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SAZETAK

Hidrogelovi predstavljaju polimerne mreze sa hidrofilnim osobinama, sposobne da
apsorbuju velike koli¢ine vode, uz povecanje svoje zapremine. Geliranje se moze izvesti fizickim
ili hemijskim tipovima umrezavanja polimernih lanaca, koji mogu da vode poreklo od prirodnih i
sinteti¢kih polimera. U oblastima biomedicine, najzastupljeniji su hidrogelovi dobijeni od

prirodnih polimera, kao $to su polisaharidi i njihovi derivati.

Cilj ovog rada je bio modifikovati razli¢ite polisaharide (alginat, pektin,
karboksimetilceluloza) fenolnim jedinjenjima (tiramin, tirozin, dopamin, L-DOPA), sa ciljem
dobijanja polimera sposobnih da grade hidrogelove. Uspesnost modifikacije je okarakterisana UV-
Vis, FTIR i *H NMR spektroskopskim metodama. Ispitana je njihova sposobnost geliranja, nakon

¢ega su oni sa najpogodnijim karakteristikama primenjeni u razli¢itim oblastima.

Dopaminski derivati alginata su koriS¢eni za enkapsulaciju ¢elijskih zidova sa enzimom
lakazom, dobijenih lizom c¢elija Saccharomyces cerevisiae sa prethodno eksprimiranom lakazom
na povrsini Celije. Dobijeni celijski zidovi sa lakazom su pokazali 300 puta vec¢u enzimsku
aktivnost u odnosu na nelizirane ¢elije. Uspesno je uradena imobilizacija u kalcijum-dopamin-
alginatnim kuglicama, koje su pokazale prednost u odnosu na kuglice sa nativnim alginatom.
Ovako dobijeni biokatalizatori su koriS¢eni za dekolorizaciju tekstilnih boja Amido Black 10B,
Reactive Black 5, Evans Blue, i Remazol Brilliant Blue. Nakon 10 ciklusa dekolorizacije od po 48
sati, efikasnost dekolorizacije za boje Evans Blue i Amido Black 10 B je iznosila 90 % i 61 %,

navedenim redom.

Lakaza iz Streptomyces cyaneus je takode eksprimirana u E. coli, izolovana i pre¢is¢ena.
Izolovana lakaza je imobilizovana u dopamin-pektinskim mikrokuglicama, metodom enzimske
polimerizacije u emulziji. Imobilizovana lakaza je pokazala povecanu termalnu i pH stabilnost u
odnosu na slobodan enzim, kao i sposobnost dekolorizacije boja Amido Black 10B, Reactive Black
5 i Evans Blue. U uzastopnim ciklusima dekolorizacije boja je ovaj biokatalizator pokazao najvise

potencijala za degradaciju boja Amido Black 10B i Reactive Black 5.



Sintetisani dopaminski derivati karboksimetilceluloze i alginata su koriS¢eni za
proizvodnju nanovlakana elektrospining metodom. Dobijena nanovlakna su dodatno umrezavana
I koris¢ena kao podloga za gajenje celija fibroblasta (MRC-5). Dopamin-alginatna nanovlakna su
se pokazala kao dobar materijal za gajenje Celija, Sto je pokazano snimanjem SEM-a i MTT
esejem, iz Cega bi moglo da se zakljuci da su adhezija i proliferacija ¢elija moguce na ovim

nanovlaknima i da su ona potencijalno dobar materijal za tkivni inzenjering.

Kljuéne redi:
Hidrogel, imobilizacija, lakaza, degradacija boja, elektrospining, alginat, pektin.
Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



ABSTRACT

Hydrogels are polymer networks, which have hydrophilic properties and could absorb large
amount of water, increasing their volume. They could form gels either by physical or chemical
cross-linking of polymer chains and could be derived from natural and synthetic polymers.

The aim of this study was to modificate diverse polysaccharides (alginate, pectin, and
carboxymethylcellulose) with phenol compounds (tyramine, tyrosine, dopamine, L-DOPA), in
order to obtain polymers which could form hydrogels. The success of modification was confirmed
by UV-Vis, FTIR and *H NMR spectroscopy. Their gelling ability was investigated, afterward

polymers with the most suitable characteristics were applied in different areas.

Dopamine alginate derivatives were used to encapsulate cell walls with the enzyme laccase,
obtained by lysing cells of Saccharomyces cerevisiae, with previously expressed laccase on the
cell surface. The obtained cell wall laccase has shown 300 times higher enzyme activity, compared
to the whole cells. Immobilization was successfully performed in calcium-dopamine-alginate
beads, which showed an advantage compared to beads with native alginate. Thus obtained
biocatalyst were used for decolorization of textile dyes Amido Black 10B, Reactive Black 5, Evans
Blue, and Remazol Brilliant Blue. After ten cycles of repeated use, decolourization efficiency for

dyes Evans Blue and Amido Black 10B was 90 % and 61 %, respectively.

Laccase from Streptomyces cyaneus was also expressed in E. coli, isolated and purified.
The isolated laccase was immobilized in dopamine-pectin microbeads, using emulsion-based
enzymatic crosslinking polymerization. The immobilized laccase showed improved thermal and
pH stability in comparison to the free enzyme, and ability of decolorization dyes Amido Black
10B, Reactive Black 5 and Evans Blue. In successive cycles of dyes decolorization, this biocatalyst

showed the greatest potential for degradation of Amido Black 10B and Reactive Black 5.

The synthesized dopamine derivatives of carboxymethylcellulose and alginate were used
for the production of nanofibers by the method of electrospinning. The obtained nanofibers were
additionaly crosslinked and used as a scaffold for fibroblast cells (MRC-5) cultivation. Dopamin-
alginate nanofibers have been shown as a good material for cell cultivation, as shown by SEM



imaging and MTT assay. It could be concluded that cell adhesion and proliferation are possible on

these nanofibers and they are potentially good material for tissue engineering.

Key words:
Hydrogel, immobilization, laccase, dye degradation, electrospinning, alginate, pectin
Scientific field: Chemisty

Scientific subfield: Biochemisty



Lista skracenica

AA - akrilamid

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina)
ADA - hidrazid adipinske kiseline

APS - amonijum persulfat

BBR - Bismark Brown R

BSA - albumin iz govedeg seruma (od engl. Bovine Serum Albumin)
CBB - od engl. Coomassie Brilliant Blue

CAA - eng. casamino acids

CBB - od engl. Coomassie Brilliant Blue

CMC - karboksimetilceluloza

DMEM - Dulbekov modifikovan “Eagle” medijum

DMSO - dimetilsulfoksid

EDTA — etilendiamin-tetrasir¢etna kiselina

FDA - Food and Drug Administration

Gal — galaktoza

Glc — glukoza

HBT - 1-hidroksibenzotriazol

HMDI - heksametilen-diizocijanat

HPLC - teéna hromatografija visokih performansi (od engl. High Performance Liquid
Chromatography)

IMAC — afinitetna hromatografija sa imobilizovanim metalom (od engl. Immobilized metal
affinity chromatography)

LB — Luria-Bertani

LG - Lanaset Grey G

MTP — mikrotitar ploca sa 96 bunara

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid

PAGE — poliakrilamidna gel elektroforeza



PAHS - policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (od eng. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PBS - fosfatom puferisan fizioloski ratsvor (od engl. Phosphate-Buffered Saline)
PEG — polietilenglikol

PEO - polietilenoksid

PGA — poliglikolna kiselina

PLA — polilaktonska kiselina

PVA - polivinil-alkohol

RB5 - Reactive Black 5

RBBR — Remazol Brilliant Blue R

SDS — natrijum-dodecil-sulfat

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

TEMED - 1,2-bis(dimetilamino)etan

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometan

YNB - eng. yeast nitrogen base
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1.Uvod

Hidrogelovi su trodimenzionalne, hidrofilne, polimerne mreze, kojima je glavna
karakteristika da mogu da vezu velike koli¢ine vode, povecavajuci svoju zapreminu. Od kada su
prvi put primenjeni, Sezdesetih godina proslog veka, pa do danas kada su postali vazan deo raznih
industrijskih primena, hidrogelovi se iznova istrazuju, modifikuju, optimizuju i komercijalizuju.
[1] Hidrogelovi mogu da imaju poreklo od prirodnih ili sintetickih polimera, pri ¢emu i jedni i
drugi imaju svoje prednosti i mane, pa se u zavisnosti od Zeljene primene odreduje tip materijala
za sintetisanje hidrogela. U oblastima biomedicinskih nauka prednost imaju hidrogelovi izgradeni
iz biomaterijala, koji poseduju osobine kao S$to su biodegradabilnost, biokompatibilnost,
netoksi¢nost, itd. Razni prirodni polisaharidi, kao $to su: alginat, hitozan, hijaluronska kiselina,
pektin, gumiarabika, ksilan, poseduju navedene karakteristike i ¢ine dobar materijal za sintezu
hidrogelova. [2] Sa ciljem optimizacije uslova umrezavanja hidrogelova i njihovih karakteristika,
prirodni polimeri se ¢esto modifikuju, uvodenjem novih funkcionalnih grupa koje obezbeduju

nove karakteristike ili omogucavaju umrezavanje. [3]

Alginat, pektin i karbokstimetilceluloza predstavljaju prirodne polisaharide, dobijene iz
obnovljivih izvora, koji danas pronalaze primenu u raznovrsnim oblastima. Alginat je polisaharid
algi, koji se sastoji od uronskih kiselina (od B-D-manuronske kiseline i a-L-guluronske kiseline)
povezanih 1—4 glikozidnim vezama, usled ¢ega poseduje sposobnost geliranja u prisustvu
dvovalentnih katjona. Zbog sposobnosti gradenja gela, alginat se koristi kao sredstvo za

zgrusavanje i geliranje, kao stabilizator u prehrambenoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji. [4]

Bitnu primenu u navedenim oblastima imaju i drugi prirodni polimeri, kao $to su pektin i
karboksimetilceluloza (CMC). Pektin spade u heteropolisaharide koji grade ¢elijski zid biljaka i
sastoji se u najvec¢oj meri od homogalakturonana povezanih a (1—4) glikozidnim vezama, od kojih
je odreden broj metil-esterifikovan. [5] Karboksimetilceluloza je jedan od glavnih derivata
celuloze, koji ima siru primenu od same celuloze zbog svoje bolje rastvorljivosti. Ona moze da se

koristi kao stabilizator, za pravljenje suspenzija, zgusnjavanje, formiranje filmova, itd. [6]

Danas se hidrogelovi koriste u raznim granama primene, prehrambenoj, kozmetickoj,

farmaceutskoj industriji, itd., ali najveéi znacaj predstavlja njihova primena u biomedicinskim



oblastima, kao Sto su tkivni inZenjering, dostava lekova, za zarastanje rana, za proizvodnju

biosenzora, itd. [1, 7]

Tkivni inZenjering predstavlja veoma bitnu granu biomedicine, koja se zasniva na
istrazivanju razlicitih materijala sa ulogom skela (“scaffolds”) za gajenje Celija, pri ¢emu taj
materijal imitira ekstracelularni matriks i omoguéava pravilan rast ¢elija, kao i njegovu dalju
diferencijaciju, proliferaciju i formiranje zeljenog tkiva. [8] Hidrogelovi su pronasli ulogu u ovoj
oblasti zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti, netoksi¢nosti, itd. Struktura samog
materijala ima veliki uticaj na adheziju ¢elije, proliferaciju, biohemijsku aktivnost, itd., i pokazalo
se da matriks za gajenje celija sa nanostrukturom pruza bolju c¢elijsku potporu, adheziju i
proliferaciju, u odnosu na matriks sa mikrostrukturom. Zbog toga je u ovoj oblasti primenu
pronasla elektrospining metoda, kojom se pod dejstvom visokog elektriénog napona proizvode

nanovlakna polimera, koja omoguéavaju rast ¢elija i formiranje tkiva u tri dimenzije. [9]

Jedna od glavnih primena polimera u biotehnologiji je imobilizacija enzima i ¢elija. Na
ovaj nacin se obezbeduje strukturna potpora i imobilizovani biokatalizator se §titi od spoljasnjih
uticaja, pri ¢emu moze da dode do poboljsanih katalitickih osobina u odnosu na slobodan enzim.
[10] Pored toga, imobilizovani biokatalizatori se mogu jednostavno ukloniti iz reakcione smese i
ponovo upotrebljavati. Do sada su istraZzene razne tehnike imobilizacije, a takode 1 sintetisani

mnogobrojni matriksi za imobilizaciju. [11]

Lakaze su enzimi koji spadaju u grupu oksidoreduktaza i predstavljaju monomerne
glikoproteine koji u svom sastavu imaju viSe atoma bakra. Ovi enzimi mogu da vode poreklo iz
razli¢itih bakterija, gljiva, a katalizuju oksidaciju raznovrsnih supstra, kao §to su orto- i para-
difenoli, diamini, benzentioli, fenolne komponente lignina, itd. Posto koriste molekulski kiseonik
kao elektron akceptor, jedini sporedni proizvod njihove katalize je voda, Sto €ini lakazu ekoloski
prihvatljivom. [12] Lakaze su danas veoma primenjive u raznim oblastima jer imaju sposobnost
umrezavanja monomera, degradacije polimera, tekstilnih boja, otvaranja aromati¢nih prstenova,

sinteze organskih komponenti, itd. [13]

Jedna od oblasti gde su lakaze Siroko pronasle svoju primenu je bioremedijacija, prilikom
prec€iS¢avanja otpadnih voda od razli¢itih zagadivaca koji imaju negativan uticaj na Zivotnu
sredinu. Tekstilna industrija je jedna od najveéih zagadivaca danasnjice, pa je degradacija boja

otpadnih voda ove industrije veliki izazov. Lakaze iz razli¢itih izvora, imobilizovane u
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raznovrsnim materijalima, su ispitivane u ove svrhe i pokazale su se kao dobri biokatalizatori. [14-
16]



2. Teorijski deo
2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreze hidrofilnih polimera, koje imaju sposobnost vezivanja
velike koli¢ine vode. Mogu jo$ i da se definiSu kao polimerni materijali koji poseduju sposobnost
vezivanja i zadrzavanja velike koli¢ine vode, a da se pritom ne rastvaraju u vodi. Njihova
sposobnost da vezuju veliku koli¢inu vode poti¢e od prisustva velikog broja hidrofilnih
funkcionalnih grupa, a otpornost na rastvaranje u vodi poti¢e od umrezenja koja postoje izmedu
lanaca polimera. [17] Zbog svoje strukture i velikog postotka vode imaju visok stepen
fleksibilnost, koji moze da se uporedi sa fleksibilnos¢u tkiva. Ve¢ dugi niz godina privlace paznju
naucnika, zbog svog velikog potencijala za biomedicinske svrhe, pa se danas hidrogelovi
primenjuju u tkivnom inZenjeringu, dostavi lekova, kao materijali za poboljSano zarastanje,

biosenzori, itd. [18]

2.1.1. Podela hidrogelova

Hidrogelovi se mogu podeliti na osnovu razli¢itih kategorija, a to su: na osnovu njihovog
porekla (prirodni i sinteti¢ki), na osnovu sastava polimera koji ih sa¢injavaju (homopolimerni,
kopolimerni, multipolimer-interpretiraju¢i hidrogelovi), na osnovu fizicke i hemijske strukture
(amorfni, semikristalni, kristalni), na osnovu tipa umrezenja (hemijski i fizicki umrezeni
hidrogelovi), na osnovu fizickog izgleda (oblik matriksa, filma ili mikrosfere) i na osnovu

naelektrisanja veze (neutralni, jonski, amfoteriéni, cviter-joni). [17]

2.1.2. Sinteza hidrogelova

Hidrogelovi mogu da budu sacinjeni od prirodnih ili sintetickih polimera. Hidrogelovi su
generalno sacinjeni od hidrofilnih monomera, koji mogu da vezuje veliku koli¢inu vode, ali se
Cesto kombinuju sa sintetickim polimerima, koji su hidrofobni, u cilju regulacije karakteristika
samog hidrogela. [17] Sinteti¢ki polimeri su hemijski i mehanicki stabilniji od prirodnih polimera,
anjihova mehanicka stabilnost obezbeduje sporiju brzinu degradacije, pa samim tim i duze trajanje
hidrogela. Naravno, hidrogelovi mogu biti izgradeni samo od prirodnih polimera, ukoliko oni
imaju odgovarajuce funkcionalne grupe, ili su optimizovani sa grupama koje mogu da
polimerizuju. Zato danas postoji veliki broj modifikacija polimera, sa ciljem uvodenja novih

funkcionalnig grupa, pogodnih za umrezavanje, ili kombinovanja sa drugim polimerima, Sve u



cilju dobijanja hidrogelova. Mehanizmi gradenja hidrogelova mogu biti razliéiti, a neki od njih su:
1. Fizi¢ko umrezavanje [19], 2. Hemijsko umrezavanje [20], 3. Polimerizacioni grafting [21], 4.
Fotopolimerizacija [22-24]. Glavna podela na tipove sinteze hidrogelova je na fizicko umrezavanje

i hemijsko umrezavanje, a oni se dalje mogu klasifikovati. (Slika 1)

Tipovi sinteze hidrogelova

Hemijsko umrezavanje Fizicko umreZavanje
1. Umrezavanje sa "crosslinking" molekulima 1. Hidrofobnim interakcijama
(primer: glutaraldehid za umrezavanje PVA) (primer: alkilovana celuloza koja gradi

hidrogel na vi§im temperaturama)

2. Polimer-Polimer/Hibridni polimer tip umrezavanja 2. Jonskim interakcijama

(primer: hitozan/alginat hidrogelovi) (primer: kalcijum-alginatni hidrogel)
3. Formiranje hidrogela sa fotosenzitivnim agensom 3. Vodonicnim vezama
(primer; modifikovana CMC sa metakrilatom, koji (primer: PVA/DNK hidrogel)

se umrezava pod dejstvom UV svetla)

4. Enzimsko umreZavanje 4. Kristalizacijom
(primer: HRP/H,0, dovode do umrezavanja (primer: hidrogelovi dekstrana)
fenolnih derivata polimera)

Slika 1: Tipovi sinteze hidrogelova

2.1.2.1. Dobijanje hidrogelova fizickim umreZavanjem

Ovaj mehanizam sinteze hidrogelova ima prednost u odnosu na ostale jer ne zahteva upotrebu
umrezivaca, ve¢ do stvaranja hidrogela dolazi prilikom menjanja uslova, npr. zagrevanja ili
hladenja rastvora polimera [25, 26], stvaranjem jonskih interakcija [27], vodoni¢nih veza [28], itd.
Ovakvi hidrogelovi Cesto imaju manju stabilnost od hidrogelova koji nastaju kovalentnim
umrezavanjem, zbog relativno slabih interakcija koje se stvaraju izmedu polimernih lanaca
(vodoni¢ne veze, hidrofobne ili jonske interakcije), pa samim tim promenom uslova njihova
struktura moze da bude narusena. [29]

Umrezavanje zasnovano na hidrofobnim interakcijama je uoceno kod alkilovanih celuloznih

derivata (metil, etil, hidroksietil i hidroksipropil metil-celuloze) gde se formiraju hidrogelovi



prilikom zagrevanja iznad odredene temperature (koja zavisi od stepena alkilacije). Ovo se
objasnjava tim Sto su celulozni lanci hidratisani na nizim temperaturama, dok na povecanoj
temperaturi dolazi do otpustanja vode i alkilovane hidroksilne grupe interaguju medusobno
hidrofobnim interakcijama, gradeéi hidrogel. [18]

Jonsko umrezavanje se vr$i dodatkom dvovalentnih ili trovalentnih katjona u rastvor
jonizovanih polimera. Najpoznatiji primer ovakve vrste umrezavanja je geliranje alginata u
prisustvu dvovalentnih katjona, od kojih se najeSée upotrebljava kalcijum, pri ¢emu se
karboksilne grupe manuronskih i glukuronskih kiselina umrezavaju sa kalcijumovim jonima. Ne
moraju samo katjoni da budu umreZzivaci, uoc¢eno je da do jonskog umrezavanja i dolazi izmedu
dva prirodna, naelektrisana polisaharida, kao $to su hitozan i ksantan. [30] Prednost jonskog
umrezavanje je $to se ovakvo umrezavanje vrsi pri blagim uslovima, kao $to su sobna temperatura
i fizioloski pH, §to je pozeljno za biomedicinske primene kao Sto su zarastanje rana, dostava lekova
ili tkivni inZenjering.

Neki hidrogelovi nastaju formiranjem vodoni¢nih veza izmedu hidroksilnih grupa na
polimernim lancima. Formiranje hidrogela u ovom slucaju zavisi od koncentracije polimera,
molarnog odnosa polimera, tipa rastvaraca, temperature, itd. [31] Na ovaj nacéin je dobijen
polivinalkohol (PVA)/dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) hidrogel. [32]

U hidrogelove koji nastaju fizickim interakcijama spadaju i hidrogelovi koji nastaju
kristalizacijom. Tako na primer nastaju hidrogelovi dekstrana, gde dolazi do kristalizacije usled
stvaranja vodoni¢nih veza izmedu lanaca dekstrana, indukovano velikim odnosom polimer/voda.
Kristalna struktura je potvrdena IR spektroskopijom 1 diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC). [33]

2.1.2.2. Dobijanje hidrogelova hemijskim umreZavanjem

Dobijanje hidrogelova se vr$i i hemijskim mehanizmima, pri ¢emu dolazi do stvaranja
kovaletnih veza izmedu lanaca polimera. Jedna od metoda je radikalska polimerizacija monomera
male molekulske mase u prisustvu umrezavajuceg agensa. Pa je tako jedan od prvih sintetisanih
hidrogelova ovom procedurom poli(2-hidroksietil metakrilat) (pHEMA), koji se dobija
polimerizacijom HEMA u prisustvu odgovaraju¢eg umrezavajuceg agensa (npr. etilenglikol
metakrilat). [34] Kasnije je sliénim principom sintetisana velika koli¢ina hidrogelova.

Stvaranjem hidrogelova pomocu polimerizacije lananog rasta, stvaraju se heterogene mrezne

strukture. Ovaj proces sadrzi korake kao Sto su inicijacija, propagacija i terminacija. Inicijatori
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dovode do proizvodenje aktivnih radikalskih centara, i formiraju se slobodni radikali kao proizvodi
homoliticke disocijacije slabih veza ili redoks reakcija. Kada se formiraju aktivna mesta, ona se
brzo umnozavaju preko dvostrukih veza izmedu ugljenika monomera i formiraju polimerni lanac.
[35] Do formiranja hidrogela dolazi brzim Sirenjem aktivnih mesta, kada mreza dostigne kriticnu
tacku geliranja.

Polimeri koji su rastvorni u vodi sadrze neke od hidrofilnih grupa, naj¢esce su to hidroksilna,
karboksilna i amino grupa, koje mogu da se koriste za formiranje hidrogelova. Reakcijama izmedu
odgovaraju¢ih grupa moze da dode do stvaranja kovalentnih veza izmedu lanaca polimera i da se
na taj na¢in formira hidrogel. Pa tako npr. u vodi rastvorni polimer sa hidroksilnim grupama
(polivinilalkohol, PVA) se umreZava u prisustvu aldehida, glutaraldehida [36], a sa istim ovim
umreZivaéem reaguju i amino-polimeri, gde dolazi do formiranja Sifovih baza. Ova reakcija je
primenjivana i na proteine (albumin [37], Zelatin [38]) i polisaharide koji sadrze amino grupe [39],
ali je mana bila kori$¢enje toksi¢nog glutaraldehida, $to bi bio problem za kasniju biomedicinsku
primenu ovih hidrogelova. Kasnije su pronadeni sigurniji nacini za formiranje hidrogelova, pa je
tako zelatin umrezavan sa parcijalno oksidovanim dekstranima, i ovaj hidrogel je koris¢en u
tretmanima zarastanja rana. [40] U cilju formiranja stabilnijih hidrogelova alginata, u odnosu na
one jonske umrezene, alginat je kovalentno umrezavan sa N,N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil
karbodiimidom (EDC), metodom kojom se polimeri rastvorni u vodi umrezavaju formiranjem
amidnih veza. [41]

Polimerizacija u suspenziji je jos jedan nacin sintetisanja hidrogelova, pri ¢emu se na ovaj
nacin formiraju porozni, polimerni hidrogelovi. Oni nastaju polimerizacijom u prisustvu inertnih
rastvaraca koji imaju funkciju porogena, tj. agenasa za formiranje pora. Prvo se formira vodena
suspenzija, dispergovanjem mikrokapsula porogena u vodenu fazu koja sadrzi monomere i
umrezivace. Dobijen kompozitni hidrogel sadrzi u sebi mikrokapsule nakon Sto je doslo do
geliranja vodene faze, a zatim se vr$i razbijanje strukture mirkokapsula u hidrogelu, hemijskim
tretmanom. [42] Na ovaj nac¢in mogu da se sintetiSu makroporozni gelovi sa tacno definisanim
veli¢inama pora, kao i stepenom zastupljenosti pora u gelu. Ovakvi hidrogelovi pronalaze primenu

u imobilizaciji biokatalizatora, koji se zarobljavaju u porama hidrogela. [42]

Enzimski katalizovano umreZavanje polimera je metoda najmanje Stetna po Zivotnu
sredinu, s’obzirom da se vrSi pri veoma blagim uslovima, sa biokatalizatorima. [43] Ovom

metodom dolazi do formiranja medumolekulskih kovaletnih veza, pri reakciji koja je visoko
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selektivna 1 blagih uslova. Enzimsko umrezavanje moze da se vr$i preko 2 glavna mehanizma: u
prvom dolazi do direktnog formiranja kovaletne veze izmedu molekula (ovakav tip umrezavanja
katalizuju hidrolaze i transferaze); dok u drugom enzim diriguje stvaranje reaktivnih vrsta, koje
naknadno reaguju sa molekulom i dovode do stvaranja kovaletne veze (ovakav tip umrezavanja

katalizuju oksidoreduktaze). [44]

Fotopolimerizacija je jedan od in situ na¢ina formiranja hidrogelova i ona je najcesce
inicirana ultraljubic¢astim (100-400 nm), vidljivim (400-700 nm) ili infracrvenim (780-20,000
nm) zraenjem. Na ovaj na¢in se rastvor monomera pretvara u hidrogel, slobodno-radikalskom
polimerizacijom, gde formirani slobodni radikali iniciraju reakcije kojima dolazi do umrezenja
polimera [45]. Do sada je sintetisan veliki broj derivata prirodnih polimera koji imaju sposobnost
geliranja pod dejstvom odredene svetlosti, pa je tako npr. sintetisana karboksimetilceluloza-

metakrilat, koja se fotoumrezava pod dejstvom UV svetlosti i gradi hidrogel. [46]

2.1.3. Polisaharidi kao materijali za dobijanje hidrogelova

Polisaharidi su jedan od glavnih materijala za dobijanje hidrogelova. Najcesce su to prirodni
polimeri, koji mogu da vode poreklo iz Zivotinja, biljaka, mikrobioloskih organizama, itd. Da bi
polimer bio dobar materijal za hidrogelove, on treba da ima karakteristike kao §to su sposobnost
bubrenja, permeabilnost, sposobnost apsorpcije, biodegradabilnost, biokompatibilnost,
necitotoksi¢nost, a sve ove kriterijume ispunjavaju prirodni polisaharidi. Svojstva polimernog
lanca, kao njihova umrezena struktura, imaju bitan uticaj na svojstvo samog hidrogela. Iz ovog
razloga su mnogobrojni polisaharidi okarakterisani za ovu oblast primene, a takode su i mnogi
modifikovani, ne bi li se dobile $to bolje sposobnosti hidrogela. Do danas su u hemiji hidrogelova
pronasli primenu razni prirodni polisaharidi, kao Sto su: alginat, hitozan, hijaluron, pektin,

gumiarabika, ksilan, itd. [2]

2.1.4. Alginat

Polisaharid algi, alginat je prirodni, hidrofilan, anjonski polisaharid, koji danas predstavlja
znacajan polimer za razli¢ite sfere primene. Alginat se sastoji od f-D-manuronske kiseline (M) i
a-L-guluronske kiseline (G) koje su povezane 1—4 glikozidnim vezama. [47] U osnovi je linearni
blok kopolimer kojeg ¢ine sekvence M subjedinica (M blokovi) i G subjedinica (G blokovi), kao

i naizmeni¢ne MG sekvence (MG blokovi). [3] (Slika 2) Alginat moze biti izolovan iz razli¢itih



algi i bakterija, pa tako njegov sastav, odnos M i G subjedinica, kao i duzina polimera, zavisi od
samog izvora izolovanja. [3, 47] Danas se komercijalni alginati uglavnom dobijaju
alkalnomekstrakcijom iz algi [48], a kao najcesc¢i izvor se koriste braon alge (Phaeophyceae),
ukljucujuci sojeve Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum
nodosumi Macrocystis pyrifera. [49] Komercijalni natrijum-alginat je rastvoran u vodi, $to ga Cini
veoma pogodnim za in situ stvaranje hidrogelova, a u prisustvu polivalentnih katjona kao $to je
kalcijum, ima sposobnost gradenja gela. Geliranje alginata se zasniva na njegovoj sposobnosti da
vezuje katjone selektivno i kooperativno. [50] Postoje mnogobrojni mehanizmi geliranja alginata,
kao $to su jonsko umrezavanje, termalno geliranje, slobodno radikalska polimerizacija, ,.klik
reakcija®, itd. Do sada je sintetisan i veliki broj razli¢itih derivata alginata, sa ¢ime je dodatno

omogucena razlicita funkcionalizacija i sposobnost geliranja. [51]

H GCOH H OH

HOOC ~o0

OH H

-D-manuronska kiselina

M M

Slika 2: Struktura alginata koju ¢ine f-D-manuronske kiseline (M) i a-L-guluronske kiseline (G)
povezane 1—4 glikozidnim vezama.



2.1.4.1. Hemijske osobine alginata

Alginat spada u grupu polisaharida rastvornih u vodi i njegova rastvorljivost zavisi od pH
vrednosti rastvora, jonske jacine medijuma, kao i od prisustva geliraju¢ih jona u rastvoru.
Slobodne karboksilne grupe u molekulu alginata su kljuéne za rastvorljivost alginata, tako da je
alginat rastvoran na onim pH vrednostima gde su ove grupe deprotonovane. [3] Na rastvorljivost
alginata takode uti¢e 1 njegova molekulska masa, pa se tako sa povecanjem molekulske mase
povecéava viskoznost rastvora polimera, §to je ¢esto nezeljen efekat. [52]

2.1.4.2. Jonsko umreZavanje alginata

Sposobnost alginata da u prisustvu dvovalentnih katjona formira hidrogelove je jedna od
najbitnijin karakteristika ovog polisaharida. Dokazano je da su za to klju¢ne interakcije koje
nastaju izmedu G blokova u prisustvu dvovalentnih katjona (Slika 3), dok MG blokovi ne$to manje
doprinose formiranju hidrogelova. [53, 54] Dvovaletni katjoni u razli¢itoj meri interaguju sa
alginatom, a dokazano je da afinitet za vezivanje sledecih katjona opada u nizu Pb > Cu > Cd >
Ba > Sr > Ca >Co, Ni, Zn >Mn, [55] iako je kalcijum danas najvise kori§¢en dvovalentni katjon
za ove svrhe. Model jonskog geliranja alginata je nazvan “egg-box”, gde su dvovalentni katjoni
koordinisani za karboksilne grupe guluronske kiseline, povezuju¢i tako razlicite lance alginata 1
formirajuci oblik kutije jaja. Povezivanje alginatnih lanaca preko kalcijumovih jona dovodi do

geliranja rastvora. [56]
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Slika 3: Geliranje alginata kalcijumom, usled interakcija G bloka sa kalcijumom

2.1.4.3. Biokompatibilnost

Alginat predstavlja biokompatibilni polisaharid, a njegova biokompatibilnost je ispitivana
kako in vitro, tako i in vivo. Dokazano je da ekstrahovani alginat, koji je u vise koraka precis¢en
do visokog stepena Cistoce, ne dovodi ni do kakve znacajne reakcije organizma nakon implantacije
u zivotinjama. [57] Takode, ni do kakvih znacajnih inflamatornih odgovora nije dovelo ni
subkutano ubrizgavanje alginatnih gelova u miSeve, dobijenih od komercijalnog alginata visoke

Cistoce. [58]

2.1.4.4. Primene alginata

Koli¢ina od 30 hiljada metri¢kih tona natrijum-alginata se godisnje iskoristi kao stabilizator,

sredstvo za zgus$njavanje ili geliranje, u prehrambenoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji. [4]
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Alginat je pronasao primenu u prehrambenoj industriji prvenstveno zbog svoje sposobnosti
geliranja, pa se on danas koristi kao dodatak tokom pripreme dZzemova, pekmeza, gde poboljsava
I stabilizuje strukturu ovih proizvoda. [59] FDA (Food and drug administration) danas potvrduje
da alginat ispunjava smernice Hemijskog kodeksa za hranu (Food Chemical Codex) i samim tim
ga navodi kao povoljnog za sedam razli¢itih upotreba u prehrambenoj industriji. [60] Veoma je
bitna sposobnost alginatnih hidrogelova da polimerizuju i grade mikrokapsule sa Supljim jezgrom,
koje mogu da posluze za inkapsulaciju hrane i na taj na¢in pospese njeno ocuvanje. [61] Sve vise
se alginat koristi i u industriji pi¢a, pa se tako u proizvodnji piva koristi kao emulgator za
odrzavanje stabilnosti pene. [62] Alginat se pokazao kao dobar materijal za pakovanje zbog

sposobnosti biodegradabilnosti, jacine vlakana i sposobnosti propustanja vode.

Zbog brojnih dobrih karakteristika, kao Sto su biokompatibilnost, biodegradabilnost,
netoksi¢nost, sposobnost geliranja 1 vezivanja heliraju¢ih agenasa, alginat se koristi u raznim

biomedicinskim oblastima, kao $to su tkivni inZenjering, dostava lekova i regeneracija. [63]

Alginatni matriksi su pronasli ulogu i u ciljanoj dostavi lekova. Do sada su koris¢eni prilikom
dostave razli¢itih lekova manjih molekulskih masa, a najées¢a prednost ovakve metode je da
interakcija nastala izmedu alginatnog matriksa i leka moze da bude kontrolisana i da se na taj nacin
reguliSe 1 kineti¢ko otpusStanje leka. Formiranjem alginatnih hidrogelova se dobijaju pore
nanoveli¢ina (~5 nm) kroz koje mali molekuli mogu brzo da difunfuju [64], pa je otpustanje leka

u tim slu¢ajevima zavisno od brzine difuzije leka kroz pore alginatnog gela.

