan. Pri dizajniranju novih funkcionalnih
ciklooktina naglasak je na uspostavljanju ravnoteZe izmedu stabilnosti i reaktivnosti.'”

U kontekstu ovog istrazivanja, klik reakcija bez bakra koristit ¢e se za povezivanje
proteina (antimikrobnih peptida) i DNA oligonukleotida. Konjugati proteina i DNA cesto su

koriSteni u posljednje vrijeme zbog prednosti koje pruzaju obje komponente. Proteini

kataliziraju kemijske reakcije 1 ostvaruju interakcije s ligandima, dok se DNA moze koristiti za
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pozicioniranje molekule od interesa s nanometarskom preciznos¢u. Reakcija ukljucuje
koriStenje reagensa N-hidroksisukcinimid dibenzociklooktin (DBCO-NHS). NHS se veze na -
NH: skupine peptida; postoji mogucénost da se veze bo¢ni ogranak ili na N-kraj. Ovim
postupkom se reagens DBCO-NHS vezao za peptid. U drugom koraku pripreme prije klik
reakcije provodi se transfer azida na oligonukelotidima. Za ovo istrazivanje osigurani su
oligonukleotidi koji na 3’ kraju posjeduju amino modifikaciju, odnosno alkilni lanac -
CsH13NHo». Oligonukleotidi su odabrani tako da prilikom postupka smatanja tvore nanoporu.
Krajnja -NH> skupina oligonukleotida prevodi se u azid. Idu¢i korak je klik reakcija izmedu
azidom modificiranog oligonukleotida i navedene skupine DBCO. Ova reakcija sprjecava

ostecenje ili gubitak aktivnosti proteina uzrokovanog bakrom, vidljivo na slici 3.

DBCO-NHS azidom modificirani oligo
&> & "\~
1.5h, RT 19 h, AT
7.4 DBCO DH 7.4

modificirani ANMP

— BLe N

peptid-oligonukleotid konjugat

Slika 3. Shematski prikazan reakcijski niz povezivanja AMP s oligonukleotidima koriste¢i

azid-dibenzociklooktin reakciju.

Istovremeno, klik kemija osigurava visoku uc¢inkovitost sprezanja oligonukleotida s proteinom
i dobru kontrolu stehiometrije kroz biokompaktibilnost. S obzirom na dostupnost
oligonukleotida s azidnim modifikacijama na 5’ 1 3° krajevima, kao i na unutarnjim pozicijama,
navedena metoda otvara mogucénost povezivanja proteina na bilo koju poziciju na DNA

oligonukleotidima.?!
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2.3. Metode ispitivanja polaznih spojeva i produkata

2.3.1. UV/VIS spektrofotometrija

Ultraljubic¢asto (UV) 1 vidljivo zracenje (VIS) dijelovi su elektromagnetskog spektra koji
ukljucuje 1 druge oblike zracenja poput radio, infracrvenog ili rendgenskog. Energija izrazena
u dzulima (J), povezana s elektromagnetskim zracenjem definirana je kao:

E=h v (1)

gdje je v frekvencija izraZena u recipro¢nim sekundama (s!), a 4 Planckova konstanta koja
iznosi 6,62 x 10734 Js.

Spektroskopija omogucuje proucavanje kako odredena tvar apsorbira, emitira
elektromagnetsko zracenje ili medudjeluje s istim.?

UV/VIS spektrofotometrija temelji se na apsorpciji ultraljubi¢astog (200-380 nm) i
vidljivog (380-800 nm) zracenja. Kada UV ili Vis zraCenje prolazi kroz uzorak dolazi do
prijelaza elektrona izmedu elektronskih stanja u molekuli, $to rezultira apsorpcijom odredene
koli¢ine zracenja. Ovaj proces omogucuje registriranje apsorpcijskih spektara koji nam
omogucuju analizu razli¢itih tvari poput organskih, anorganskih i biokemijskih spojeva.
ukljucuju dvostruke i trostruke veze, konjugirane sustave te aromatske prstenove. Apsorpcija
se opisuje apsorbancijom, 4, koja je obrnuto proporcionalna s transmitancijom, 7' i moze se
izraziti:

A= —logT (2)

Apsorpcija zracenja slijedi Beer-Lambertov zakon:

A=a-b-c 3)

gdje a predstavlja apsorpcijski koeficijent, b odgovara duljini puta zracenja, a ¢ koncentraciju
tvari. Osjetljivost ove metode omogucuje detekciju tvari u niskim koncentracijama (10 mol
L1, ali preklapanje apsorpcijskih maksimuma moze oteZati analizu sastojaka smjese. Medutim,
koriStenjem odvojenih apsorpcijskih maksimuma za pojedine molekule i svojstva aditivnosti,

moguce je istovremeno odrediti koli¢inu vise sastojaka u smjesi.
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Tipi¢ni spektrofotometri opremljeni su optickim sustavom s dva snopa zracenja koji
prolazi kroz uzorak i slijepu probu. Izvori UV i VIS zrafenja su deuterijska ili volframska
zarulja, a propusteno zracenje sakuplja se 1 detektira fotomultiplikatorom. Kivete koriStene za
mjerenje UV/VIS apsorpcijskih spektara najc¢es¢e su napravljene od kvarca (propusne za UV i

VIS zragenje) i stakla ili plastike (propusne samo za VIS zragenje).?

2.3.2. Fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencijska spektroskopija je tehnika molekulske spektroskopije koja se bazira na emisiji
zracenja. Kada se molekula pobudi UV ili VIS zra¢enjem te prijede u vise elektronsko stanje,
slijede procesi otpustanja energije koji vra¢aju molekulu u osnovno elektronsko stanje. Vecéina
molekula moze pro¢i kroz vibracijsku relaksaciju 1 unutarnju pretvorbu, gdje energiju gubi bez

emisije zraCenja. Energijski prijelazi i razine prikazani su na dijagramu Jablonskog, Slika 4.

Pobudena singletna stanja
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Slika 4. Dijagram Jablonski (preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora?)

Kada molekula emitira zraCenje pri prijelazu izmedu stanja istog multipliciteta, taj
proces se naziva fluorescencijom. Fluorescencija se javlja samo pri odredenoj valnoj duljini,
obi¢no iz prvog pobudenog elektronskog stanja, Sto fluorescencijsku spektroskopiju cini

selektivnom metodom. Intenzitet fluorescencije ovisi o koncentraciji, duljini svjetlosnog puta,
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strukturnim obiljezjima analita, lokalnom okruZenju fluorofora te intenzitetu pobudnog
zracenja. Budu¢i da je selektivna, fluorescencijska spektroskopija je i vrlo osjetljiva metoda
koja omoguéuje detekciju analita pri niskim koncentracijama (108 mol L.
Spektrofluorimetri omogucavaju snimanje fluorescencijskih pobudnih i emisijskih
spektara, a obi¢no sadrZze dva monokromatora. Uzorak emitira zracenje u svim smjerovima, a
ono koje emitira pod pravim kutem razlaze se sekundarnim monokromatorom te detektira
fotomultiplikatorom. Kako bi se smanjile fluktuacije snage zracenja izvora, Cesto se koriste
dvosnopni spektrofluorimetri gdje se snaga referentnog zracenja prigusivaCem smanjuje na
vrijednost snage fluorescencijskog zracenja. Za mjerenje se koriste kivete od kvarca, stakla ili

plastike, ovisno o valnim duljinama pobudnog i emitiranog zraenja.?’