Danas se alginat koristi u oblasti zarastanja rana, gde se razli€iti oblici alginata (hidrogel,
elektrospinovano vlakno, itd.) koriste kao obloge za zarastanje rana, zbog pozitivnih svojstava,

kao Sto su homeostatska sposobnost, sposobnost geliranja nakon apsorpcije eksudata iz rane, itd.
[63]

Alginat se pokazao kao efikasan sastojak matriksa koji se koriste kao kozni graftovi prilikom
zarastanja rana, $to je dovelo do ubrzanog procesa zarastanja, pogotovo kod pacijenata kod kojih
je taj proces dodatno usporen, kao $to su dijabeticari. [65] Danas postoji nekoliko komercijalno
dostupnih koznih graftova za poboljSano zarastanje rana, a to su Nu-Gel® (Systagenix),
Tegagel® (3M GmbH)), Curasorb® Alginate (Medtronic), Sorbsan® (B. Braun Melsungen AG),
i Kendall™ Hydrocolloid Dressing (Medtronic). [66]
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2.1.45. Modifikacija alginata

e Hemijske modifikacije hidroksilne grupe

Oksidacija

U prisustvu natrijum-perjodata moze da se izvrsi oksidacija hiroksilnih grupa na C-2 i C-3
poziciji, uz raskidanje C-C veze izmedu ova dva ugljenika, uz stvaranje dve aldehidne grupe.
(Slika 4) Pokazalo se da oksidovani alginat ima reaktivnije grupe i brze se degraduje od nativnog,
Sto je veoma bitnna karakteristika za kontrolisanu dostavu lekova u alginatnim hidrogelovima.
[64] U cilju provere biodegradabilnosti oksidovanog alginata, komercijalni alginat je oksidovan
perjodatnom reakcijom i utvrdeno je da se oksidovani alginat nakon 100 h degraduje u potpunosti

pri fizoloskim uslovima i da se njegova molekulska masa tokom oksidacije smanjuje sa 11,2 X 104

g/mol na 3,6 X104 g/mol. [67]
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Slika 4: Perjodatna oksidacija alginata

Reduktivna aminacija oksidovanog alginata

Formiranjem novih funkcionalnih grupa (aldehidne) u lancu alginata, pruza se mogucnost
za vrSenje dodatnih reakcija, kao Sto je to reduktivna aminacija. Ona se najceS¢e vrsi u prisustvu
natrijum-cijanoborhidrida kao redukcionog sredstva, pre nego natrijum-borhidrida, jer je
reaktivnije i selektivnije redukciono sredstvo. (Slika 5) Takode prednost natrijum-cijanoborhidrida
je Sto se u njegovom prisustvu redukcija intermedijernog imina odvija brzo na pH vrednosti 6-7,
na kojoj je redukcija aldehida i ketona zanemarljiva. [68] Do sada je ova reakcija vrSena sa
razli¢itim aminima, daju¢i nove derivate alginata. Neki od njih imaju surfaktantne osobine, zbog
dodatka dugog alkilnog niza na alginatni lanac, daju¢i alginatu Sposobnost gradenja micela i

karakteristike povrsinski aktivnih supstanci. [69, 70]
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Slika 5: Reduktivna aminacija alginata

Sulfonovanje

Reakcija sulfonovanja alginata, kao i drugih polisaharida, je reakcija radena u cilju
obezbedivanja antikoagulantne aktivnosti i kompatibilnosti sa krvlju, usled novonastale sli¢nosti
sa strukturom heparina, prirodnog sulfonovanog polisaharida. [71] Heparin je zbog svoje
sposobnosti da sprecava zgruSavanje krvi najviSe koriS¢eni sulfonovani polisaharid prirodnog
porekla. Prvi izvestaj o sulfonovanju alginata su prikazali Ronghua i saradnici, modifikujuci
alginat u prisustvu hlorsumporne kiseline, pri ¢emu se pokazali da novosintetisani alginat ima

antikoagulantnu aktivnost. [72] (Slika 6)
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Slika 6: Sulfonovanje alginata

Pored navedenog mehanizma, Cohen i saradnici su uradili sulfonovanje alginata koristeci
karbodiimidno kuplovanje. [73] Koristili su N, N - Diciklokarbodiimid (DCC) i sumpornu
kiselinu, pri ¢emu se formira protonovani DCC-H2SO4 intermedijer, koji reaguje sa hidroksilnim
nukleofilom uz formiranje sulfonovanog alginata. (Slika 7) Testirano je vezivanje ovog derivata
alginata, kao i nativnog alginata, za heparin-vezujuce i heparin-nevezujuce proteine. Pokazalo se
da se sulfonovani alginat snazno vezuje za heparin-vezujuce proteine, a nativan se ne vezuje

uopste, dok za heparin-nevezujuce proteine nisu pokazali afinitet ni sulfonovan, ni nativan alginat.
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Slika 7: Formiranje protonovanog DCC-H,SO, intermedijera, koji reaguje sa hidroksilnim nukleofilom i
dolazi do formiranja sulfonovanog alginata

Kopolimerizacija

Kacenje drugih polimera za lanac alginata moze da dovede do promene u fizickim i
hemijskim karakteristikama. Pa se tako ka¢enjem sintetickih polimera moZe povecati hidrofobnost
i sterna zaSti¢enost nativnhog polimera. Jo§ 1994. godine je uradena alginatna graft
kopolimerizacija, koriste¢i Fentonov reagens kao redoks inicijatorski sistem, za kacenje
akrilonitrila i rastu¢eg polimernog lanca na lanac alginata. [74] Kac¢enjem polietilenglikola (PEG)
za alginat, karbodiimidnim mehanizmom, se dobija kopolimer sa promenjenim karakteristikama,

koji i dalje ima ocuvane karboksilne grupe neophodne za umrezavanje. [75]

e Hemijske modifikacije karboksilne grupe
Esterifikacija

Jedna od osnovnih reakcija koje je vrsena na karboksilnoj grupi je njena esterifikacija, pri
¢emu se alkil grupe kace za lanac alginata i time povecavaju hidrofobnost ovog polimera. (Slika
8) Do sada je sintetisan veliki broj estara alginata sa jednostavnijim alkoholima, a radena je i
esterifikacija sa kompleksnijim molekulima, kao S$to je holesterol, pri ¢emu je sintetisan amfifilni
holesteril-estar alginata, koji je rastvoran u vodi. [76] Pokazalo se da ovakav estar alginata moze
da se samoorganizuje u stabilnije i kompaktinije nanoagregate, preko intra- i intermolekulskih
hidrofobnih interakcija holesterola, u vodenom rastvoru natrijum-hlorida, $to nije primeéeno kod
nativnog alginata. Esterifikacijom alginata sa butanolom se dobija derivat koji se pokazao kao
dobar materijal za inkapsulaciju hidrofilnih i hidrofobnih molekula, zadrZavsi osobine geliranja i

netoksicnosti, koje poseduje nativni alginat. [77]
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Slika 8: Esterifikacija alginata

Amidacija

Karbodiimidni mehanizam amidacije alginata je raden od strane viSe autora, koriste¢i 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrohlorid (EDC-HCI) za formiranje amidne veze
izmedu karboksilne grupe alginata i amino grupe nekog molekula. [78-81] (Slika 9) Banks i
saradnici su ovom metodom sintetisali 4-(2-aminoetil)-benzoeva kiselina-modifikovani alginat,
koji ima sposobnost formiranja hidogela pogodnog za kontrolisanu isporuku lekova. [80] Na ovaj
nacin su sintetisani fenolni 1 kateholni derivati alginata, vezivanjem tiramina i dopamina, i na taj

nacin je omoguceno formiranje hidrogela enzimskom reakcijom u prisustvu peroksidaze 1

vodonik-peroksida. [81, 82]
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Slika 9: Amidacija alginata
Ugi reakcija
Jos§ jedna od reakcija primenjenih za modifikaciju alginata je Ugi reakcija, u kojoj dolazi
do formiranja bis-amida u prisustvu ketona/aldehida, amina, izocijanida i karboksilne Kiseline.
[83] Bu i saradnici su pripremili alginatni hidrogel ovo reakcijom, koriste¢i 1,5-diaminopentan
(DAP), kao bisfunkcionalni umrezivac. [84] (Slika 10) Pokazalo se da struktura, transparentnost,
tatka geliranja 1 viskoelasticnost ovog hidrogela mogu da se podese promenom temperature,

koncentracije samog polimera i1 koncentracijom dodatog umreZivaca.
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Slika 10: Ugi reakcija

2.1.5. Pektin

Pektin spada u grupu heteropolisaharida i jedna je od najzastupljenijih komponenti ¢elijskog
zida biljaka. U osnovi pektina se nalazi razli¢ite asocijacije polisaharida, kao S$to su
homogalakturonani (HG), ksilogalakturonani (XGA), ramnogalakturonani tipa 1 (RG-I),
ramnogalakturonani tipa Il (RG-II), arabinani i arabinogalaktani. Najve¢i deo mase pektina (60-
70%) se sastoji od homogalakturonana, tj. homopolimera D-galakturonske kiseline, povezane o
(1—4) glikozidnim vezama, od kojih su neke karboksilne grupe metil-esterifikovane, dok su
poneke O-2 i O-3 pozicije O-acetilovane. [85] (Slika 11) Pektin predstavlja glavhu komponentu
pulpe i kore limuna, pomorandze, limete [86], a ovim polisaharidom su bogati i suncokret, jabu¢na
komina, krompir, paradajz, Sargarepa. [87] Komercijalni pektin se najéeS¢e dobija iz kore
citrusnog voca, kao 1 iz jabu¢ne komine, kao sporednih proizvoda u proizvodnji sokova. U
zavisnosti od izvora u kome se nalaze, pektini se razlikuju po molekulskoj masi, stepenu acetilacije
1 metilacije, kao i sadrzaju galakturonske kiseline 1 neutralnih Secera. Stepen esterifikacije utice na
geliranje pektina i uslove obrade, pa je tako pektin sa visokim stepenom metil-esterifikacije veoma
osetljiv u kiseloj sredini 1 gelira pri niskim pH vrednostima. Najcesc¢e se koristi za konzerviranje 1
geliranje pri visokim koncentracijama Secera. [88] Pektin sa niskim stepenom metil-esterifikacije
se uglavnom koristi za pripremu dzemova sa manjim koncentracijama Secera, jer za njegovo
geliranje nije potrebna velika koli¢ina Secera, pokazuje manju osetljivost na kiselost i prilikom

geliranja zahteva prisustvo kalcijumovih jona. [88]
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Slika 11: Hemijska struktura pektina

2.15.1.  Svojstva pektina i njegova sposobnost geliranja

Izvor pektina od koga zavisi i struktura samog pektina, metoda njegove ekstrakcije, stepen
esterifikacije i drugi parametri utiCu na osobine pektina, kao $to su viskozitet, rastvorljivost,
geliranje, itd. [89] Rastvorljivost pektina zavisi od stepena metilacija, molekulske mase, prisustva
drugih jona u rastvoru, temperature, pH vrednosti. [90] Viskozitet, rastvorljivost i geliranje su
medusobno povezani, pa tako oni faktori koji dovode do povecanja jaCine gela, istovremeno 1
dovode do veée tendencije za geliranje, smanjenje rastvoljivosti i povecane viskoznosti. [90]
Razlog ove povezanosti je struktura samog pektina, tj. polikarboksilna struktura ovog polimera.
Sa smanjivanjem pH vrednosti, dolazi do protonovanja karboksilne grupe i samim tim smanjenja
jonizovanosti polimera i smanjenja hidratisanosti karboksilnih grupa. Sa smanjenom jonizacijom
su smanjenja odbijanja u samom lancu pektina, i oni onda mogu da se udruzuju i formiraju gel.
pK vrednost pektina zavisi od vrste pektina i stepena njegove esterifikacije, pa tako pektin sa 65
% stepenom esterifikacije ima pH 3,55, dok onaj sa 0 % ima pH 4,10. Iz ovog moze da se zakljuci

da pektin sa ve¢im stepenom metilacije gelira na viSem pH, zbog manjeg broja slobodnih
karboksilnih grupa. [90]

U rastvoru se pektini spontano razgraduju procesima deesterifikacije i depolimerizacije, a

brzina ovog procesa zavisi od pH i temperature rastvora. Odredeno je da je maksimalna stabilnost
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na pH oko 4, dok sa povecanjem temperature dolazi do povecanja degradacije. Pri ekstremnijim
uslovima, kao S$to su niska pH i poviSena temperatura, dolazi do degradacije usled hidrolize
glikozidnih veza. [90]

Mehnizam geliranja pektina zavisi od ve¢ gore pomenutih karakteristika, a takode je razlicit 1
za pektin sa visokom koncentracijom metoksi grupa (high-metoxy, HM) i sa niskom
koncentracijom metoksi grupa (low-metoxy LM). Vodoni¢ne veze, kao i hidrofobne interakcije,
imaju bitnu ulogu u geliranju pektina, pa tako vodoni¢ne veze izmedu molekula pektina i

hidrofobne interakcije metoksi grupa stabilizuju gelastu strukturu pektina. [88]

HM pektinski gelovi se dobijaju na niskim pH vrednostima i pri visokim koncentracijama
saharoze, koja dovodi do smanjenja aktivnosti vode, §to je potrebno da bi doslo do interakcija
izmedu samih polimernih lanaca, a da bi se smanjile interakcije lanca i vode. Takode, snizavanjem
pH dolazi i do protonovanja karboksilnih grupa i na taj nacin se smanjuju elektronska odbijanja u

lancu. [91] Ovakav pektin gelira u prisustvu visokih koncentracija saharoze (55-75%). [5]

Do formiranja LM pektinskih gelova dolazi u prisustvu dvovalentnih kajtona i jacina gela
zavisi od koncentracije katjona [86]. Pri ovim uslovima do geliranja dolazi na pH vrednostima od
2 do 6 1 u ovom slucaju prisustvo Secera nije neophodno. [91] Do umrezavanja dolazi preko
kalcijumovih mostova izmedu dve karboksilne grupe, dva razli¢ita lanca. [92] Ovakav model
umrezavanja je nazvan ,,egg-box*, kao i kod umreZavanja alginata, gde se formiraju zone spajanja
izmedu GalA razli¢itih lanaca, a i intermolekulski preko elektrostatickog i jonskog vezivanja
karboksilnih grupa, pri ¢emu se formiraju strukture poput kutije za jaja. [93] Kod pektina je ovaj
metod geliranja delom drugaciji od alginata, pa su ga imenovali i kao ,,shifted egg-box* jer je jedan

od lanaca blago pomeren u odnosu na drugi. [94]

Ispitivane su interakcije poligalakturonata sa razli¢itim katjonima: Ca®*, Ba?*, Mg?* i Zn?*, gde
je utvrdeno slabo vezivanje Mg?* za poligalakturonat, usled njegovog velikog afiniteta za vodu,

dok su ostali joni interagovali sa poligalakturonatom i formirali gel. [95]
2.1.5.2.  Primena pektina

Pektin, kao i njegovi derivati, se koriste u razli¢itim oblastima kao §to su tkivni inZenjering
[96], dostava lekova [97], transfer gena [98], za zarastanje rana, u papirnoj indutriji, za formiranje

jestivih filmova, itd. Pektin zbog svoji geliraju¢ih osobina pronalazi primenu i kao sredstvo za

19



zguSnjavanje, stabilizaciju i emulgaciju. [99] Njegove emulgujuce osobine su iskoris¢ene i u

kozmeticke svrhe, prilikom pripreme krema i losiona.

Pektinski hidrogelovi se koriste kao oblozi za rane, da pospese zarastanje rana, obezbede
pogodnu sredinu za zarastanje i sprece bakterijske infekcije. Hidrogelovi pektina obezbeduju
hidrofilnost i kiselu sredinu u okruZenju rane, lagano uklanjanje eksudata, kao i sposobnost
inkorporacije i otpustanja lekova (npr. antibiotika, analgetika), faktora rasta, koji ¢e pospesiti

zarastanje rane.

Kao i ostali prirodni polimeri, pektin pronalazi primenu u dostavi lekova. Pored osnovnih
osobina karakteristi¢nih za prirodne polimere, pektin pokazuje i muko-adhezivnost [100], lako¢u

rastvaranja u baznoj sredini i sposobnost geliranja u kiseloj sredini, $to je znacajno pri dostavi

lekova. [101]

Kao i alginat, pektin je pokazao veliki potencijal za tkivni inzenjering. Promovisu¢i nukleaciju
mineralne faze u fizioloskom rastvoru, injektovane mikrosfere pektina su se uspesno koristile za
tkivni inzenjering kostiju. [102] U ove svrhe je kori$¢en nativan i modifikovan pektin, u obliku

gela, mikrosfera i premaza, gajeci dvodimenzionalne i trodimenzionalne kulture ¢elija kostiju. [96]

2.15.3. Modifikacije pektina

Modifikacije pektina su radene sa ciljem sinteze derivata sa poboljsanim ili novim
karakteristikama, koje su poZeljne za neke ciljane primene. Takode pektin ima neka neZeljena
svojstva za neke specifi¢ne svrhe, pa tako npr. pektin sa visokom koncentracijom metoksi grupa
gelira u prisustvu visokih koncentracije saharoze i takav gel ne bi bio pogodan za pacijente sa
dijabetesom. Zbog toga bi resenje bilo modifikovati takav pektin u cilju geliranja bez dodataka
Secera. Takode, njegova brza hidratacija, oticanje i erozija usled velike rastvorljivosti, smanjuje
sposobnost kontrolisanog otpustanja leka u razli¢itim koncentracijama. [103] Ovakva nezeljena

svojstva bi mogla da se uklone fizickom, hemijskom ili enzimskom modifikacijom pektina.

Pektin u svojoj strukturi ima hidroksilne i karboksilne grupe koje su pogodne za dalje
modifikacije §to moZe da utice na njegovu rastvorljivost, hidrofobnost, fizicko-hemijske 1 bioloske
karakteristike, ili da doprinese stvaranju nekih novih karakteristika. Do sada su na pektinu vrSene

modifikacije kao $to su supstitucija (amidacija, tiolacija i1 sulfonovanje), produzavanje lanca
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(umrezavanjem ili grafting-om) i depolimerizacija (kisela i enzimska hidroliza, p-eliminacija ili

mehanicka degradacija). [104]

e Alkilovanje karboksilne grupe

Alkilovanje karboksilne grupe je radeno u cilju povecanja hidrofobnosti ovog polisaharida.
[105] Jedna od reakcija alkilovanja koja je vrSena na pektinu je metoksilovanje, koje je najéesce
vr$eno reakcijom sa metanolom U Visku u prisustvu sumporne ili hlorovodoniéne kiseline kao
katalizatora. [106] Mana ove sinteze je duzina reakcija, koja moze da traje i nedeljama dok se ne
izvr$i potpuna metoksilacija pektina. Optimizovana metoda metoksilacije je reakcija sa
anhidrovanim metanolom u prisustvu acetil hlorida, pri kojoj je mnogo manji stepen degradacije
pektina, moguée je 100% metilacija karboksilnih grupa, a vreme odvijanja reakcije je mnogo
krace. [107]

Osim esterifikacije karboksilne grupe metil grupom, radena je esterifikacija i sa veéim
ugljovodoni¢nim nizovima, u cilju poboljSanja pektina. Ova reakcija se najceS¢e radi sa
tetrabutilamonijum (TBA) solima pektina u prisustvu alkil-halogenida, kao $to je prikazano na
Slici 12. Vezivanjem vecih ugljovodoni¢nih nizova za karboksilnu grupu pektina se povecava
hidrofobnost pektina, pa tako npr. sintetisani Ci2-pektinski derivat pokazuje reoloske osobine

karakteristi¢ne za hidrofobne polimere rastvorne u vodi. [108]

coo "o
o 0 COOTEA COOR
o o)
HO HO HO
o TBA OH OH Alkil halogenidi OHo
o
COOCH
o COOCH,  DMSO COOCH;
O O

HO Ho HO

OH'! L R=alkil OH |

Slika 12: Alkilovanje pektina

e Alkilovanje hidroksilne grupe

Jedan od najvaznijih primera alkilovanja hidroksilne grupe je reakcija acetilovanja. Pektini
izolovani iz nekih izvora, kao §to su krompir, suncokret, Se¢erna repa, su prirodno acetilovani, §to
dovodi do nekih promena u glavnim karakteristikama pektina, kao §to su smanjena sposobnost

vezivanja dvovalentnih katjona, pa nekad i nemoguénost geliranja. [104] Ova osobina je
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objasnjena sternim smetnjama od strane acetilne grupe, prilikom vezivanja kalcijumovih jona za
bliske karboksilne grupe, kao i uticajem acetilacije na konformaciju molekula. Medutim,
acetilovan pektin pokazuje osobine koje ga ¢ine povoljnim da bude emulgator i stabilizator. [109]
Osim toga, acetilovan pektin ima smanjenu polarnost i rastvorljivost, usled ¢ega je pronasao

primenu i u kontrolisanoj dostavi lekova, npr. ibuprofena kroz gastrointestinlani trakt. [110]

e Amidacija

Amidni derivati pektina se danas koriste u prehrambenoj industriji zbog svojih geliraju¢ih
osobina i smanjene osetljivosti na prisustvo kalcijumovih jona i pH vrednosti rastvora. Osim
navedenih osobina, prednost ovih gelova je §to su termoreverzibilni, te oni zagrevanjem prelaze u
te¢ni oblik, a hladenjem se vracaju u prvobitnu formu gela, dok obi¢ni pektinski gelovi 1 nakon

hladenja ostaju u te¢nom obliku. [104]

NajviSe zastupljeni, a istovremeno i najjednostavniji amidni derivati pektina su oni koji
imaju primarnu amino grupu (-CONH,). Cest sintetski put je demetoksilacija metil-estarskih grupa
pektina sa amonijakom u anhidrovanom metanolu, pri ¢emu neke metil-estarske grupe budu

zamenjene amino grupama. [104]

Prilikom modifikacije pektina, treba se voditi ratuna na nezeljene sporedne reakcije. Jedna
od njih je demetoksilacija pri alkalnom pH, kao i smanjenje molekulske mase usled
depolimerizacije pektina.

Osim reakcije sa amonijakom, moguca je i reakcija sa primarnim aminima, gde se formira
sekundarni amid. Naj¢eSce se reakcija vrsi u prisustvu primarnih amina u metanolu, ali je moguca

i reakcija u vodenim uslovima, kao i u prisustvu proteaza i amina ili aminokiselina. [104]

e Sulfonovanje

Uvodenjem sulfatne grupe na mesto hidroksilne grupe polimera je pokazan znacajan uticaj
na fizicke karakteristike polimera, pa se tako modifikovani polisaharidi koriste kao antikoagulansi,
antioksidansi, kontraceptivi, a mogu da imaju i antiinflamatorno, antitumorsko i antimikrobno
dejstvo. [111] Reakcija sulfonovanja pektina se najces¢e vrsi u prisustvu sumporne kiseline,
hlorsumporne kiseline, sumportrioksida, itd., u prisustvu formamida, dimetilsulfoksida,
trimetilamina ili piridina. Prvobitno se kao najbolji algens za sulfonovanje pokazala hlorsumporna

kiselina, ako se uzme u obzir stepen modifikacije, prinos i stepen degradacije tokom reakcije. [104]
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Kasnije se pokazalo da ovakav sintetski put ima negativne strane, kao $to su velika zagadenja i
nizak stepen supstitucije, pa su Fan i saradnici pronasli metodu za sulfonovanje pektina u vodenim
uslovima, sa blagim sulfatnim agensom - [N(SOsNa)3], koja se pokazala kao jednostavna i
efikasna. [112]

e Oksidacija

Oksidacija pektina moze biti izvrSena na hidroksilnim grupama na pozicijama C-2 i C-3,
sa natrijum-perjodatom kao oksidacionim sredstvom, pri ¢emu dolazi do formiranja dve aldehidne
grupe. Pri ovoj vrsti oksidacije treba imati u vidu da moze do¢i i do degradacije pektina prilikom
raskidanja glikozidnih veza, $to dovodi do povecane biodegradabilnosti polimera. Glavna prednost
ovako oksidovanog pektina je sposobnost uvodenja novih funkcionalnih grupa na novostvorene
aldehidne grupe, a samim tim i raznovrsne primene ovako dobijenih modifikata. [104] Razliciti
tipovi oksidacije se mogu posti¢i upotrebom razlicitih oksidacionih sredstava, pa tako primenom
natrijum-vanadata se vr$i oksidacija terminalnih jedinica lanca [113], dok se primenom hroma (V1)

na odredenom pH moze izvrs$iti oksidacija slobodnih karboksilnih grupa. [114]

2.1.6. Celuloza

Celuloza je najrasprostranjeniji prirodni polisaharid, koji sintetiSu viSe biljke, neke alge i
bakterije. Izgradena je od monosaharidnih jedinica D-glukoze, koje su povezane B (1—4)
glikozidnim vezama, a ona izgraduje ¢elijski zid biljaka i algi. Najveca koli¢ina celuloze se dobija
iz drveta i pamuka, ali se takode moze izolovati iz razli¢itih delova biljaka. Celuloza je jeftin,
biodegradabilni i obnovljivi polimer, koji je nerastvoran u vodi. Zbog posedovanja karakteristika
kao $to su visoka Cvrstoca, biokompatibilnost, hidrofilnost, netoksi¢nost, biorazgradivost,
obnovljivost, velika pristupacnost, celuloza predstavlja dobar polazni materijal za $irok spektar

novih materijala. [115]
2.1.6.1. Karboksimetilceluloza

Jedan od najbitnijih derivata celuloze je karboksimetilceluloza (CMC), koja ima uvedenu
karboksimetil grupu (-CH2-COOH) na mesto hidroksilne grupe glukopiranoznog lanca. (Slika 13)
Sinteza CMC-a se vr$i Williamson-ovom etarskom sintezom, a prvi put je sintetisana 1918. godine
od strane Jansena. [116] U prvom koraku ove sinteze se celuloza tretira natrijum-hidroksidom, dok

se u drugom koraku vrsi reakcija sa monohlorsir¢etnom kiselinom. [117] U zavisnosti od stepena
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supstitucije CMC-a varira i njegova molekulska masa, pa ona moze biti od 90000 do 2000000
g/mol, a od nje zavise fizicka i hemijska svojstva CMC-a. [6] Razlog zasto je ovaj derivat celuloze
grupa, a samim tim i njegova rastvorljivost u vodi. Ovaj etar celuloze je jeftin, dostupan je na
trziStu kao natrijumova so, bele boje, bez mirisa i ukusa. Zbog svoje biorazgradivosti,
netoksi¢nosti, ali i lake i jeftine proizvodnje, CMC je pronasla primenu u mnogim oblastima.
Danas se CMC koristi u papirnoj, tekstilnoj, kozmetickoj, farmaceutskoj industriji, u proizvodnji

detergenata, zastitnih premaza, u biomedicinske svrhe, itd. [6, 116]

R=H ili CH,COONa

1. Natrijum hidroksid

“ 2. Natrijum monohloracetat

CELULOZA KARBOKSIMETILCELULOZA
Slika 13: Sinteza karboksimetilceluloze

2.1.6.2. Modifikacije CMC

Glavna prednost ovog derivata celuloze u odnosu na nativnu celulozu je njegova rastvorljivost
u vodi, a samim tim i njegova reaktivnost i sposobnost uvodenja novih grupa koje ¢e omoguciti

novu funkcionalnost ovog polimera.

Modifikacije CMC mogu da se vrSe na slobodnim hidroksilnim grupama ili na uvedenom

karboksimetil supstituentu.

e Fosforilacija CMC

Fosforilovanje CMC se vrsi prvobitnom aktivacijom karboksilnih grupa karbodiimidom, a
zatim reakcijom sa 2-aminoetil-fosfornom kiselinom. Dobijeni derivati CMC-e pokazuju visoku
sposobnost za ¢elijsku proliferaciju, diferencijaciju 1 imaju osteogenu aktivnost. Takode pokazuju
sposobnost vezivanja za titanijumske podloge, zbog koordinacije fosforilne grupe sa titanijumom.
Polimerni film koji se vezuje na titanijumsku podlogu se pokazao dosta idrzljivim, pa tako moze

da izdrzi nekoliko pranja u ultrazvu¢nom kupatilu. [118]
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e Amidacija CMC

Prilikom amidacije CMC-a, u prvom koraku se vr$i esterifikacija karboksilnih grupa sa
metanolom, a u drugom koraku aminoliza dobijenog metil-estra sa razli¢itim amidnim reagensima,
kao $to su n-alkilamini, hidrazin, hidroksilamin, itd. Ovakvi derivati imaju sposobnost da vezuju
metalne katjone (oni koji imaju vezan hidrazid ili hidroksamsku kiselinu) ili lipide (oni koji imaju
vezane N-alkilamide). Derivati sa hidroksamskim kiselinama su posebno vazni, kao bioligandi

koji mogu da ucestvuju u transportu metalnih jona i inhibiciji metaloenzima. [119]

e Oksidacija celuloze i CMC

Veoma primenjivana reakcija na celulozi i karboksimetilcelulozi je oksidacija, pri cemu
doazi do oksidacije hidroksilnih grupa do karbonilnih ili karboksilnih grupa. Oksidacija moze biti
pradena i otvaranjem piranoznog prstena, pri ¢emu dolazi do slabljenja glikozidnih veza i
smanjenja stepena polimerizacije, $to moze dovesti do smanjenja molekulske mase, kao i Smanjene
fizicke i mehanicke otpornosti materijala. [120] Oksidaciona sredstva mogu biti raznovrsna, kao
Sto su: NaClOs, KMnQOs4, NO2, HIO4 i H20.. Perjodatnom oksidacijom se vrsi oksidacija
sekundardnih, vicinalnih hidroksilnih grupa po mehanizmu Malaprade reakcije (Slika 14), pri
¢emu dolazi do formiranja dve reaktivne aldehidne grupe, koje su dalje veoma pogodne za dalju
derivatizaciju polimera. Prednost ove reakcije je i §to je visoko specifi¢na, pa nema sporednih

reakcija koje bi bile ometajuci faktor. [120]

H OCH,COONa y OCH,COONa H ©CH,COONa H OCHCOONa

nNalO, H/o H,O
e ).“o ° o) o e
" H \o H \O ’ n
H H H H

Slika 14: Perjodatna oksidacije karboksimetilceluloze

2.1.6.3. Primena karboksimetilceluloze

Karboksimetilceluloza zbog svoje povecane rastvorljivosti u vodi u odnosu na celulozu,
pronalazi primenu u mnogim oblastima. Njena netoksi¢nost, biokompatibilnost, visoka viskoznost
pri niskim koncentracijama, antipenusavost, je ¢ine pogodnim materijalom za razlicite vrste
primene. Osim rastvornog oblika, CMC se koristi 1 u ¢vrstom obliku, za proizvodnju filmova,

papira, itd.
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Oblasti u kojima CMC pronalazi primenu su: biomedicina, farmacija, tekstilna, prehrambena,
kozmeticka industrija, industrija plastike, papira, ulja, itd. U biomedicinske svrhe se ovaj polimer

koristi u tkivnom inZenjeringu, oblasti zarastanja rana, dostave lekova, itd. [121]

U tekstilnoj industriji se CMC koristi kao zgusnjiva¢ za boje. U procesu Stampanja tekstila,
CMC ima ulogu da kontrolise viskoznost rastvora boje i da poboljsa hidrofilnost boje, kao i njenu

sposobnost penetracije u materijal. [122]

Kao 1 drugi polisaharidi, CMC se koristi kao pomo¢no sredstvo u prehrambenoj industriji,
usled odli¢nih karakteristika kao $to su nedostatak mirisa i ukusa, nekalori¢nost, fizioloska
inertnost, formiranje bistrih rastvora, itd. [121] Njegova uloga u ovoj industriji je uloga
zgu$njivaca, stabilizatora emulzija i aditiva, ali pored toga sluzi i za zadrzavanje vode (ili
uklanjanje vode), za bolje resuspendovanje i poboljsanje teksture. Moze da se koristi i kao

materijal za pakovanje, sa ciljem o¢uvanja svezine i bezbednosti prehrambenog proizvoda. [123]

Do sada je CMC pronasla primenu u mnogim biomedicinskim aplikacijama, kao Sto su tkivni
inzenjering, zarastanje rana, biosenzori, dostava lekova, itd. Za dostavu lekova je do sada
koris¢ena CMC u kombinaciji sa razli¢itim polimerima, pa je tako npr. pokazano da
polivinilakohol (PVA) u kombinaciji sa CMC moze da bude dobar materijal za otpustanje
flavonoida i fenola na mesto rane, uz dodatne pozitivne efekte kao $to su elasticnost, sposobnost
bubrenja i antimikrobno svojstvo. [124] Veliki broj istrazivanja je pokazao da CMC ima znacaja

u tkivnom inzenjeringu. [125-127] Pa su tako Aoshima i saradnici dokazali da je CMC doveo do

v

Wu i saradnici su osmislili biosensor za detekciju glukoze, sa matriksom koji se sastojao
od tetraetil-ortosilikata i hidroksietil-CMC. Ovakav hidrogel je imao zarobljenu glukozo-oksidazu

i pokazao se kao veoma uspesan za detekciju prisustva i koli¢ine glukoze u urinu. [129]

2.1.7. Primena hidrogelova

Hidrogelovi imaju niz prednosti u odnosu na druge biomaterijale, kao $to su biokompatibilnost,
kontrolisana biodegradibilnost i mehanicka ¢vrstoca, poroznost, $to ih ¢ini pogodnim materijalima
za razlic¢ite primene. [18] Do danas je otkriven i optimizovan veliki broj hidrogelova, koji
ispunjavaju uslove odredene stabilnost, otpornosti, itd. Pored prirodnih hidrogelova, sve vise se

koriste 1 sinteticki, koji imaju duzi vek trajanja, povecan kapacitet vezivanja vode, visoku ¢vrstocu
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[26], a najveca prednost je Sto se ta¢no definisane karakteristike mogu optimizovati, da bi
zadovoljile zeljenu primenu. Pored poboljsanja ve¢ postojeCih karakteristika, moze se vrsiti i
modifikacija polimernih lanaca sa funkcionalnim grupama koje odgovaraju na razli¢ite stimuluse,
pa tako svojstva tih hidrogelova mogu zavisiti od temperature, svetla, magnetnog polja, hemijskih
agenasa, pH vrednosti, itd. [130-132]

Danas se hidrogelovi koriste kao sistemi za dostavu lekova, u tkivnom inzenjeringu,
prehrambenoj industriji, za proizvodnju higijenskih proizvoda, za zarastanje rana, kao biosenzori,

u agrikulturi, dijagnostici, kozmetici, biotehnologiji, itd. [7]
2.1.7.1.  Primena hidrogelova za dostavu lekova

Sistemi za dostavu lekova imaju sposobnost da otpusStaju aktivne molekule na
odgovaraju¢a mesta, uz odgovarajucu brzinu koja odgovara progresiji bolesti. Ovakvi sistemi
imaju veliku prednost u lecenju u situacijama kada je lek veoma nestabilan pri fizioloskim
uslovima, pa njegovo prerano oslobadanje dovodi do njegove degradacije pre nego $to i dospe do
aktivnog mesta delovanja (Sto je Cesto slucaj sa peptidima i terapeutskim proteinima), zatim kada
je visoka toksi¢nost leka u toj koncentraciji za druge organe, pa je u tom sluc¢aju idealno da lek
deluje na ciljanom mestu i da bude minimalna izloZenost drugih organa ovom leku. (primer su
hemoterapeutici kod leCenja kancera) [133] Pored ovih slucajeva, sistemi za dostavu lekova su u
prednosti kod terapija koje su ciljana za tkiva i ¢elije koje nisu lako dostupne cirkulacijom (genska
terapija) i kod onih lekova koji treba da se uklapaju u bioritam. (insulin, estrogeni, p-blokatori,
itd.) [133] Zato bi dostava lekova hidrogelovima, koji predstavljaju dobar matriks za ove svrhe jer
istovremeno 1 Stite lek od spoljasnje sredine koja bi mogla da narusi njegovu strukturu, imala
brojne prednosti u odnosu na uobicajenu terapiju. Do sada su hidrogelovi kori$éeni za dostavu
razlicitih lekova, od onih male molekulske mase do makromolekula, kao Sto su peptidi, faktori

rasta, itd. [7]

Za ovu primenu, veoma je bitna poroznost hidrogela, pa je bitno kontrolisati ovu osobinu
varirajuci stepen umrezenja samog polimera. Drugi bitan parametar je stepen otpusStanja leka iz
hidrogela, koji zavisi od difuzionog koeficijenta leka kroz mrezu hidrogela, a koji takode moze

biti podeSen u zavisnosti od traZenih specifikacija. Podrazumeva se da hidrogelovi za ove svrhe
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moraju da ispunjavaju uslove biodegradibilnosti 1 biokompatibilnosti, Sto se postize odredenom

hemijskom i fizickom strukturom hidrogelova. [18]