2.3.3. Cirkularni dikroizam

Spektroskopija cirkularnog dikroizma (CD) kiralna je varijanta apsorpcijske spektroskopije. Za
razliku od osnovnih nekiralnih spektroskopija koje koriste nepolarizirano elektromagnetsko
zraenje, CD spektroskopija znacajno proSiruje informacije dobivene konvencionalnim
spektroskopskim tehnikama uvodenjem primjenjivosti na kiralan uzorak.

Kiralne molekule su one molekule koje apsorbiraju lijevo i desno cirkularno polarizirano
svijetlo razli¢itim intenzitetima. CD spektroskopija upravo mjeri razliku izmedu apsorpcija za
lijevo 1 desno cirkularno polarizirano svjetlo. Medutim, CD signal je 3 do 5 redova veli¢ine
slabiji od apsorpcijskog signala u osnovnoj apsorpciji. Iz tog razloga, CD spektri ne mogu se
dobiti izravno mjerenjem dva spektra naizmjence lijevom i desnom cirkularnom polarizacijom
upadnog svjetla i samo uzimanjem njihove razlike, ve¢ su potrebni specijalizirani instrumenti.
Do sada su komercijalno dostupni CD instrumenti samo za dvije spektralne regije,
ultraljubicasto-vidljivi (UV/VIS) i infracrveni (IR). CD izmjeren u UV/VIS podrucju naziva se
elektronski CD jer su ukljuceni samo elektronski prijelazi, dok se CD izmjeren u IR podrucju
naziva vibracijski CD jer se odnosi na vibracijske tranzicije. Prednosti i nedostaci specifi¢ni za
osnovne spektroskopije takoder vrijede i za CD spektroskopiju.?*

S obzirom da su sve aminokiseline osim glicina kiralne, CD je vrlo korisna metoda pri
odredivanju sekundarne strukture proteina. U CD spektru proteina izoliranog iz soje moze se
uociti pozitivan pik na otprilike 195 nm koji oznacava prisutnost B-ploce te negativan pik na

208 nm koji oznacava prisutnost a-zavojnice (slika 5.).
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Slika 5. CD spektri sekundarnih struktura proteina®(preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora®®).

U kontekstu nukleinskih kiselina, CD spektroskopija takoder se koristi za proucavanje njihove
strukture, ukljucuju¢i uzvojnice DNA i RNA. DNA ima pozitivan pik na oko 275 nm i
negativan pik na oko 245 nm, dok RNA moze pokazivati razlicite karakteristicne signale ovisno

o konformaciji. CD spektroskopija takoder je korisna u proucavanju interakcija protein-DNA i
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protein-RNA, §to je vazno za razumijevanje bioloSkih procesa poput transkripcije, translacije i
regulacije gena.¢

2.3.4. Elektroforeza

Elektroforeza oznacava gibanje Cestica kroz otapalo pod utjecajem elektri¢nog polja. S obzirom
da je vec¢ina bioloskih makromolekula nabijena, one ¢e se gibati u elektricnom polju.
Makromolekule se mogu okarakterizirati pomocu svoje brzine kretanja u elektricnom polju,
odnosno moze im se odrediti molekulska masa, detektirati promjena nabijenog u nenabijeni
aminokiselinski ostatak ili obrnuto te se mogu c¢ak 1 kvantitativno odijeliti razlicite
makromolekule. Ako se Cestica s nabojem ¢ nalazi u izolacijskom mediju pod elektri¢cnim
poljem jakosti £, ona ¢e se kretati stalnom brzinom v, gdje postoji ravnoteza izmedu elektri¢ne
sile Eq i sile trenja fv:
Eq =fv (4)

Koeficijent trenja f odreduje otpor koji otopina pruza kretanju nabijene molekule i ovisi o
njezinom obliku, veli¢ini, solvataciji te viskoznosti otopine.

Elektrostatska pokretljivost nabijene molekule x definirana je kao brzina pod utjecajem
jedini¢nog polja, kao $to je opisano u jednadzbi:

q
; (5)

v

K= 7=
lako pokretljivost ovisi o koeficijentu trenja koji je povezan s fizickim svojstvima molekule,
vrijednost 4 u praksi ¢esto ne pruza potpune informacije o veliini i obliku molekule zbog
sloZenih interakcija u elektrolitu koji sadrZi ione. Nabijena Cestica u elektrolitu privlaci male
ione okruzujuci se istima, s ciljem zastite od vanjskog elektri¢nog polja. Medutim, taj sloj iona
djelomicno se razara djelovanjem polja i kretanjem cestice kroz medjij.

Vrsta elektroforeze koja se najces¢e koristi je elektroforeza na gelu. Gel ima ulogu
potpornog medija kako bi se smanjila mehanicka oSte¢enja  uzrokovana promjenom
temperature i1 velikim gusto¢ama makromolekula. Na gel, odnosno zelatinozni medij, nanosi se
mala koli¢ina uzorka, zatim, primjenom elektri¢nog polja, molekule putuju kroz gel ili po
njegovoj povrSini. Danas se primjenjuju gelovi od Skroba, poliakrilamida, agaroze i
agaroze/poliakrilamida. U ovom istrazivanju Kkoristit ¢e se dvije vrste elektroforeze,

elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu te elektroforeza na agaroznom gelu.

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 16

Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu se temelji na ¢injenici da svi proteini koji
se odvajaju imaju jednak oblik te jednak omjer mase i naboja. Razlog tome je S§to
poliakrilamidni gel sadrzi povrSinski aktivnu tvar natrijev dodecilsulfat (SDS), a koli¢ina
vezanog SDS-a po jedinici mase proteina je konstantna. Naboj kompleksa protein-SDS ovisi
iskljucivo o naboju SDS-a s obzirom da on prekriva naboj bo¢nih ogranaka proteina. Vazno je
napomenuti da usporedna pokretljivost razli¢itih polipeptida ovisi isklju¢ivo o njihovoj
molekulskoj masi. Kada se niz proteina poznate molekulske mase podvrgne elektroforezi u
SDS-poliakrilamidnom gelu, moze se konstruirati graf prijedene udaljenosti u odnosu na
logaritam molekulske mase koji imaju linearnu ovisnost. Na ovaj nacin, ako se protein ¢ija je
molekulska masa nepoznata podvrgne elektroforezi zajedno s dvama proteina poznate
molekulske mase, moguce je procijeniti njegovu molekulsku masu s to€nos¢u od 5-10%.

Pri odredivanju vecih molekula, poput oligonukleotida, DNA i RNA potreban je gel s
velikim porama. U tu svrhu se koriste agarozni gelovi. Agaroza je polimer linearnog oblika koji
se sastoji od ostataka D-galaktoze i 3,6-anhidro-L-galaktoze. Za pripremu gela, ¢vrsta agaroza
otapa se u puferu i zagrijava do vrenja. Kada se polimerne molekule ohlade, one tvore vodikove
veze §to rezultira formiranjem gela. Stoga je proces stvaranja gela reverzibilan kod agaroze,gel
koji nastane moze se ponovno otopiti zagrijavanjem. Kontrola veli¢ine pora, koja odreduje
raspon molekulskih masa koje se mogu uspjesno odijeliti, postize se promjenom koncentracije
agaroze u gelu. U elektroforezi na agaroznom gelu u¢inak molekulskog sita je klju¢an cimbenik
jer je omjer mase 1 naboja gotovo jednak za sve oligonukleotide. Dakle, manje molekule se
gibaju brze od veéih.?’ Za razliku od poliakrilamidnog gela koji je najéesée u kadici za
elektroforezu smjesten u vertikalnom polozaju, agarozni gel se uglavnom smjesta horizontalno

prilikom provedbe elektroforeze.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i reakcije sinteze

U Tablici 1. navedene su kemikalije koriStene u istrazivanju, njihova molarna masa, ¢istoca te

proizvodac.