Dostavljanje lekova hidrogelovima moze da se vrsi oralno, nazalno, intestinalno, vaginalno,
itd., a u zavisnosti od toga se koriste i razli¢iti oblici hidrogelova: oralno-sferni, cilindri¢ni, oblika

diska; usadivanjem - oblika bubnja, diska ili cilindra, vaginalno-cilindri¢ni, itd. [134]

Postoje razli¢iti mehanizmi otpusStanja leka, pa tako npr. u slucaju koris¢enja alginatnih
hidrogelova, lek metotreksat ne reaguje sa samim alginatom, ve¢ kod njega brzina otpusStanja zavisi
samo od brzine difundovanja iz samog gela, dok doksorubicin koji se kovalentno kaci za alginat
moze da se otpusti samo hemijskom hidrolizom umrezivaca (kroslinkera) koji povezuje ova dva
molekula, a mitoksantron koji je jonski kompleksiran za alginat se otpusta nakon disocijacije

samog gela. [135]

Muko-adhezivnost jedna od poZeljnih osobina kod isporuke lekova koji se ciljano isporucuju
u nazalnu ili zeluda¢nu sredinu, a poseduje je pektin. Takode je bitna sposobnost rastvaranja u
baznoj sredini, jer je u toj sredini omogudena 1 rezistentnost na amilaze i proteze, §to ¢ini pektin
pogodnim za dostavu lekova u debelom crevu. [97] Pektin se pokazao kao pouzdan za targetiranje
galektin molekula, koji je karakteristican za odredene faze patologije kancera, pa se koristi za

ciljano tretiranje tumorskih ¢elija tokom hemioterapije. [136]

Poslednjih godina je veliko interesovanje za polimernim sistemima koji imaju kontrolisano
otpustanje leka, tj. hidrogelovima koji reaguju na odredene stimuluse. Da bi se sinhronizovalo
otpustanje leka sa fizioloskim stanjem, mora postojati odreden mehanizam koji reaguje na
fizioloske promene, pa bi tako idealan sistem za isporuku lekova odgovarao fizioloskim zahtevima
1 na promene odgovarao otpusStanjem leka. Zato se u ove svrhe sve vise koriste takozvani pametni
ili inteligentni hidrogelovi. (,,smart* hydrogels) Hidrogelovi se smatraju pametnim sa aspekta da
mogu da pokazu fizic¢ko ili hemijsko ponaSanje pod uticajem razlicitih stimulansa, §to dovodi do
kontrolisanog otpustanja leka. [133] Du i saradnici su sintetisali kopolimerni mikrogel, koji se
sastojao od karboksimetilceluloze i oksidovane CMC, kojima su bila dodata dva peptidna leka,
BSA i srebro-sulfodiazin. Ovakav mikrogel je bio pH osetljiv, uz dodatno odli¢no antibakterijsko
svojstvo. [137]
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2.1.7.2.  Primena hidrogelova za pakovanje

Glavna uloga hidrogelova u oblasti pakovanja hrane je kontrolisanje vlaznosti unutar samog
pakovanja. Potrebno je da materijal pakovanja ima sposobnost uklanjanja te¢nosti ili eksudata koji
potice ili od transpiracije povrca ili od vodene pare koja nastaje usled vremenskih uslova. Samim
tim Sto se smanjuje koncentracija vlage, istovremeno se sprec¢ava rast mikroorganizama. Takode,
ovim se odrzavaju i fizicka svojstva hidgroskopnih proizvoda, kao sto su praskasti proizvodi, ili

da se spreci omekSavanje proizvoda koji su hrskavi (Cips, keks, itd.) [138]

Pri konzerviranju voca i povréa se mogu Koristiti alginatni filmovi sa npr. inkorporiranim
nanocCesticama srebra, kako bi se poboljSalo samo konzerviranje. [139] Pored ove primene,
alginatni filmovi su kori$¢eni i kao antibakterijski filmovi, dobijeni inkorporacijom ekstrakta belog
ginsenga u alginat [140], kao i u proizvodnji antimikrobnih pakovanja dobijenih inkorporacijom
bakterija mle¢ne kiseline u alginatni matriks, koji treba da sprece rast stvorenih patogena u samom

pakovanju gotove hrane. [141]

CMC u kombinaciji sa drugim polimerima je takode pronasSla primenu u ovoj oblasti.
Biodegradabilni i ekoloski pogodni PVP-CMC hidrogel (polivinilpirolidon-karboksimetilceluloza
hidrogel) filmovi se u veliko meri koriste za pakovanje hrane. [142] U kombinaciji sa zeolitom i
metalnim katjonima (CMC/PVA/zeolit), ovi filmovi pokazuju pored biodegradabilnosti i

antimikrobno dejstvo, koje je veoma bitno jer produzava rok trajanja robe. [143]

2.1.7.3.  Primena hidrogelova za zarastanje rana

Tradicionalne gaze za previjanje rana su ispunjavale funkciju da zaStite ranu od spoljnih
patogena, zadrZe ranu suvom i omoguce isparavanje eksudata iz rane, dok noviji oblozi, kao §to
su oblozi na bazi hidrogela, pored zastitne funkcije pruzaju i vlaznu sredinu pogodnu za brze

zarastanje rana. [144]

Kada se pri¢a o materijalima za zarastanja rana bitno je imati na umu da ovakvi materijali
moraju da uspunjava raznovrsne uslove, kao $to su sposobnost smanjenja infekcije, spre¢avanja
krvarenja, apsorbcije eksudata rane, ubrzavanja zarastanja, da se sa njima lako rukuje, da se lako

steriliSu, da su biodegradabilni, netoksi¢ni, da obezbeduju dobru propustljivost gasova, itd. [145]
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Hidrogelovi su pouzdani materijali u tretmanima zarastanja rana zbog svoje
biokompatibilnosti, sposobnosti da zadrzavaju i otpustaju bioaktivne agense, takode i zbog
visokog sadrzaja vode, poroznosti i fleksibilnosti. [146] Kao i za druge primene, hidrogelovi mogu
da imaju odredene mane koje bi mogle da otezaju njihovo uspesno koris¢enje, kao $to su losa
mehanicka stabilnost u nabubrenom stanju, mogu¢nost dehidratacije ako nisu prekrivena,
moguénost izazivanja maceracije koze, itd. [147] Razli¢itim sintetskim metodama i
optimizacijama su pronadeni nacini da se ove karakteristike pobolj$aju ili zaobidu, pa se tako u
cilju poboljsanja mehanicke stabilnosti sve CeS¢ée koriste kombinacije sintetickih i prirodnih

polimera. [148]

Od prirodnih polimera, do sada su u ove svrhe najviSe koris¢eni alginat, hijaluronska
kiselina, hitozan, poli-N-acetilglukozamin, itd. [145] Ako uzmemo kao primer hijaluronsku
kiselinu, za koju je utvrdeno da interaguje sa proteinima, proteoglikanima, faktorima rasta i drugim
biomolekulima koji imaju bitnu ulogu u procesu zarastanja, kao i to da ima bakteriostati¢no

dejstvo, ona predstavlja pogodan materijal za ovu primenu. [145]

Alginatni oblozi mogu biti u formi gela, koji se dobijaju geliranjem alginatnih rastvora u
prisustvu dvovalentnih katjona, ili njihovom daljom obradom do poroznih listova, dobijenih
,.freeze-dried” metodom, u formi pene ili vlakana. [149] Osim ovih formi, mogu da budu i u obliku
nanovlakana, koja su pokazala uspe$nost u zarastanju rana uz epitelizaciju, vaskularizaciju i
stvaranje folikula dlake, ponasaju¢i se kao veStacka koza iznad rane, sve do nastanka novog tkiva.
Svojstva alginatnih obloga zavise od prirode umrezivaca koji se koriste, kao i koncentracije
polimera, $to moze da utie na veli¢inu pora u formiranoj mrezi. Dodatak nanocestica u sam
alginatni gel takode dovodi do promena karakteristika gela, pa se tako dodatkom cink-oksida i
nanosrebra povecava antibakterijska aktivnost gela, i podsti¢e proliferacija i migracija Celija
keratinocita u podrucje rane. Takode, kombinovanjem alginata sa sintetickim polimerima mogu

da se poboljsaju mehanicke osobine hidrogelova za ovu svrhu. [149]

Veliki broj pektinskih zavoja je do sada patentiran i komercijalno dostupan i uglavnom se
sastoje od adhezivnih, apsorbuju¢ih polimera, agenasa za geliranje pektina 1 natrijum-
karboksimetilceluloze. Hidrofilni pektin vezuje za sebe te¢nost rane 1 formira gel oko nje, sa ¢ime
se kontrolise sekrecija i uklanjaju eksudati sa rane. Jo$ jedna prednost ovog prirodnog polimera je

Sto obezbeduje kiselu sredinu oko rane i na taj nacin predstavlja bakterijsku i virusnu zastitu. [101]
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Oksidovani pektin u kombinaciji sa Zelatinom je koriS¢en kao antimikrobno sredstvo, sa aloe
verom i kurkuminom i pokazao se kao materijal sa velikim potencijalom pri zarastanju rana. [150]
Pektin je takode ulazio u sastav materijala za 3D-Stampajuce obloge za rane. [151] Ovaj polimer
u kombinaciji sa gumiarabikom, kalcijumom i fibroblast faktorom rasta je takode pokazao

potencijal u ovoj oblasti. [152]
2.1.7.4. Primena hidrogelova za tkivni inZenjering

Materijali su veoma bitni za regenerativhu medicinu, koja kombinuje principe nauke o
materijalima, medicine i prirodnih nauka. Njen cilj je formiranje tkiva i organa sa boljom

bioloskom strukturom i funkcijom.

TKivni inZenjering je grana nauke od velikog znacaja, koja predstavlja jednu od glavnih tema
biomedicinskog inzenjeringa, nastao usled ogromne potrebe za vestatkim organima 1 tkivima za
transplatacije. Ova grana nauke je pokazala veliki potencijal u kreiranju bioloskih alternativa za
gajenje tkiva, implanata i proteza. Koncept tkivnog inZenjeringa ukljucuje postojanje odredenih
skela, koji sluze kao podloga na kojoj ¢e ¢éelije moci da rastu, da se organizuju i razvijaju u
odredeno tkivo ili organ. Te skele (,,scaffolds*) pruzaju biomehanicku potporu ¢elija sve dok celije
ne proizvedu adekvatan vancelijski matriks, a one se nakon toga razgraduju ili metabolisu. [8]
Skele imitiraju ekstracelularni matriks, obezbeduju privremeno okruzenje éelijama, pogodno za
njihovo infiltriranje, adheziju, proliferaciju i diferencijaciju. [153] [47] Ekstracelularni matriks
koji se sastoji iz razli¢itih amino kiselina, saharida ima funkciju da drzi ¢elije na jednom mestu 1
reguliSe njihovu funkciju, da kontroliSe formiranje i strukturu tkiva i omogucava difuziju

nutrijenata, metabolita, kao i faktora rasta. [154]

Jedan od pristupa tkivnog inZenjeringa koristi éelije pacijenta i polimerne skele. Celije
specifiénog tkiva uzete biopsijom pacijenta se gaje in vitro, a nakon toga se inkorporiraju na
trodimenzionalne polimerne skele, koje se ponasaju kao prirodni ekstracelularni matriks tkiva. Sa
polimernim skelama se ¢elije dostavljaju na zeljeno mesto u telu pacijenta, gde omoguéavaju
prostor potreban za formiranje novog tkiva i potencijalno kontroliSu strukturu i1 funkciju

formiranog tkiva. [154]

Razliiti tipovi materijala su testirani za ovu primenu i Zeljena svojstva svakako zavise od tipa

tkiva, kao i vrste njegove primene. Karakteristike koje treba da ispunjavaju hidrogelovi za ovu
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primenu su mehanicka jacina, biodegradabilnost, elektroaktivnost, kao i odredena povrSinska
svojstva. Mehanicka stabilnost je svakako bitna za one hidrogelove koji bi bili zamenski implanti
za bolesno tkivo, a karakteristike same povrSine materijala, kao §to su hemijski sastav, topologija,
kruto¢a materijala i hrapavost, imaju bitnu ulogu u regulaciji ¢elijskih funkcija. Nakon $to se izvrsi
implantacija u telo, bitno je $ta ¢e se deSava sa hidrogelom nakon formiranja novog tkiva, posto
on ne bi smeo da ostane u organizmu duZi vremenski period, zbog Cega je veoma bitna
biodegradabilnost materijala. [7] Danas se koriste sinteticki i prirodni polimeri u ove svrhe, kao i
njihove kombinacije, a struktura kao i mehanicka jacina zavise od tipa umrezenja polimera. Pored
ekstracelularnom matriksu, a takode sistem njihove isporuke treba da bude §to manje invazivan.
[154] Biokompatibilnost je jedna od najbitnijih osobina, s’obzirom da u organizmu ne bi smelo da
dode do ostecenja drugih c¢elija i izazivanja imunog odgovora. Ovaj kriterijum najcesce
ispunjavaju polimeri prirodnog porekla, dok sinteticki u velikom broju slucajeva izazivaju

negativne reakcije organizma. [155]

Jedni od prvih kori$¢enih sintetickih polimera u ove svrhe su poliglikolna kiselina (PGA),
polilaktonska kiselina (PLA), kao i njihova kombinacija, koje su prihvaéene kao sigurne od strane
FDA. (Food and Drug Administration) [156] Koriste¢i ovakve polimerne skele, neophodno je
hirurSkim putem ubaciti polimer u telo pacijenta, dok je alternativni princip koriS¢enje onih
hidrogelova koji mogu da se injektuju u telo i da se na taj na¢in izbegne potreba za hirurSkim,
invazivnim intervencijama. [154] Hidrogelovi koji se sastoje od pektina i polivinilalkohola su
pokazali veoma dobru biokompatibilnost sa fibroblastom, bez znakova degradacije nakon

implantacije u Zivotinjski organizam. [157]
2.1.7.5.  Elektrospining

Imajuéi u vidu da je uloga matriksa za gajenje Celija da imitiraju ekstracelularni matriks i
obezbede strukturnu potporu ¢elijama tokom razvoja u tkivo, idealna podloga za ove svrhe treba
da bude $to pribliznija prirodnom ekstracelularnom matriksu, sa aspekta hemijske i fizicke
strukture. Prirodni ekstracelularni matriks Coveka je izgraden od proteoglikana i vlaknastih
proteina, strukture nano dimenzija, zbog ¢ega su 1 studije pokazale da matriks za gajenje ¢elija sa
nanostrukturom pokazuje bolju ¢elijsku potporu, bolju adheziju i proliferaciju ¢elija, u odnosu na

ona sa mikrostrukturom. [158]
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Ove kriterijume zadovoljavaju prirodni polimeri, kao Sto su alginat, pektin, itd., ali sa
strukturom nanovlakana, koja je slicna nanoskaliranim, vlaknastim proteinima ekstracelularnog
matriksa [159] Metoda dobijanja nanovlakana od polimernih materijala se naziva elektrospining i
ovom metodom mogu da se proizvedu vlakna razli¢itih dijametara i karakteristika, u zavisnosti od
osobine samog rastvora polimera, kao §to su viskozitet i koncentracija, ali i samih uslova
elektrospininga, a to su primenjen napon i protok. Ovakvom metodom se dobijaju materijali

unikatne arhitekture, koji omogucéavaju formiranje tkiva u tri dimenzije.

Elektrospining je tehnika pri kojoj se primenjuje visoki elektricni napon na kapljicu te¢nosti,
Sto dovodi do njene deformacije i formiranja naelektrisanog mlaza tecnosti, koji se susi prilikom
spustanja do kolektora. Elektrospining sistem ¢ine pumpa, kolektor i izvor visokog napona, kao
Sto se moze videti na Slici 15. Pumpa istiskuje rastvor iz $prica i na kraju pozitivno naelektrisane
igle se formira kap rastvora koja se deformise usled uticaja visokog napona koji se javlja izmedu
igle i kolektora. Prilikom spustanja rastvora od igle do kolektora, dolazi do njegovog istezanja i
do isparavanja tecnosti, a zatim na negativno naelektrisanom kolektoru dolazi do deponovanja
suvih vlakana. [160] Nakon toga se ispituju morfoloske karakteristike nanovlakana, a najbitnija

tehnika za to je skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM).

33



Generator visokog
napona

Spric pumpa

Rastvor
polimera |

Kolektor

Slika 15: Sematski prikaz elektrospining tehnike

Ova tehnika ima mnogobrojne prednosti, kao Sto su dobijanje tankih vlakana od po nekoliko
nanometara koja mogu da pokrivaju veliku povrsinu, imaju dobre mehanicke karakteristike, a
pritom je sam proces proizvodnje jednostavan. 1z ovih razloga se elektrospining koristi u raznim
granama biomedicine, za proizvodnju materijala za filtriranje, zaStitnih materijala, materijala za
senzore, opticku elektroniku, imobilizaciju enzima, biotehnologiju, a po najviSe za tkivni

inzenjering i dostavu lekova. [9, 160, 161]

KoriS¢enje alginata za elektrospining je do sada dosta ispitivano, kao i primena alginatnih
nanovlakana. U raznim studijama su ispitivane interakcije izmedu mati¢nih celija, koje imaju
krucijalnu ulogu u regenerativnoj medicinu, i materijala na bazi alginata. In vitro citotoksi¢ni
esejem, kao i in vitro implantacijom mikrokapsula i skela na bazi alginata, je dokazana minimalna
citotoksi¢nost i histokompatibilnost. [162-164]
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2.1.7.6.  Primena hidrogelova u imobilizaciji biokatalizatora

Hidrogelovi su do sada u velikoj meri istrazeni u oblasti imobilizacije enzima, ¢elija i drugih
malih molekula. Oni predstavljaju hemijsku i fizicku potporu enzimima i ¢elijama, Stite¢i njihovu
strukturu od razli¢itih uticaja. [165] Do sada su raznovrsni hidrogelovi, poreklom od prirodnih i

sinteti¢kih polimera, ispitani za imobilizaciju velikog broja enzima i ¢elija. [11, 166-169]

2.2. Imobilizacija biokatalizatora

Enzimi su visoko selektivni biokatalizatori, koji poseduju visoku hemijsku, stereo- i
regioselektivnost pri normalnim uslovima. Biokataliza ima velike prednosti u odnosu na hemijsku
katalizu, kao $to su smanjen broj reakcionih koraka, netoksi¢nost rastvaraca, neskodljivost na
zivotnu sredinu, nepostojanje sporednih, toksi¢nih proizvoda, itd. [11] Danas biokatalizatori imaju
ulogu u mnogim biotehnoloskim primenama, kao §to su biokataliza, zaStita Zivotne sredine,
biomedicina, bioenergija, u raznim industrijama, od prehrambene do farmaceutske, razvoju
biosenzora, itd. Pored svih ovih prednosti, mane enzimske biokatalize su visoka cena enzima, niska
stabilnost usled razli¢itih reakcionih uslova, kao i nemoguénost njihove ponovne upotrebe usled
nemogucnosti njihovog izdvajanja iz reakcione smese. Jedna od glavnih tehnika koje se koriste za
prevazilazenje ovih mana je tehnika imobilizacije enzima, kojom se dovodi do stabilizacije enzima
1 njegove zaStite od spoljnih uticaja tehnikom ,,vezivanja® enzima za ¢vrstu podlogu koja je
nerastvorna u reakcionoj smesi, ¢ime se i omogucava njegovo odvajanje i ponovna upotreba. [170]
Imobilizacijom se imitira prirodno funkcionisanje enzima u Zivim organizmima, gde je ve¢ina njih
vezana za Celijski citoskelet, membrane ili organele. Tehnikama imobilizacije su poboljsanje
razli¢ite osobine enzima, kao $to su temperaturna i pH stabilnost, otpornost na razli¢ite inhibitore
i organske rastvarace, kao i druge karakteristike koje su veoma znacajne za industrijsku primenu.
[10] Mana imobilizacije enzima je §to imobilizovan enzim, u poredenju sa slobodnim enzimom,
ima nizu aktivnost i viSu Michaelis-Mentenovu konstantu, usled poteSkoc¢a supstrata da dode do

enzima od samog matriksa za imobilizaciju. [171]

2.2.1. Tehnike imobilizacije enzima

Postoje razne tehnike imobilizacije enzima, kao $to su adsorpcija i kovalentno vezivanje za

nerastvoran matriks, zarobljavanje u polimernim gelovima, enkapsulacija i umrezavanje (“‘cross-
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linking”). [172, 173] (Slika 16) Ovim tehnikama se stvaraju razli¢ite interakcije izmedu enzima i

imobilizujuc¢eg matriksa, koje karakteriSu imobilizat.

ADSORPCIJA KOVALETNO VEZIVANIE ENKAPSULACIIA UMREZAVANIE

coa | 9929 5

O =enzim
Slika 16: Tehnike imobilizacije enzima

Metode za imobilizaciju mogu da se podele na fizicke i hemijske. Fizicke metode za
imobilizaciju  enzima  podrazumevaju  postojanje  trodimenzionalnog  matriksa ili
organskog/neorganskog polimera za enkapsulaciju. Hemijske metode obuhvataju adsorpciju,
kovalentno vezivanje za imobilizacioni matriks ili samoimobilizaciju koja se vrs§i umrezavanjem
enzima, bez prisustva matriksa. Sve navedene metode imaju svoje prednosti i mane, pa se uvek
prilikom odabira tipa imobilizacije treba imati u vidu priroda enzima, matriksa, kao i Zeljena

primena.

Vezivanje enzima za matriks moze biti fizicke (hidrofobne i van der Waals-ove interakcije),
jonske ili kovalentne prirode. Fizicko vezivanje je najslabije od ova tri tipa vezivanja, usled slabih
interakcija izmedu enzima i matriksa, dok je jonsko vezivanje jace, a kovalentno najjace. Prednost
kovalentnog vezivanja je ta §to se na taj na¢in smanjuje “curenje” enzima, ali je mana $to kada ako
dode do ireverzibilne deaktivacije enzima, pored enzima je i sam matriks dalje neupotrebljiv, usled
njegove nemoguénosti odvajanja. Za ovaj tip imobilizacije se mogu koristiti sinteticki polimeri,

biopolimeri ili organski polimeri kao §to je silicijum-dioksid ili zeolit. [172]

Metod zarobljavanja enzima u polimernoj mrezi, gelu, moze da se vrsi sa polimerima,
mikrokapsulama, itd. Ovom metodom takode moze da dode do curenja enzima, usled nedovoljne
fizicke barijere, zbog Cega se Cesto vrsi i dodatno kovaletno vezivanje enzima za matriks. [172]
Proces zarobljavanja enzima podrazumeva da u prisustvu enzima dode do sinteze polimerne
mreze, do umrezavanja, 1 da na taj nain enzim u procesu umrezavanja ostane zarobljen u

novonastaloj polimernoj mrezi.
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Metoda koja ne zahteva prisustvo fizickog nosaca enzima, tj. imobilizacionog matriksa, je
metoda “cross linking-a” ili umrezavanja. U ovoj metodi dolazi do umrezavanja agregata ili

kristala enzima koriste¢i bifunkcionalni reagens, pri ¢emu dolazi do formiranja makrocestica.
[172]

2.2.2. Matriksi za imobilizaciju

Matriksi za imobilizaciju su veoma raznovrsni i od njihove prirode takode zavise karakteristike
imobilizata. [174] Mogu da budu neorganskog porekla (minerali, oksidi metala, ugljeni¢ni
materijali) i organskog porekla (sinteticki polimeri i biopolimeri). [11] Imobilizacioni matriksi
treba da poseduju odredene sposobnosti, kao Sto su: nerastvorljivost pri reakcionim uslovima,
visok afinitet ka enzimu, dostupnost i povoljna cena, biokompatibilnost, hemijska i termalna
stabilnost, prisustvo reaktivnih funkcionalih grupa, sposobnost regeneracije i ponovne upotrebe,
itd. (Slika 17) [11]

Nerastvorljivost
pri reakcionim
uslovima

W Visok afinitet

Biokompatibilnost .
ka enzimu

N

Imobilizacioni
matriks

% Hemijska

1 termalna
stabilnost

Dostupnost i 4/

povoljna cena

Sposobnost
regeneracije
1 ponovne upotrebe

Prisustvo reaktivnih
funkcionalnih grupa

Slika 17: Karakteristike koje treba da poseduje matriks za imobilizaciju
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Danas se u ove svrhe sve vise koriste prirodni polimeri, kao Sto su alginat, hitozan, celuloza,
agaroza, guar guma, agar, gelatin, dekstran, pektini, itd. [10] Prednosti prirodnih polimera su
njihova netoksi¢nost, biokompatibilnost, biodegradabilnost, obnovljivost, kao i dostupnost brojnih
reaktivnih mesta i funkcionalnih grupa. Bitno je da matriks za imobilizaciju nema negativan uticaj
na sam enzim. Nosa¢ treba da zastiti enzim, ali i da istovremeno aktivnho mesto enzima bude
nepromenjeno i dostupno za vezivanje supstrata, kao i da difuzija supstrata do enzima bude

moguca. [11]

2.3. Lakaze

Lakaze (EC 1.10.3.2, benzendiol:kiseonik oksidoreduktaze, p-difenol:dikiseonik oksidoreduktaze)
su ekstracelularni, monomerni glikoproteini koji pripadaju Klasi oksidativnih enzima sa vise atoma
bakra. [175] Poreklo vode iz razli¢itih gljiva, bakterija, visih biljaka, itd. Njihova bioloska funkcija je
povezana sa njihovim poreklom, kao i stadijumom zivota u kojem ih organizam proizvodi. Lakaza iz
gljiva ima ulogu u odbrani od stresa, morfogenezi, degradaciji lignina; bakterijska lakaza ucestvuje u
procesu pigmentacije, oksidaciji toksina, kao 1 zastiti od oksidacionih agenasa 1 UV svetlosti, dok

lakaza iz biljaka ucestvuje u tkivnom odgovoru i polimerizaciji lignina. [176]

Lakaze katalizuju oksidaciju velikog broja razli¢itih suptrata, vr$eéi Cetvoroelektronsku redukciju
molekula kiseonika do vode. Neki od supstrata su aromati¢na jedinjenja kao $to su orto- i para-difenoli,

metoksisupstituisani fenoli, diamini i benzentioli, zatim metalni joni (Mn?*), organometali, itd. [176]

2.3.1. Strukturne karakteristike

Molekuli lakaze su dimerni ili tetramerni glikoproteini, koji najces¢e sadrze 4 atoma bakra po
monomeru, koja su vezana za 3 redoks mesta (tip 1, tip 2 i tip 3). Cetiri atoma bakra su
klasifikovana u tri grupe, na osnovu apsorpcije i spektra elektronske paramagnetne rezonance.
Bakar tipa 1 (T1), takozvani “plavi bakar”, sa paramagnetnim osobinama, ima maksimum
apsorpcije na 600-610 nm, koji potice od kovalentne bakar-cistein veze. T1 bakar je trigonalno
koordinisan sa dva histidine i jednim cisteinom. (Slika 18) Ovaj tip bakra daje plavu boju
proteinima koji imaju viSe bakra u svojoj strukturi. [13] Bakar tipa 2 (T2) je neobojeni bakar,
takode sa paramagnetnim osobinama, koji ne apsorbuje u vidljivom delu spektra i on je
koordinovan za dva histidina. Tre¢i tip bakra (T3) je dijamagnetni, kuplovani, binuklearni bakar,

sa maksimumom apsorpcije na 330 nm. Bakar tipa 3 je koordinovan za 6 histidina. [13] Bakar T2
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i T3 se nalaze blizu i formiraju trinuklearni centar, koji je deo katalitickog mehanizma enzima.

[177]

Tip 1 bakar <

His /OH \‘\\ His
Tip 3 bakar His ------------------------------------------ @ His

Ilis/ His
Tip 2 bakar / \
His OH, His

Slika 18: Aktivno mesto enzima lakaze

Prose¢na molekulska masa lakaze iznosi od 50 do 100 kDa, sa izoelektri¢nom tackom oko pH
4. [177] Stepen glikozilacije lakaze varira u zavisnosti od porekla lakaze, pa tako kod lakaza iz
gljiva iznosi 10-25 %, dok kod lakaza poreklom iz biljaka iznosi 20-45 %. Najéesc¢e vezani Seceri
su manoza, N-acetilglukozamin i galaktoza, a stepen glikozilacije ¢esto dovodi do povecanje

stabilnosti enzima. [13]

2.3.2. Kataliticki mehanizam lakaze

Tokom katalitickog mehanizma lakaze dolazi do redukcije molekula kiseonika do vode.
Funkecija lakaze zavisi od atoma bakra koji imaju esencijalnu ulogu i nalaze se na tri razli¢ita mesta
vezivanja. Postoje tri glavna koraka mehanizma dejstva lakaze. Prvi korak je redukcija bakra na
T1 mestu od strane supstrata i njegova oksidacija, a nakon toga dolazi do prebacivanja elektrona

na trinuklearni klaster T2/T3 i tu dolazi do redukcije kiseonika do vode.
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Slika 19: Kataliticki ciklus lakaze a) bez dejstva medijatora, b) sa dejstvom medijatora

Kataliticka aktivnost lakaze se moze vrSiti a) bez dejstva medijatora i b) sa dejstvom
medijatora. (Slika 19a i 19b) Jednostavniji mehanizam, koji ne zahteva prisustvo medijatora, je
onaj gde se supstrat oksiduje u direktnoj reakciji sa klasterom bakra i tada nastaju odgovarajuci
radikali. Lakaze koriste kiseonik kao elektron akceptor da bi dovele do uklanjanja protona sa
hidroksilne grupe fenola. (Slika 20) Novostvoreni radikali fenola mogu spontano da se
reorganizuju, $to moze da dovede do stvaranja C-C ili C-O veza alkilnog dela lanca ili do otvaranja
aromati¢nog prstena. [177] Mehanizam koji iziskuje prisustvo medijatora se vr$i u sluc¢aju kada
supstrat ne moZe direktno da se oksiduje lakazom. Razlozi za nemogucnost oksidacije mogu biti
veli¢ina supstrata, usled ¢ega supstrat ne moze da pride aktivnom mestu enzima, ili visok redoks
potencijal tog supstrata. Dodatkom hemijskog medijatora, koji se ponaSa kao intermedijer
supstrata lakaze, njegovi oksidovani radikali su u moguénosti da interaguju sa supstratom Koji
usled svoje veli¢ine ili redoks potencijala nije mogao direktno da reaguje sa enzimom. [177] (Slika

19b)
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Slika 20: Kataliticki mehanizam lakaze

2.3.3. Proizvodnja lakaze

S’obzirom da je lakaza biotehnoloski vazan enzim koji se koristi u bioremedijaciji, tekstilnim
procesima, degradaciji boja, biotransformaciji, itd., postoji potreba za proizvodnjom velike
koli¢ine ovog enzima. [13] Lakaze su estracelularni enzimi i sekundarni su metaboliti mnogih
gljiva, medutim koli¢ina dobijene lakaze ovim putem je nedovoljna za komercijalnu upotrebu.
ReSenje je pronadeno u kloniranju gena za lakazu i njenoj heterolognoj ekspresiji, ¢ime se

povecava prinos i smanjuje cena proizvodnje lakaze. [177]

Proizvodnja ovog enzima se moze vrsiti fermentacijom u te¢nom ili ¢vrstom medijumu. [13]
Proizvodnja mikroorganizama u te¢cnom medijumu potrazumeva gajenje u teCnim medijumima,
bogatim potrebnim nutrijentima, pri aerobnim uslovima. Ovaj tip proizvodnje moze da se vrsi u
jeftinim medijumima, “otpadu”, koji sadrzi ugljene hidrate, azot, minerale, vitamine i inducere
ekspresije enzima. Mana ove metode je §to je prisutan nekontrolisan rast micelija koji uti¢e na

prinos proizvodnje zeljenog enzima. [13]

Proizvodnja na ¢vrstom medijumu se vrSi bez prisustva te¢nosti, a kao podloga se koriste
prirodni ili sinteticki materijali. Najjeftiniji za ove svrhe su poljoprivredni otpadi, kao $to su
pirincana slama, pirin¢ane mekinje, pSeni¢na slama i1 pSeni¢ne mekinje. Ovaj nacin proizvodnje
enzima je pogodan jer stimuliSe prirodne uslove gajenja gljiva. Glavne prednosti ovog tipa
proizvodnje su niza cena supstrata, manji rizik od bakterijske kontaminacije, manja obrada
dobijenog enzima, itd. [13]
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Do sada su lakaze poreklom iz gljiva heterologno eksprimirane u slede¢im organizmima:
Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma reesei, Aspergillus oryzae, Pichia pastoris, Yarrowia
lipolitica, Aspergillus sojae, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus ficuum, itd. [177]
Bakterijske lakaze su najcesce eksprimirane u Escherichia coli, dok lakaze iz gljiva jo$ uvek nisu
eksprimirane u ovom organizmu. Ekspresija lakaze u P. pastoris ekspresionim sistemima daje
mnogo vece prinose u odnosu na S. cerevisiae, zbog ¢ega se ovaj organizam viSe koristi, pogotovo
za industrijske svrhe. [177] Dodatak bakra u ekspresioni medijum je takode pokazao pozitivan
uticaj na proizvodnju lakaze u P. pastoris i Aspergillus vrstama. [177]

2.3.4. Imobilizacija lakaze

Znaju¢i koliki potencijal lakaza ima u biotehnologiji i ekologiji, usled svoje visoke aktivnosti,
specifi¢nosti i selektivnosti, mnoge studije su vrsene sa ciljem poboljSanja primene ovog enzima i
njegove dodatne stabilizacije. [178] Dokazano je da imobilizacijom lakaze moze da se poboljsa
njena termostabilnost, kao i otpornost na ekstremnije uslove i hemijske agense. [178-181] Pored
navedenih prednosti, imobilizovana lakaza ima prednost u odnosu na rastvornu jer moze lako da
se odvoji iz reakcione smeSe i da se ponovo iskoristi, §to je narocito bitno u industrijskim

procesima i u kontinualnim bioreaktorima.

2.3.5. Primena lakaza

Lakaze su zbog Sirokog spektra supstrata pronasle primenu u mnogim biotehnoloskim i
industrijskim oblastima, kao Sto su tekstilna i prehrambena industrija, papirna industrija,
farmaceutska industrija, hemijska industrija, industrija drveta, itd. Biokataliticke osobine lakaze
su iskoriS¢ene u hemijskoj industriji, pa su tako mnogi konvencionalni hemijski procesi zamenjeni
biokatalitickim. Zbog svojih sposobnosti da oksiduju razne toksi¢ne i druge supstrate koji su
opasni po zivotnu sredinu, lakaze se sve viSe primenjuju u procesima bioremedijacije i

biodegradacije.