Tablica 1. Popis kemikalija koristenih u istrazivanju.

KEMIKALIJA MOLARNA CISTOCA PROIZVODPAC
MASA / g mol!
Natrijev klorid 58,44 p.a. Kemika
Kalijjev klorid 74,55 p.a. Kemika
Natrijev hidrogenfosfat 141,96 p.a. Fluka
Kalijev 136,09 p.a. Fluka
dihidrogenfosfat
Dibenzociklooktin-N- Lumiprobe
hidroksisukcinilimidil 402,40
(DBCO-NHS)
Dimetil-sulfoksid 78,13 p.a. Kemika
(DMSO)
Trisaminometan (Tris) 121,14 p.a. Sigma — aldrich
Klorovodi¢na kiselina 36,46 Kemika
(HCI)
Natrijev 84,01 p.a. Fluka
hidrogenkarbonat
Bakrov sulfat 159,61 p.a. Kemika
Imidazol-1-sulfonil- 209,62

azid-hidroklorid (ISA-
HCI)
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Metanol 32,04 p.a.
Indolicidin 1906,28 Genscript
Anoplin 1153,5 Genscript
Akrilamid 71,08 Bio - Rad
Natrijev dodecilsulfat 288,38 p.a. Kemika
(SDS)
Amonijev persulfat 228,18 p.a.
Tetrametiletilendiamin 116,21 p.a. Bio-Rad
Marker Precision Plus Bio - Rad
Protein Dual Xtra
Izopropanol 60,01 p.a.
Boja Coumassie blue Bio - Rad
Octena kiselina 60,05
Agaroza 74,56
Tris-acetatni pufer 473,43
(TAE)
Marker Wide-Range Bio - Rad
DNA Ladder

3.1.1. DBCO-modifikacija peptida

Otapanjem 0,8 g natrijevog klorida, 0,02 g kalijevog klorida, 0,144 g natrijevog hidrogenfosfata
1 0,024 g kalijevog dihidrogenfosfata u 100 mL klorovodi¢ne kiseline masenog udjela 20%
dobiva se PBS pufer kojemu pH iznosi 7,4. Peptidi, indolicidin i anoplin, otope se u 100
mmol/dm® PBS pufera. Prije upotrebe, ester dibenzociklooktin-N-hidroksisukcinimidil (dalje
DBCO-NHS), otopi se u 5 mmol/dm® dimetil-sulfoksida (DMSO). Otopina ée se koristiti za
modifikaciju peptida. Dvadeset ekvivalenata estera DBCO-NHS doda se u 60 pL uzorka
peptida, koncentracije 1 mmol/dm>. Reakcija se inkubira na sobnoj temperaturi 1,5 sat uz
protresanje. Za to vrijeme pripravi se tris(hidroksimetil)aminometan pufer (Tris-HCI)
otapanjem 12,11 g Tris-a u 20 mL 20%-tne klorovodi¢ne kiseline 1 80 mL destilirane vode, pH
tako dobivene otopine iznosi 8. Tris-HCI pufer koristi se za gaSenje navedene reakcije. U

otopinu peptida dodaje se Tris-HCI do konaéne koncentracije Tris-a od 75 mmol/dm? tijekom
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pet minuta. Konacna otopina postavi se na dijalizu preko membrane s cut-off velicinom pora 1

kDa i ostavi se stajati 2 dana kako bi se uklonili nereagirani reagensi.

3.1.2. Priprava oligonukleotida s azidnom skupinom

U ovom istrazivanju koriSteno je Sest oligonukleotida proizvodaca Integrated DNA
Technologies, Coralville, lowa, SAD s navedenim nukleotidnim sljedovima:

Oligonukleotid 1 (P1):
(50%)5"AGCGAACGTGGATTTTGTCCGACATCGGCAAGCTCCCTTTTTCGACTATT3’
;(C6Amin)

Oligonukleotid 2 (P2):
(50%)5"CCGATGTCGGACTTTTACACGATCTTCGCCTGCTGGGTTTTGGGAGCTTG3’
;(C6Amin)

Oligonukleotid 3 (P3):
(50%)5'CGAAGATCGTGTTTTTCCACAGTTGATTGCCCTTCACTTTTCCCAGCAGG3’
;(C6Amin)

Oligonukleotid 4 (P4):
(50%)5'AATCAACTGTGGTTTTTCTCACTGGTGATTAGAATGCTTTTGTGAAGGGC3’
;(C6Amin)

Oligonukleotid 5 (P5):

(50%)5 " TCACCAGTGAGATTTTTGTCGTACCAGGTGCATGGATTTTTGCATTCTAA3’
;(C6Amin)

Oligonukleotid 6 (P6):
(50%)5"CCTGGTACGACATTTTTCCACGTTCGCTAATAGTCGATTTTATCCATGCA3’
;(C6Amin).

Sljede¢im postupkom se na 3' kraju oligonukleotida koji je izmijenjen vezanjem
CsHi3NH> provodi transfer azida. Pufer natrijevog hidrogenkarbonata (NaHCO3; pufer)
pripremi se otapanjem natrijevog hidrogenkarbonata u otapalu koji se sastoji od 37,5 mL vode
i 12,5 mL metanola. pH pufera iznosi 8,5, a koncentracija je 50 mmol/dm?. 140 uL svakog
oligonukleotida se odvojeno otopi u 260 pL. NaHCO; pufera te se doda 4 uL 100 mmol/dm?
otopine bakrovog sulfata. Reagens otopina imidazol-1-sulfonil-azid-hidroklorida (ISA-HCI)

pripremi se otapanjem 25 mg ISA-HCI u 1 mL otopine metanola masenog udjela 50% te se
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doda otopini oligonukleotida. Reakcijska smjesa zagrijava se 3 sata na 60 °C nakon cega se
otopina stavi na dijalizu preko noc¢i uz PBS pufer (pH = 7,4) preko membrane cut-off veliine

pora 3 kDa.

3.1.3. Klik reakcija

U 50 pL otopine DBCO-modificiranog peptida indolicidina (¢ = 0,126 mmol/dm?) i anoplina
(c =0,0157 mmol/dm?) doda se 7,9 pL odgovarajuéeg oligonukleotida s azidnom skupinom
P1-P6 (c = 0,8 mmol/dm?). Otopina je inkubirana u smjesi PBS pufera i 5 mmol/dm?
etilendiamintetraoctene kiseline, 19 sat na sobnoj temperaturi. Pripravljeni su konjugati
anoplin-P1, anoplin-P2, anoplin-P3, anoplin-P4, anoplin-P5, anoplin-P6, indolicidin-P1,
indolicidin-P2, indolicidin-P3, indolicidin-P4, indolicidin-P5, indolicidin-P6, konjugat
kompleksa P1-P6 i indolicidina te konjugat kompleksa P1-P6 i anoplina.

3.2. UV/Vis spektroskopija

UV/Vis spektri spojeva dobiveni su koriStenjem Cary 100 UV-Vis spektrofotometra i programa
Cary WinUV, modul Scan, u kvarcnoj kiveti s optickim putem 1,00 cm. Spektri za peptid
indolicidin snimani su u rasponu valnih duljina od 250 do 450 nm s maksimumom apsorpcije
na 280 nm. Sva mjerenja izvedena su pri temperaturi od 25 °C i pH=7, pri brzini snimanja od
600 nm/min, s korekcijom bazne linije.

Prvo je u kivetu dodano 1 mL PBS pufera te je snimljena bazna linija, koju se dalje
programski oduzima od dobivenih spektara. Potom je u pufer dodano 10 puL otopine spoja (¢ =
1 x 10~ mol/dm?), ¢ime je kona¢na koncentracija spoja u otopini iznosila 9,9 x 10 mol/dm?>.
Postupak dodavanja 10 pL indolicidina ponovio se jo§ 7 puta, ¢ime je ukupan volumen
indolicidina iznosio 80 uL, a koncentracija spoja bila je 9,259 x 10™* mol/dm?.