2.3.5.1.  Prehrambena industrija

Lakaze se u prehrambenoj industriji koriste najvise za uklanjanje nezeljenih fenola iz hrane,
koji su odgovorni za tamnjenje hrane i mutnoc¢u soka, piva i vina. [182] Fenolne komponente imaju

veliki uticaj na boju, miris i ukus vina, tako da je tretiranje vina lakazama veoma efikasna i
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zastupljena metoda. Osim vina, mnogi voéni sokovi sadrze fenole, ¢ija oksidacija vremenom

dovodi do promene boje i ukusa soka, pa se lakaza i kod sokova koristi kao stabilizator. [183]

Razne komponente hrane, kao $to su ugljeni hidrati, fenoli, nezasi¢ene masne kiseline, proteini
sa tiolnim grupama, su supstrati lakaze 1 njihova modifikacija moze dovesti do poboljSanja nekih
karakteristika hrane. [177] Lakaze se koriste za uklanjanje kiseonika prilikom pakovanja
proizvoda, da bi se sprecila njihova nezeljena oksidacija [184], kao i uklanjanje kiseonika kod
biljnih ulja, sa ciljem njihovog poboljSanja kvaliteta. [177] Lakaza se koristi i kao umreZzivac, pa

tako dovodi do geliranja pektina preko mehanizma oksidativnog kuplovanja. [185]
2.3.5.2.  Papirnaindustrija

U papirnoj industriji, industrijska priprema papira zahteva odvajanje i degradaciju lignina
drvene pulpe, $to se dugo vrsilo hemijskom metodom, koriste¢i hemijske oksidanse na bazi hlora
ili kiseonika. Ovom metodom se nakon degradacije lignina dobijaju hlorovani alifati¢ni i
aromati¢ni proizvodi, koji mogu biti toksi¢ni i mutageni, [13] zbog Cega su istrazivanja tekla u
smeru pronalaska blaze i1 Cistije metode. Jo§ 1994. godine je pantentiran enzimski metod
izbeljivanja drvene pulpe enzimom lakazom, pri ¢emu se dobija svetlija pulpa, sa manjom
koncentracijom lignina. [186] Utvrdeno je da lakaza moze da dovede i do delignifikacije pulpe, ali
u prisustvu medijatora. [187] Pored lakaze, u ove svrhe se koriste i peroksidaze, ali lakaze imaju
prednost jer nemaju potrebu za prisustvom vodonik-peroksida, ve¢ kiseonika, a takode i njihova
aktivnost nije inhibirana kosupstratima. [12] Prednost koris¢enja lakaze u ove svrhe je visestruka:
oCuvanje elektricne energije, poboljSanje CEvrstoce, kao 1 ekoloSki pristup, sa smanjenjom

koli¢inom toksi¢nih otpada. [13]
2.3.5.3.  Organske sinteze

Biokatalizatori su sve zastupljeniji u organskim sintezama, kao ekoloski podobni katalizatori.
Lakaza je pogodna za ove svrhe jer je bezbedna za Zivotnu sredinu i katalizuje reakcije pri
normalnim uslovima, na vazduhu, bez potrebe za vodonik-peroksidom. [188] Lakaza moze
katalizovati razne reakcije, kao $to su radikalska polimerizacija akrilamida [189], polimerizacija

amino- i fenolnih supstrata [190], itd.
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2.3.5.4. Bioremedijacija i biodegradacija

Jedan od glavnih ekoloskih problema danasnjice je kontaminacija zemljista, vazduha i vode
toksi¢énim hemikalijama, pocevsi od hemijske, tekstilne, farmaceutske industrije, preterane

upotrebe pesticida, itd.

Bioremedijacija je proces kojim se uklanjaju Stetne komponente iz Zivotne sredine.
Mikroorganizmi uklanjaju zagaduju¢u organske komponente, metaboliziraju¢i ih do ugljenika.
[13] Utvrdeno je mnogim studijama da lakaza moze da se koristi za degradaciju raznovrsnih
supstanci koje predstavljaju zagadivace Zivotne sredine. Lakaza u prisustvu medijatora moze da
se koristi za degradaciju plastike olefinske strukture, gde inicira radikalsku, lan¢anu reakciju koja
rezultuje u razradnji plastike, kao i za degradaciju poliuretana. [177] Degradacija ugljovodoni¢nog
niza polietilena je dokazana lakazom, pa tako lakaza inkubirana sa ovim polimerom dovodi do
smanjenja molekulske mase polietilena. [191] Ovi enzimi se mogu Koristiti i za eliminisanje

neprijatnih mirisa sa deponija, farmi stoke ili mlinova za celulozu. [177]

Lakaza bez i u prisustvu medijatora moze da oksiduje ksenobiotike, tako da dolazi do
otpustanja proizvoda koji su manje toksi¢ni i imaju bolju bioraspolozivost, i koji se lakSe mogu

ukloniti fizi¢kim ili mehani¢kim postupcima. [12]

Jedni od glavnih zagadivaca Zivotne sredine su policiklicni aromati¢ni ugljovodonici
(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs). Ovi molekuli su toksi¢ni, kancerogeni i mutageni, a
zbog svoje kompleksne strukture se tesko degraduju i samim tim dug vremenski period ostaju u
prirodi. Njihova degradacija je dokazana u prisustvu lakaze iz Pycnoporus sanguineus. [192] Fenoli
se nalaze u otpadu razliCitih industrijskih procesa: konverzija uglja, prerada nafte, hemijske
industrije organskih proizvoda, proizvodnje maslinovog ulja, itd. [177] Do sada je lakaza koris¢ena
za uklanjanje velikog broja fenolnih jedinjenja, naro¢ito u imobilizovanom obliku. [193-198]
Lakaza je takode koris¢ena da smanji koncentraciju sintetickih, heterocikli¢nih komponenti u

zemljistu, kao $to su halogeni pesticidi. [177]
2.3.5.5.  Tekstilna industrija

U tekstilnoj industriji se lakaza koristi za izbeljivanje pamuka i u ovakvom procesu izbeljivanja
se postize uSteda hemikalija, energije i vode. Ovakav nacin izbeljivanja ima velike prednosti u

odnosu na konvencionalne metode izblejivanja hlorovanim i kiseoni¢nim reagensima. [199]
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Takode se u ovoj industriji lakaza koristi za izbeljivanje teksasa bojenog indigom, da bi se dobile

svetlije nijanse. [200]
2.3.5.6. Degradacija boja

Danas postoji vise od 100 000 komercijalno dostupnih boja, koje se koriste u tekstilnoj,
prehrambenoj, papirnoj i kozmetickoj industriji, iako se dve trecine trzista boja iskoristi u tekstilnoj
industriji. [201] Za bojenje tekstila se koriste boje razli¢itih hemijskih struktura, poéevsi od
neorganskih molekula, do polimera i drugih organskih boja. Veéina tih boja je otporna na dejstvo
svetlosti, vodu, kao i razli¢ite hemikalije, ne bi li njihova postojanost na tekstilu bila S$to
dugotrajnija, ali to sa druge strane predstavlja problem prilikom tretiranja otpadnih voda tekstilne
industrije. Prilikom procesa bojenja, do 50% upotrebljene boje se ne veze za materijal, ve¢ zaostaje
u tec¢nosti. [202] Uklanjanje boja iz industrijskih otpadnih voda je jedan od glavnih ekoloskih

problema, pa samim tim postoje mnogobrojna istrazivanja na ovu temu.

Lakaza je pronasla primenu u dekolorizaciji tekstilnih boja zbog svog potencijala da
degraduje veliki spektar boja, razli€itih struktura. Do sada je lakaza iz razlicitih izvora ispitana za
degradaciju velikog broja boja, bilo kao slobodna ili imobilizovana na razli¢itim materijalima, i

pokazala se kao veoma uspesan biokatalizator. [16, 203-206]

2.4. Tekstilne boje kao zagadivaci Zivotne sredine

Boje po hemijskoj strukturi predstavljaju organske, nezasi¢ene molekule koji mogu biti
rastvorni u vodi ili uljima. Karakteri$e ih prisustvo hromofora, sposobnih da apsorbuju vidljivu
svetlost (380-750 nm). Ranije su boje bile prirodnog porekla i one su se izolovale iz razli¢itih
biljaka, insekata, minerala, skoljki, itd. [207] Prirodne boje su sigurnije za zivotnu sredinu od
sintetickih, a jedna od glavnih prednosti je §to njihove otpadne vode mogu da se tretiraju
biorazgradnjom. Mana prirodnih boja je $to je njihovo nanoSenje na vlakna mnogo manje efikasno,
pa se one nanose u prisustvu metalnih soli, koje imaju afinitet i za boje i za vlakna. [208] Danas
postoji veliki broj sintetickih boja koje mogu biti veoma raznovrsnih struktura, pa tako postoje

azo, nitro boje, ftalocijaninske i diarlimetanske boje, itd. [209]

2.4.1. Klasifikacija boja

Tekstilne boje se mogu klasifikovati na osnovu njihove hemijske strukture ili njihove

industrijske primene. Na osnovu hemijske strukture, boje su podeljene u razli¢ite podgrupe, u
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zavisnosti od toga koju hromoforu poseduju, pa tako postoje azo, nitro, indigo, antrahinonske,
ftaleinske, trifenil-metanske, nitrozo boje, itd. [210] (Slika 21)

Klasa boja

1. Azo boje

2. Nitro boje

3. Indigoidne
boje

4. Antrahinonske
boje

5. Ftaleinske
boje
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7. Nitrozo boje
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Slika 21: Klasifikacija tekstilnih boja na osnovu hemijske strukture, sa prikazanim hromoforama i

primerima svake grupe
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Na osnovu industrijske primene, boje se mogu podeliti na sledece podgrupe: disperzione,
direktne, reaktivne, vat boje, bazne, kisele, sumporne boje, itd. [209] Veéina disperzionih boja
pripada azo bojama, iako su ljubicaste i plave boje uglavnom dobijene od antrahinonskih derivata.
One su uglavnom slabo rastvone u vodi, a najviSe se koriste za farbanje poliestra, kao i najlona,
celuloza-acetata i nekih akrilnih vlakana. [209] Kisele boje se koriste za farbanje najlona, vune ili
svile u opsegu pH od 3 do 7, i mogu biti raznovrsnih struktura. Njihova glavna karaktetistika je
prisustvo sulfonovanih grupa, koje im obezbeduju rastvorljivost u vodi. Pogodne su za bojenje

vune zbog interakcija sulfonovanih grupa sa amonijum grupama vunenog materijala. [210]

Bazne boje se najcesce koriste za bojenje akrilnih, papirnih i najlonskih supstrata, ali i
nekih modifikovanih poliestarskih supstrata. [210] Ove boje su rastvorne u vodi i karakterisSe ih
prisustvo katjona, koji se elektrostaticki privlade sa negativnim grupama susptrata. Pozitivno
naelektrisanje moze da poti¢e od amonijum grupe, ili da bude delokalizovano, kao §to se moze
videti kod mnogih triarilmetanskih i ksantanskih boja. [211] Prva otkrivena direktna boja je Congo
red, 1884. godine, kao boja koja ima veliki afinitet za vezivanje za celulozna vlakna. [212] U
direktne boje spadaju veoma razli¢iti hemijski tipovi boja i njihova zajedni¢ka osobina je da su
lake za primenu, imaju Sirok spektar boja, ali im je mana $to se lako ispiraju, pa su ¢esto zamenjene
reaktivnim bojama. Reaktivne boje su postale veoma popularne zbog svoje postojanosti usled
prisustva reaktivnih grupa koje se vezuju za materijal, kao i sjaja i velikog opsega nijansi. [213]
Za boje iz vat grupe je karakteristicno da su veoma postojane i da se veoma slabo ispiraju tokom

pranja. Rastvaraju se u vrucoj vodi, a jedan od predstavnika ove klase je indigo. [209]

2.4.2. Metode za uklanjanje tekstilnih boja iz Zivotne sredine

Tekstilne boje predstavljaju jedan od glavnih zagadivaca zivotne sredine, ako uzmemo u obzir
njihovu svakodnevnu upotrebu i neefikasnost samog procesa bojenja. Metodologija za uklanjanje
boja iz zivotne sredine je veoma kompleksna usled postojanja velike raznovrsnosti boja. Problem
postoji i u procesima raspadanja boja, pa tako u anaerobnoj sredini dolazi do raskidanja azo veza
u azo bojama i oslobadanja aromati¢nih amina u vodenu sredinu. Prisustvo ovakvih jedinjenja je
ozbiljan ekoloski problem, zbog njihove toksi¢nosti za vodene organizme 1 mutagenosti za ljude.
[214] Da bi se resio ovaj problem, na globalnom nivou se donose zakonske regulative i vrse se sve

stroze kontrole tretiranja industrijskih, otpadnih voda. Otpadne vode iz tekstilne industrije su ¢esto
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veoma kompleksnog sastava i zahtevaju intenzivne tretmane, pa se za njihovo uklanjanje ¢esto

kombinuje vise tehnika.

Tehnike preciS¢avanja otpadnih voda iz tekstilne industrije se ve¢ godinama optimizuju, sa
ciljem potpune degradacije boja do njihovih krajnjih proizvoda oksidacije: CO2, H20, NOs", SO4*
i CI". Danas postoji veliki broj metoda, pa tako imamo fizicke metode: adsorpcija, sedimentacija,
flotacija, flokulacija, koagulacija, ultrafiltracija, fotojonizacija i spaljivanje, ali takode imamo i
hemijske metode: neutralizacija, redukcija, oksidacija, elektroliza, jonska izmena, itd. [214] I
pored ovolikog broja razli¢itih metoda, potpuno uklanjanje boja je i dalje izazovan proces. Bioloski
tretmani su danas sve vise zastupljeni, a neki od bioloskih tretmana obuhvataju koris¢enje filtera,
aktivnog mulja, anaerobnog varenja, raznih mikrobnih sojeva, itd. Na primer gljive bele trulezi
imaju sposobnost razgradnje sinteti¢kih boja, pored sposobnosti degradacije lignina, usled
prisustva lignolitickih enzima — lignin peroksidaze, mangan-zavisnih peroksidaza i lakaza.
Prvobitno su u tretmanu degradacije otpadnih voda kori§¢ene gljivicne kulture, medutim da bi se
prevazi$ao problem akumulacije biomase, poceli su da se koriste izolovani enzimi. [215] Lakaza
je sve vise koriS¢ena u ove svrhe, zbog svoje Siroke supstratne specificnosti i lakog procesa

proizvodnje/izolovanja.

Do sada je u mnogobrojnim studijama dokazana sposobnost lakaze za degradaciju razlicitih
tipova tekstilnih boja. [15, 16, 203-205, 215-219] Prisustvo redoks medijatora, kao §to je 1-
hidroksibenzotriazol (HBT), moze pospesiti efikasnost degradacije i supstratnu specifi¢nost, ali su

mu mane visoka cena, ograni¢ena biodegradabilnost i potencijalna toksi¢nost. [41]

2.5. Ekspresija proteina na povrSini ¢elija kvasca

Rekombinantna tehnologija je svojim napretkom dovela do proizvodnje velikog broja
rekombinantnih proteina, veoma bitnih za razne oblasti, a naro€ito za medicinu. Usled velike
potraznje za rekombinantnim proteinima, potrebno je pronaci ekspresione sisteme koji su visoko
efikasni, jednostavni za rad i imaju nisku cenu [220]. Velika prednost je kada ekspresioni sistemi
imaju sposobnost sekrecije proteina koji su pravilno uvijeni, §to umnogome olakSava dalje
upravljanje proteinima, jer nema potrebe za preciS€avanjem, izvlaenjem proteina iz Celije,

denaturacijom i procesom ponovnog uvijanja proteina (‘“refolding”). [221]
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Ekspresioni sistemi imaju funkciju u prevodenju genske sekvence u proteinsku sekvencu.
Prilikom ovog prevodenja je potrebno da dode do ocCuvanja fizicke veze izmedu genotipa i
fenotipa. Ekspresioni sistemi mogu biti raznovrsni, a njihova glavna podela je na prokariotske i
eukariotske sisteme. Na osnovu mesta eksprimiranja, oni se dalje mogu podeliti na unutarcelijske

ekspresione sisteme, periplazmatske i sisteme prikazivanja proteina na povrsini ¢elija. [222]

Saccharomyces cerevisiae je pored Pichia pastoris jedan od najvise istraZzenih i najviSe
koris¢enih eukariotskih organizama za heterolognu ekspresiju proteina. U odnosu na bakterijske
sisteme, i najéeS¢e koris¢en organizam E. coli, kvasci imaju sposobnost post-translacionih
modifikacija i sekrecije, $to veoma olak3ava proces proizvodnje i pre¢i$éavanja. [221] Sto se tice
industrijskog procesa, ovaj kvasac je takode pogodan, jer je otporan na nizak pH, visoke
koncentracije Secera i etanola, kao i visok osmotski pritisak. [220] Efikasnost transformacije ovog
organizma je relativno velika, iako je niza u odnosu na E. coli, mnogo je visa u odnosu na P.

pastoris.

Kod ekspresije proteina na povrsini ¢elija kvasca (“yeast surface display”), svaka pojedinac¢na
¢elija se transformise sa jednim vektorom koji kodira protein od interesa, koji je genetski spojen
sa proteinom sidra na povrSini Celije. Protein sidra sadrzi signalnu sekvencu koja usmerava
transport fuzionog proteina na povrSinu Celije, gde je on nakon toga zakacen za celiju, ali 1

istovremeno dostupan vancelijskom prostoru. [223]

Ekspresija proteina na povrsini kvasca je prvi put uradena 1997. godine [224] i od tada je jedna od

vodecih metoda u inzenjeringu proteina zbog sledecih prednosti:

1. Kvasci su eukariotski ekspresioni sistemi koji mogu da vrse post-translacione modifikacije (kao

Sto je formiranje disulfidnih mostova)
2. Ovi sistemi nisu zahtevni ni tehnicki, ni vremenski, u odnosu na ostale eukariotske sisteme

3. Omogucavaju ukljuéivanje epitopskih oznaka, koje olakSavaju identifikaciju proteina koji se

eksprimira, ili omogucavaju afinitet vezivanja za odredeni ligand

4. Kompatibilnost sa analizama proto¢ne citometrije, kojom mogu da se odredi kinetika
disocijacije, stabilnost i specifi¢nost, bez dodatne ekspresije, dobijanja rastvornog proteina i

njegovog precis¢avanja [223]
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I pored toga Sto su do sada koriS¢eni mnogi sojevi kvasca i razliciti proteini sidra, najkoris¢eniji
sistem je Saccharomyces cerevisiae Agal-Aga2. Sa ovakvim sistemom dolazi do ekspresije
proteina koji je vezan za Aga2 protein, a koji je povezan preko dva disulfidna mosta sa
membranskim proteinom a-aglutininom Agal. [225, 226] (Slika 22)

CoO

Slika 22: Ekspresija na povrsini ¢elija kvasca preko Agal i Aga2 proteina

Da bi doslo do ekspresije Zeljenog proteina, potrebno je klonirati gen koji kodira Zeljeni protein
u klonirajuéi region pCTCON2 ekspresionog vektora. Kao §to se moze videti na Slici 23,
klonirajuéi region se nalazi nizvodno od GAL1 promotora, koji omoguéava uspesnu ekspresiju
proteina u prisustvu galaktoze kao inducera. Nizvodno od promotora se nalazi gen koji kodira
Aga2 protein, nakon toga ide gen za hemaglutinin epitop (HA), pa klonirajuci region, i onda Cmyc
tag (peptidni epitop). Ova dva spomenuta epitopa sluze za detekciju konstrukta na povrsini éelija,

koris¢enjem specifi¢nih antitela obelezenih enzimima ili fluorescentnim bojama. [224]
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Slika 23: Mapa klonirajuc¢eg vektora pPCTCON2
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3.Materijal | metode

3.1. Materijal

3.1.1. Oprema

Analiticka vaga : Shimadzu ATX224

Centrifuga : Eppendorf minifuga

Centrifuga : BioSan LMC — 3000

Elisa ¢ita¢ : LKB 5060-006

FT-IR spektrofotometar: Nicolet 6700 Thermo-Scientific
Liofilizator: Christ, Alpha 2—4 LD plus

Mikroskop: Olympus, CX22

NMR spektrofotometar : Bruker Avance I11 500 MHz (AV500)
Peristalti¢ka pumpa : Heidolf peristaltic pump

pH metar : Adwa AD8000

Sistem za proteinsku elektroforezu : Cleaver Scientific Ltd CS — 300V
Spektrofotometar : WPA Lightwave S2000 UV/VIS

Tehnicka vaga : Kern 440 — 35A

Termostat: Enviromental Shaker — Inkubator ES — 20

Ultrazvu¢na sonda: Branson, Sonifier 150

3.1.2. Hemikalije

Pektin iz kore citrusa, natrijum-alginat iz smedih algi, dopamin-hidrohlorid, triton X-100 (t-
oktil-fenoksi-polietoksietanol) i Span 80 (sorbitan-monooleat) su naruceni od kompanije Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, SAD). Natrijum-cijanoborhidrid je kupljen od Merck kompanije
(Darmstadt, Nemacka), a natrijum-metaperjodat od VWR Chemicals (Leuven, Belgija). Od
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kompanije Betahem (Beograd, Srbija) su porucene soli kalcijum-hlorida, natrijum-hlorida,
amonijum-sulfata i bakar (Il)-hlorida. Supstrat za lakazu, 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina) (ABTS) je kupljen od AppliChem kompanije (Darmstadt, Nemacka). MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum bromid) je kupljen od kompanije Acros Organics.
Sve koris¢ene sinteticke boje su kupljene od kompanije Roth (Karlsruhe, Nemacka) i Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, SAD).

Antibiotski selektabilni marker, ampicilin, naru¢en je od kompanije Invitrogen (Kalifornija,
SAD). Koris¢ene komponente za pripremu medijuma, agar, pepton i triptonsu narucene od
kompanije Torlak (Srbija), a azotne baze kvasca bez amonijum-sulfata i aminokiselina (YNB), kao

i kazamino kiseline (CAA) su naru¢ene od Roth (Karlsruhe, Nemacka).

3.1.3. lzvor genskog konstrukta za lakazu

Gen za lakazu iz soja Streptomyces cyaneus je sintetisan od strane Genscript kompanije
(Piscataway, SAD) i ukloniran u pET-22b(+) vektor, kao i PCTCON2 vektor, od strane Selin Ece
I saradnika.

3.1.4. Vektori i sojevi

Soj Escherichia coli BL21 je koris¢en kao domacini za kloniranje zeljenog gena, a SOj

DH5a kao soj za odrzavanje plazmida.

Za ekspresiju gena na povrsini ¢elija kvasca koriséen je pPCTCON?2 vektor i Saccharomyces
cerevisiae soj EBY100 dobijeni od profesora Dejn Vitrap sa MIT (SAD).

3.2. Mikrobioloske metode

U svim mikrobioloskim metodama su poStovana pravila rada u mikrobioloSkoj hemiji. Za
pripremu mikrobioloskih podloga, koris¢ene su supstance Cistoe pro analysis. Prilikom
pripremanja podloga, odredene koli¢ine supstanci su suspendovane u demineralizovanoj vodi, a
potom i sterilisane u autoklavu na 121°C tokom 20 minuta. Komponente za pripremanje medijuma
koje su termolabilne i ne smeju da se steriliSu na visokoj temperature, su sterilisane filter

sterilizacijom, upotrebom filtera od 0,22 mikrona.
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3.2.1. Medijumi za rast bakterija

3.2.1.1.  Super optimalni te¢ni medijum za rast bakterija (SOC medijum)

SOC medijum je pripreman rastvaranjem 5 g ekstrakta kvasca, 0,5 g NaCl i 20 g triptona u 960
mL demineralizovane vode, nakon ¢ega je rastvor sterilisan i ohladen. U ohladen medijum su
dodati prethodno sterilisani rastvori: 10 mL 1M MgClz, 10 mL 1M MgSOgs i 20 ml 20% (w/v)

glukoze.
3.2.1.2.  Luria-Bertani medijum za rast bakterija (LB medijum)

U 1000 mL demineralizovane vode je suspendovano 5 g ekstrakta kvasca, 10 g NaCl i 10 g

triptona. Podesen je pH rastvora na 7,4, nakon Cega je uradena sterilizacija.

3.2.1.3.  Luria—Bertani medijum za rast bakterija sa rezistencijom na ampicilin (LB —

ampicilin)

U 1000 mL demineralizovane vode su resuspendovane slede¢e komponente: 5 g ekstrakta
kvasca, 10 g NaCl i 10 g triptona. pH rastvora je podeSena na 7,4, nakon ¢ega je rastvor sterilisan.
Nakon sterilizacije i hladenja do 50°C, dodat je sterilan rastvor ampicilina (C = 100 mg/mL), do

finalne koncentracije od 100 pg/mL.

3.2.1.4. Luria-Bertani medijum za rast bakterija sa rezistencijom na kanamicin i

hloramfenikol (LB-kanamicin, hloramfenikom)

U 1000 mL demineralizovane vode su resuspendovane sledece komponente: 5 g ekstrakta
kvasca, 10 g NaCl i 10g triptona. pH rastvora je podeSena na 7,4, nakon ¢ega je rastvor sterilisan.
Nakon sterilizacije i hladenja do 50°C, dodati su sterilni rastvori kanamicina (C = 25 mg/mL) i

hloramfenikola (C = 25 mg/mL), do finalnih koncentracija od 25 pg/mL.

3.2.1.5.  Luria-Bertani évrst medijum za rast bakterija (LA medijum)

U 1000 mL demineralizovane vode je suspendovano 5 g ekstrakta kvasca, 10 g NaCl, 10 g

triptona i 20 g agara, nakon Cega je podesen pH na 7,4 i sterilisan rastvor.
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3.2.1.6.  Luria-Bertani ¢vrst medijum za rast bakterija sa rezistencijom na ampicilin (LA-

ampicilin)

U 1000 mL demineralizovane vode je rastvoreno 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 10 g triptona
I 20 g agara. Nakon §to je pH rastvora podesena na 7,4, rastvor je sterilisan, ohladen i u njega je
dodat 1ml sterilnog rastvora ampicilina (C = 100 mg/mL), tako da je finalna kocentracija

ampicilina iznosila 100 pg/mL.

3.2.1.7.  Luria—Bertani ¢vrst medijum za rast bakterija sa rezistencijom na kanamicin i

hloramfenikol (LA-kanamicin, horamfenikol)

U 1000 mL demineralizovane vode je rastvoreno 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 10 g triptona
i 20 g agara. Nakon $to je pH rastvora podesena na 7,4, rastvor je sterilisan, ohladen i u njega je
dodat po 1 mL sterilnog rastvora kanamicina (C = 25 mg/mL) i hloramfenikola (C = 25 mg/mL),

tako da su finalne kocentracije kanamicina i hloramfenikola iznosile 25 pg/mL.

3.2.2. Medijumi za rast kvasaca

3.2.2.1. YPD te¢ni medijum za rast kvasaca

U 900 mL demineralizovane vode je resuspendovano 10 g ekstrakta kvasca i 20 g triptona.
Dobijeni medijum je sterilisan i ohladen na 50 °C, nakon ¢ega mu je dodato 100 mL prethodno

sterilisanog rastvora 20 % glukoze (w/v).
3.2.2.2.  YPD ¢&vrsti medijum za rast kvasaca

U 900 mL demineralizovane vode je resuspendovano 10 g ekstrakta kvasca, 20 g triptona i 20
g agara. Dobijeni rastvor je sterilisan i ohladen na 50 °C, nakon ¢ega mu je dodato 100 mL

prethodno sterilisanog 20 % rastvora glukoze (w/v).
3.2.2.3. 2xYPAD te¢ni medijum za rast kvasaca

U 800 mL demineralizovane vode je resuspendovano 20 g ekstrakta kvasca, 40 g triptona i
0,08 g adenin-sulfata. Nakon sterilizacije je rastvor ohladen na 50 °C i dodato mu je 200 mL

prethodno sterilisanog 20 % rastvora glukoze(w/v).
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3.2.2.4. Teéni selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY 100 soja
(YNB — CAA medijum sa Glc + A)

U 890 mL demineralizovane vode su rastvorene sledece supstance: 5,1 g (NH4)2SOs, 1,6 ¢
azotne baze kvasca bez (NH4).SO4 i amino kiselina (YNB) i 5 g kazamino kiselina (CAA).
Dobijeni rastvor je sterilisan, ohladen na oko 50 °C i dodati su sledeci, prethodno sterilisani

rastvori: 100 mL 20 % glukoze (Glc) (w/v) i 10 mL 20 mg/mL adenin-sulfata (A).

3.2.2.5. Tecfni selektivhi medijum za indukciju ekspresije proteina u kvascu

Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja (YNB — CAA medijum sa Gal + A)

U 890 mL demineralizovane vode su rastvorene sledece supstance: 5,1 g (NH4)2SOs, 1,6 ¢
azotne baze kvasca bez (NH4)2SOs i amino kiselina (YNB) i 5 g kazamino kiselina (CAA).
Dobijeni rastvor je sterilisan, ohladen na oko 50 °C i dodati su sledeci, prethodno sterilisani
rastvori: 100 mL 20 % galaktoze (Gal) (w/v) i 10 mL 20 mg/ml adenin-sulfata (A).

3.2.2.6.  Cvrsti selektivni medijum za rast kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja
(YNB — CAA medijum sa Glc + A)

U 890 mL demineralizovane vode je resuspendovano 5,1 g (NH4)2SOa, 1,6 g azotne baze
kvasca bez (NH4)2SO4 i amino kiselina (YNB), 5 g kazamino kiselina (CAA) i 20 g agara. Nakon
sterilizacije medijuma, ohladen je na 50 °C i dodati su prethodno sterilisani rastvori: 100 mL 20
% (w/v) glukoze i 10 mL 20 mg/mL adenin-sulfata.

3.2.3. Kompetentne Celije

3.2.3.1. Pripremanje hemijski kompetentnih ¢éelija bakterija Escherichia coli DH5a soja

Sa LA agar ploce je inokulisanaa jedna kolonija Escherichia coli DH5a soja u 10 mL LB
medijuma i gajena u termostatu sa meSanjem 8 h na temperaturi od 37 °C, pri 250 obrtaja/min.
Iml kulture ¢elija je prebacen u 100 mL svezeg LB medijuma, i ¢elije su gajene na 22 °C preko
noci u termostatu sa meSanjem, pri 250 obrtaja/min, dok opticka gustina na 600 nm nije dostigla
vrednost od 0,55. Kada je postignuta odgovarajuca opticka gustina, ¢elije su prebacene na led 1
inkubirane 10 minuta. Nakon inkubacije su cCelije centrifugirane na 4 °C, 10 minuta na 3000
obrtaja/min. Dobijeni supernatant je odbacen, a stalozene c¢elije su resuspendovane u 40 mL

sterilnog, ledenog Inoue pufera (55 mM MnCly, 15 mM CaClz, 250 mM KCI, 10 mM PIPES, pH
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6,7). Celije su ponovo centrifugirane na 4 °C u trajanju od 10 minuta i pri 3000 obrtaja/min i
resuspendovane u 8 mL istog, Inoue, pufera. Celijama je dodato i 0,7 mL sterilnog DMSO-a, nakon
Cega su Celije ostavljene na ledu 10 minuta. Suspenzija ¢éelija je podeljena u alikvote od po 100 pL

koji su odmah nakog alikvotiranja zamrznuti u tenom azotu i ¢uvani na -80 °C.
3.2.3.2.  Pripremanje hemijski kompetentnih ¢elija bakterija Escherichia coli BL21 soja

Sa LA agar ploc¢e je inokulisana jedna kolonija Escherichia coli BL21 soja u 5 mL LB
medijuma sa kanamicinom i hloramfenilom. Zasejana celija je inkubirana u termostatu sa
mesSanjem na temperaturi od 37 °C, pri 250 obrtaja/min, tokom 16 h. 2 mL kulture ¢elija je
prebacen u 200 mL svezeg LB medijuma, i ¢elije su gajene na 37 °C u termostatu sa meSanjem,
pri 250 obrtaja/min, dok opticka gustina na 600 nm nije dostigla vrednost od 0,375. Kada je
postignuta odgovarajuca opti¢ka gustina, Celije su alikvotirane u 4 sterilne polipropilenske posude
po 50 mL i inkubirane na ledu 5-10 minuta. Nakon inkubacije su ¢elije centrifugirane na 4 °C, 7
minuta na 3000 obrtaja/min. Dobijeni supernatant je odbacen, a stalozene ¢elije su resuspendovane
u po 10 mL sterilnog, ledeno hladnog 100 mM CaCl,. Celije su ponovo centrifugirane na 4 °C u
trajanju od 5 minuta, pri 3000 obrtaja/min. Dobijene ¢elije su resuspendovane u 10 mL ledeno
hladnog 100 mM CaClz i inkubirane 30 minuta na ledu. Nakon perioda inkubacije je izvrSeno
centrifugiranje na 3000 obrtaja/min u trajanju od 5 minuta. Supernatant je odbacen, a stalozene
¢elije su resuspendovane u ledeno hladnom 100 mM CaCl, sa 10 % glicerolom. Dobijena
suspenzija ¢elija je podeljene u alikvote od po 250 pL u sterilnim ependorfama, koje su odmah

nakon alikvotiranja zamrznute u te€nom azotu i cuvane na -80°.

3.2.3.3. Pripremanje hemijski kompetentnih ¢elija kvasaca Saccharomyces cerevisiae
EBY100

Tokom pripreme hemijski kompetentnih ¢elija, kolonija Saccharomyces cerevisiae EBY 100
soja sa YPD agar ploce je inokulisana u 2,5 mL 2xYPAD te¢nog medijuma sa 12,5 pug/mL
hloramfenikola. Celije su gajene u termostatu sa me$anjem preko noéi na 30 °C (250 obrtaja/min).
Prekonoc¢na kultura je prebacena u erlenmajer sa 50 mL 2xYPAD medijuma i ¢elije su gajene pri
temperaturi od 30 °C, na 250 obrtaja/min u termostatu sa mesanjem. Kada su Celije dostigle Zeljenu
opticku gustinu na 600 nm (oko 1), prekinut je rast centrifugiranjem na 3000 obrtaja/min u toku

od 5 minuta. Dobijeni ¢elijski pelet je resuspendovan u 25 mL sterilne, demineralizovane vode, a
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nakon toga jo$ jednom centrifugiran na istom broju obrtaja tokom 5 minuta. Jo$ jednom je izvrSeno
resuspendovanje ¢elija u sterilnoj, demineralizovanoj vodi (500 uL) i centrifugiranje od 5 minuta
na 6000 obrtaja/min. Finalno dobijene ¢elije su resuspendovane u sterilnom FCC rastvoru (5 %

glicerol, 10 % DMSO), a nakon toga podeljene u alikvote od po 50 L koji su zamrznuti na -80°C.

3.3. Molekularno-bioloske metode

3.3.1. Transformacija kompetentnih ¢elija Escherichia coli

Transformacija prethodno pripemljenih kompetentnih ¢elija Escherichia coli je radena sa
dobijenim plazmidnim konstruktom, ukloniranog gena za lakazu u pET-22b(+) vektoru (dobijenim
od dr Selin Ece i Prof. dr Rainer Fischer). Plazmidna DNK je dodata u zamrznute kompetentne
¢elije, a nakog toga je transformaciona smesa inkubirana na ledu 30 minuta. Nakon toga su ¢elije
temperaturno Sokirane na 42 °C, 45 sekundi, a odmah nakon toga su stavljene u led na 2 minuta.
1 mL SOC medijuma je dodat u transformisane ¢elije i izvrSena je inkubacija na 37 °C u trajanju
od 1 h. Po zavrSetku inkubacije, uzeto je 100 pL dobijene smesSe i zasejano na LA medijum sa

odgovarajuc¢im antibiotikom. Zasejane Celije su inkubirane 14 h na 37 °C.

3.3.2. Transformacija kompetentnih ¢elija Saccharomyces cerevisiae

Prethodno pripremljene kompetentne ¢elije Saccharomyces cerevisiae su polako otopljene na
ledu i nakon toga centrifugirane 2 minuta na 6000 obrtaja/min. Dobijeni supernatant je odbacen, a
stalozene Celije su resuspendovane u 260 pL 50 % rastvora PEG3350, 36 pL 1 M litijum acetata,
50 pL skuvane jednolan¢ane DNK (2 mg/ml) i 14 pL plazmidne DNK. Celijska smesa je
promesana na vorteksu i inkubirana na temperaturi od 42 °C tokom 1 h. Nakon perioda inkubacije,
u ¢elijsku suspenziju je dodat 1ml odgovarajuéeg medijuma za rast. Uzeto je 200 pL finalne smeSe

1 zasejano na odgovarajuci ¢vrst medijum za rast ¢elija. Zasejane Celije su inkubirane 2 dana na 28

°C.

3.3.3. Izolovanje plazmida

3.3.3.1.  lzolovanje plazmida iz bakterija

Sa LA medijuma sa odgovaraju¢im antibiotikom je inokulisana jedna ¢elija u 5 mL LB
medijuma sa istim antibiotikom. Celije su gajene u termostatu sa mesanjem 14 h na 37 °C pri 250

obrtaja/min. Nakon 14 h, prekono¢na kultura je centrifugirana 1 minut na 13000 obrtaja/min.
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Supernatant je odbacen, a Celije su resuspendovane u 150 uL hladnog GTE+ rastvora (25 mM
TRIS, 10 mM EDTA, 50 mM glukoza, 100 pg/ml ribonukleaze, pH 8,0). Nakon toga je ¢elijama
dodato i 300 uL sveze pripremljenog P2 rastvora (200 mM NaOH, 1 % SDS) i sve je lagano
mesano dok rastvor Celija nije bio potpuno bistar. Potom je dodato 450 pL hladnog 4 M
CH3COOK, pH 6,3, pri ¢emu je uz veoma lagano izvrtanje ependorfa doslo do formiranja
belicastog precipitata. Dobijena suspenzija je centrifugirana 4 minuta na 13000 obrtaja/min.
Odvojeni supernatant je prebacen u nov ependorf i izvrSeno je precipitiranje plazmidne DNK
dodatkom 400 pL izopropanola. Dobijena smesa je promeSan nekoliko puta i centrifugirana 4
minuta na 13000 obrtaja/min. Supernatant je odbacen, a precipitat sa plazmidnom DNK je ispran
dodatkom 1 mL ledeno-hladnog 75 % etanola. Etanol je potom uklonjen centrifugiranjem 2 minuta
na 13000 obrtaja/min, a dobjeni precipitat, plazmidna DNK, je osuSen u vakuum uparivacu na 45
°C, 30 min.

3.3.4. Proizvodnja lakaze u Escherichia coli BL21 soju

Prethodno transformisane ¢elije E. coli BL21 soja sa pET22b(+) vektorom sa ukloniranom
lakazom su inokulisane u 10 mL te¢nog LB medijuma sa ampicilinom (100 pg/mL). Inokulisane
¢elije su inkubirane tokom no¢i na 37 °C mesSajuci se brzinom od 180 obrtaja/min. Prekonoéna
kultura je prebac¢ena u 300 mL LB medijuma sa ampicilinom iste koncentracije i ostavljena je da
se mesa (180 obrtaja/min) na temperaturi od 37 °C, dok opticka gustina na 600 nm nije dostigla
0,6. Ekspresija proteina je indukovana dodatkom izopropil--D-tiogalaktopiranozida (IPTG) u
finalnoj koncentraciji od 0,5 mM. Pripremljena suspenzija je inkubirana 20 h na 20 °C uz mesanje
od 180 obrtaja/min.

3.3.5. Proizvodnja lakaze u Saccharomyces cerevisiae EBY100 soju
Transformisane celije kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY100 soja sa plazmidnim
konstruktom pCTCON2 plazmida i gena za lakazu (dobijenim od dr Selin Ece i Prof. dr Rainer
Fischer), kao i sa praznim PCTCON2 vektorom, su inokulisane u 50 mL te¢nog YNB — CAA
medijuma sa Glc + A. Inokulisane ¢elije su inkubirane na 30 °C preko noci pri 160 obrtaja/min.
Pracena je opticka gustina na 600 nm i kada je dostigla oko 5, ekspresija proteina je indukovana
dodatkom te¢nog teénog YNB — CAA medijuma sa Gal+A. Celijske suspenzije su razblazena
galaktoznim medijumom tako da finalno ODsoonm bude ~ 0,5. Ekspresija je radena na 30 °C, pri

mesanju od 160 obrtaja/min, tokom 24 h.
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3.4. Preparativne metode

3.4.1. Afinitetna hromatografija

Nakon zavrSene fermentacije celija E. coli, ¢elijske suspenzije su centrifugirane (3000
obrtaja/min, 30 minuta, 4 °C) i dobijeni talog ¢elija je resuspendovan u 20 mM K-fosfatnom puferu
pH 7,4 koji je sadrzao 300 mM NaCl. Potom je izvrSeno liziranje ¢elija dejstvom ultrazvucne
sonde (12x10 s) i centrifugiranje na 3000 obrtaja/min, tokom 20 minuta. Dobijeni supernatant je
dodatno proceden, a nakon toga koncentrovan na Viva Flow 50 (Sartorius, Nemacka)
ultrafiltracionoj membrani sa 10 kDa cut — off. Nakon koncentrovanja, koncentrat je dodatno
proceden kroz 0,45 um PVDF filter. Skoncentrovan i proceden uzorak je pre¢is¢avan na 10ml Ni-
nitrilotriacetat-agaroza (Ni-NTA) afinitetnoj koloni. U skocentrovan uzorak je prethodno dodat
imidazol koncentracije 20 mM i podeSen pH na 7,4. Ekvilibracija kolone je radena sa 20mM
kalijum-fosfatnim puferom pH 7,4, koji je sadrzao 20 mM imidazol i 300 mM NacCl. Na kolonu je
pre nanosenja uzorka nanet 0,1 M NiClz:6 H20. Za eluciju proteina korisc¢en je gradijent od 0 do
500 mM imidazola u 20 mM kalijum-fosfatnom puferu sa 300 mM NacCl, pH vrednosti 7,4. Elucija
je radena sa 10 zapremina kolone i protokom od 0,8 mL/min, pra¢ena merenjem apsorbance na
talasnim duzinama od 280, 325 1 600 nm. Sakupljene frakcije od 2 mL su naknadno analizirane na
aktivnost lakaze.

3.5. Analiticke metode

3.5.1. Odredivanje enzimske aktivnosti

3.5.1.1.  Odredivanje enzimske aktivnosti slobodne lakaze

Odredivanje enzimske aktivnosti lakaze radeno je na sobnoj temperaturi koriste¢i ABTS kao
supstrat (ea20 = 36 000 M cm™), prate¢i njegovu oksidaciju merenjem apsorbance na 420 nm, na
Elisa Microplate Reader-u LKB 5060-006 (LKB, Be¢, Austrija).

Reakciona smeSa za preciSéen, slobodan enzim se sastojala od slede¢ih komponenti: 2 pL
rastvora enzima (C = 0,1 mg/mL), 158 pL Na-acetatnog pufera (pH 4,5, 100 mM), 20 pL 20 mM
CuSO4 i 20 pL 20 mM ABTS-a. Apsorbanca na 420 nm je merena na svakih 2 minuta, u periodu
od 20-30 minuta.
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3.5.1.2.  Odredivanje enzimske aktivnosti imobilizovane lakaze u mikrokuglicama

Za odredivanje enzimske aktivnosti imobilizove lakaze, u reakcionu smesSu koja se sastojala
od 1,6 mL Na-acetatnog pufera (0,1 M, pH 4,5), 200 uL CuSO4 (20 mM) i 200 uL ABTS-a (20
mM) je dodato 10 mg vlaznih mikrokulica. Pripremljena reakciona smesa je centrifugirana 1 minut
na 2500 obrtaja/minuti 1 200 pl supernatanta je prebaceno u mikrotitar plocu iz koje je merena
apsorbanca. Apsorbanca je merena na Elisa Microplate Reader-u na 420 nm, na sobnoj
temperaturi. Nakon merenja apsorbance, odvadena zapremina supernatanta je vracana u reakcionu
smesu sa mikrokuglicama da bi se reakcija mogla nastaviti u prvobitnoj zapremini. Svaka 3 minuta
je reakciona smesa centrigufirana, uzimani su alikvoti i merena je njihova apsorbanca. Izra¢unata

je specifi¢na aktivnost imobilizovane lakaze po miligramu vlaznih mikrokuglica.
3.5.1.3. Odredivanje enzimske aktivnosti lakaze na povrsini ¢elija kvasca

Za enzim zakacen za ¢elije kvasca je kori$¢ena sledeca reakciona smesa : 8 pl suspenzije ¢elija
(u Na-acetatnom puferu pH 4,5, koncentracije 250 mg/mL), 200 pL 20 mM CuCl,, 1092 uL Na-
acetatnog pufera pH 4,5 i 200 pL 20 mM ABTS-a. Po 200 pL ovako pripremljene smese je
prebaceno u mikrotitar plocu i apsorbanca na 420 nm je merena svakih 15 minuta na sobnoj

temperaturi, tokom 2h.

3.5.1.4. Odredivanje enzimske aktivnosti lakaze na ¢elijskim zidovima

Prilikom merenja aktivnosti ¢elijskih zidova sa lakazom pripremana je smesa koja se sastojala
od: 13 pL suspenzije Celijskih zidova u Na-acetatnom puferu pH 4,5 (koncentracija suspenzije
¢elijskih zidova u puferu je 150 mg/mL), 200 pL 20 mM CuClz u istom puferu, 1087 puL Na-
acetatnog pufera pH 4,51 700 uL 20 mM ABTS u istom puferu. 200 pL pripremljene smese je

prebaceno u mikrotitar plocu i apsorbanca na 420 nm je merena svakih 2 minuta tokom 15 minuta.
3.5.1.5. Odredivanje enzimske aktivnosti imobilizovane lakaze na ¢elijskim zidovima

Odredivanje enzimske aktivnosti alginatnih kuglica sa ¢elijskim zidovima sa lakazom je vr§eno
dodatkom kuglica u smesu koja se sastojala od 550 uL 0,1 M Na-acetatnog pufera pH 4,5, 100 pL
20 mM CuClzu istom puferu i 350 pL 20 mM ABTS-a u istom puferu. Svakih 5 minuta je uzimano

200 pL reakcione smeSe i merena je apsorbanca na 420 nm na sobnoj temperaturi.
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Prilikom odredivanja enzimske aktivnosti svih uzoraka, merenja su radena u triplikatu. Jedna
internacionalna jedinica (IU) enzimske aktivnosti lakaze je definisana kao koli¢ina enzima koja

oksiduje 1pumol supstrata tokom jednog minuta, pri datim reakcionim uslovima. [227]

3.5.2. Odredivanje koncentracije proteina Bredfordovom metodom

3.5.2.1.  Odredivanje koncentracije proteina Bredfordovom metodom

Priprema Bredfordovog reagensa: 250 mg CBB G-250 boje je rastvoreno u 50 mL 95% etanola, a
potom je dodato 100 mL 96% fosforne kiseline i dopunjeno destilovanom vodom do 200 mL.
Pripremljen rastvor je razblazen 5 puta destilovanom vodom i filtriran kroz nabrani filter papir do

gubitka plave boje.

U mikrotitar plo¢i se pomesa 200 pL Bredfordovog reagensa i 20 pL uzorka (za mikro esej),
odnosno 5 pL uzorka (za makro esej). Kao slepa proba se uzima ista koli¢ina destilovane vode i
200 pL Bredfordovog reagensa. Bredfordov reagens i uzorak se inkubiraju 5 minuta, a nakon toga
se meri apsorbanca na 620 nm na Elisa Reader-u. Rastvor BSA koncentracije 0,1 - 1 mg/mL,

odnosno 0,01 - 0,1 mg/mL, se koristi za konstruisanje makro, odnosno mikro standardne prave.
3.5.2.2.  Sprektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina merenjem absorbance na 280 nm je
koriS¢eno prilikom odredivanja kocentracije proteina u supernatantu tokom celijske lize kvasca.
Za izraCunavanje koncentracije proteina koris¢en je izra¢unat molarni ekstencioni koeficient za

lakazu iz S. cyaneus, na osnovu kodirajuée sekvence, ukljucujuéi i C-terminalni His6 tag.

3.5.3. DenaturiSuéa elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza je koriS¢ena za proveru Cistoc¢e dobijenog proteina.
Pripremani su 4 % gel za koncentrovanje i 10 % gel za razdvajanje, prema podacima prikazanim
u Tabeli 1.
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Tabela 1: Komponente za pripremu gelova za razdvajanje i koncentrovanje kod SDS-PAGE

Gel za razdvajanje Gel za koncentrovanje
Komponenta
(10 %) (4 %)
Rastvor akrilamida (AA, 30 % T, 2,7 % C)* 3,33 mL 0,5mL
1,5 M Tris pufer pH 8,8 2,5mL /
0,5 M Tris pufer pH 6,8 / 940 pL
Voda 4 mL 2,25 mL
10 % SDS 100 pL 38 uL
TEMED 4 uL 2 uL
10 % APS 75 uL 25 uL
Ukupna zapremina 10 mL 4 mL

*T-ukupna masa akrilamida i bisakrilamida u 100 mL rastvora; C-masa bisakrilamida u odnosu na T.

Priprema uzoraka za SDS-PAGE: Jedna zapremina pufera za uzorke (PUZ, 60 mM Tris pH 6,8,
10 % glicerol, 2 % SDS, 14,4 mM B — merkaptoetanol, 0,02 % bromfenolplavo) je pomeSana sa 4
zapremine uzorka. Dobijena smesa je inkubirana 10 minuta na 95 °C. Ovako pripremljeni uzorci

su spremni za nanosenje na gel.

Uslovi rada: Tokom koncentrovanja uzorka, tacnije dok uzorci iz koncentrujuéeg gela nisu usli u
razdvajajuéi gel, elektroforeza je radena pod naponom od 80 V. Nakon toga je napon povecan na
180 V. U kadici za elektroforezu se nalazio pufer za elektroforezu koji se sastojao od 25 mM Tris
pufera, 192 mM glicina, 0,1 % SDS-a na pH 8,3.

Nakon zavrsetka elektroforeze, gel je prebacen u rastvor za bojenje i fiksiranje (0,1 % CBB G-
250, 50 % metanol, 10 % siréetna kiselina). Nakon bojenja je prebacen u rastvor za obezbojavanje

(7 % rastvor siréetne kiseline), $to je dovelo do pojave plavo obojenih proteinskih traka na gelu.

3.5.4. Nativna elektroforeza
Prec¢is¢en protein je analiziran i pomocu nativne poliakrilamidne elektroforeze. Prilikom

pripreme gelova za koncentrovanje i razdvajanje uzoraka, koris¢ene su komponente prikazane u
Tabeli 2.
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Tabela 2: Komponente za pripremu gelova za razdvajanje i koncentrovanje kod nativne elektroforeze

Gel za razdvajanje Gel za koncentrovanje
Komponenta
(10 %) (4 %)
Akrilamidni rastvor (AA,30% T, 2,7 % C) 3,33 mL 0,5mL
1,5 M TRIS pufer pH 8,8 2,5mL /
0,5 M TRIS pufer pH 6,8 / 940 uL
Voda 4,1 mL 2,29 mL
TEMED 4 uL 2uL
10 % APS 75 uL 25 uL
Ukupna zapremina 10 mL 4 mL

*T-ukupna masa akrilamida i bisakrilamida u 100 mL rastvora; C-masa bisakrilamida u odnosu na T.
Priprema uzoraka za nativnu elektroforezu: Jedna zapremina pufera za uzorke (PUZ, 60 mM Tris
pH 6,8, 10 % glicerol, 0,02 % bromfenolplavo) je pomeSana sa 4 zapremine uzorka. Ovako

pripremljeni uzorci su spremni za nanosenje na gel.

Uslovi rada: Dok uzorci iz koncentrujuceg gela nisu usli u razdvajajuci gel, elektroforeza je radena
pod naponom od 80 V, a nakon toga je napon povecan na 180 V. U kadici za elektroforezu se
nalazio pufer za elektroforezu koji se sastojao od 25 mM Tris pufera, 192 mM glicina na pH 8,3.

Da bi bila moguca detekcija lakaze na gelu, naneta su dva paralelna seta uzoraka na gel. Gel
je podeljen na dva dela nakon zavrsetka elektroforeze, i polovina gela sa prvim setom uzoraka je
prebacena u rastvor za bojenje i fiksiranje (0,1 % CBB G-250, 50 % metanol, 10 % siréetna
kiselina). Nakon bojenja je prebacena u rastvor za obezbojavanje (7 % rastvor sircetne kiseline),

Sto je dovelo do pojave plavo obojenih proteinskih traka na gelu.

3.5.5. Detekcija aktivnosti lakaze u nativnhom gelu (zimogram)

Sa drugom polovinom gela, koja je sadrzala drugi set istih uzoraka je proverena detekcija
aktivnosti lakaze. Pripremljeno je 15 mL 1 % agaroznog rastvora u 0,1 M Na-fosfatnom puferu
pH 5 i dodato je ABTS do finalne koncentracije 5 mM. Rastvor je izliven u kadicu za DNK
elektroforezu i sacekano je da polimerizuje. Na agarozni gel je stavljena polovina poliakrilamidnog
gela sa prethodno uradene elektroforeze i sacekano je da dode do pojave zelenih traka, koje poti¢u

od aktivne lakaze.
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3.5.6. Karakterizacija lakaze

3.5.6.1. Odredivanje pH optimuma lakaze

Prilikom odredivanja pH optimuma lakaze, merena je promena apsorbance u razli¢itim
puferima pH opsega od 2 do 9, koriste¢i ABTS kao supstrat. Kori$¢eni puferi : 0,1 M citratni pufer
pH 2,0-3,5; 0,1 M acetatni pufer pH 4,0-5,5, 0,01 M PIPES pufer pH 6,0-7,5 i 0,1 M natrijum-
fosfatni pufer pH 7,5-9. Relativna aktivnost na razli¢itim pH vrednostima je izraCunata i
normalizovana u odnosu na maksimalnu aktivnost (na optimalnom pH) i prikazana kao

procentualna relativna aktivnost.
3.5.6.2.  Odredivanje pH stabilnosti lakaze

pH stabilnost lakaze je analizirana inkubiranjem enzima u optimalnom puferu (0,1 M Na-
acetatni pufer, pH 4,5) tokom 0, 24 i 48 h, na sobnoj temperaturi. Enzimska aktivnost je merena
po protokolu koji je opisan u odeljku 3.5.1. Relativna specifi¢na aktivnost je ra¢unata kao $to je

opisano u odeljku 3.5.6.1.

3.5.6.3.  Odredivanje temperaturne stabilnosti lakaze

Temperaturna stabilnost je odredena inkubiranjem enzima na razli¢itim temperaturama (25,
30, 60 i 90 °C) tokom 1 h. Potom je enzim inkubiran 5 minuta na ledu i merena je enzimska
aktivnost po ve¢ navedenom protokolu (3.5.1.). Relativna aktivnost je odredena u odnosu na

najvecu aktivnost koja je predstavljena kao 100%.
3.5.6.4.  Odredivanje kinetickih parametara lakaze

Kineticki parametri lakaze su odredivani na sobnoj temperaturi u optimalnom puferu (0,1 M Na-
acetatni pufer pH 4,5) sa ABTS-om kao supstratom u razli¢itom opsegu koncentracija 0,025-1,8
mM. Izracunate vrednosti za enzimsku aktivnost su analizirane nelineranom regresionom analizom

u Mihaelis — Menteninu hiperbolu upotrebom Graph Pad Prism 6 programa.

3.6. Proizvodnja liziranih ¢éelijskih zidova sa eksprimiranom

lakazom

Ekspresija lakaze na povrsini ¢elija kvasca je uradena po protokolu opisanom u delu 3.3.5.

Dobijene ¢elije sa uspesno eksprimiranom lakazom na povrsini, kao i prazne ¢elije transformisane
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sa praznim pCTCON2 vektorom, su isprane 3 puta sa 0,1 M Na-acetatnim puferom pH 4,5, da bi
se uklonio ekspresioni medijum. Ovako pripremljene c¢elije su odvojene centrifugiranjem,
izmerene i nakon toga resuspendovane u 3 % rastvoru toluena u vodi u finalnoj koncentraciji od
0,13 g/mL (v/v). Celije su lizirane u toluenskom rastvoru na sobnoj temperaturi , pri mesanju od
170 obrtaja/min. Celijska liza je pracena tokom 48 h, a svakih par sati je uziman uzorak od 2 mL
koji je dalje analiziran. Uzimani uzorci su centrigufirani 2 minuta na 13000 obrataja/min, nakon
cega je dobijeni celijski talog ispiran destilovanom vodom, do uklanjanja toluena. U ispranim
¢elijama je odredivana enzimska aktivnost, po postupku opisanom u poglavlju 3.5.1. Dobijeni
supernatant nakon centrifugiranja je okarakterisan i u njemu je odredena koncentracija proteina
(merenjem apsorbance na 280 nm), kao i enzimska aktivnost, po opisanim protokolima u

poglavljima 3.5.2. 1 3.5.1.

3.7. Modifikacija pektina

3.7.1. Perjodatna oksidacija

Pektin je rastvoren u vodi u finalnoj koncentraciji od 1,12 % (w/v). Pektinskom rastvoru je
dodat natrijum-metaperjodat u finalnim koncentracijama od 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM i 10,0 mM,
tako da odnos molariteta perjodata i pektina bude 5 mol%, 10 mol%, 15 mol% i 20 mol%. Dobijene
smeSe su ostavljene nekoliko sati da se meSaju na sobnoj temperaturi, u mraku, a nakon toga su
ostavljene jo§ 20 h u mraku, na +4 °C. Reakcija je prekinuta dodatkom glicerola u finalnoj
koncentraciji od 500 mM uz meSanje u toku od 30 minuta. Dobijeni oksidovani pektin je istaloZzen
iz smese dodatkom NaCl u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i dodatkom dve zapremine 96 %
(v/v) etanola. IstaloZen pektin je odvojen centrifugiranjem (15 minuta na 3000 obrtaja/min) i
rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj Kkoncentraciji od 1% (w/v). Postupak taloZenja
oksidovanog pektina je ponovljen jo§ dva puta. Finalno dobijen oksidovani pektin je ispran

etanolom, osusen na vazduhu 1 ostavljen za slede¢i korak modifikacije.

3.7.2. Reduktivna aminacija natrijum-cijanoborhidridom i dopaminom
Oksidovani pektin je rastvoren u 0,1 M Na-acetathom puferu pH 4,5 u finalnoj

koncentraciji od 1% (w/v). Nakon toga su u dobijeni rastvor istovremeno dodati ¢vrst dopamin i

natrijum-cijanoborhidrid, u finalnim koncentracijama od 1,5 % (w/v) i 0,5 % (w/v), datim

redosledom. Reakciona smesa je ostavljena u mraku da se mesa 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon
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zavrSetka reakcije, modifikovan pektin je istalozen dodatkom NaCl do finalne koncentracije od 1
M i dve zapremine 96 % (v/v) etanola. Dobijeni talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom levku,
a nakon toga rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo proceden
na Bihnerovom levku. Postupak talozenja je ponovljen jo§ jednom i finalno dobijeni rastvor

pektina je liofilizovan. Talog modifikovanog pektina je ¢uvan na -20 °C.

3.8. Modifikacija alginata

3.8.1. Perjodatna oksidacija alginata

Alginat je rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1,12 % (wi/v). U rastvor
alginata je dodat natrijum-metaperjodat u finalnim koncentracijama od 1,25 mM, 2,5 mM, 5,0 mM
i 10,0 mM, tako da odnos molariteta perjodata i alginata bude 2,5 mol%, 5 mol%, 10 mol% i 20
mol%. Reakcione smeSe su ostavljene ~4 h da se meSaju u mraku na sobnoj temperaturi, a nakon
toga su ostavljene jo§ 20 h u mraku, na +4 °C. Reakcije su prekinute dodatkom glicerola u finalnim
koncentracijama od 500 mM uz meSanje u toku od 30 minuta. Dobijeni oksidovani alginat je
istalozen iz smese dodatkom NaCl u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i dodatkom dve zapremine
96 % (v/v) etanola. Istalozen, oksidovan alginat je odvojen centrifugiranjem (15 minuta na 3000
obrtaja/min) i rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v). Postupak
taloZenja oksidovanog alginata je ponovljen jo§ dva puta. Finalno dobijen oksidovani alginat je

ispran etanolom, osusSen na vazduhu i ostavljen za slede¢i korak modifikacije.

3.8.2. Reduktivna aminacija natrijum-cijanoborhidridom i dopaminom
Oksidovani alginat je rastvoren u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5 u finalnoj koncentraciji
od 1 % (w/v). Potom su u rastvor oksidovanog alginata dodati ¢vrst dopamin i natrijum-
cijanoborhidrid, u finalnim koncentracijama od 1,5 % (w/v) i 0,5 % (w/v), datim redosledom.
Reakciona smesa je ostavljena u mraku da se meSa 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon zavrsSetka
reakcije, modifikovan alginat je istalozen dodatkom NaCl do finalne koncentracije od 1 M i dve
zapremine 96 % (v/v) etanola. Dobijeni talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom levku, a nakon
toga rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo proceden na
Bihnerovom levku. Postupak talozenja je ponovljen jo$ jednom i finalno dobijeni rastvor alginata

je liofilizovan. Modifikovan alginat je ¢uvan na -20 °C.
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3.8.3. Reduktivna aminacija natrijum-cijanoborhidridom i L-DOPA-om
Oksidovani alginat je rastvoren u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5 u finalnoj koncentraciji
od 1 % (w/v). Potom su u rastvor oksidovanog alginata istovremeno dodati ¢vrsta L-DOPA i
natrijum-cijanoborhidrid, u finalnim koncentracijama od 1,5 % (w/v) i 0,5 % (w/v). Reakciona
smesa je ostavljena u mraku da se mesa 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon zavrsetka reakcije,
modifikovan alginat je istalozen dodatkom NaCl do finalne koncentracije od 1 M i dve zapremine
96 % (v/v) etanola. Dobijeni talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom levku, a nakon toga
rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo proceden na
Bihnerovom levku. Postupak taloZenja je ponovljen jos§ jednom i finalno dobijeni rastvor alginata

je liofilizovan. Modifikovan alginat je uvan na -20 °C.

3.9. Modifikacije karboksimetilceluloze fenolnim jedinjenjima

3.9.1. Perjodatna oksidacija

Karboksimetilceluloza (CMC) je rastvorena u vodi u finalnoj koncentraciji od 1,12 % (wi/v).
Pripremljenom rastvoru je dodat natrijum-metaperjodat u finalnim koncentracijama od 1,25 mM,
2,5mM, 5,0mM i 7,5mM ili 10,0 mM, tako da odnos molariteta perjodata i CMC-a bude 2,5 mol%,
5 mol%, 10 mol% i 15 mol% ili 20 mol%. Dobijene smeSe su ostavljene nekoliko sati da se mesaju
na sobnoj temperaturi, u mraku, a nakon toga su ostavljene jo§ 20 h u mraku, na +4 °C. Reakcija
je prekinuta dodatkom glicerola u finalnoj koncentraciji od 500 mM uz meSanje u toku od 30
minuta. Dobijeni oksidovani CMC je istaloZen iz smeSe dodatkom NaCl u finalnoj koncentraciji
od 1 % (w/v) 1 dodatkom dve zapremine 96 % (v/v) etanola. Istalozen pektin je odvojen
centrifugiranjem (15 minuta na 3000 obrtaja/min) i rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj
koncentraciji od 1% (w/v). Postupak talozenja oksidovanog pektina je ponovljen jo§ dva puta.
Finalno dobijen oksidovani CMC je ispran etanolom, osusen na vazduhu i ostavljen za sledeci

korak modifikacije.
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3.9.2. Reduktivna aminacija natrijum-cijanoborhidridom i

tiraminom/tirozinom/dopaminom

3.9.2.1. Modifikacija tiraminom

Oksidovani CMC je rastvoren u 0,1 M Na-fosfathom puferu pH 6 u finalnoj koncentraciji
od 1% (w/v). U dobijeni rastvor je dodat tiramin-HCI u finalnoj koncentraciji od 1,5 % (w/v), a
nakon pola sata meSanja na sobnoj temperaturi i provere pH vrednosti rastvora je dodat natrijum-
cijanoborhidrida u finalnoj koncentraciji od 0,5 (w/v). Reakciona smesa je ostavljena u mraku
tokom 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon zavrSetka reakcije, modifikovan CMC je istalozen
dodatkom NaCl do finalne koncentracije od 1 M i dve zapremine 96 % (v/v) etanola. Dobijeni
talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom levku, a nakon toga rastvoren u destilovanoj vodi u
finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo proceden na Bihnerovom levku. Postupak talozenja
je ponovljen jo§ jednom i finalno dobijeni talog je ispran etanolom i osuSen na vazduhu. Talog

modifikovanog pektina je cuvan na -20 °C.

3.9.2.2. Modifikacija tirozinom

Oksidovani CMC je rastvoren u 0,1 M Na-fosfathom puferu pH 6 u finalnoj koncentraciji
od 1% (w/v). U dobijeni rastvor je dodat tirozin u finalnoj koncentraciji od 1,5 % (w/v), a nakon
pola sata meSanja na sobnoj temperaturi i provere pH vrednosti rastvora je dodat natrijum-
cijanoborhidrida u finalnoj koncentraciji od 0,5 (w/v). Reakciona smesa je ostavljena u mraku
tokom 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon zavrsetka reakcije, smesa je centrifugirana i odbacen je
dobijeni talog. 1z rastvora je istaloZzen modifikovan CMC dodatkom NaCl do finalne koncentracije
od 1 M 1 dve zapremine 96 % (v/v) etanola. Dobijeni talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom
levku, a nakon toga rastvoren u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo
proceden na Bihnerovom levku. Postupak taloZenja je ponovljen jo$ jednom 1 finalno dobijeni

talog je ispran etanolom i osuSen na vazduhu. Talog modifikovanog pektina je ¢uvan na -20 °C.

3.9.2.3.  Modifikacija dopaminom

Oksidovani CMC je rastvoren u 0,1 M Na-fosfathom puferu pH 6 u finalnoj koncentraciji
od 1% (w/v). U dobijeni rastvor je istovremeno dodati ¢vrst dopamin i natrijum-cijanoborhidrid,
u finalnim koncentracijama od 1,5 % (w/v) 1 0,5 % (w/v), datim redosledom. Reakciona smesa je

ostavljena u mraku tokom 24 h, na sobnoj temperaturi. Nakon zavrSetka reakcije, modifikovan
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CMC je istaloZzen dodatkom NaCl do finalne koncentracije od 1 M i dve zapremine 96 % (v/v)
etanola. Dobijeni talog je odvojen cedenjem na Bihnerovom levku, a nakon toga rastvoren u
destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 1 % (w/v) i ponovo proceden na Bihnerovom levku.
Postupak talozZenja je ponovljen jos jednom i nakon toga dobijeni modifikat je liofilizovan i cuvan

na -20 °C.
3.10. Karakterizacija modifikovanih polisaharida

3.10.1. Snimanje UV-Vis spektara

Nativni i modifikovani polisaharidi su rastvoreni u destilovanoj vodi u finalnoj
koncentraciji od 0,1 % (w/v). Mereni su apsorpcioni spektri rastvora u opsegu talasnih duzina od
200 do 350 nm na UV-Vis spektrofotometru (LLG-uniSPEC2 Spectrophotometer).

3.10.2. Snimanje FTIR spektara

Za snimanje FTIR spektara, nativni i modifikovani polisaharidi su kori$¢eni kao ¢vrsti uzorci
i snimani su ATR metodom. Spektri su snimani u opsegu od 1800 do 600 cm™ na Thermo

Scientific Nicolet 6700 spektrofotometru.

3.10.3. Snimanje 'H NMR spektara

IH NMR spektri nemodifikovanih i modifikovanih polisaharida su snimljeni na Bruker Avance

[11 500 MHz instrumentu. Uzorci su pripremljeni rastvaranjem u deuterijum-oksidu.

3.10.4. Provera sposobnosti formiranja hidrogelova

3.10.4.1. Geliranje u prisustvu vodonik-peroksida i peroksidaze iz rena

Pripremljeni su 10% rastvori tiramin-CMC-a, tirozin-CMC-a i dopamin-CMC-a u
destilovanoj vodi. U pripremljene rastvore su dodavani vodonik-peroksid i peroksidaza iz rena
(horseradish peroxidase, HRP) u finalnim koncentracijama od 1 mM i 1 U/mL, navedenim

redosledom.

Kod tirozinskih derivata je naknadno povecavana koncentracija vodonik-peroksida i HRP-

a, usled slabije sposobnosti geliranja.
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3.10.4.2. Geliranje u prisustvu natrijum-perjodata u baznoj sredini

Pripremljen je 10 % rastvor dopamin-CMC-a u destilovanoj vodi. U pripremljen rastvor je
dodat bazni rastvor natrijum-perjodata koncentracije 0,5 %, sa 1,6 % NaOH, u finalnoj

koncentraciji od 0,065 % natrijum-perjodata u smesi.
3.10.4.3. Geliranje neorganskim solima

Geliranje dobijenih modifikata CMC-a je ispitivano sa solima barijuma (II), gvozda (II) i

aluminijuma (111).
Geliranje u prisustvu soli barijuma

Pripremljen je 5,5 % rastvor BaCl>x2H,0O u destilovanoj vodi. U pripremljen rastvor su
ukapavani 4 % rastvori CMC-a: nativan CMC, tiramin-CMC i tirozin-CMC. Pracena je promena

viskoznosti i boje rastvora.
Geliranje u prisustvu soli gvozda

Pripremljen je 4 % rastvor FeSO4x7H>0 u destilovanoj vodi. U pripremljen rastvor su
ukapavani 4 % rastvori CMC-a: nativan CMC, tiramin-CMC i tirozin-CMC. Pracena je promena

viskoznosti i boje rastvora.
Geliranje u prisustvu soli aluminijuma

Pripremljen je 4 % rastvor AICI3x6H20 u destilovanoj vodi. U pripremljen rastvor su
ukapavani 4 % rastvori CMC-a: nativan CMC, tiramin-CMC i tirozin-CMC. Praéena je promena

viskoznosti i boje rastvora.

3.11. Imobilizacija slobodne lakaze u dopamin-pektin

mikrokuglicama

U cilju imobilizacije preciS¢ene lakaze, metodom okludovanja unutar mikrokuglica koje
nastaju enzimskim umreZavanjem hemijski modifikovanog pektina, kori§¢en je prethodno
modifikovan dopamin-pektin. Dopamin-pektini razli¢itih stepena modifikacije (5, 10 i 15 mol%)
su rastvoreni u PIPES puferu (0,01 M, pH 7,5), u finalnoj koncentraciji od 20 % (w/v).
Pripremljenim rastvorima je dodat 20 mM CuSOs u finalnoj koncentraciji od 2 mM i rastvor
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enzima lakaze koncentracije 2 mg/mL, tako da je finalno dodato 25 IU u smesu. Finalna smesa se
sastojala od slede¢ih komponenti: 6% dopamin-pektin (w/v), 2 mM CuSOQOgs i 25 1U lakaze, u
finalnoj zapremini od 165 pL. Pripremljena smesa je odmah nakon dodavanja svih komponenti i
homogenizacije ukapana u 500 pL lakog mineralnog ulja koje je sadrzalo 3% Span 80 (v/v).
Dobijena emulzija je mesana 1,5 h na magnetnoj mesalici (1000 obrtaja/min), sve dok nije doslo
do formiranja kuglica braon boje. Reakcija je zaustavljena dodatkom 0,5 mL 0.5% Triton X-100
(v/v) i ostavljena je da se mesa jo§ 5 minuta. Dobijene kuglice su isprane tri puta sa 0,5 mL 5%
Triton X-100 u CaCl> (v/v), a nakon toga i tri puta sa po 0,5 mL 5 % CaCl, (w/v). Isprane kuglice

su ¢uvane u 5 % rastvoru CaCl, na 4°C.

3.11.1. Prinos imobilizacije
Prinos imobilizacije lakaze u dopamin-pektin mikrokuglicama je definisam kao odnos

aktivnosti imobilizovane lakaze u odnosu na ukupnu dodatu aktivnost.