Osim UV-VIS spektrofotometra, za odredivanje koncentracije spojeva na temelju
apsorbancije koristio se i spektrofotometar NanoDrop ND-1000 tvrtke Thermo Scientific. On
omogucuje precizne analize uzoraka malog volumena (1-2 pl). Patentirani sustav zadrzavanja
uzorka eliminira potrebu za kivetama 1 kapilarama Sto skracuje vrijeme mjerenja. Osim toga,
veliki dinamicki raspon mjernog podrucja eliminira potrebu za razrjedivanjem. Spojen je s

racunalom na kojem se ocitavaju vrijednosti koncentracija uzoraka. Uredaj funkcionira tako da
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se na mjernu povrSinu uredaja stavi 1-2 pL otopine ¢ija se koncentracija odreduje te se zatim
poklopi dijelom uredaja na kojem se nalazi opticko zrcalo. Ispod mjerne povrSine se nalazi
izvor zracenja i detektor (fotomultiplikator). Zraka iz izvora prolazi kroz opticki kabel, opticku
resetku, otvor, kap uzorka te se nakon odbijanja od zrcala vraca na detektor. Mjerna povrSina
je pomicna pa se provodi kalibracija promjenom duljine puta zracenja. Kada zavr$i mjerenje,

mjesto nanosenja uzorka se ispere vodom i obriSe komadi¢em celulozne vate.

3.3. Fluorescencijska spektroskopija

Spektri fluorescencijske emisije spojeva zabiljezeni su koriste¢i Agilent Cary Eclipse
Fluorescencijski spektrofotometar unutar programskog paketa Cary Eclipse, koriste¢i modul
Scan, s kivetom koja ima opticki put od 1 cm. Spektri su snimani samo za peptid indolicidin
(jer je bogat aromatskim aminokiselinama triptofana) u rasponu valnih duljina od 350 do
750 nm s valnom duljinom pobude na 280 nm. Valna duljina maksimalne apsorpcije iznosila je
358 nm. Sirina pobudne i emisijske pukotine za oba spoja iznosila je 10 nm. Sva mjerenja
provedena su pri temperaturi od 25 °C 1 pH=7. Emisija indolicidina pracena je od 300 do
450 nm.

U fluorimetrijsku kivetu dodano je 3 pL indolicidina u 3 mL vode s kona¢nom koncentracijom

indolicidina od 1,0 x 10 mol/dm?. Dobiveni podaci obradeni su u programu Origin 7.
3.4. CD spektroskopija

CD spektri spoja zabiljezeni su koriste¢i spektrometar Jasco J-815 CD, upravljan programom
Spectra Manager, modulom Spectrum Measurement, u kiveti optickog puta 0.01 cm. Konacni
spektar predstavlja prosjek od dva snimanja. Sva mjerenja izvedena su na temperaturi od 25 °C
1 pH=7, pri brzini snimanja od 200 nm/min.

Snimani su spektri peptida anoplina i indolicidna. Indolicidin je otopljen u DMSO
puferu koji apsorbira zra¢enje u podrucju CD signala indolicidina, stoga se za navedeni peptid
nije mogao dobiti ispravan spektar. Kada je sniman spektar anoplina, u kivetu je dodano 2 mL
kakodilatnog pufera te je snimljena bazna linija. Bazna linija je naknadno oduzeta od svakog
snimljenog spektra. Puferu je dodan alikvot vodene otopine anoplina, tako da je konacna
koncentracija anoplina u otopini iznosila 0,05 mol/dm®. Dobiveni podaci obradeni su u

programu Origin 7.
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3.5. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu

SDS-PAGE elektroforezom prati se uspjeSnost reakcija sinteze. Koristi se aparatura za
vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad™) prikazan na slici 6. Kako bi se
provela elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu, prvo je potrebno pripraviti gel za
sabijanje uzoraka pa nakon njega i gel za razdvajanje. Izradi se gel ukupnog volumena 15 mL
tako da se pomijesa 3,4 mL destilirane vode, 7,5 mL 30%-tnog akrilamida, 3,8 mL Tris pufera
(c = 1,5 mol/dm®, pH = 0,8), 0,15 mL 10%-tnog SDS-a, 0,15 mL 10%-tnog amonijevog
persulfata te 0,006 mL tetrametiletilendiamina. Pripremljeni gel ulijeva se pipetom, izravna se
pomocu izopropanola te se u njega se stavi ¢esalj za jazice 1 ostavi 30 minuta da se formira gel.
Nakon §to se gel u¢vrstio ukloni se ¢esSalj iz jaZica te je spreman za koriStenje. Za pripremu
uzoraka, 10 pL analita (koncentracije 1 mmol/dm?®) se stavi u tubu eppendorf i pomijesa s 3,3
uL pufera Tris-HCI (¢ = 0.2 mol/dm?, pH = 6.7). Plava boja pufera omoguéuje praéenje tijeka
elektroforeze. Uzorci se kuhaju 15 minuta na 95 °C. Nakon kuhanja, uzorci se centrifugiraju 7-
8 sekundi brzinom od 5000 rpm. Prije stavljanja uzoraka u jazice, unutarnji prostor kadice za
elektroforezu mora biti do vrha napunjen puferom s dodatkom natrijevog dodecil sulfata (SDS).
U prvu jaZicu stavi se 3 pL proteinske ljestvice (Precision Plus Protein Dual Xtra), a ostale
jazice pune se redom uzorcima, tako da se u svaku jazicu pipteom stavi 10 pL prethodno
pripremljenog uzorka. Napon se podesi na pocetku na 120 V, kasnije se poveca na 180 V, a
sam proces traje oko 60 minuta nakon Cega se uredaj iskljuci. Gel se izvadi iz nosaca, nakon
Cega slijedi bojanje. Otopina s bojom priprema se otapanjem 1 tablete Coumassie blue boje
(CBB) (y =3 g/L) u 120 mL etanola i 80 mL vode. Gel se stavi u posudu u kojoj se nalazi CBB
otopina. U posudi treba biti dovoljno CBB otopine da prekrije gel. Uzorak stoji u posudi s
bojom 24h. Nakon odlijevanja CBB otopine, na gel se stavlja pufer za odbojavanje (ispiranje
suviska boje). Pufer za odbojavanje priprema se mijesanjem 100 mL konc. octene kiseline, 100
mL izopropanola i 800 mL destilirane vode. Uzorak tako stoji 24h, odnosno dok gel ne postaje

bezbojan, a ostanu samo plavom bojom oznacene mrlje gdje ima proteina.