3.11.2. Optimizacija imobilizacije slobodne lakaze u dopamin-pektin

mikrokuglicama

Optimizovani su uslovi imobilizacije, kao §to su stepen modifikacije dopamin-pektina, masena
koncentracija dodatog polimera i koli¢ina dodate enzimske aktivnosti. Kori$¢en je dopamin-pektin
razli¢itih stepena modifikacije 5, 10 i 15 mol%, u razli¢itim masenim koncentracijama, tako da su
one u finalnoj smesi iznosile 5, 10 i 15 % (w/v). Tokom variranja navedenih parametara, pra¢ena
su mehanicka svojstva kuglica 1 parametri imobilizacije (specificna aktivnost, prinos
imobilizacije) u cilju pronalaZenja uslova za dobijanja kuglica sa optimalnim karakteristikama.
Enzimska aktivnost je odredena po protokolu navedenom u poglavlju 3.5.1. Nakon §to su utvrdeni
najbolji uslovi za ova dva parametra, pri tim uslovima je varirana koli¢ina dodate enzimske
aktivnosti. Dodavani su rastvori enzima razli¢itih koncentracija - 1,385 mg/mL; 2,77 mg/mL; 5,54
mg/mL i 8 mg/mL, $to je u ukupnoj smesi iznosilo 12,5, 25, 50 i 72 dodatih enzimskih jedinica
lakaze. Merena je enzimska aktivnost dobijenih kuglica i odreden prinos imobilizacije, na osnovu

kojih su utvrdeni uslovi pravljenja kuglica za sve naredne eksperimente.

Nakon S§to su defnisani optimalni uslovi za pripremanje mikrokuglica sa ¢elijskim zidovima sa

lakazom, odredena je veli¢ina dobijenih mikrokuglica, na optickom mikroskopu.
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3.12. Imobilizacija ¢elijskih zidova sa lakazom u alginatne i
dopamin-alginatne kuglice

Dobijeni ¢elijski zidovi sa lakazom su resuspendovani u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5
sa 2 mM CuCl. u koncentraciji od 450 mg/mL. Pripremljen je 4 % rastvor alginata i dopamin-
alginata u istom puferu u kom su resuspendovani i ¢elijski zidovi. Od modifikovanih alginata,
koriS¢en je 5 mol% jer su oni sa vecim stepenom modifikacije imali mnogo manju viskoznost
usled raskidanja veza tokom perjodatne oksidacije, i samim tim nisu mogli da daju mehanicki
stabilne, sferne kuglice, a manje modifikovan alginat, iako viSe viskozan, je imao manji stepen
modifikacije, pa bi i stepen umrezenja sa njima bio manji. Pripremljeni rastvor alginata/dopamin-
alginata i ¢elijskih zidova su pomesani u zapreminskom odnosu 2:1, tim redom, tako da je finalna
smesa sadrzala 2,7 % alginat/dopamin-alginat (w/v) i 150 mg/mL c¢elijskih zidova sa lakazom.
Ovako pripremljena smesa sa nativnim i modifikovanim alginatom je ukapavana u 2 % CaCl>
(w/v) koji se meSao na magnetnoj mesalici. Formirane kuglice su ostavljene da se meSaju u
rastvoru CaCl, tokom 30 minuta, a nakog toga su isprane dva puta 2 % rastvorom CaCl. i ¢uvane
u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5 sa 5 mM rastvorom CaClzna 4 °C. Sve kuglice su pripremane

u triplikatu i sa njima su radena ostala merenja.

3.12.1.1. Prinos imobilizacije

Prinos imobilizacije je definisan kao odnos aktivnosti imobilizovanog enzima u odnosu na

ukupnu dodatu aktivnost.

3.12.1.2. Optimizacija imobilizacije celijskih zidova sa lakazom u alginatne i dopamin-

alginatne kuglice

Koncentracija dodatih ¢elijskih zidova je varirana u cilju optimizacije uslova imobilizacije,
dobijanja kuglica sa najboljim mehanickim parametrima i parametrima imobilizacije (specificna
aktivnost i prinos imobilizacije). Pomesan je prethodno pripremljen 2,7 % alginat/dopamin-alginat
sa razli¢itim koncentracijama smeSe celijskih zidova u 0,1 M Na-acetatnom puferu (sa 2 mM
CuSOs, pH 4,5). Finalno pripremljene smeSe su sadrzale 20, 40, 60, 100, 120, 150, 200 i 250
mg/mL celijskih zidova. Ovako pripremljene smese su ukapavane u 2 % CaCl, (w/v) uz mesanje

na magnetnoj mesalici i dodatno su mesane 30 minuta, nakog cega su isprane dva puta 2 %
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rastvorom CaCl,i ¢uvane u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5 sa 5 mM rastvorom CaClzna 4 °C.

Sve kuglice su pripremane u triplikatu 1 sa njima su radena ostala merenja.

3.13. Karakterizacija imobilizovane lakaze

3.13.1. Odredivanje pH optimuma

Aktivnost imobilizovane lakaze u dopamin-pektin mikrokuglicama je odredena koristeci
pufere pH opsega od 2,0 do 9,0, dok je za dopamin-alginat kuglice sa Celijskim zidovima sa
lakazom koris¢en opseg pH od 2,0 do 7,5. Koris¢eni su sledeci puferi: 0,1 M citratni pufer, pH 2,0
- 3,5; 0,1 M acetatni pufer pH 4,0 - 5,5; 0,01 M PIPES pifer pH 6,0 - 7,51 0,1 M natrijum-fosfatni
pufer pH 7,5-9. Enzimska aktivnost je odredena sa ABTS-om kao supstratom, po ve¢ opisanom
postupku u poglavlju 3.5.1. Relativna aktivnost na razli¢itim pH je normalizovana u odnosu na

maksimalnu aktivnost (na optimalnom pH) i prikazana kao procentualna relativna aktivnost.

3.13.2. Odredivanje pH stabilnosti

Prilikom odredivanja pH stabilnost imobilizovanog enzima u optimalnom puferu (0,1 M Na-
acetatni, pH 4,5 za dopamin-pektin mikrokuglice i 0,1 M Na-acetatni, pH 5 za dopamin-alginat
kuglice), kuglice sa imobilizovanim enzimom su inkubirane 0, 24 i 48 sati, na sobnoj temperaturi.
Nakon perioda inkubacije, odredena je enzimsSka aktivnost, po ve¢ objasnjenom postupku u
poglavlju 3.5.1. Relativna specifi¢na aktivnost je normalizovana u odnosu na maksimalno

dobijenu aktivnost i predstavljena kao procentualna relativna aktivnost.

3.13.3. Odredivanje temperaturne stabilnosti

Temperaturna stabilnost imobilizovanog enzima je odredivana na temperaturama od 25, 30,
60 i 90 °C. Imobilizovan enzim je inkubiran u toku 1 sata na pomenutim temperaturama, a hakon
toga ohladen na ledu 5 minuta. Enzimska aktivnost je odredena sa ABTS-om kao supstratom, po
ve¢ opisanom postupku u poglavlju 3.5.1. Relativna aktivnost je racunata u odnosu na maksimalnu

aktivnost enzima, na optimalnoj temperaturi i predstavljana kao procentualna.

3.13.4. Odredivanje kinetickih parametara
Kineti¢ki parametric, Km i Vmax su odredeni za imobilizovanu lakazu u dopamin-pektin
mikrokuglicama i imobilizovane c¢elijske zidove sa lakazom u dopamin-alginat kuglicama.

Kori$¢ene koncentracije supstrata za lakazu u dopamin-pektin mikrokuglicama su bile u opsegu
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0,025-1,8 mM, dok su za imobilizovane ¢elijske zidove sa lakazom u dopamin-alginatu iznosile
1,5-12 mM. Km i Vmax su odredeni iz Michaelis-Menten modela, analizom nelinearne regresije,

koriste¢i program GraphPad Prism v6.

3.14. Dekolorizacija tekstilnih boja

3.14.1. Dekolorizacija boja imobilizovanim Celijskim zidovima sa lakazom
u dopamin-alginat kuglicama

Za proveru sposobnosti dekolorizacije boja dopamin-alginatnim kuglicama sa ¢elijskim
zidovima sa lakazom, kori$¢eno je 8 razli¢itih tekstilnih boja: Amido Black 10B, Methylene Blue,
Guinea Green, Reactive Black 5, Methyl green, Evans Blue, Crystal Violet i Remazol Brilliant
Blue. Prvobitno su pripremljeni $tok rastvori boja u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 5, koji su
¢uvani na sobnoj temperaturi u mraku. Pre same upotrebe, stok rastvori boja su razblazeni 0,1 M
Na-acetatnim puferom pH 5 uz dodatak bakar-hlorida do finalne koncentracije od 2 mM i
kalcijum-hlorida od 5 mM, tako da su apsorbance na maksimalnoj talasnoj duzini (za sve boje je
to 620 nm) iznosile oko 0,8-1. Reakciona smesa se sastojala od ~20 mg odmerenih kuglica i 1 ml
pripremljene boje u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 5 sa 2 mM CuCl; i 5 mM CaCl,. Tako
pripremljena reakciona smesa je stajala tokom 48 h u mraku, na sobnoj temperaturi, bez mesanja.
Pracena je promena apsorbance na 620 nm, za svaku od navedenih boja. Kao kontrolna reakcija je
pripremljena reakciona smeSa sa istim komponentama, dok su umesto kuglica sa celijskim
zidovima sa lakazom, koriS¢ene kuglice sa ¢elijskim zidovima bez lakaze. Sva merenja su radena
u triplikatu. Nakon merenja pocetne apsorbance (Apozema) I finalne apsorbance (Afinaina),

preracunata je procentualna relativna dekolorizacija, prema slede¢oj formuli:

) . Apocetna — Afinalna
Relativna dekolorizacija (%) = V X 100
Apocetna

Po navedenoj formuli je racunata i relativna dekolorizacija sa kontrolnim kuglicama. Dobijene
vrednosti kontrolnih kuglica su oduzete od dobijenih vrednosti kuglica sa imobilizovanim

enzimom.
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3.14.2. Ponovna upotreba kuglica sa imobilizovanim éelijskim zidovima sa

lakazom

Dopamin-alginatne kuglice sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima sa lakazom su testirane za
ponovnu upotrebu pri dekolorizaciji tekstilnih boja. Kuglice su inkubirane 48h u rastvorima boja,
pripremljenim kao u navedenom postupku u prethodnom poglavlju. Apsorbanca (ha 620 nm)
pripremljene boje je izmerena u nultom trenutku i nakon 48 h, tj. nakon zavrsetka jednog ciklusa
obezbojavanja. Izmedu ciklusa su kuglice odvojene od rastvora, isprane tri puta 0,1 M Na-
acetatnim puferom pH 5 sa 5 mM CaCly. Ispranim kuglicama je dodavana sveze pripremljena boja.
Ovaj proces je ponavljan 10 puta, tokom trajanja svih ciklusa dekolorizacije. Aktivnost kuglica u
prvom ciklusu je definisana kao 100 % i relativne aktivnost ostalih ciklusa su ra¢unate u odnosu
na tu aktivnost. Ukupno je prac¢eno 10 ciklusa dekolorizacije, a svaki ciklus je trajao 48 h. Svi

eksperimenti su radeni u triplikatu.

3.14.3. Dekolorizacija boja imobilizovanom lakazom u dopamin-pektin

mikrokuglicama

Sposobnost dekolorizacije tekstilnih boja je ispitivana i sa imobilizovanom lakazom u
dopamin-pektin mikrokuglicama. Dekolorizacija je testirana sa tri razlic¢ite boje: Amido Black
10B, Reactive Black 5 i Evans Blue. Pripremljeni su $tok rastvori boja u 0,1 M Na-acetatnom
puferu pH 4,5 sa 2 mM CuSOs, koji su ¢uvani na sobnoj temperaturi,u mraku. Pre postavljanja
reakcije, boja je razblazena sa istim puferom do apsorbance od ~ 0,8. Reakcija dekolorizacije je
postavljana sa ~10 mg mikrokuglica u 1 mL sveze pripremljene boje, u mraku, na sobnoj
temperaturi, bez meSanja. Sve reakcije su postavljane u triplikatu. Promena apsorbance je merena

spektrofotometrijski na 620 nm u nultom ¢asu reakcije (Apocetna) | NAKON 48 h (Afinaina) reakcije.

Relativna dekolorizacija (%) je raunata po sledecoj formuli:

. . Apocetna — Afinalna
Relativna dekolorizacija (%) = - %X 100
Apocetna

3.14.4. Ponovna upotreba mikrokuglica sa imobilizovanom lakazom

Ponovna upotreba mikrokuglica sa imobilizovanom lakazom za dekolorizaciju boja je takode
ispitivana. Pracen je stepen dekolorizacije tokom 10 ciklusa od po 48 h. Reakcije dekolorizacije

su postavljane na isti nac¢in kao §to je objasnjeno u prethodnom poglavlju. Nakon zavrSetka svakog

76



ciklusa reakcije, rastvor je uklanjan, a kuglice su ispirane tri puta sa 0,1 M Na-acetatnim puferom
sa 5 mM CaCl,. Nakon ispiranja kuglica, one su ponovo stavljane u sveze pripremljen rastvor boje
i inkubirane 48 h. Pocetna apsorbanca u nultom satu, i finalna apsorbanca nakon 48h, su merene
na 620 nm za svaki ciklus. Po¢etna apsorbanca reakcione smese je definisana kao 100 % i u odnosu

na nju je racunata relativna aktivnost.

3.15. Elektrospining

Elektrospining metodom su pravljena nanovlakna od razli¢itih modifikata polisaharida. Za
pravljenje nanovlakana su testirani dopamin-alginat (10 i 20 mol%) i dopamin-
karboksimetilceluloza (10 mol%). Polimeri su pripremani za elektrospining rastvaranjem u vodi,
a nakon toga su im dodavani dimetilsulfoksid (DMSO), 4% polietilenglikol (PEG) i Tritona X-
100. Navedene komponente su meSane u razmerama prikazanim u Tabeli 3. Nakon dodatka svih

komponenti, smeSe su ostavljene da se meSaju par sati i nakon toga su prebacene u Spric.

Spric je postavljen u uredaj za elektrospining i pode$en je odgovarajuéi protok i napon struje.
Elektrospining je raden pri naponu od 25000 V i pri protoku od 0,3 mL/h. Vlakna su nano$ena na

pokrovna stakla za mikroskop, koja su bila postavljena na kolektor tokom spinovanja.

Tabela 3: Komponente i njihove koli¢ine, dodate prilikom pravljenja rastvora za elektrospining

m ) Ukupna
) ] Voda 4% PEG DMSO Triton X-100 )
Polimer polimera zapremina
(ML) (ML) (ML) (ML)
(9) (mL)
10 mol%
dopamin- 0,14 3271,17 600 517,12 51,71 4,440
alginat
20 mol%
dopamin- 0,14 3271,17 600 517,12 51,71 4,440
alginat
10 mol%
dopamin- 0,14 1400 600 200 20 2,220
CMC
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3.15.1. Ispiranje i umrezavanje nanovlakana

Plocica sa nanovlaknima je potopljena u 96 % etanol i ostavljena je 30-45 minuta, nakon ¢ega
je ostavljena da se osusi na vazduhu (5-10 minuta). Plo¢ica sa nanovlaknima je prebacena u rastvor
barijum-hlorida (2g BaCl> u 40 mL vode), u kome je stajala je oko 20 minuta. Ostavljena je da se
osusi na vazduhu (par minuta) i nakon toga je ploCica sa nanovlaknima prebacena u destilovanu

vodu (15 minuta) i zatim susena na vazduhu.

Nakon ispiranja nanovlakana od viska barijuma, ona su prebacena u rastvor NalO4 (0,14 g u
40 mL vode). Odmah nakon stavljanja u rastvor, doSlo je do promene boje nanovlakana u
narandzasto-crvenu. Ploc¢ica sa nanovlaknima je stajala 15 minuta u rastvoru perjodata i nakon
toga je ostavljena da se osusi na vazduhu. Posle 2-3 minuta je osuseno nanovlakno gledano na

mikroskopu.

3.16. Gajenje ¢elija na nanovlaknima

Nakon umrezavanja nanovlakana barijumom i perjodatom, dobijena nanovlakna su prebacena
u 6-well mikrotitar plocu i sterilisana pod UV svetlos¢u tokom 2 h. Nakon toga, dodato je 2 mL
hranljivog DMEM medijuma (Dulbekov modifikovan “Eagle” medijum) u svaki bunari¢, sa ciljem

da se poboljsa adhezija ¢elija. Ploca je stavljena u inkubator na 24 h.

Nakon inkubacije, DMEM je aspiriran iz bunarica, a zatim su vlakna dva puta isprana PBS-
om. Na ovako pripremljena vlakna je zasejana suspenzija ¢elija (MRC-5), tako $to je dodato po 2
mL Celija u svaki bunari¢ (500.000 ¢elija po bunaric¢u). Kao kontrola su postojali bunaric¢i bez
nanovlakana sa zasejanim ¢elijama. Plo¢a sa nanovlaknima i ¢elijama je ostavljena tokom 24 h u
inkubatoru na 37 °C i 5 % COa.

3.16.1. Priprema nanovlakana sa cCelijama za skenirajucu elektronsku
mikroskopiju (SEM)

Uzorci su se fiksiraju 48 h u 2,5 % rastvoru glutaraldehida. Nakon isteka 48 h, uzorci se ispiraju
slede¢im rastvorima:

1. 3% siréetnom kiselinom, 15 minuta

2. 3 % sir¢etnom kiselinom i 25 % etanolom u odnosu 1:1, 15 minuta
3. 3 % siréetnom kiselinom i 50 % etanolom u odnosu 1:1, 15 minuta
4. 70 % etanolom, 15 minuta
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Nakon ispiranja uzorci se ¢uvaju u 70% etanolu, na 4 °C, do snimanja na SEM-u.

3.16.2. Esej za odredivanje citotoksi¢nosti (MTT esej)
Dobijena nanovlakna (dimenzija 0,6 cm x 0,6 cm) su prebacena u 6-well mikrotitar plocu i
sterilisana pod UV svetlom tokom 2 h. Nakon toga je dodato po 100 pL DMEM-a u svaki bunari¢,

sa ciljem da se poboljsa adhezija ¢elija. Ploca je zatim stavljena u inkubator tokom 24 h.

Nakon zavrSene inkubacije, DMEM je uklonjen iz bunari¢a i zasejana je suspenzija c¢elija
(MRC-5), tako $to je dodato po 100 pL ¢elija u svaki bunarié¢ (10.000 ¢éelija po bunari¢u). Bunariéi

bez nanovlakana sa zasejanim ¢elijama predstavljaju kontrolu.

Ploce sa zasejanim ¢elijama su ostavljene u inkubatoru tokom 24 hi 72 h, na 37 °C i 5 % CO..
Nakon 24 h/72 h, aspirirani su rastvori iz bunari¢a i dodato je po 125 pL rastvora 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid-a (MTT) u PBS-u, koncentracije 5 mg/mL.
Inkubacija je radena tokom 2-3 hna 37 °C i 5 % COa.

Nakon inkubacije, rastvor je aspiriran i dodato je po 150 pL DMSO-a. Inkubiranje u DMSO-u
je trajalo 15-20 minuta u mraku. Apsorbanca je merena na 570 nm na miktrotitar-plate Citacu
(ELISA Rayto 2100C), a dobijeni podaci su sredeni u GraphPad programu. Celijska vijabilnost se
izrazava procentualno kao procenat vijabilnosti celija, deljenjem apsorbanci uzoraka sa

apsorbancom kontrolnih ¢elija, pomnozenih sa 100. [228]
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4.Rezultati i diskusija
4.1. Ekspresija lakaze na povrSini ¢elija kvasca

Gen za lakazu iz Streptomyces cyaneus CECT 3335 je sintetisan i kloniran u pET-22b(+)
vektor od strane Genscript kompanije (Piscataway, USA), prema nukleotidnoj sekvenci koja je
dostupna u nukleotidnoj bazi podataka (NCBI) pod rednim brojem HQ857207. Gen je upotrebom
odgovarajuc¢ih prajmera za kloniranje lakaze u pCTCON2 vektor, umnozen i ukloniran u vektor

od strane Selin i saradnika iz Ahena. [229]

Gen za lakazu iz Streptomyces cyaneus CECT 3335, kompletna nukleotidna sekvenca:

TTGACCGACATCATCGAGAGGCTCACGGACAGCGACGGGAAGCCGGAGGAGGAGCAGCTCGGCACCGGLG
AACTCACGCCGTACACGGCCCCACTGCCCGTCCCGCCCGTCCTGCGCCCGGCCTCCGACGACGTCCTGCA
CGAGACCGAGATCGCCTTACGCCCGGCCTGGGTGCGCCTGCACCCGCAGCTGCCGCCGACCCTGATGTGG
GGATACGACGGCCAGGTGCCGGGCCCGACCATCGAGGTGCGGCGCGGACAGCGCGTCCGCATCGCCTGGA
CCAACCGCATTCCCAAGGACAGCGAGTACCCGGTCACCTCGGTGGAGGTGCCGCTGCGCACCGACGGLCCG
CCCGCAGTCCACCACCGAGCCCGGCCGCGAGGGCGTCGAGCCGAACAAGGACGTCGCCGCGCTGLCCLCGCC
TGGTCGGTCACCCATCTGCACGGCGCCCAGACGGGCGGCGGCAACGACGGCTGGGCGGACAACGCGGTCG
GCTTCGGAGACGCCCAGCTCTCCGAGTACCCGAACGACCACCAGGCGGTCCAGTGGTGGTACCACGACCA
CGCCATGAACATCACCCGGTGGAACGTGATGACGGGCCTGTACGGCACCTACCTCGTCCGCGACGACGAG
GAGGACGCCCTCCATCTGCCGTGCGGGGAGCGGGAGATCCCGCTGCTGCTCGCCGACCGCAACCTCGACA
CCGACGAGGACGGCCGGCTCAACGGACGGCTGCTGCACAAGACGCTGATCGTCCAGCAGCAGAACCCGGA
GACGGGCAAGCCGGTCTCCATCCCGTTCAGCGGCCCGTACAACACGGTCAACGGCCGCATCTGGCCGTAC
GCCGACGTGGACGACGCCTGGTACCGCTTCCGGCTGGTCAACGCGTCCAACGCGCGGATCTACGACCTCG
TCCTGGTCGACGAGGACGACAACCCGGTCCCGGGCATCGTCCACCAGATCGGCAGCGACGGCGGGCTGCT
GCCGCGTCCCGTCCCGGTCGACTTCGACGGCGCGCTGCCCACCCTGACCGCGGCGCCTGCCGAGCGCTTC
GATCTGCTCGTCGACTTCCGCGGCCTCGCGGGCCGGCGGCTCCGCCTGGTCAACAAGGGCCGCAACCAGC
CGCCGGGCGTCTCCGACCCGGCAGGTGACGTGCGCTATCCGGCGGTCATGGAGTTCCGGGTCCGCGAGAG
CTGCGAGACGGACACCTTCGAACTGCCCGAGGTGCTCTCCGGCTCCTTCCGCCGGCTCACGCACGACATC
GAGCACGGCCACCGGCTGATCGTCCTCACCCCGCCCGCCACCAAGGGCGGCGGCGGTCACCCGGAGATCT
GGGAGATGACGGAGGTCCAGAACCCGGGCGACATCCAGGTCCCCACCGAGGGCGTCATCCAGGTCACCGG
AGCTGACGGGAAGACCAAGACCTACCGGCGCACCGCCCGGACGTTCAACGACGGCCTGGGCTTCACCATC
GCCGAGGGCAGCCACGAGCAGTGGAGCTTCCTCAACCTCGCGCCGATCGTCCACCCCATGCACATCCACC
TGGCGGACTTCCAGCTGCTCGGCCGGGACGCCTACGACGTCTCCGGCTTCGACCCGGCGATCGGCGGCAL
CCGCAGCCCGATCCGCCACGACGCCGGCACCACGATCCCGCTGGCGCCCAACGAGCTGGGCCACAAGGAC
GTCTTCCGGGTACCGGGGAACCAGATCCTGCGCGTCATGGGCAAGTTCGACGGTGCGTACGGCCGGTTCA
TGTACCACTGCCACCTCCTCGAACACGAGGACATGGGCATGATGCGGCCCTTCGTCGTCATGCCCCCGGA
GGCCCTGAAGTTCGACCACGGCGCCGGTCACGGCGGCCACGACGGCCACGGGGCGGGCCACACGGGCTGA

Nakon uspesno kloniranog gena lakaze u pCTCON2 vektor, ovakav konstrukt je koriS¢en za
transformaciju kompetentnih ¢elija kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY 100 soja, po opisanom
protokolu u poglavlju 3.3.2. Dobijene pojedinacne kolonije transformisanih celija kvasca su
koriS¢ene za ekspresiju lakaze na povrSini Celija kvasca, kao himernog proteina sa Aga2
proteinom. Lakaza je uspeSno eksprimirana na povrSini Celija kvasca i njena aktivnost je
proveravana sa ABTS-om kao supstratom, kao §to je objasnjeno u poglavlju 3.5.1. Indukcija

ekspresije je vrSena u prisustvu galaktoze i pracena je enzimska aktivnost od pocetnog trenutka
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indukcije do 24 h, da bi se utvrdilo optimalno vreme ekspresije, tj. kada dolazi do najveceg stepena
ekspresije i kada se uo¢ava najveca enzimska aktivnost. Kao $to se moze videti na Slici 24 najveca
enzimska aktivnost je dobijena nakon 16 h ekspresije, tako da je u svim slede¢im ekspresijama
lakaze ovo vreme koris¢eno kao optimalno. Prilikom merenja enzimske aktivnosti, odvojene celije
su ispirane 3 puta sa 0,1 M Na-acetatnim puferom pH 4,5, ne bi li se u potpunosti uklonio
fermentacioni medijum. Tokom odredivanja enzimske aktivnosti je dodavan bakar, za koji je
utvrdeno da je neophodan za aktivaciju lakaze iz Streptomyces cyaneus CECT 3335 izolovane iz
E. coli. [229]

Da bismo proverili da li enzimska aktivnost poti¢e od uspesno eksprimirane lakaze, uporedo
su transformisane celije kvasca Saccharomyces cerevisiae EBY 100 sa praznim pCTCON2
vektorom. Nakon ekspresije proteina, pri istim uslovima kao kod ekspresije lakaze, proverena je
enzimska aktivnost dobijenih ¢elija sa ABTS-om. Celije kvasca sa praznim vektorom nisu

pokazivale enzimsku aktivnost.

Detektovana je aktivnost ¢elija kvasca sa eksprimiranom lakazom na povr$ini 1 ona je iznosila
0,01 £ 0,001 IU/g vlazne ¢elijske biomase, dok celije koje su koris¢ene kao kontrolna proba,
prethodno transformisane sa praznim pCTCON2 vektorom, nisu pokazivale enzimsku aktivnost.

0.000025 +

0.000020

0.000015

0.000010

0.000005

Enzimska aktivhost IU/ODg,,

0.000000 T T
0 5 10 15 20 25
Vreme ekspresije (h)

Slika 24: Ekspresija lakaze na povrsini ¢elija kvasca prac¢ena tokom vremena
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Do sada je u samo nekoliko radova prijavljena proizvodnja lakaze u kvascu Saccharomyces
cesevisiae. [230, 231] Prednost ekspresije lakaze na povrsini Celija kvasca se pokazala u vidu
poboljsane stabilnosti enzima [230], pa je tako lakaza na povrsini ¢elija kvasca nakon 25 dana
zadrzala 90 % svoje aktivnosti, dok je slobodna lakaza nakon istog perioda zadrzala 60 % svoje
aktivnosti. Ovim rezultatima je pokazana veca stabilnost lakaze na povrsini ¢elija kvasca, u odnosu
na slobodnu lakazu, a samim tim i prednost njenog kori$¢ena u procesima koji zahtevaju visekratnu
upotrebu. [230] Lakaza iz Streptomyces cyaneus je eksprimirana u bakteriji E. coli [229], ali do

sada nije eksprimirana na povrsini ¢elija kvasca.

4.2. Celijska liza

U cilju povecanja enzimske aktivnosti lakaze zakaCene za povrsinu ¢elija kvasca, uradena je
¢elijska liza organskim rastvaracem, kao po navedenom protokolu u poglavlju 3.6. IzvrSeno je
razaranje celijskog zida, pri ¢emu je doslo do ispuStanja unutraSnjem sadrzaja ¢elije. Pri ovom
postupku su dobijeni Celijski zidovi sa zakacenim enzimom. Liza je vrSena u 3 % vodenom
rastvoru toluena, na sobnoj temperaturi, sa stalnim me$anjem. Celijska liza je pracena tokom 48
h, ne bi li se odredilo optimalno vreme lize. Optimalno vreme lize je u ovom slucaju bilo ono
vreme nakon kog su ¢elijski zidovi sa lakazom imali najveéu enzimsku aktivnost, a kada je dobijeni
supernatant sa liziranim komponentama imao najvecu koncentraciju proteina i minimalnu
aktivnost lakaze. Utvrdeno je da je enzimska aktivnost lakaze rasla od pocetka lize i dostigla
maksimum izmedu 20. i 30. Casa, dok je koncentracija proteina u lizatu dostigla plato nakon 30
casova lize. Aktivnost lakaze u supernatantu se nije povecavala tokom liziranja, $to bi dovelo do
zakljucka da je ostala zakaCena za celijske zidove. Na osnovu pracenih parametara koji su
prikazani na Slici 25, kao optimalno vreme lize je uzet 24. Cas liziranja, kada su dobijeni ¢elijski
zidovi imali najvecu enzimsku aktivnost, dok je lizat imao visoku koncentraciju proteina i nisku

aktivnost lakaze.
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Slika 25: Optimizacija vremena liziranja ¢elija pracenjem: A) specifiéne aktivnosti ¢elijskih zidova, B)
koncentracije proteina u lizatu, tokom 48 h ¢elijske lize

Nakon izvrsene cCelijske lize, specifi¢na enzimska aktivnost je porasla sa 0,010 + 0,001
IU/g, koliko je iznosila za Celije, na 3,1 £ 0,2 1U/g za ¢elijske zidove, ta¢nije porasla je 310 puta.
Ovaj porast specifine enzimske aktivnosti bi mogao da se objasni smanjenjem mase celijskih

zidova, u odnosu na cele ¢elije kvasca.

4.3. Sinteza i karakterizacija dopamin-alginata

U cilju modifikacije alginata dopaminom, alginat je u prvom koraku oksidovan reakcijom
perjodatne oksidacije sa razli¢itim molarnim odnosima perjodata i alginata: 2,5, 5,0, 10,0 i 20,0
mol%. Formirane aldehidne grupe su dalje reduktivno aminovane u prisustvu dopamina i natrijum-
cijanoborhidrida. U strukturu alginata je uvedena nova funkcionalna grupa, dopaminska, preko

novoformirane sekundarne amino grupe. (Sema 1)
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Sema 1: Reakcija perjodatne oksidacije alginata i reduktivne aminacije oksidovanog alginata u prisustvu
natrijum-cijanoborhidrida i dopamina

Dobijeni derivati alginata su okarakterisani UV-Vis spektroskopijom i snimanjem FTIR i

'H NMR spektara. Snimanjem UV-Vis spektra u opsegu talasnih duzina od 200 do 350 nm, uo&ena
je pojava apsorpcionog maksimuma na talasnoj duzini od 280 nm kod dopamin-alginatnih
derivata. S’obzirom da dopamin apsorbuje na ovoj talasnoj duZzini, kao i da nativan alginat nema
apsorpcioni pik na ovoj talasnoj duzini, utvrdeno je da je dopamin uspe$no vezan za alginat. Sa
prikazanih UV-Vis spektara na Slici 26 se takode moze uoditi da apsorpcioni pik na 280 nm raste
sa povecanjem stepena modifikacije dopamin-pektina. Ovo se moze objasniti tim da sa
povecanjem koncentracije oksidacionog reagensa dolazi do povecanog stepena oksidacije alginata,
a samim tim postoji ve¢i broj novostvorenih aldehidnih grupa na koje se potencijalno moze uvesti

veci broj novih funkcionalnih grupa.
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Slika 26: UV-Vis spektar nativnog alginata i modifikovanih dopamin-alginata sa razli¢itim stepenom
modifikacije (2,5, 5,0, 10,0, 20, 0 mol%)

Snimani su FTIR spektri nativnog alginata i dopamin-alginata. Na FTIR spektrima
modifikovanog alginata se vidi prisustvo aromati¢nih prstenova, usled postojanja pikana 1532 cm’

! koji poti¢e od C-C istezu¢ih (“stretching”) vibracija u prstenu [232], dok kod nativnog alginata
nema pomenutog pika. (Slika 27)
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Slika 27: FTIR spektar nativnog alginata i dopamin-alginata
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U cilju dokazivanja uspesnosti modifikacije alginata dopaminom, snimljeni su i *H NMR
spektri nativnog i1 modifikovanog alginata. Snimljeni spektri su takode dokazali uspeSnost
modifikacije, usled prisustva pikova od tri aromati¢na vodonikova atoma na 6,65, 6,75 1 6,85 ppm
koja poti¢u od strukture dopamina, Koji su prisutni na spektru dopamin-alginata, a nema ih na

spektru nativnog alginata. (Slika 28)
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Slika 28: *H NMR spektri nativnog alginata i dopamin-alginata
Nakon spektralne karakterizacije dobijenih derivata alginata, moze da se potvrdi uspesnost
modifikacije alginata dopaminom. Nakon ove modifikacije, i dalje su satuvane karboksilne grupe,
a uvedena je fenolna i amino grupa, §to predstavlja novi princip modifikacije u odnosu na
prethodno prijavljene karbodiimidne metode modifikacije. [233-235] Kao i kod modifikovanog

pektina, prisustvo pozitivnih 1 negativnih grupa u lancu alginata, kao i povec¢an broj naelektrisanih
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grupa, dovodi do bolje sposobnosti adsorpcije drugih molekula, $to je veoma bitno za

imobilizaciju, tkivni inzenjering i dostavu lekova.

4.4. Imobilizacija Ccelijskih zidova u alginatnim i dopamin-

alginatnim kuglicama

Da bi se ¢elijski zidovi sa enzimom mogli koristiti u bac sistemina, uradena je njihova
imobilizacija u alginatnim kuglicama metodom zarobljavanja enzima, koriste¢i jone kalcijuma kao
umreziva¢. Novosintetisan dopamin-alginat je takode koris¢en kao imobilizacioni matriks i
poreden je sa nativnim alginatom. Pored jonskog umrezavanja, kod dopamin-alginata je o¢ekivano
i dodatno, kovalentno umrezavanje dopamina u prisustvu lakaze, sto predstavlja glavnu prednost
koriS¢enja modifikovanog alginata u odnosu na nativan. Ukapavanjem smese alginata/dopamin-

alginata i ¢elijskih zidova u rastvor kalcijum-hlorida su dobijene sferne kuglice, pravilnog oblika.

4.4.1. Optimizacija imobilizacije ¢elijskih zidova u alginatnim i dopamin-
alginatnim kuglicama

Od dobijenih dopamin-alginatnih modifikata razli¢itog stepena modifikacije, za imobilizaciju
je koris¢en 5 mol% dopamin-alginat. Modifikati sa ve¢im stepenom modifikacije su pokazali
mnogo manju viskoznost, usled smanjene molekulske mase i raskidanja veza tokom perjodatne
oksidacije, pa samim tim nisu mogli da daju mehanicki stabilne, sferne kuglice. 2,5 mol%
dopamin-alginat takode nije izabran za ovu primenu, jer se usled manjeg stepena modifikacije
ofekuje i manji stepen umrezenja. Dobijene kuglice dopamin-alginata su imale braon boju,
karakteristicnu za oksidovan dopamin, §to kod nativnog alginata nije bio slucaj, ve¢ su dobijane

kuglice bele boje.