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 23

Slika 6. Aparatura za vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad™)

3.6. Elektroforeza na agaroznom gelu

Gel se priprema otapanjem 0,5 g agaroze u 50 mL 1 x Tris-acetatnog pufera (TAE) Cime je
dobiven 1%-tni agarozni gel. KoriSteni pufer prethodno je pripremljen te mu je sastav dan u
Tablici 3. S obzirom da agaroza nije topiva u puferu, otopina se zagrijava do vrenja u
mikrovalnoj pecénici tako da se otvor tikvice u kojem se nalazi otopina poklopi petrijevom
zdjelicom kako otopina ne bi znacajnije izgubila na volumenu. Otopina se ohladi na priblizno
40 °C. Nakon hladenja, otopina se ulije u kadicu za elektroforezu koja je formirana tako da
oblikuje gel u Zeljenom obliku. U kadicu s gelom stavi se ¢esalj za jazice te se ostavi stajati 30
minuta, odnosno dok gel ne o¢vrsne (dok ne polimerizira). Nakon toga ukloni se ¢esalj iz jazica
te se agarozni gel s kadicom stavi u uredaj za elektroforezu. U uredaj se do oznake (tako da
prekrije gel) ulije 50x TAE pufer koji se sastoji od Tris baze (2 mol/dm®) octene kiseline
(1 mol/dm?®) i 50 mM EDTA. Nakon toga se pripreme uzorci, tako da se 5 pL uzorka unaprijed
odredene koncentracije pomijesa s 1 uL. pufera za bojanje. U prvu jazicu unosi se 3 pL Wide-
Range DNA Ladder markera, a u ostale 6 pL pojedinog uzorka. Nakon nanoSenja uzoraka,

uredaj se spoji na protok struje Bio-Rad pri 130 V, u trajanju od 60 do 180 min (ovisno o
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uzorcima). JaZice s uzorcima su na strani anode kako bi se negativno nabijene molekule gibale
prema katodi. Pojavom mjehurica u puferskoj otopini, moze se provjeriti da li je elektroforeza
krenula. Pri zavrSetku elektroforeze, iskljuci se izvor struje te se gel oprezno izvadi iz kadice te
stavi u posudu u kojoj ¢e se detektirati. Gel se oboja s nekoliko kapi etidij-bromida, ostavi se
stajati 20 minuta, nakon cega slijedi detekcija. Detekcija se odvija u digitalnom uredaju za
snimanje koji ima ugradenu kameru. Etidij-bromid je interkalator, veze se s visokim afinitetom
izmedu parova baza DNA, a daje fluorescentni odgovor pod utjecajem UV zracenja, gel se slika
pod UV svjetlom. Pojava emisije u gelu oznacava prisutnost DNA odnosno etidij-bromida

vezanog na DNA molekule.

Tablica 2. Sastav pripremljenog pufera za pripremu agarozne gel-elektroforeze

Komponenta ¢/ mmol dm™
Tris 40
octena kiselina 20
EDTA 1

3.7. Bioloska ispitivanja

Kako bi se provelo mikrobiolosko ispitivanje, odnosno mjerenje zone inhibicije, prvo je
potrebno u petrijevu zdjelicu uliti Luria Broth (LB, 10 g triptona, 5 g of kvas¢evog ekstrakta,
10 g NaCl, u 1 L destilirane vode, pH 7,0 podesava se 1 M NaOH) teku¢i medij s dodatkom
agaroze. Vazno je napomenuti da se cijeli postupak provodi u steriliziranom digestoru kako ne
bi doslo do kontaminacije. Pojedini pribor koji se upotrebljava sterilizira se alkoholom a zatim
zagrijavanjem na SuSteCem plamenu. Pipetom se 50 mL suspenzije prethodno uzgojene
bakterije E. Coli nanese na prethodno pripremljeni medij te se ravnomjerno raspodjeli. Na medij
se stave sitno izrezani filter papir na koji se nanesu uzorci. Uzorci se ostave stajati 24 sata na
37 °C. Oko filter papiri¢a na kojima je antibakterijski aktivan uzorak stvara se zona inhibicije

rasta bakterija, dok je ostatak petrijeve zdjelice prekriven tankim slojem bakterijske kulture.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Sinteza spojeva

U ovom istrazivanju sintetizirani su konjugati peptida, indolicidina i anoplina, te odredenih
oligonukleotida (sekvence navedene u 3.1.2.). Prvi korak u sintezi je modifikacija
oligonukleotida. Amino skupina na oligonukleotidu (-CH2NHb>) se pomoc¢u reagensa prikazanih

na slici 7. prevodi u azidnu (-N3) skupinu.

H-N C,} /=N N3
P, N3=S-N__J} * HCI )
D”gD CUSO4 D“gD

50 mM NaHCO,4
H.O/MeOH (3:1)
pH=8.5

Slika 7. Priprema azid-oligonukleotida

Navedena reakcija odvija se neposredno prije klik reakcije zbog izrazite reaktivnosti azidne
skupine. Terminalna azidna skupina omogucuje odvijanje klik reakcije s ciklickim alkinom
dibenzociklooktinskog prstena (DBCO), bez upotrebe katalizatora. DBCO funkcijska skupina
uvodi se na primarni amin peptida. Primarni amini nalaze se na N-kraju polipeptidnog lanca te
su zbog svoje nukleofilnosti pogodni za konjugaciju s reaktivnim skupinama, u ovom slucaju s

N-hidroksi-sukcinimidnim esterom (NHS) koji je dio bifunkcionalnog DBCO-NHS reagensa.
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Slika 8. Nukleofilni napad -NH> skupine primarnog amina na DBCO-NHS reagens (preuzeto

i prilagodeno iz literaturnog izvora?®)

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 26

Naposljetku se odvija klik reakcija u jednom koraku izmedu azidom modificiranog
oligonukleotida i DBCO skupine koja se nalazi na peptidu (Slika 9.). Oligonukleotidi se

smotaju u nanoporu te se dobiva konacni produkt, ciljani konjugat, ¢ija je struktura prikazana

R‘/\N3 |JCL/R2 R:-\J\N l NLRZ
W :

AZID DBCO KONJUGAT

na slici 10.

Slika 9. Klik reakcija izmedu azid i DBCO skupine (preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora®?)

/ DNA nanopora

Peptid

Poveznica

Slika 10. DNA nanopora funkcionalizirana peptidima

Petra Katalinié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 27

4.2. Spektroskopska karakterizacija spojeva
4.2.1. UV/VIS spektri

Pripremi se DMSO otopina indolicidina koncentracije 1 mol/dm? te se potom snimi UV/VIS
spektar pri pH = 7. UocCeno je da se porastom koncentracije spoja povecava i vrijednost
apsorpcije §to je u skladu s Beer-Lambertovim zakonom. Na slici 11. prikazani su UV/VIS

spektri pri razli¢itim koncentracijama indolicidina kao ovisnost apsorpcije o valnoj duljini.
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c(indolicidin) =0,0099 mol/L
c(indolicidin) = 0.0098 mol/L
c(indolicidin) = 0.0097 mol/L
c(indolicidin) = 0.0096 mol/L
c(indolicidin) = 0.0095 mol/L
c(indolicidin) = 0,0094 mol/L
c(indolicidin) = 0,0093 mol/L
c(indolicidin) = 0,0092 mol/L
c(indolicidin) = 0,0091 mol/L

Slika 11. UV/VIS spektar indolicidina pri razli¢itim koncentracijama spoja

Slika 12. prikazuje kalibracijsku krivulju indolicidina pri razli¢itim koncentracijama spoja te je
provedena regresijska analiza. Pomocu kalibracijske krivulje, odnosno dobivene jednadzbe
pravca, moguce je odrediti koncentraciju nepoznatog uzorka ocCitavanjem apsorbancije pri

valnoj duljini maksimuma apsorbancije.
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Slika 12. Kalibracijska krivulja indolicidina
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4.2.2. CD spektri

CD metoda od velike je vaznosti u pracenju sintetskog puta u ovom radu, s obzirom da se
pomocu navedene metode mogu odrediti udjeli razli¢itih sekundarnih motiva u kontekstu
proteina te uocCiti elemente uzvojnica kod nukleinskih kiselina. Pomo¢u CD-a prati se

povezivanje oligonukleotida u nanoporu, kao 1 medusobno vezanje peptida i oligonukleotida.

— P1
—— P1-P6 Anoplin
—— P1-P6 Indolicidin

i)
(0]
©
£
o
O
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-4 -
'6 T T T T 1
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Slika 13. CD spektri pojedinacnih oligonukleotida, kompleksa oligonukleotida te konjugata
oligonukleotida i1 peptida.

Na slici 13. prikazan je spektar oligonukleotida P1, P2, P3, P4, P5, P6, zatim kompleksa
oligonukleotida P1-P6 te konjugata oligonukleotida P1-P6 i indolicidina/anoplina. O¢ekuju se
jaci signali kompleksa P1-P6 u usporedbi sa signalima pojedinacnih oligonukleotida. Takoder,
intenzivniji signali ocekuju se kod konjugata oligonukleotida 1 peptida zbog pretpostavke da su
se konjugati smotali u nanoporu. Ocekivani signal nije vidljiv, a razlog tome je pogreska u

sintetskom putu.
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Na slici 14. prikazani su spektri pojedinacnih oligonukleotida. Ocekivano je da ¢e
oligonukleotidi pokazivati slicne vrijednosti signala koji nemaju visoke vrijednosti. Moze se
uociti da se oligonukleotid P1 istie po jacini signala, odnosno daje vecu vrijednost od
ocekivane a razlog tome moze biti oneciS¢enje uzorka ili pogreska pri mjerenju. Slika 15.
prikazuje usporedbu jacine signala pojedinacnih oligonukleotida P1 i P3 te kompleksa P1-P6.
Kompleks P1-P6 zbog povezivanja oligonukleotida daje jaci signal.

U konacnici, usporedbom oligonukleotida P2 te konjugata oligonukleotida i peptida
anoplina na slici 16. vidljivo je da konjugat pokazuje jacu vrijednost signala od oligonukleotida

P2 no oc¢ekivana vrijednost signala bi trebala biti veca.

CD [mdeg]

T T T T 1
250 300 350
A (nm)

Slika 14. CD spektri pojedinacnih oligonukleotida.
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CD [mdeg]

Slika 15. CD spektri oligonukleotida P1, P3 te kompleksa P1-P6.
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Slika 16. CD spektar oligonukleotida P2 te konjugata oligonukleotida i anoplina.
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4.2.3. Spektri fluorescencijske emisije

Zbog prisutnosti aromatske aminokiseline triptofana, indolicidin je pogodan peptid za
proucavanje metodama fluorescencijske spektroskopije. Fluorescencija triptofana moze se
koristiti za pracenje interakcija izmedu indolicidina i1 oligonukleotida. U fluorescencijskim
spektrima mogu se ocekivati promjene u polozaju emisijskog maksimuma ili intenzitetu
emisije. Vezanje indolicidina za oligonukleotide moZe uzrokovati konformacijske promjene
koje utjecu na fluorescenciju. Gasenje fluorescencije moze se pojaviti kao rezultat snaznih
interakcija izmedu peptida 1 oligonukleotida. Suprotno tome, povecanje intenziteta
fluorescencije moze nastati ako kompleksiranje oligonukleotida sprjeCava gaSenje izazvano
molekulama u neposrednoj blizini fluorofora (triptofana). Na Slikama 17., 18. 1 19. vidljivi su
fluorescencijski spektri kompleksa oligonukleotida s indolicidinom. Ne uocava se znacajan
pomak emisijskog maksimuma triptofana (350 nm). Na slici 17. 1 slici 18. moZe se uociti da
kompleks P1-P6 s indolicidinom pokazuje najvec¢i intenzitet fluorescencije u usporedbi s
ostalim kompleksima (P2, P3, P4, P6-indolicidin), $to sugerira da je triptofan u kompleksu P1-
P6 s indolicidinom manje izloZen gasenju. Ostali kompleksi imaju znacajno smanjen intenzitet,
Sto ukazuje na jace interakcije s okolinom koje dovode do gasenja fluorescencije. Primjerice,
konjugat P6-indolicidin pokazuje najmanji intenzitet jer moze imati konformaciju gdje je
triptofan blize bazama oligonukleotida ili u polarnijem okruzenju, $to uzrokuje vece gaSenje.
Na opisanim slikama konjugati pojedinac¢nih oligonukleotida s indolicidinom pokazuju slabiji
intenzitet u odnosnu na kompleks P1-P6 s indolicidinom. Na slici 19. moze se uociti jaci
intenzitet kompleksa Pl-indolicidin u odnosu na kompleks P1-P6 s indolicidinom. P1-P6
kompleks s indolicidinom predstavlja kompleks s vise razli¢itih oligonukleotida, Sto moze
rezultirati ja¢im vezanjem ili kompleksiranjem, a time i veéim gaSenjem fluorescencije.
Kombinacija vise oligonukleotida moze uzrokovati konformacijske promjene koje mogu

dovesti do toga da triptofan bude sklon gasenju fluorescencije.
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P1-P6 indolicidin
P3-indolicidin
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Slika 17. Fluorescencijski spektar kompleksa oligonukleotida i peptida.
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Slika 18. Fluorescencijski spektar kompleksa oligonukleotida 1 peptida.
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Slika 19. Fluorescencijski spektar kompleksa oligonukleotida i peptida.

Slika 20. prikazuje kalibracijsku krivulju indolicidina pri razli¢itim koncentracijama spoja te je
provedena regresijska analiza. Pomocu kalibracijske krivulje, odnosno dobivene jednadzbe
pravca, mogucée je odrediti koncentraciju nepoznatog uzorka ocitavanjem intenziteta

fluorescencije pri valnoj duljini maksimuma emisije.
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Slika 20. Kalibracijska krivulja indolicidina
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4.3. Elektroforeza
4.3.1. SDS-PAGE elektroforeza

SRR R

=

Slika 21. Markeri molekuliskih masa Precision Plus Protein Dual Xtra, Unstained na

gradijentnom gelu s 4 do 20 % poliakrilamida

Tablica 3. Uzorci za prociS¢avanje elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti

SDS-a te broj njihove jazice na gelu

UZORAK KRATICA BROJ JAZICE
Marker molekulskih masa M 1
Anoplin (c = 1 mmol/dm?) A 2
Nepoznati uzorak 4 4
Nepoznati uzorak 5 5
Indolicidin (¢ = 1 mmol/dm?®) I 6
DBCO-modificirani indolicidin DBCO-I 8
Indolicidin vezan za P6 P6-1 9
oligonukleotid
Nepoznati uzorak 10 10
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Slika 22. Gel dobiven SDS-PAGE elektroforezom

Gel kojim se prati uspjesnost kemijskih reakcija prikazan je na slici 22. U prvoj se jazici nalaze
markeri molekulskih masa zadanih na slici. U drugoj jazici nalazi se peptid anoplin
(c = 1 mmol/dm?) &ija vrpca se nalazi malo ispod vrpce koja odgovara veli¢ini od 2 kDa. Masa
nije odredena s precizno$éu s obzirom da u laboratoriju nije dostupan marker s manjim
veli¢inama. U Cetvrtoj jazici nalazi se nanocCestica zlata vezana za anoplin, a u petoj nanocestica
srebra vezana za anoplin. Koncentracija anoplina za koji je vezana Cestica zlata je veca od
koncentracije anoplina za koji je vezana Cestica srebra stoga je ta vrpca jaceg intenziteta. U
Sestoj jazici nalazi se peptid indolicidin ¢ija vrpca odgovara masi od 2 kDa S§to odgovara
njegovoj stvarnoj masi. U osmoj jazici nalazi se DBCO- modificirana molekula indolicidina
¢ija vrpca takoder odgovara masi od 2 kDa §to je takoder u skladu sa stvarnim vrijednostima.
U posljednje dvije jazice (9 i 10) uoCava se nekoliko vrpci jaceg intenziteta. Navedena pojava
moze se pripisati ve¢im koncentracijama spojeva. Uoceno je da vrpca konjugata indolicidna 1
oligonukleotida P6 odgovara vec¢oj masi od vrpce samog indolicidina Sto je u skladu s

océekivanim rezultatima.
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4.3.2. Elektroforeza na agaroznom gelu