Da bi dobili kuglice sa najboljim mehanickim karakteristikama, ali i najboljim parametrima
imobilizacije kao $to su specifi¢na aktivnost i prinos imobilizacije, varirana je koncentracija
dodatih ¢elijskih zidova. Kao $§to se moze videti na Slici 29, dodatkom 150 mg/mL ¢elijskih zidova
je dostignuta maksimalna specificna aktivnost, koja je ostala priblizno ista nakon dodatka vece
koncentracije ¢elijskih zidova. 1z ovog je uoceno da maksimalna koli¢ina Celijskih zidova koja
moze biti imobilizovana, nakon koje nema porasta specificne aktivnosti, iznosi 150 mg/mL, tako

da je ona uzeta kao optimalna za dalje imobilizacije.
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Na Slici 29 takode moze da se uoci da celijski zidovi sa lakazom imobilizovani u dopamin-
alginatu, imaju 2 puta vecu specificnu aktivnost u odnosu na one imobilizovane u nativnom
alginatu. Ovo moze da se objasni uticajem dodatnog umrezenja subjedinica dopamin-alginata,
usled oksidacije dopamina i njegovog umrezenja. Samim tim, bolja poroznost dopamin-alginatnih

kuglica predstavlja prednost u odnosu na kuglice nativnog alginata.

U prethodno objavljenim rezultatima, radene su imobilizacije precis¢enog enzima u nativnom
alginatu, pri ¢emu su utvrdeni kao optimalni uslovi koris¢enje 2 % rastvora (w/v) alginata i 0,05
M CuSOs, kao jonskog umrezivaca. [236] U drugoj studiji su utvrdili kao optimalne uslove
koriséenje 2 % (w/v) alginata, 2 % (w/v) CaCl,, uz mesanje enzima i alginata u odnosu 1:4, sa
efikasnos¢u imobilizacije od 88,1 + 2,4 % za protein i 93,3 £ 1,1 % za enzime. [203] U nasem
istrazivanju imobilizacije ¢elijskih zidova sa zaka¢enim enzimom, efikasnost imobilizacije je
iznosila 100 %, posto nije detektovana enzimska aktivnost u ispircima nakon imobilizacije. Iz
dobijenih rezultata zaklju¢ujemo da nije doslo do curenja enzima iz dopamin-alginatne kuglice,

verovatno usled toga sto je enzim ve¢ bio kovalentno vezan za ¢elijske zidove.

Kuglice sa 5 mol%
dopamin-alginatom
= Kuglice sa nativhim alginatom

e
=
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Slika 29: Optimizacija imobilizacije ¢elijskih zidova sa lakazom u alginatnim i dopamin-alginatnim
kuglicama, uz variranje koncentracije dodatih ¢elijskih zidova sa lakazom, prikazana kroz zavisnost
specifi¢ne aktivnosti lakaze u odnosu na koncentraciju dodatih ¢elijskih zidova
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4.4.2. Prinos imobilizacije

Variranjem koncentracije dodatih ¢elijskih zidova je takode pracen uticaj na prinos
imobilizacije. Prinos imobilizacije je odreden za imobilizaciju u nativnom alginatu i dopamin-
alginatu, uzimajuc¢i u obzir da je prinos imobilizacije definisan kao odnos specifi¢ne aktivnosti
imobilizovanog enzima i ukupne koli¢ine dodatog enzima tokom imobilizacije. Kao §to se vidi sa
Slike 30, povecanjem koncentracije celijskih zidova sa lakazom (vise od 50 mg/mL), dolazi do
smanjenja prinosa imobilizacije, Sto moZe biti objasnjeno povec¢anim difuzionim ograni¢enjima
unutar kuglica, kao i potencijalnim prekorac¢enjem kapaciteta imobilizacije kuglica. Ako se sa iste
slike uporede prinosi imobilizacije, vidi se znatno povecanje prinosa imobilizacije u
modifikovanom alginatu u odnosu na nativan alginat. Prinos se povecao od 2,5 do 16 puta, u
zavisnosti od dodate koncentracije ¢elijskih zidova sa enzimom. Ovi rezultati mogu biti objasnjeni
boljom porozno$éu umrezenog dopamin-alginata, usled smanjene molekulske mase reakcijom
perjodatne oksidacije. Jo§ jedan razlog moze da bude i bolje “bubrenje” alginata usled uvedenih
pozitivno naelektrisanih, amino grupa. Prisustvo novih, naelektrisanih grupa i aromati¢nih
prstenova moze da dovede do boljeg zadrzavanja imobilizovanog enzima unutar kuglice, kao i
povecane lokalne koncentracije supstrata, usled interakcija izmedu dopamina u modifikovanom
alginatu. Svi navedeni faktori mogu da dovedu do vece koncentracije enzima i supstrata unutar
kuglica, kao i do smanjenih difuzionih ogranicenja, koja se ¢esto javljaju kod imobilizovanih

enzima u alginatu.
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Slika 30: Zavisnost prinosa imobilzacije od koncentracije dodatih ¢elijskih zidova sa lakazom prilikom
imobilizacije u nativnom alginatu i dopamin-alginatu

Nakon sagledavanja navedenih parametara imobilizacije, uslovi koji su uzeti kao optimalni
za sve naredne imobilzacije su sledeci: smesa alginata/dopamin-alginata (u 0,1 M Na-acetatnom
puferu pH 4,5 sa 2 mM CuCly) i ¢elijskih zidova sa lakazom, u finalnim koncentracijama od 2,7%
i 150 mg/mL, navedenim redom, je ukapavana u 2 % CaCl.. Pripremljene kuglice su bile

mehanicki stabilne 1 dalje su koriS¢ene za eksperimente.

Pored alginatnih i dopamin-alginatnih kuglica sa celijskim zidovima sa lakazom,
pripremljene su kuglice od istih materijala u koje su imobilizovani c¢elijski zidovi bez lakaze
(dobijeni liziranjem celija koje su transformisane sa praznim pCTCON2 vektorom). Ovako

pripremljene kuglice su koris¢ene prilikom dekolorizacije boja, kao kontrola.

4.5. Karakterizacija slobodnih i imobilizovanih ¢elijskih zidova

Nakon §to se u prethodnim eksperimentima pokazalo da imobilizovani cCelijski zidovi sa
lakazom u dopamin-alginatnim kuglicama imaju vecu enzimsku aktivnost u odnosu na one
imobilizovane u alginatnim kuglicama, u slede¢im eksperimentima su samo dopamin-alginatne
kuglice kori$¢ene. Okarakterisani su slobodni i imobilizovani ¢elijski zidovi sa lakazom. Ispitan
je uticaj pH i temperature na njihovu enzimsku aktivnost, a takode su im odredeni i kineti¢ki

parametri.
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4.5.1. Odredivanje pH optimuma
Da bi se odredio optimalan pH za slobodne i imobilizovane ¢éelijske zidove, enzimska aktivnost
je odredivana u pH opsegu od 2,0 do 7,5 u razli¢itim puferima. Rezultati pokazuju da je optimalan

pH i za slobodne i imobilizovane ¢elijske zidove pH 5. (Slika 31)
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Slika 31: Uticaj pH vrednosti na aktivnost slobodnih i imobilizovanih ¢éelijskih zidova sa lakazom

Optimalna pH sredina za imobilizovane enzime u alginatu je ¢esto blago pomerena ka kiselom
regionu u odnosu na slobodan enzim, zbog prisustva negativnih naelektrisanja u njegovoj strukturi.
[237] Medutim, kod predstavljene imobilizacije nije doSlo do znacajne promene u pH optimumu
za imobilizovan enzim, pretpostavlja se jer dopamin-alginat pored negativnog nalektrisanja sadrzi

i pozitivno naleketrisanje u svojoj strukturi.

4.5.2. Odredivanje pH stabilnosti

Odredena je enzimska stabilnost slobodnih i1 imobilizovanih ¢elijskih zidova sa lakazom, u
puferu u kome je optimalna enzimska aktivnost. U prethodnom eksperimentu je odredeno da je to
0,1 M natrijum-acetatni pufer pH 5. pH stabilnost je odredena merenjem enzimske aktivnost nakon
inkubacije slobodnih i imobilizovanih ¢elijskih zidova u optimalnom puferu tokom 24 h i 48 h, na
sobnoj temperaturi. Kao §to se moze videti na Slici 32, imobilizovani Celijski zidovi sa lakazom
su pokazali vecu stabilnost u odnosu na slobodne. Povecana pH stabilnost imobilizovanih enzima

se objasnjava vezivanjem enzima za imobilizacioni materijal, Sto smanjuje Sansu da prilikom
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promene pH dode do konformacione promene enzima, koja bi dovela do gubitka aktivnosti istog.

[15]
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Slika 32 : pH stabilnost slobodnih i imobilizovanih ¢elijskih zidova sa lakazom, u optimalnom puferu
(0,1 M natrijum-acetatni, pH 5)

4.5.3. Odredivanje temperaturne stabilnosti

Temperaturna stabilnost imobilizovanih 1 slobodnih ¢elijskih zidova sa enzimom je odredena
merenjem enzimske aktivnosti kuglica i ¢elijskih zidova nakon 1 sata inkubacije na temperaturama
od 25, 30, 60 i 90 °C, na optimalnom pH. Enzimska aktivnost je predstavljena kao relativna
aktivnost, koristec¢i kao supstrat ABTS. Na Slici 33 je predstavljena zavisnost relativne aktivnosti

u odnosu na temperaturnu inkubaciju na razli¢itim temperaturama.
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Slika 33 : Temperaturna stabilnost slobodnih i imobilizovanih ¢elijskih zidova sa lakazom prikazana kao
relativna aktivnost dobijena nakon 1 h inkubacije na 25, 30, 60 i 90 °C

Na temperaturi od 30 stepeni, slobodni 1 imobilizovani Celijski zidovi sa lakazom su
zadrzali svoju maksimalnu enzimsku aktivnost. (Slika 33) Sa povecanjem temperature, doslo je do
znacajnijeg pada aktivnosti slobodne lakaze u odnosu na imobilizovanu, pa su tako na temperaturi
od 60 °C, slobodni ¢elijski zidovi sa lakazom zadrzali 69 % svoje poCetne aktivnost, dok su
imobilizovani zadrzali ¢ak 93 %. Do sada je u raznim studijama dokazano da se imobilizacijom
lakaze postize povecanje temperaturne stabilnosti, u odnosu na slobodan enzim. [15, 203, 238]
Ovo se objasnjava tim da se imobilizacijom enzima onemogucava njegovo kretanje usled
povecéane temperature i kineticke energije, pa se smanjuje moguénost konformacionih promena

enzima koje dovode do gubitka enzimske aktivnosti.

4.5.4. Odredivanje kinetickih parametara

Kineticki parametri su odredeni za slobodne 1 imobilizovane c¢elijske zidove, koriste¢it ABTS
kao supstrat, na sobnoj temperaturi. Enzimska aktivnost je merena po protokolu opisanom u
poglavlju 3.5.1. Michaelis-Menten-ova konstanta (Km) je iznosila 0,0125 mM za slobodne ¢elijske
zidove, dok je za imobilizovane iznosila 8,36 mM. Izra¢unata maksimalna brzina (Vmax) je za
slobodne celijske zidove sa lakazom iznosila 0,661 pmoL/min, a za imobilizovane 0,0340
pmoL/min. Dobijena niza vrednost Km za imobilizovan enzim je uzrokovana difuzionim

ograni¢enjima usled imobilizacije, $to je u skladu sa prethodnim studijama, gde je takode dolazilo
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do pada Km vrednosti usled imobilizacije lakaze u Ca-alginatne kuglice, i samim tim smanjenog

afinititeta lakaze za supstratom. [238, 239]

4.6. Proizvodnja lakaze u Escherichia coli BL21 soju, izolovanje i
preciS¢avanje
Nakon uspesnog kloniranja lakaze od strane Selin i saradnika, uradena je transformacija E.
coli. Na osnovu njihovih optimizovanih uslova je postavljena fermentacija i uradena ekspresija
proteina. Bakterija E. coli je jedna od najkoris¢enijih za heterolognu ekspresiju proteina, jer pored

toga $to je jednostavna za gajenje, iz ovog organizma moze da se dobije velika koli¢ina lakaze,

kao Sto su pokazali u prethodnoj studiji. [229]

Nakon ekspresije proteina, dobijene ¢elije su odvojene centrifugiranjem, a nakon toga
ultrazvucno lizirane, kao $to je opisano u poglavlju 3.3.4. Dobijeni supernatant je dodatno
proceden i nakon toga koncentrovan ultrafiltracijom, a samim tim je izvrSen i prvi korak u
precis¢avanju eksprimirane lakaze. Nakon toga je radena afinitetna hromatografija, posto je tokom
kloniranja dodat Hiss tag na C-terminus, lakaza je mogla da se precisti na afinitetnoj koloni
(IMAC). Pracena je apsorbanca na tri talasne duzine: 280, 325 i 600 nm. Kao Sto se moze videti
na Slici 34, odreden broj uzoraka je apsorbovao na tim talasnim duzinama i u njima je proveravana

enzimska aktivnost lakaze.
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Slika 34 : Prikaz hromatograma za lakazu eksprimiranu u E. coli, BL21 soju, nakon afinitetne
hromatografije

Nakona afinitetne hromatografije, uzorci koji su pokazali lakaznu aktivnost su analizirani
SDS-PAGE analizom. Na elektroforezi se moze uo€iti jedna traka na molekulskoj masi od oko 70

kDa, §to je veoma priblizno predvidenoj molekulskoj masi od 69,5 kDa. (Slika 35)
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Slika 35: SDS PAGE hromatogram precisc¢ene lakaze iz E. coli: (1.) Lakaza nakon precis¢avanja na
IMAC-u (2.) Proteinski marker razli¢itih molekulskih masa

Nakon §to je potvrdeno da je lakaza uspeSno izolovana i preciSéena, proverena je njena
enzimska aktivnost sa ABTS-om kao supstratom, u prisustvu bakra. Prethodno su Selin i saradnici
pokazali da lakaza iz ovog izvora zahteva prisustvo bakra za aktivaciju enzima [229], i dobili
enzimsku aktivnost izolovane lakaze od 2,9400 + 0,1700 1U/mg. U naSem radu je izolovana i
preciS¢ena lakaza sa istim supstratom imala aktivnost od 7,90 + 0,62 1U/mg, $to ukazuje na 2,7

puta vecu aktivnost u odnosu na prethodnu studiju i na bolje rezultate ekspresije i pre¢is¢avanja.

4.7. Sinteza i karakterizacija dopamin-pektina

Pektin je prvobitno modifikovan u reakciji perjodatne oksidacije, a nakon toga je izvrSena
reduktivna aminacija u prisustvu dopamin-hidrohlorida i cijanoborhidrida. Perjodatna oksidacija
je izvrSena pri razliitim molarnim odnosima natrijum-perjodata i ponavljajuce glikozidne
jedinice: 5, 10 i 15 mol%, tako da su finalno dobijeni oksidovani pektini razli¢itog stepena
oksidacije. Formirane aldehidne grupe su dalje reagovale u reakciji reduktivne aminacije, dajuci

sekundarne amino grupe sa dopaminom. Izvriene reakcije su prikazane na Semi 2.
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Sema 2: Reakcija sinteze dopamin-alginata u reakcijama perjodatne oksidacije i reduktivne aminacije

Hemijski sintetisani dopamin-pektini su okarakterisani UV-Vis spektroskopijom, kao i
snimanjem FTIR i 'H NMR spektara. Snimanjem UV-Vis spektara modifikovanog pektina u
opsegu talasnih duzina od 200 do 350 nm, uoceno je postojanje apsorpcionog pika na talasnoj
duzini od 280 nm, koji poti¢e od fenolne grupe vezanog dopamina. (Slika 36) Snimanjem UV-Vis
spektra nativnog pektina, nije uocen apsorpcioni maksimum na 280 nm, usled odsustva hromofore
koja bi mogla da apsorbuje na toj talasnoj duzini. Na Slici 36 se takode vidi da sa porastom koli¢ine
dodatog perjodata dolazi do povecanog stepena oksidacije pektina, a samim tim i do poveéanog
broja vezanih dopaminskih grupa za postoje¢e aldehidne grupe pektina, §to se odrazava

povecanjem apsorbance na 280 nm.
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Slika 36: UV-Vis spektri nativnog i modifikovanih dopamin-pektina

Snimanjem FT-IR spektara nativnog i modifikovanog pektina je dodatno okarakterisan

sintetisan polimer i potvrdena je uspesnost modifikacije.
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Slika 37: FT-IR spektri nativnog pektina (crveno obelezen), 15 mol% dopamin-pektina (plavo obelezen),
15 mol% dopamin-pektina odmah nakon enkapsulacije lakaze (crno obelezen) i 48 sati nakon
enkapsulacije lakaze (ljubicasto obelezen) u regionu od 1800 do 1300 cm
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FT-IR spektri nativnog pektina, 15 mol% dopamin-pektina, 15 mol% dopamin-pektina
odmah nakon enkapsulacije lakaze i 48 sati nakon enkapsulacije lakaze su prikazani na Slici 37.
Najznacajnije promene se mogu videti u regionu izmedu 1800 i 1550 cm™, koje mogu da potic¢u
od C = O “stretching” vibracija estara (~1740 cm™1) i slobodne hidroksilne grupe (~1612 cm™).
Modifikacijom pektina je doslo do povecanog sadrzaja slobodnih karboksilnih grupa sa 41,2 + 1,8
% na 73,4 £ 1,2%. Ovo se moze objasniti potencijalnom hidrolizom estarskih veza ili spontanom

oksidacijom aldehidnih grupa do karboksilnih grupa na poziciji C-3.

Slican efekat je dobijen kod prethodno modifikovanih polisaharida. [240, 241]
Inkorporacija aromaticnog dopaminskog prstena u pektinski lanac moze da se detektuje
prisustvom pika od C-C vibracija koje poti¢u od istezanja u fenolovom prstenu [241] [242] (~1520
cmt i ~1412 cm™?). Umrezavanje dopamin-pektina tokom imobilizacije lakaze je doprinelo
povecanju sadrzaja karboksilnih grupa na 97,5 £ 1,0 % i smanjilo prisustvo traka koje poticu od
nemodifikovanog aromati¢nog prstena, $to ukazuje na delimi¢nu hidrolizu polisaharida i promene
u molekulu dopamina usled reakcije umrezavanja. Druge znacajne, strukturne promene kod

kuglica sa imobilizovanom lakazom nisu primecene.

Snimljen *H NMR spektar dopamin-pektina (Slika 38) sadrzi karakteristiéne pikove koji
poticu od vodonikovih atoma aromati¢nog prstena, u regionu od 6 do 8 ppm, za razliku od nativnog

pektina koji ne sadrzi ove pikove. (Slika 39)
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Slika 39 : FT-IR spektar nativnog pektina
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Strukturnim analizama je dokazana uspeSnost modifikacije pektina dopaminom.
Modifikacija pektina fenolnim jedinjenjima je radena u cilju dobijanja materijala koji moze da se
umrezava hemijskim i enzimskim putem, u prisustvu enzima koji imaju fenolne supstrate.
Formiranje hidrogelova je u slu¢aju ovakvog derivata moguce geliranjem u prisustvu kalcijuma ili

kovalentnim umrezavanjem u prisustvu enzima, npr. lakaza.

U odnosu na prethodno modifikovan pektin dopaminom, gde je modifikacija radena na
karboksilnoj grupi [243], u ovom radu je pektin prvobitno oksidovan u prisustvu perjodata, a nakon
toga je vrSena reakcija sa dopaminom na novonastalim aldehidnim grupama. Na ovaj nacin su
formirane stabilne, pozitivnho naelektrisane amino grupe, a paralelno su zadrzane negativne
karboksilne grupe. Prethodno je na sli¢an nacin pektin modifikovan drugim fenolnim jedinjenjem,
tiraminom [240], kada je prijavljeno da prisustvo pozitivnih i negativnih grupa u pektinu dovodi
do povecanje sposobnosti adsorpcije enzima, ¢elija i malih molekula. Ovom modifikacijom,
pektin-dopamin bi takode trebao da ima takve sposobnosti, koje su veoma bitne za tkivni
inzenjering, imobilizaciju i dostavu lekova [240], sto je i dokazano kod pektina modifikovanih
dopaminom preko karboksilne grupe. [244] Pored toga, zadrzana slobodna karboksilna grupa u
pektinu omogucéava dodatan na¢in za umrezavanje, pored umrezavanja preko dopamina, gde bi u
prisustvu dvovalentnih katjona doslo do jonskog umreZenja, $to bi uticalo na poboljSanu stabilnost
hidrogela. Mozemo da zaklju¢imo da modifikacija pektina dopaminom preko vicinalnih
hidroksilnih grupa obezbeduje pektinu istovremeno sposobnost oba nacina umreZavanja, uz
dodatno prisustvo razli€itih funkcionalnih grupa. U ovom slucaju su ove osobine iskori§¢ene za
enzimsko umrezenje lakazom, uz istovremenu, in situ imobilizaciju enzima, bez dodatnog jonskog

umrezivaca. [240]

4.8. Imobilizacija dobijene lakaze u dopamin-pektin

mikrokuglicama

Sintetisan dopamin-pektin je zbog sposobnosti enzimskih umrezavanja i gradenja hidrogela
koriS¢en za imobilizaciju precis¢ene lakaze. Pretpostavljen mehanizam enzimskog umrezavanja
sa lakazom je preko fenolnih grupa, njihovom oksidacijom, a zatim i radikalskim reakcijama koje
dovode do kovalentnih umrezenja izmedu fenolnih subjedinica. (Slika 40) Fenoli i di-fenoli su
samo neki od supstrata za lakazu, a do sada je utvden mehanizam reakcije gde lakaza katalizuje

oksidaciju i formiranje slobodnih radikala na fenolnim krajevima, koji se nakon toga kupluju i
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formiranju C-C veze, di-dopa umrezenjima. [245-247] U nasem slu¢aju, mi smo Zzeleli da
imobilizujemo lakazu u dopamin-pektin mikrokuglicama, gde ¢e umreziva¢ da bude sama lakaza,
a tokom formiranja kuglica bi se jedan deo enzima i zarobio unutar kuglice i na taj nacin

imobilizovao.
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Slika 40: Pretpostavljen mehanizam umrezavanja dopamin-pektina u prisustvu lakaze preko dopaminskih
jedinica

Reakcija imobilizacije lakaze i umrezavanja dopamin-pektina, se odvija u emulziji, pri
¢emu se smesa rastvorenog polimera u odgovaraju¢em puferu, sa dodatim enzimom, ukapava u
lako mineralno ulje, koje se meSa na magnetnoj mesalici. Na ovaj na¢in se dobija emulzija vodenog
rastvora pektin-dopamina u ulju, pri ¢emu veli¢ina vodenih kapljica zavisi od viskoznosti
pripremljenog dopamin-pektinskog rastvora sa enzimom, kao i od brzine meSanja rastvora u koji
se ukapava dobijena smesa. Povecanjem brzine meSanja dolazi do smanjenja veli¢ine kapljica,
tako da je tokom svih eksperimenata brzina drZana konstantnom. Odreden vremenski period je bio
potreban da dode do polimerizacije unutar formiranih vodenih kapljica, a indikator da je do
polimerizacije dopamin-pektina doslo je bila promena boje rastvora u narandzasto-braon boju,
koja je karakteristicna za boju oksidovanog fenola. Oksidacija zakaCenog dopamina za pektin
katalizovana lakazom se vr$ila metodom radikalskog umrezavanja. U odsustvu lakaze nije doslo
do formiranja mikrokuglica, tj. reakcija radikalskog umreZavanja nije bila moguc¢a bez prisustva

katalizatora.

Da bismo dobili kuglice sa optimalnim osobinama, varirana je kocentracija dodavanog
dopamin-pektina, pri ¢emu su testirani modifikovani pektini sa razli¢itim stepenom modifikacije,
a takode je varirana 1 koli¢ina dodatog enzima. KoriS¢eni su dopamin-pektini razliitog stepena

modifikacije (5, 10 i 15 mol%) u razli¢itim masenim koncentracijama, pa je tako finalna

102



koncentracija dopamin-pektina u smesi sa enzimom i puferom iznosila 5, 101 15 % (w/v). Kao §to
se moze videti na Slici 41 najveca specifi¢na aktivnost je dobijena sa 5 mol% dopamin-pektinom,

finalne masene koncentracije od 5 % (w/v).
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Slika 41: Zavisnost specifi¢ne aktivnosti imobilizovane lakaze od: (1) stepena modifikacije pektina (5, 10
i 15 mol%), (2) masene koncentracije dodatog dopamin-pektina (5, 10 i 15 %)

Pri istim uslovima je odreden i prinos imobilizacije, i kao §to se moZe videti na prikazanom
grafiku (Slika 42), najveci stepen imobilizacije je takode dobijen sa 5 mol% dopamin-pektinom,
finalne masene koncentracije od 5 % (w/v). 1z dobijenih podataka, na osnovu izracunate specifi¢ne
aktivnosti imobilizovanog enzima i prinosa imobilizacije, zakljuujemo da je prilikom
imobilizacije lakaze u dopamin pektinu najbolje koristiti 5 mol% dopamin-pektin, pripremljen u
finalnoj masenoj koncentraciji od 5 % (w/v). Moguce je da veci stepen modifikacije pektina (10 i
15 mol%) ima uticaj na integritet polimera, usled prethodno izvrSene perjodatne oksidacije,
sprecavajuci formiranje kompaktnog hidrogela, Sto ima negativan uticaj na prinos imobilizacije i
specificnu aktivnost imobilizata. Ovaj efekat se moZe objasniti uticajem perjodatne oksidacije na
neke osobine polimera, kao §to su fleksibilnost i duZina lanca, rastvorljivost, sposobnost geliranja,
itd. [248] Ovaj efekat je ispitivan na alginatu i hitozanu i utvrdeno je da polimeri sa veéim
stepenom perjodatne oksidacije pokazuju znacajno smanjenje duzine lanca. [248] Sa povecanjem
stepena oksidacije alginata dolazi do smanjenja njegove molekulske mase, sve do stepena

oksidacije od 10 mol%, kada ostaje ista. [249] Takode, sposobnost geliranja slabi sa pove¢anim
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stepenom oksidacije, pa tako polimeri sa stepenom oksidacije ve¢im od 10 mol% ne pokazuju

sposobnost geliranja sa jonima kalcijuma. [249]

80+
- 5% masena koncentracija

dopamin-pektina
60+ 10% masena koncentracija

dopamin-pektina
40
B i .
0-

Procenat modifikacije pektina (mol%)

Prinos imobilizacije (%)

Slika 42: Zavisnost prinosa imobilizacije (%) od procenta modifikacije dopamin-pektina (5, 10 i 15
mol%)

Kada su optimizovani procenat modifikacije koris¢enog pektina, kao i njegova masena
koncentracija u smesi koja se ukapava u ulje, proveren je i uticaj dodatog enzima na imobilizaciju
istog. Varirane su razli¢ite koncentracije precis¢ene lakaze (1,385 mg/mL; 2,77 mg/mL; 5,54
mg/mL i 8 mg/mL), §to je u ukupnoj smesi iznosilo 12,5, 25, 50 i 72 dodatih enzimskih jedinica
lakaze, koje su mesane sa polimerom neposredno pre ukapavanja u ulje. Na Slici 43 se moze videti
da sa dodatkom 50 IU enzima se dostize plato i daljim povecanjem dodavane koncentracije enzima
ne dolazi do povecanja specificne aktivnosti imobilizovane lakaze. Na osnovu dobijenih rezultata

je odluceno da se u daljim eksperimentima dodaje 50 enzimskih jedinica lakaze.

Finalno je utvrdeno da se optimalne karakteristike imobilizovane lakaze u dopamin-pektin
mikrokuglicama dobijaju prilikom koris¢enja 5 mol% modifikovanog dopamine-pektina, u
finalnoj masenoj koncentraciji od 5 %, sa 50 IU dodate lakaze. Za sve sledece eksperimente su
pripremane kuglice na isti nacin, u triplikatu, da bi merenja bila statisticki znacajna. Dobijene
kuglice su bile braonkaste boje, koja poti¢e od umrezenog dopamin-pektina, §to je bio jo§ jedan
dokaz da je doslo do uspeSnog umrezenja dopaminskih jedinica koje su vezane za pektin. Takode

je 1 odredena veli¢ina kuglica na optickom mikroskopu i ona je iznosila 9 + 2 um.
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Slika 43: Zavisnost specifi¢ne aktivnosti imobilizovane lakaze u dopamin-pektin kuglicama u zavisnosti
od broja dodatih enzimskih jedinica lakaze (12,5, 25,50 72 IU)

4.9. Karakterizacija slobodne i imobilizovane lakaze u dopamin-

pektin mikrokuglicama

4.9.1. pH optimum

Odreden je uticaj pH vrednosti na enzimsku aktivnost kod slobodne lakaze i lakaze
imobilizovane u 5 mol% dopamin-pektinu. Merena je enzimska aktivnost u puferima pH vrednosti
od 2,0 do 9,0, kao $to je opisano u poglavljima 3.5.1. i 3.13.1. Relativna aktivnost je izraZena u
procentima, u odnosu na maksimalnu aktivnost, tj. na aktivnost pri optimalnom pH. Odredeno je
da je optimalan pH za slobodnu i imobilizovanu lakazu 4,5 (Slika 44), dok je imobilizovana lakaza
pokazala blago $iri pH optimum, kao i veéu aktivnost na vrednostima pH 5,0 i 5,5. Sli¢an pH
optimum slobodne i imobilizovane lakaze moze da bude rezultat prisustva oba naelektrisanja,
pozitivnog i negativnog. Ovo nije bio slucaj u prethodnim studijama gde je lakaza imobilizovana
u razli¢itim materijalima: agar-agar-u, poliakrilamidu ili Zelatinoznom gelu, sa pH optimumom od
7,0, 3,0 i 6,0, navedenim redom. Iz navedenih rezultata je utvrdeno da razli¢it pH optimum

imobilizovane lakaze zavisi od prirode i strukture matriksa u koji je imobilizovana. [179]
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Slika 44: Zavisnost relativne enzimske aktivnosti slobodne lakaze i lakaze imobilizovane u dopamin-
pektin mikrokuglicama, od pH vrednosti rastvora

4.9.2. pH stabilnost

Odredena je pH stabilnost slobodne i imobilizovane lakaze u optimalnom puferu, 0,1 M
natrijum-acetatni pufer pH 4,5. Slobodan i imobilizovan enzim su inkubirani u optimalnom puferu
tokom 0, 24 i 48 h, na sobnoj temperaturi. Nakon perioda inkubacije, odredena je enzimska
aktivnost slobodnog 1 imobilizovanog enzima i preracunata na relativnu, u odnosu na maksimalnu
aktivnost (O h inkubacije). Kao $to se moze videti na Slici 45, nakon 24 h, slobodan enzim je
izgubio oko 65 % svoje pocetne aktivnosti, dok je imobilizovan izgubio samo 15 %, dok je nakon

48 h slobodan enzim izgubio 86 %, a imobilizovan enzim 38 % svoje pocetne aktivnosti.
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Slika 45: Prikaz relativne aktivnosti slobodne i imobilizovane lakaze u 5 %mol dopamin-pektin
mikrokuglicama nakon 0, 24 i 48 h inkubacije u optimalnom puferu

Moze se zakljuciti da imobilizovan enzim pokazuje vecu pH stabilnost u odnosu na
slobodan, $to se objasnjava vezivanjem enzima za imobilizacioni matriks, a samim tim je manja
verovatnoc¢a da ¢e tokom odredenog vremenskog perioda pH rastvora uticati na konformacionu
promenu enzima. [15] U prethodnim studijama je dokazano da se imobilizovanjem lakaze
povecava njena stabilnost, pa na ovaj nacin moze uspes$no da se zadrzi visoka kataliticka aktivnost
lakaza tokom duzeg vremenskog perioda, i da se samim tim smanje troSkovi u industrijskim

procesima. [250, 251]

4.9.3. Temperaturna stabilnost

Poredena je temperaturna stabilnost slobodne lakaze i lakaze imobilizovane u 5 mol%
dopamin-pektin mikrokuglicama. Slobodna i imobilizovana lakaza su inkubirane na razli¢itim
temperaturama u periodu od 1 sata, u optimalnom puferu. Temperature na kojima je vrsena
inkubacija su 25, 30, 60 i 90 °C. Nakon perioda inkubacije, slobodan i imobilizovan enzim su
hladeni 5 minuta na ledu, nakon Cega je merena enzimska aktivnost sa ABTS-om, po ve¢
navedenim protokolima. Graficki su prikazane relativne aktivnosti slobodne i imobilizovane

lakaze nakon inkubacije na razlic¢itim temperaturama. (Slika 46)
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Slika 46: Zavisnost relativne aktivnost slobodne i imobilizovane lakaze u 5 mol% dopamin-pektin
mikrokuglicama nakon inkubacije od 1 sata na temperaturama od 25, 30, 60 i 90°C

Na Slici 46 se moze videti da slobodan i imobilizovan enzim na temperaturama od 25 i 30
°C zadrZavaju maksimalnu aktivnost. Sa pove¢anjem temperature (60 °C), slobodan enzim gubi
55 % svoje pocetne aktivnosti, dok imobilizovan enzim i dalje zadrzava maksimalnu aktivnost.
Navedeni rezultati nam sugeriSu da imobilizacijom enzima, matriks ¢ini potporu enzimu i stiti ga
od konformacionih promena koje bi bile izazvane pove¢anom temperaturom, dok kod slobodnog
enzima opada enzimska aktivnost sa povecanjem temperature usled denaturacije i naruSavanja

tercijarne strukture proteina. [252]

Povecana termalna stabilnost imobilizovane lakaze u razli¢itim matriksima, u odnosu na
slobodnu lakazu, je do sada potvrdena u mnogim radovima. [15, 179, 203, 238, 253] Pa je tako na
primer lakaza iz Tramete versicolor imobilizovana u agar-agaru, poliakrilamidu i zelatin gelu, i
nakon 1 sata inkubacije na 60 °C je zadrzala 69,54 + 3,6, 73,05 £+ 3,9 1 63,07 + 4,3 % relativne
aktivnosti, navedenim redom. [179] Lakaza iz istog izvora je prethodno imobilizovana u
agaroznim kuglicama i umrezenim enzimskim agregatima (crosslinked enzyme aggregates —
CLEA). Nakon 1 sata na 30 °C su slobodna lakaza, lakaza u agaroznim kuglicama i lakaza u CLEA
zadrzale 100, 70 i 88% svoje pocetne aktivnosti, navedenim redom. [229] Ako uporedimo nasu
imobilizovanu lakazu u dopamin-pektin mikrokuglicama, koja je pri istim uslovima zadrzala

maksimalnu aktivnost, mozemo da kazemo da lakaza imobilizovana na ovaj nadin pokazuje
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znacajnu prednost, tako da bi novi modifikat, dopamin-pektin mogao da bude obec¢avajuci matriks

za imobilizaciju enzima.