Elektroforezom na 1%-tnom agaroznom gelu prati se tijek elektroforeze i analiziraju se rezultati

sinteze. Na slici 23. prikazan je marker koji se koristi.

bp
- 10,000
- 8,000
- 6,000

- 4,000
-3,000

- 2,000

- 1,550
- 1400

- 1,000
- Fal

- A00

- 400
- 300

- 200

-100
- a0

Slika 23. Marker molekulskih masa za agaroznu elektroforezu Wide-Range DNA Ladder
(Thermo Scientific)

Tablica 4. Uzorci za procis€avanje elektroforezom na agaroznom gelu (Slika 24.) te broj
njihove jazice na gelu

UZORAK BROJ JAZICE 1 OZNAKA NA GELU

Marker molekulskih masa 1

Konjugat anoplina i P1 azida

Konjugat anoplina i P2 azida

Konjugat anoplina i P3 azida

Konjugat anoplina i P4 azida

Konjugat anoplina i P5 azida

N N | B W

Konjugat anoplina i P6 azida
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Konjugat indolicidina i P1 azida 8
Konjugat indolicidina 1 P2 azida 9
Konjugat indolicidina 1 P3 azida 10
Konjugat indolicidina i P4 azida 11
Konjugat indolicidina 1 P5 azida 12
Konjugat indolicidina 1 P6 azida 13
P1 azid 14
P2 azid 15
P3 azid 16
P4 azid 17
PS5 azid 18
P6 azid 19
P1 amin 20

Slika 24. Gel dobiven elektroforezom na agaroznom gelu.
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Na slici 24. moze se uociti da su vrpce Ciste, bez mnogo zamudéenja §to ukazuje na uspjesno
odjeljivanje. Takoder se ne uoc¢ava vise vrpci kod pojedinih uzoraka. Vrpce markera odgovaraju
veli¢inama od 10 000 do 60 baznih parova (bp), Sto omogucuje usporedbu s vrpcama uzoraka.
U jazicama 2-13 nalaze se konjugati peptida i1 oligonukleotida. Uzorci u jazicama 3, 4, 6, 8, 9,
111 12 slabije su vidljivi, Sto se moZe pripisati niskoj po€etnoj koncentraciji proteina ili DNA.
Osim toga, moguce je da je doSlo do gubitka materijala ili da reakcija konjugacije izmedu
peptida 1 DNA nije bila potpuna, §to dovodi do manje koli¢ine konac¢nih produkata i samim
time slabijeg intenziteta vrpce. Varijacije u kvaliteti agaroznog gela te fluktuacije u naponu
tijekom elektroforeze mogu uzrokovati slabiju vidljivost vrpci. Takoder, veliku ulogu ima
ljudski faktor, stoga nepravilno pipetiranje i nejednako mijeSanje uzoraka mogu rezultirati
neujednacenim nanosom uzorka u jazice §to u konacnici utjece na rezultat. Uzorci u jaZzicama 2-
13 (konjugati peptida 1 oligonukleotida) pokazuju vrpce, koje usporedbom s markerom
odgovaraju vrijednostima izmedu 1000 i 2000 bp, Sto je u skladu s o¢ekivanom vrijednostima.
Kod uzoraka u jazicama 14-20 mogu se primijetiti vrpce koje su neSto nize od vrpca u
jazicama 2-13. Njihove vrpce odgovaraju vrijednostima izmedu 500 i 1000 bp te odgovaraju
oligonukleotidima u azid formi te jednom oligonukleotidu koji nije u azid formi. Vrpce uzoraka
u jazicama 14-20 odgovaraju veli¢inama duplo manjim od onih u jaZicama 2-13, §to je takoder

u skladu s ocekivanim vrijednostima.

Tablica 5. Uzorci za procis¢avanje elektroforezom na agaroznom gelu (Slika 13.) te broj

njihove jazice na gelu.

UZORAK BROJ JAZICE 1 OZNAKA NA GELU
Marker molekulskih masa 1
Kompleks P1-P6 3
Konjugat indolicidna i oligonukleotida 4
P1-P6
Mjesavina P1-P6 oligonukleotida (bez 5
smatanja)
Konjugat indolicidina i P5 azida 6
P5 azid 7
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Slika 25. Gel dobiven elektroforezom na agaroznom gelu

Na slici 25. mogu se uociti vrpce jaceg i vrpce slabijeg intenziteta. Koristi se marker Wide-
Range DNA Ladder ¢iji raspon odgovara veli¢inama od 10 000 do 60 bp. Uzorci u jazicama 4
1 5 slabije su vidljivi, a razlog tome moze biti neuspjela sinteza ili ljudska pogreska, poput
nepravilnog nanoSenja uzorka. Takoder se moZe uoc€iti da niZze vrpce markera nisu dobro
vidljive, $to se moze dogoditi zbog problema s nanoSenjem markera na gel, prekratkog vremena
elektroforeze ili vece gustoce agaroznog gela od potrebnog. Vrpce uzoraka u jazicama 3 1 7
jaCeg su intenziteta od ostalih, S§to je moguce zbog vece koncentracije uzoraka od potrebne.
Velic¢ine uzoraka ne mogu se s preciznos¢u odrediti zbog slabijeg intenziteta markera, no moze

se uociti da vrpca uzorka u jazici 7 odgovara manjoj vrijednosti od vrpci uzoraka u jazicama 3

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 42

1 6. Navedeno opazanje u skladu je s ocekivanim rezultatima, s obzirom da se u jazici 7 nalazi

samo oligonukleotid u obliku azida, a u jazicama 3 i 6 nalaze se nalaze kompleksniji spojevi.

Tablica 6. Uzorci za procis¢avanje elektroforezom na agaroznom gelu (Slika 14.) te broj

njihove jazice na gelu.

UZORAK BROJ JAZICE I OZNAKA NA GELU
Marker molekulskih masa 1
Kompleks P1-P6 3
Konjugat indolicidna i oligonukleotida 5
P1-P6
Konjugat anoplina i oligonukleotida P1-P6 7

Slika 26. Gel dobiven elektroforezom na agaroznom gelu
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Na gelu koji je vidljiv na slici 26. moze se uociti jako slaba vidljivost markera. Razlog tome
moze biti kao kod gela prikazanog na slici 25. vrpce uzoraka koje se nalaze u jazicama velikog
su intenziteta Sto se pripisuje vecoj koncentraciji spojeva od potrebne. Vidljivo je i da se uzorak
5 djelomic¢no zadrzao u jazici, $to je moguce zbog nepravilnog postavljanja napona, problema
s puferom ili prevelike koncentracije uzorka. S obzirom da marker nije jasno razlucen i vidljiv,
veli€ine spojeva ne mogu se precizno odrediti. Ono §to se moze uociti jest polozaj vrpce
povezane s jazicom 5, koja pokazuje vecu vrijednost od vrpce koja odgovara jazici 7. Navedeno
opazanje u skladu je s oc¢ekivanjima, s obzirom da se u jazici 5 nalazi konjugat indolicidna i
oligonukleotida P1-P6 te u jazici 7 konjugat anoplina i oligonukleotida P1-P6, a indolicidin ima
gotovo dvostruko veéu masu od anoplina. U jazici 3 nalazi se kompleks sastavljen od
oligonukleotida P1, P2, P3, P4, P5 i P6 te je oCekivano da ¢e vrpca tog uzorka imati najnizu
vrijednost, $to nije slucaj na ovom gelu. Do odstupanja od stvarne vrijednosti moglo je doc¢i

zbog koriStenja manjeg napona od potrebnog ili prekratkog vremena trajanja elektroforeze.

Tablica 7. Uzorci za procis¢avanje elektroforezom na agaroznom gelu (Slika 15.) te broj

njihove jazice na gelu.

UZORAK BROJ JAZICE I OZNAKA NA GELU

Marker molekulskih masa 1

P1 azid 2

P2 azid 3

P3 azid 4

P4 azid 5

PS5 azid 6

P6 azid 7

Konjugat indolicidina 1 P6 azida 8
Konjugat anoplina i P6 azida 9
Kompleks P1-P6 10

Konjugat indolicidna i1 oligonukleotida 11

P1-P6

Konjugat anoplina i oligonukleotida P1-P6 12

Petra Katalini¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 44

123456789 10112

Slika 27. Gel dobiven elektroforezom na agaroznom gelu

Gel prikazan na slici 27. jest posljednji gel koji obuhvaca reaktante koristene u reakcijama
sinteze, kao 1 sve produkte dobivene klik reakcijom. Uzorci u jazicama 2-7 odgovaraju azidima
oligonukleotida koji imaju priblizno jednako duge sekvence, te je o¢ekivano da ¢e njihove vrpce
odgovarati istim vrijednostima. Na gelu se moze uociti odstupanje od ocekivanih rezultata,
budu¢i da vrpce P5 1 P6 azida imaju vece vrijednosti od ostalih. Faktori koji utjeCu na polozaj
vrpce mogu biti sekundarna struktura oligonukleotida, kontaminacije u uzorcima te varijacije u
pH ili debljini gela. Veli¢ine uzoraka u jazicama 8 1 9 je veca od prethodnih uzoraka zbog
dodatka peptida. Vrpca uzorka iz jazice 8 slabog intenziteta, $to se moZze pripisati manjoj
koncentraciji spoja od potrebne. Uzorak u jazici 10 sadrzi smjesu razlicitih oligonukleotida, $to
moze rezultirati pojavom viSe vrpci. MozZe se uociti da vrpce konjugata peptida i
oligonukleotida pokazuju vecu vrijednost od kompleksa koji se sastoji od oligonukleotida P1,
P2, P3,P4,P51P6, kaoiod azida oligonukleotida. Navedeno opazanje u skladu je s ocekivanim

rezultatima.
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4.4. Procjena mikrobioloske aktivnosti mjerenjem zone inhibicije

Tablica 8. Uzorci koji su se koristili u procjeni mikrobioloSke aktivnosti mjerenjem zone

inhibicije.

UZORAK OZNAKA NA MEDIJU
Anoplin AN
Indolicidin (¢ = 0,01 IND 0,01
mmol/dm?)
T 1%
Indolicidin (¢ = 0,1 mmol/dm?) IND 0,1
Kompleks P1-P6 P1-P6
Konjugat indolicidna i P1-P6 IND
oligonukleotida P1-P6
Kontrolni uzorak T
Konjugat anoplina i P1-P6 AN

oligonukleotida P1-P6
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Slika 28. Prikaz procjene mikrobioloske aktivnosti mjerenjem zone inhibicije

Zone inhibicije predstavljaju jasne regije oko diskova gdje rast mikroorganizama nije prisutan,
Sto ukazuje na antimikrobnu aktivnost tvari. Usporedbom regija oko uzoraka uocava se najveca
zona inhibicije oko peptida anoplina. Nesto manja zona inhibicije vidljiva je kod indolicidina
te konjugata proteina i DNA. Teoretski, ocekivano je da konjugati imaju pojacanu ili
promijenjenu antimikrobnu aktivnost u odnosu na peptide same po sebi s obzirom da
oligonukleotidi pomazu u stabilizaciji peptida, promjeni njihovog spektra djelovanja ili
povecanju selektivnosti prema odredenim mikroorganizmima. Prema rezultatima na slici 28. ne
moze se zakljuciti da je to slucaj. U obzir svakako treba uzeti ograni¢enost na samo jedan
bakterijski medij jer se pretpostavlja da ¢e se konjugati razli¢ito ponasati u prisutnosti drugih

mikroba.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog diplomskog rada sintetizirano je i spektroskopski okarakterizirano 12 konjugata
antimikrobnih peptida, indolicidina i anoplina, te oligonukleotida (anoplin-P1, anoplin-P2,
anoplin-P3, anoplin-P4, anoplin-P5, anoplin-P6, indolicidin-P1, indolicidin-P2, indolicidin-P3,
indolicidin-P4, indolicidin-P5 te indolicidin-P6) i 2 kompleksa koji se sastoje od
oligonukleotida P1, P2, P3, P4, P5, P6 (kompleks P1-P6) vezanih za anoplin ili indolicidin (P1-
P6-Anoplin, P1-P6-Indolicidin). UspjeSnost sinteze provjeravana je elektroforezom te se na
posljetku provelo mikrobiolosko testiranje mjerenjem zone inhibicije. Elektroforezom je
potvrdeno da konjugati peptida i oligonukleotida imaju veée mase u odnosu na pojedinacne
komponente, $to ukazuje na uspjesnu sintezu. Medutim, analiza zone inhibicije pokazuje da
anoplin, kada se koristi samostalno, ima znatno vecu zonu inhibicije rasta bakterija nego
kompleksi P1-P6-Anoplin i P1-P6-Indolicidin, §to moze biti rezultat utjecaja sinteze na
biolosku aktivnost peptida, promjena u njegovoj strukturi i funkciji. Pitanje ucinkovitosti
konjugata ukazuje na potrebu optimizacije metode sinteze i prilagodbe omjera peptida i
oligonukleotida kako bi se poboljSala njihova antimikrobna svojstva. Takoder je vazno istraziti
moguce nacine za ocuvanje ili poboljsanje aktivnosti peptida nakon sinteze.

Daljnja istrazivanja trebala bi se usmjeriti na detaljno ispitivanje utjecaja konjugacije
na aktivnost peptida i razvoj novih strategija za optimizaciju sinteze i analize konjugata.
Prioritet bi bio na razvoju analitickih metoda za pracenje sinteze koja ukljucuju i potvrdu
autenticnosti dobivenih produkata. S obzirom na koli¢ine uzoraka spektrometrija masa
predstavlja najbolju metodu izbora.

Ovo istrazivanje pruza osnovu za budude radove usmjerene na poboljSanje terapijskog
potencijala DNA nanopora funkcionaliziranih antimikrobnim peptidima u borbi protiv
bakterijskih infekcija, a rezultati mogu imati vazan utjecaj na razvoj novih pristupa u rjeSavanju

problema bakterijske rezistencije.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AIDS - eng. Acquired Immunodeficiency Syndrome, steCeni sindrom imunodeficijencije
AMP — antimikrobni peptidi

ATP — adenozin trifosfat

CBB - eng. Coomassie Brilliant Blue

CD — cirkularni dikroizam

DBCO - dibenzociklooktin

DMSO - dimetil-sulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

HIV — eng. human immunodeficiency virus, virus humane imunodeficijencije
ISA-HCI — imidazol-1-sulfonil-azid-hidroklorid

LB — Luria Broth

NHS — N-hidroksisukcinimid

PBS — eng. phosphate buffer saline, fosfatni pufer

PR — eng. pathogenesis-related, patogenezom povezani

RNA — ribonukleinska kiselina

SDS — natrijev dodecil sulfat

TAE - tris-acetatni pufer

Tris - trisaminometan

UV/VIS — ultraljubicasto/vidljivo
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