4.9.4. Kinetic¢ki parametri

Odredeni su kineti¢ki parametri, Km (Michaelis-Menten-ina konstanta) i Vmax (maksimalna
brzina reakcije), za slobodan i imobilizovan enzim u 5 mol% dopamin-pektinu. Merena je
enzimska aktivnost sa razli¢itim koncentracijama supstrata (ABTS) i nakon toga su iz dobijenih
podataka izracunati navedeni parametri. Utvrdeno je da se i slobodna i imobilizovana lakaza
ponasaju u skladu sa Michaelis-Menteninom kinetikom. Km vrednost za slobodnu lakazu je
iznosila 0,06340 + 0,005877 mM, a za imobilizovanu lakazu 0,5861 + 0,1658 mM. Povecanje Km
vrednosti za imobilizovanu lakazu je ocekivano, javlja se kod velikog broja imobilizovanih
enzima, i deSava se zbog difuzionih ograni¢enja usled poroznosti matriksa. Samim tim supstrat ne
moze dovoljno brzo da difunduje kroz pore polimera i da dode do enzima koji je imobilizovan u
njemu. Dobijena Vmax za slobodan enzim je iznosila 7,216 + 0,1374 uMmin~*mL™, dok je za
imobilizovan iznosila 0,7211 + 0,07246 puMmin*mL™. Imobilizacija lakaze je dovela do
smanjenje maksimalne brzine reakcije, $to je takode bilo za ocekivati. Povecanje Km i smanjenje
Vmax za imobilizovan enzime u odnosu na slobodne je prethodno objasnjeno sternom
zaklonjenos$cu katalitickog mesta enzima, kao 1 difuzionim ograni¢enjima supstrata i proizvoda
enzimske reakcije, od strane matriksa za polimerizaciju. [169] Brzina hemijske reakcije opada sa
povecanjem rastojanja izmedu povrSine matriksa 1 imobilizovanog enzima i1 odrazava se na

vrednosti kineti¢kih parametara enzimske reakcije. [254]

4.10. Dekolorizacija boja imobilizovanom lakazom

Nakon $to je izvrSena imobilizacija precisc¢ene lakaze u dopamin-pektin mikrokuglicama i
¢elijskih zidova sa lakazom u dopamin-alginat kuglicama, cilj je bio ispitati potencijal ovakvih
biokatalizatora za dekolorizaciju razli¢itih boja. Lakaza iz razli¢itih izvora, imobilizovana u
raznovrsnim matriksima, je do sada ispitana za uklanjanje boja, gde je u vecoj ili manjoj meri

pokazivala potencijal. [15, 203-206, 255, 256]
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4.10.1. Dekolorizacija boja imobilizovanim Celijskim zidovima sa lakazom
u dopamin-alginatnim kuglicama

Za testiranje sposobnosti imobilizovanih celijskih zidova sa lakazom za uklanjanje boja,
izabrane su tekstilne boje iz razlicitih grupa: Amido Black 10B, Methylene Blue, Guinea Green,
Reactive Black 5, Methyl green, Evans Blue, Crystal Violet i Remazol Brilliant Blue. (Slika 47)
Kuglice su inkubirane u boji tokom 48 ¢asova, bez dodataka redoks medijatora. Tokom 48 ¢asova
su uzimani alikvoti ¢ija je apsorbanca merena i racunata relativna dekolorizacija. Vrednosti za
relativnu dekolorizaciju u odredenim satima su dobijene oduzimanjem dobijenih vrednosti za
kontrolne kuglice (kuglice sa ¢elijskim zidovima bez lakaze, sa eksprimiranim praznim pCTCON?2
vektorom) od vrednosti dobijenih za kuglice sa ¢elijskim zidovima sa lakazom. Provera je radena
na ovaj nacin, da bi dekolorizacija poticala samo od enzimskog uklanjanja boja, a ne i od adsorpcije

za samu kuglicu.
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Slika 47: Strukturne formule kori§¢enih tekstilnih boja

Na Slici 48 su prikazani dobijeni rezultati i kao $to se moze videti najveci stepen dekolorizacije
tokom 48 ¢asova je dobijen za boje Amido Black 10B i Evans Blue, 63,8 + 9,7 % 1 63,9 £ 7,4 %,
navedenim redom. Primenjen biokatalizator se nije pokazao uspe$nim za boju Methyl Green, pa
je nakon 48 sati dekolorizacije vrednost za relativnu dekolorizaciju iznosila 0 %. Imobilizovani
¢elijski zidovi sa lakazom su se pokazali efikasni i kod uklanjanja boja Reactive Black 5 (RB5) i
Remazol Brilliant Blue (RBBR), za koje je stepen dekolorizacije nakon 48 h iznosio 58,2 + 5,8 %
i 61,3 £ 3,9 %, navedenim redom. Za dekolorizaciju boja RB5 i RBBR je prethodno testirana
lakaza iz M. thermophila, imobilizovana na Sepa-kuglicama EC-EP3, koja u odsustvu redoks
medijatora nije pokazala sposobnost dekolorizacije, dok je uz njegov dodatak dostigla 60%
dekolorizacije pocetne boje. [204] Oni su dokazali da je u slucaju dekolorizacije RB5 boje
neophodan redoks medijator, jer RB5 boja najverovatnije ima sterne smetnje zbog kojih je otezan

pristup —NHz i —-OH grupama, koje najcesc¢e napada lakaza. U nasem radu se lakaza pokazala kao
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najefikasnija za dekolorizaciju Evans Blue boje, a ona je prethodno testirana i u drugim studijama.
[257-259] Pardo i saradnici su testirali dekolorizaciju ove boje lakazom iz Trametes villosa, gde
su pokazali da je lakaza nakon 3 h uspela da ukloni 49 % boje. Oni su utvrdili da prisustvo dve
hidroksilne grupe favorizuje oksidaciju ove boje. [258]

Kada uporedimo sa prethodnim studijama, mozemo da zaklju¢imo da je lakaza iz Streptomyces
cyaneus CECT 3335 na ¢elijskim zidovima kvasca, imobilizovana u dopamin-alginatu pokazala

obecavajuca svojstva za uklanjanje boja.

— Amido Black 10B
— Reactive Black 5
— Evans Blue
Remazol Briliant Blue
Guinea Green
Methylene Blue
— Methyl Green
— Crystal Violet

Relativna dekolorizacija (%)

60

Vreme (h)

Slika 48: Pracenje dekolorizacije razli¢itih boja sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima sa lakazom, tokom
48 h, prikazano kao relativna dekolorizacija (%)

4.10.2. Ponovna upotreba imobilizovanih celijskih zidova sa lakazom za

dekolorizaciju boja
Nakon $to je dokazan potencijal imobilizovanih Celijskih zidova sa lakazom za dekolorizaciju
boja Amido Black 10B, Evans Blue, Remazol Brilliant Blue i Reactive Black 5, ispitana je i
ponovna upotreba ovih biokatalizatora u viSekratnom tretmanu dekolorizacije boja. Velika
prednost imobilizovanih enzima je mogucnost njihovog odvajanja iz reakcione smese 1 njihove

ponovne upotrebe u novom procesu.

Sposobnost ponovne upotrebe je ispitivana tokom 10 ciklusa obezbojavanja od po 48 Casova.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 49.
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Slika 49: Ponovna upotreba dopamin-alginatnih kuglica sa ¢elijskim zidovima sa lakazom za degradaciju
boja Amido Black 10B, Reactive Black 5, Evans Blue i Remazol Briliant Blue. Dekolorizacija je pra¢ena
u 10 ciklusa od po 48 sati.

Nakon 10 ciklusa od po 48 sati, imobilizovani ¢elijski zidovi sa lakazom u kalcijum-
dopamin-alginatnim kuglicama su zadrzali 90 % svoje aktivnosti za dekolorizaciju boje Evans
Blue, 61 % za Amido Black 10B i 33 % za Reactive Black 5. Sto se ti¢e boje Remazol Briliant
Blue, imobilizovana lakaza je izgubila enzimsku aktivnost ve¢ nakon 5. ciklusa. Na Slici 49 se
moze videti postepeni pad stepena dekolorizacije od 1. do 10. ciklusa. Ovaj pad se moze objasniti
postepenom inaktivacijom enzima, ili difuzionim problemima supstrata i proizvoda, uzrokovanih

smanjenjem veli¢ine pora imobilizacionog matriksa. [205]

Ponovna upotreba imobilizovanih enzima je veoma bitan aspekt industrijske primene usled
omogucenog jednostavnog odvajanja biokatalizatora od ostatka smeSe 1 njegove ponovne
upotrebe. Ponovna upotreba istog biokatalizatora u velikoj meri snizava cenu industrijskog
procesa. Do sada je lakaza u velikoj meri ispitivana za ove svrhe, pa je tako lakaza iz razli¢itih
izvora imobilizovana u raznovrsnim matriksima i isprobana u visekratnim procesima
dekolorizacije boja. [15, 16, 204, 206, 216, 218] Lakaza iz C. gallica je imobilizovana u Ca-
alginatnim kuglicama i testirana je tokom 10 ciklusa dekolorizacije slede¢ih boja: Remazol
Brilliant Blue R (RBBR), Reactive Black 5 (RB5), Bismark Brown R (BBR) i Lanaset Grey G
(LG) boje. Trajanje svakog ciklusa je bilo 24 sata i nakon 7 ciklusa su kuglice zadrzale sposobnost
dekolorizacije RB5 boje 50 % i RBBR boje 85 %. [203]
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4.10.3. Dekolorizacija boja imobilizovanom lakazom u mikrokuglicama
dopamin-pektina
Izolovana i preciS¢ena lakaza iz E. coli je ispitivana za dekolorizaciju boja u slobodnom i
imobilizovanom obliku. Za ispitivanje sposobnosti dekolorizacije su koris¢ene sledece boje:
Amido Black 10 B, Reactive Black 5 i Evans Blue. Cilj ovog istrazivanja je bio ispitati sposobnost

lakaze, imobilizovane na novom tipu matriksa, za ove svrhe.

Dekolorizacija navedenih boja je pracena tokom 48 ¢asova. Meren je maksimum apsorbance
u satima i nakon toga je racunat procenat relativne dekolorizacije, po ve¢ objaSnjenom postupku.
Da bi se uporedila sposobnost dekolorizacije slobodne i imobilizovane lakaze, pracena je
dekolorizacija sa imobilizovanom lakazom, ali i sa istom koli¢inom slobodne lakaze, pri istim

uslovima.

Sa Slike 50A mozZe da se uo¢i da je imobilizovana lakaza u najve¢oj meri uspela da
dekolorizuje Evans Blue boju (46 % nakon 48 sati), dok je manji procenat dekolorizacije uocen za
Amido Black 10 B i Reactive Black 5 boje (31 % i 17 %, navedenim redom). Kao §to se moze
videti sa Slike 50B, slobodna lakaza je takode u najvecoj meri uspela da dekolorizuje Evans Blue
boju (56 % nakon 48 sati), dok je u manjoj meri dekolorizovala Amido Black 10B i Reactive Black
5 boje (39 % i 13 %, navedenim redom).
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Slika 50: Dekolorizacija boja Amido Black 10B, Reactive Black 5 i Evans Blue sa: A) imobilizovanom
lakazom u dopamin-pektin mikrokuglicama; B) slobodnom lakazom

Najmanju efikasnost je na$ biokatalizator pokazao kod dekolorizacije boje Reactive Black
5. Do sada su razne studije vrSile ispitivanja dekolorizacije ove boje lakazom. Uoceno je da je
procenat dekolorizacije sa lakazom iz Coriolopsis gallica imobilizovanom u Ca-alginatnim
kuglicama iznosi 31 % nakon 24 h [203], dok lakaza iz M. thermophilia imobilizovana u Sepa
kuglicama EC-EP3 nema uticaj na dekolorizaciju ove boje [204]. Iste rezultate su dobili i
Murugesan i saradnici, gde lakaza iz korena gljive P. sajor-caru nije vrsila dekolorizaciju ove
boje. Oni su utvrdili da je neophodno prisustvo redoks medijatora HBT-a, u ¢ijem prisustvu dolazi
do transformacije plave u roza boju, koja se onda obezbojava. [215] Medutim, Zille i saradnici
pokazuju da lakaza iz Trametes villosa uspesno dekolorizuje boju RB5 bez prisustva redoks

medijatora [216], Sto potvrduje i istrazivanje Li i saradnika, koji su poredili oksidacionu
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sposobnost lakaze u prisustvu razli¢itih medijatora, i pokazali da redoks potencijal lakaze zavisi

od porekla same lakaze. [260]

Deklorizacije Evans Blue boje je takode ispitivana u raznim studijama [257, 258, 261] i
pokazano je da je lakaza dobar biokatalizator za dekolorizaciju ove boje, $to je potvrdeno i nasim
rezultatima. Pored ove boje, lakaza se pokazala uspeSnom za deoklorizaciju Amido Black 10B

boje. [14, 205, 262]

Iz dobijenih rezultata moze da se utvrdi da je lakaza iz ovog izvora dobar katalizator za
dekolorizaciju Amido Black 10B, Reactive Black 5 i Evans Blue boje. Efikasnost dekolorizacije
ne moze direktno da se uporedi sa prethodnim studijama, usled razli¢itih eksperimentalnih uslova.
Ono §to moZe da se uoci je da testirane boje pokazuju razliCit stepen rezistentnosti na enzimsku
konverziju sa lakazama razli¢itog porekla, $sto moze da bude objasnjeno nedovoljno visokim
redoks potencijalom lakaze potrebnim za oksidaciju supstrata, ili niskom supstratnom

specifi¢nos¢u za razlicite boje.

4.10.4. Ponovna upotreba mikrokuglica sa lakazom za dekolorizaciju boja
Ponovna upotreba mikrokuglica sa lakazom za dekolorizaciju ove tri boje je ispitana u 10

ciklusa dekolorizacije, od po 48 sati. Stepen dekolorizacije po ciklusima je prikazan na Slici 51.
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Slika 51: Ponovna upotreba mikrokuglica sa lakazom za dekolorizaciju boja Amido Black 10B, Reactive
Black 5 i Evans Blue. Duzina ciklusa dekolorizacije je iznosila 48 sati.
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Nakon 10 ciklusa od po 48 sati su kuglice i dalje zadrzale svoje fizicke karakteristike 1
mogle su da uklone 60 % boje Amido Black 10B, 36 % boje Reactive Black 5 i samo 6 % boje
Evans Blue. Tokom ovih 10 ciklusa mikrokuglice nisu zna¢ajno promenile svoju boju, $to nam
pokazuje da nema znacajne apsorpcije boja za imobilizacioni matriks. Razlozi za postepeno
smanjenje stepena dekolorizacije po ciklusima su prethodno ve¢ spomenuti. Smanjenje pora
imobilizacionog matriksa tokom procesa dekolorizacije je moglo da dovede do smanjenja difuzije
supstrata i proizvoda, tokom nekoliko ciklusa koris¢enja. [205] Jo$ jedan razlog moze biti i
potencijalna inaktivacija enzima. UocCen je i uticaj “curenja” enzima iz alginatnih kuglica tokom
ispiranja kuglica izmedu ciklusa [263], $to je u ovoj studiji potencijalno optimizovano kori§¢enjem

mikrokuglica pektina, a ne klasi¢nih kalcijum-pektinskih kuglica.

U studiji gde je koris¢ena lakaza iz Myceliophthora thermophile imobilizovana na
ugljeni¢nim nanocevima, nakon jednog ciklusa od 2 h, procenat uklonjene RB5 boje je iznosio
62,73 %, nakon 2. ciklusa je stepen dekolorizacije iznosio skoro duplo manje (33,18 %), a nakon
samo 4 ciklusa je pao na 6,89 %. [264] Moze da se utvrdi da je imobilizovana lakaza nakon 4
ciklusa od po 2 sata, zadrzala 10, 98 % svoje pocetne aktivnosti, dok je nasa imobilizovana lakaza
nakon 10 ciklusa od po 48 sati zadrzala ¢ak 36 % svoje pocetne aktivnosti. PoboljSan stepen
ponovne upotrebe lakaze imobilizovane u dopamin-pektin mikrokuglicama bi mogao da bude

potencijalna prednost u tretmanima dekolorizaciji boja.

4.11. Sinteza i karakterizacija L-DOPA-alginata

U cilju modifikacije alginata L-DOPA-om, alginat je u prvom koraku oksidovan reakcijom
perjodatne oksidacije sa razli¢itim molarnim odnosima perjodata i alginata: 2,5 i 5,0 mol%.
Formirane aldehidne grupe su bile ciljane grupe za slede¢i korak modiifikacije - reduktivnu
aminaciju natrijum-cijanoborhidridom i L-DOPA-om. Finalno je bio cilj dobiti alginat sa
zaka¢enom L-DOPA-om za novostvorene aldehidne grupe, preko formiranja sekundarnih amino

grupa. (Sema 3)
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Sema 3: Rekacija modifikacije alginata perjodatnom oksidacijom i reduktivnom aminacijom u prisustvu
L-DOPA-¢ i natrijum-cijanoborhidrida

Sintetisani derivati alginat su okarakterisani UV-Vis spektroskopijom, kao i snimanjem
FTIR spektara. Snimanjem UV-Vis spektara modifikovanog alginata u opsegu talasnih duzina od
200 do 350 nm, uoceno je postojanje apsorpcionog pika na talasnoj duzini od 280 nm, koji potice
od uvedene fenolne grupe molekula L-DOPA, a kog nema na spektru nativnog pektina, usled

odsustva hromofore koja bi mogla da apsorbuje na toj talasnoj duzini. (Slika 52)
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Slika 52: UV-Vis spektri L-DOPA-alginata i nativnog alginata

Sa Slike 52 se takode uocava da sa porastom koli¢ine dodatog perjodata dolazi do
povecanog stepena oksidacije alginata, a samim tim i do poveéanog broja vezanih L-DOPA

molekula, $to se odrazava povecanjem apsorbance na 280 nm.

Pored UV-Vis spektroskopije, L-DOPA-alginat je okarakterisan i snimanjem FT-IR
spektara.
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Slika 53: FT-IR spektri nativnog alginata i L-DOPA-alginata

Na Slici 53 su prikazani FT-IR spektri nativnog alginata i 5 mol% L-DOPA-alginata. Usled
preklapanja vecine karakteristi¢nih traka za molekul L-DOPA sa trakama nativnog alginata (kao
Sto su npr. trake koje poticu od sekundarne amino grupe, a preklapaju se sa Sirokom trakom
hidroksilne grupe), ovom metodom nije moguce sa sigurnos¢u potvrditi uspesnost modifikacije.

Slaba traka na oko 1500 cm™ moze da poti¢e od ar C-C vibracija aromati¢nog prstena L-DOPA.

Da bismo dodatno okarakterisali sintetisan derivat 1 potvrdili uspeSnost modifikacije, snimljen
je i 'H NMR spektar 5 mol% L-DOPA alginata, koji je uporeden sa spektrom nativnog alginata.
Kao §to se moze videti na Slici 54, na hemijskim pomeranjima 6,59, 6,68 i 6,75 ppm se nalaze
pikovi poreklom od tri aromati¢na protona iz L-DOPA, kojih nema na spektru nativnog alginata.
Ovom metodom je uspesno dokazano uvodenje L-DOPA u strukturu alginata. Takode, odsustvo
pika izmedu 9 i 10 ppm pokazuje da nema slobodnih aldehidnih grupa, tj. da su sve aldehidne

grupe nastale perjodatnom oksidacijom reagovale u reakciji reduktivnog aminovanja.
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Slika 54: 'H NMR spektar 5 mol% L-DOPA alginata i nativnog alginata
4.12. Sinteza 1 karakterizacija derivata karboksimetilceluloze i

tiramina, tirozina i dopamina

U cilju modifikacije karboksimetilceluloze (CMC) razli¢itim fenolnim jedinjenjima, CMC je
u prvom koraku oksidovan reakcijom perjodatne oksidacije sa razliitim molarnim odnosima
perjodata i CMC-a: 2,5, 5,0, 10,0 i 20,0 mol%. Formirane aldehidne grupe su bile ciljane grupe za
slede¢i korak modiifikacije - reduktivnu aminaciju natrijum-cijanoborhidridom i

tiraminom/tirozinom/dopaminom. Finalno je bio cilj dobiti CMC sa zakacenim nekim od
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navedenih fenolnih jedinjenjem na novostvorene aldehidne grupe, preko formiranja sekundarnih

amino grupa. (Sema 4)
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Sema 4: Modifikacija CMC-a prvobitno perjodatnom oksidacijom, a zatim reduktivnom aminacijom sa
nekim od navedenih fenola: A - tiramin, B - dopamin i C - tirozin.

Hemijski sintetisani derivati CMC-a su okarakterisani UV-Vis spektroskopijom, kao i
snimanjem FTIR spektara. Snimanjem UV-Vis spektara modifikovane CMC u opsegu talasnih
duzina od 200 do 350 nm, uoceno je postojanje apsorpcionog pika na talasnoj duzini od 280 nm,
koji poti¢e od uvedenih fenolnih grupa koje poticu od tiramina (Slika 55), tirozina (Slika 56) i
dopamina. (Slika 57) Snimanjem UV-Vis spektra nativnog pektina, nije uoCen apsorpcioni
maksimum na 280 nm, usled odsustva hromofore koja bi mogla da apsorbuje na toj talasnoj duZini.
Na Slici 55, 56 i 57 se takode moze uociti da sa porastom koli¢ine dodatog perjodata dolazi do
povecanog stepena oksidacije CMC-a, a samim tim i do povec¢anog broja vezanih fenolnih grupa

za postojece aldehidne grupe CMC-a, $to se odrazava povecanjem apsorbance na 280 nm.
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| — 2.5% tiramin-CMC

1.5 — 5% tiramin-CMC
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Q.5
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Slika 55: UV-Vis spektri nativne i modifikovane tiramin-karboksimetilceluloze sa razli¢itim stepenom

modifikacije
4+
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s 25 — Nativan CMC
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0 \"“-‘—‘— ; o
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Slika 56: Uv-Vis spektri nativne i modifikovane tirozin-karboksimetilceluloze sa razli¢itim stepenom
modifikacije
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— 2,5% dopamin-CMC
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S 10% dopamin-CMC
§_0_ 15% dopamin-CMC
5 — Nativan CMC
3
<0.5-

0.0 T
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Slika 57: Uv-Vis spektri nativne i modifikovane dopamin-karboksimetilceluloze sa razli¢itim stepenom
modifikacije

Snimani su FTIR spektri nativne karboksimetilceluloze i njenih derivata: 20 mol% tiramin-
CMC, 20 mol% tirozin-CMC i 5 mol% dopamin-CMC.
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Slika 58: FT-IR spektar nativne karboksimetilceluloze
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Slika 59: FTIR spektar perjodatno oksidovane karboksimetilceluloze (5 mol%)

Na FTIR spektru nativne CMC moZemo da uo¢imo karakteristiéne pikove- vibraciona -OH, u
regionu 3500-3000 cm™, C-H valencione vibracije na oko 2918 cm™, najintenzivniji pik koji potice
od karboksilne grupe na oko 1590 cm™, O-H deformacione vibracije u ravni izmedu 1300 cm? i
1450 cm™ i na 1058 cm™ CH-O-CH “stretching” vibraciju.

Ako uporedimo spektre nativne i perjodatno oksidovane CMC, moZemo da uo¢imo da su
svi pikovi intenzivniji kod oksidovanog oblika i da imamo promenu u regionu od 2000-2500 cm"
!, Za dokazivanije prisustva aldehidne grupe, oéekuju se dva pika slabijih intenziteta: jedan na 1736
cm™, koji poti¢e od C=0 valencione vibracije kod aldehida i drugi na oko 895 cm™, koji potice od
hemiacetala, nastalog izmedu aldehidnih grupa. Navedeni pikovi mogu biti dokaz prilikom
perjodatne oksidacije i formiranja aldehidnih grupa. [265], iako su i prethodna istrazivanja
naglasila problematiku dokazivanja aldehidne grupe ovom metodom, zbog reakcija aldehida sa

vodom i drugim funkcionalnim grupama, usled ¢ega dolazi do preklapanja sa pikovima alkoholnih

grupa.
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Slika 61: FTIR spektar 5 mol% dopamin-CMC-a
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Slika 62: FTIR spektar 20 mol% tirozin-CMC-a

Na Slikama 60, 61 i 62, nema uocljivih razlika u odnosu na spektar nemodifikovane
karboksimetilceluloze (Slika 58), osim §to imamo smanjenje intenziteta pika na oko 1590 cm™,
koji je karakteristican za COO™ grupu, pa sa ovim pretpostavljamo da je doslo do vezivanja fenola
za karboksilnu grupu. Na FTIR spektrima modifikovanog alginata se ne uo¢ava pik na 1532 cm™
koji poti¢e od C-C strecing vibracija u prstenu [232], koji bi bio dokaz za prisustvo aromati¢nih

prstenova, usled preklapanja sa pikom karboksilne grupe.

Snimljeni su i *H NMR spektri modifikata karboksimetilceluloze, da bi se dodatno

potvrdila uspesnost modifikacije CMC-a fenolnim jedinjenjima.
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Slika 63: 'H NMR spektar nativne karboksimetilceluloze
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Slika 64: 1H NMR spektar 10 mol% tiramin-CMC
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Slika 65: 'H NMR spektar 5 mol% tirozin-CMC
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Slika 66: 'H NMR spektar 10 mol% dopamin-CMC

Na osnovu *H NMR spektara dobijenih derivata karboksimetilceluloze sa zaka¢enim razligitim

fenolnim jedinjenjima (tiramin, tirozin i dopamin), moZemo potvrditi uspeSnost modifikacije,
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usled postojanja pikova u region od 6 do 8 ppm, karakteristicnih za vodonikove atome aromati¢nog
prstena. (Slike 64, 65, 66) Za razliku od fenolnih derivata CMC-a, spektar nativnog CMC-a ne

pokazuje navedene pikove. (Slika 63)

4.13. Geliranje dobijenih derivata CMC-a

4.13.1. Geliranje u prisustvu vodonik-peroksida i peroksidaze iz rena
Enzimsko umrezavanje polisaharida sa ciljem dobijanja hidrogelova je ispitano u prisustvu
enzima peroksidaze iz rena (HRP). Budué¢i da su u ovom radu sintetisani fenolni derivati
polisaharida, enzim sa kojim je radeno umrezavanje je bio iz grupe fenol-oksidaza, ne bi li se
umrezavanje lanca vrSilo preko zaka€enih fenolnih grupa. Ovaj nafin umrezavanja tiraminskih

derivata polimera je prethodno ispitan i dokazan kao uspesan. [241]

Umrezavanje je ispitivano sa tiramin-, tirozin-karboksimetilcelulozom, po veé¢ navedenim

uslovima. U slu¢aju tiramin-karboksimetilceluloze je doslo do stvaranja hidrogela. (Slika 67)

I
&

Slika 67: Uspesno gelirana tiramin-karboksimetilceluloze u prisustvu peroksidaze iz rena i vodonik-
peroksida

Geliranjem tirozin-karboksimetilceluloze nismo dobili hidrogel, uprkos optimizaciji uslova
(koncentraciji dodate peroksidaze, koncentraciji dodatog vodonik-peroksida, promeni masene

koncentracije rastvora polimera). Mogu¢ razlog za sprecenu oksidaciju tirozina i samim tim i
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geliranje polimera je sterna zaklonjenost i nemoguénost vezivanja supstrata za aktivno mesto
enzima. Pri ispitivanju oksidacije tirozina dvema razli¢itim peroksidazama (mangan-peroksidaza
i HRP), utvrdena je mnogo veca efikasnost mangan-peroksidaze u odnosu na HRP. [266] Razlog
za slabu efikasnost oksidacije tirozina HRP-om je sterna smetnja, koja sprecava “dobro
prijanjanje” aromaticnog prstena tirozina za aktivho mesto enzima. Ovo se moZe objasniti
razli¢itim enzimskim mehanizmom, gde je u slu¢aju HRP-a mehanizam oksidacije takav da je
neophodno vezivanje supstrata za enzim (kontaktna hidroliza), dok se oksidacija mangan-

peroksidazom odigrava indirektnom katalizom.

4.13.2. Geliranje u prisustvu natrijum-perjodata u baznoj sredini

Usled literaturnih podataka o oksidaciji katehola u prisustvu natrijum-perjodata, i potencijalne
dalje radikalske polimerizacije kateholskih derivata, isprobano je umrezavanje dopaminskog
derivata ovom metodom. [247] Odmah nakon mesSanja rastvora polimera sa baznim rastvorom
perjodata je doSlo do promene boje u narandZastu, a nakon toga do promene u braon boju i1 do

formiranja gela. (Slika 68)

Slika 68: Uspesno formiran hidrogel 5 mol% dopamin-karboksimetilceluloze u prisustvu natrijum-
perjodata u baznoj sredini

4.13.3. Geliranje modifikata CMC-a u prisustvu neorganskih soli
Geliranje tiraminskih i tirozinskih derivata CMC-a je takode ispitivano i sa dodatkom soli
barijuma (II), gvozda (II) i aluminijuma (III). Uz dodatak navedenih soli su se dobijani talozi koji

su bili nerastvorni u vodi. Isprobano je njihovo rastvaranje u EDTA, gde je usled kompleksiranja
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katjona doslo do rastvaranja dobijenih taloga. Da bi se spreCilo rastvaranje u heliraju¢im
rastvorima, pored taloZenja katjonima, istovremeno je vrseno i enzimsko umrezavanje sa HRP-om
i vodonik-peroksidom. Ovako dobijeni gelovi su bili nerastvorni u EDTA ili su se nakon duzeg

vremena rastvarali.

4.14. Elektrospining dopamin-karboksimetilceluloze 1 dopamin-

alginata

Elektrospining metodom su pravljena nanovlakna od razli¢itth modifikata dopamin-
karboksimetilceluloze i dopamin-alginata. Uradena je optimizacija uslova pripreme rastvora
polimera, kao i uslova samog elektrospininga. Pre elekstrospininga su vodeni rastvori polimera
mesani sa PEG-om, Tritonom X-100 i DMSO da bi se dobila Zeljena tekstura koja moze lepo da
se izvlaci u niti, a da pri tom ne dolazi do kapljanja rastvora ili prekidanja niti. Dokazano je da
alginat ne moze sam da se elektrospinuje, verovatno zbog nedostatka preplitanja lanca i krutosti
lanca alginata. Na pocetku je za elektrospinovanje alginat meSan sa glicerolom, ne bi li se povecala
njegova fleksibilnost usled ometanja jakih inter- i itramolekulskih vodoni¢nih veza lanca. [267,
268] Danas se za ovu svrhu alginat mesa sa drugim biokompatibilnim polimerima, kao $to su
polietilenglikol (PEG), polietilenoksid (PEO) ili polivinil-alkohol (PVA). [269] Pored meSanja sa
drugim polimerima, sposobnost elektrospinovanja poboljSava se 1 dodatkom sufraktanata koji
smanjuju povriinski napon, kao §to su Triton X-100, lecitin, itd. [268] Cesto se u smesu za
elektrospining dodaje i DMSO, kao korastvara¢ za poboljSanje strukture. Koris¢enjem DMSO
dolazi do dipol-dipol interakcija izmedu alginatnog lanca i molekula dimetil-sulfoksida, §to dovodi
do slabljenja interakcija unutar alginatnog lanca i samim tim do olak$anog spinovanja. [270]
Dokazano je da meSanje male koli¢ine Tritona X-100 i DMSO-a sa smeSom za spinovanje nema
uticaj na strukturu nanovlakana, kao i da je njihovo uklanjanje veoma lako tokom procesa ispiranja

vlakana. Pored toga, ve¢ina DMSO-a ispari tokom procesa elektrospinovanja. [270]

U odnosu na nativne polimere, njihovi dopaminski derivati su pokazali bolju sposobnost
elektrospinovanja. Povecanje stepena modifikacije je dovelo do smanjenja molekulske mase
alginata, pa je bilo moguée koristiti rastvor polimera veée masene koncentracije u odnosu na
nativan alginat, koji je pri toj koncentraciji bio veoma viskozan i samim tim nije mogao da se
spinuje. Takode je pokazano da sa modifikacijama alginata moze do¢i do ometanja inter- i

intramolekulskih vodoni¢nih veza izmedu karboksilnih i hidroksilnih grupa alginata, koje su
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odgovorne za krutost alginata i njegovo otezano spinovanje, pa je samim tim spinovanje alginata
bilo olaksano. [268] Ovo je dokazano kod sulfonovanog alginata, ¢ija masena konentracija u

rastvoru za spinovanje je poveéana na ¢ak 50 %. [271]

4.14.1. UmreZavanje nanovlakana

Alginat, CMC, PEG, sve komponente koje su koriS¢ene za pripremu nanovlakana su rastvorne
u vodenim rastvorima, §to je oprecno potrebama tkivnog inzenjeringa. Materijali za tkivni
inzenjering treba da budu otporni u vodenoj sredini (medijumi za gajenje ¢elija, ljudski organizam,

itd.) Jedan od nacina za poboljSanje otpornosti nanomaterijala je njihovo umrezavanje.

Dobijena vlakna su prvobitno snimana na optickom mikroskopu, da bi se potvrdilo njihovo
prisustvo. Nakon toga su ispirana i umrezavana prvo u rastvoru barijuma, a zatim i u prisustvu
natrijum-perjodata, ne bi li se dobila vlakna koja nisu rastvorna u vodi. Neophodna svojstva
nanovlakana za potrebe tkivnog inZenjeringa, pored biokompatibilnosti, su otpornost u vodenim
rastvorima i netoksi¢nost. Klasi¢no umrezavanje vlakana alginata je u praksi najcesc¢e radeno sa
dvovalentnim katjonima, gde dolazi do vezivanja kalcijuma i karboksilnih grupa alginata i
formiranja gela. Ovako umrezena vlakna su se pokazala kao neotporna na rastvore soli i rastvore
sa heliraju¢im agensima, gde dolazi do njihovog raspadanja usled izmene jona i “izvlacenja”
kalcijumovih jona iz alginatnog gela. Ovaj problem je uspe$no reSen dvostrukim umrezavanjem
nanovlakana, gde se nakon jonskog umrezavanja vrsi dodatno kovaletno umrezavanje. [270] Da
ne bi doslo do degradacije polimera koji je inace rastvoran u vodi tokom procesa kovalentnog
umrezavanja, osmiSljena je strategija dvostrukog umreZavanja, gde se prvo vrSi jonsko

umrezavanje nanovlakana, koja su onda stabilna za slede¢u reakciju kovaletnog umrezavanja.

Iz navedenih raloga je u ovom radu nakon inkubacije vlakana u rastvoru barijuma radeno i
dodatno umrezavanje natrijum-perjodatom. Na ovaj nacin je doslo do kovalentnog umrezavanja
alginata preko vezanog dopamina. Ovakav na¢in umrezavanja kateholskih derivata polimera je do
sada raden u praksi i pokazao se kao pouzdan metod za formiranje hidrogelova. [247, 272, 273]
Pored formiranja stabilnih, kovalentnih veza, prednost koris¢enja perjodatnog umrezavanja je i §to
nema upotrebe toksi¢nih umrezivaca, koji bi dalje onesposobili vlakna za gajenje ¢elija. Do sada
kao kovaletni umrezivaci alginata najcesc¢e koris¢eni epihlorhidrin, glutaraldehid, heksametilen-
diizocijanat (HMDI) i hidrazid adipinske kiseline (ADA). [270] Medutim koris¢enje ovih

umrezivaca zahteva postojanje ekstremnijih uslova (veoma bazna ili kisela sredina, prisustvo
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organskih rastvarata zbog smanjenje rastvorljivosti u vodi, itd.), koji mogu da dovedu do

potencijalnih oStecenja nanovlakana.

4.14.2. Karakterizacija nanovlakana na SEM

Nanovlakna dobijena od 10 mol% i 20 mol% dopamin-alginata su pokazala veéu otpornost na
ispiranja od 10 mol% dopamin-karboksimetilceluloze, zbog ¢ega su dopamin-alginatna vlakna
dalje okarakterisana SEM mikroskopijom. (Slika 69 i Slika 70)

15kV  X6,000 2um

Slika 69: Nanovlakna 10 mol% dopamin-alginata dobijena elektrospining metodom i slikana na SEM-u
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15kV.  X2,500 10pm

Slika 70: Nanovlakna 20 mol% dopamin-alginata dobijena elektrospining metodom i slikana na SEM-u
sa uveéanjem: a) 2500 i b) 6000 puta

Na Slici 71 se moze videti kako izgledaju vlakna dobijena od 20 mol% dopamin-alginata
nakon umrezavanja natrijum-perjodatom. U poredenju sa vlaknima koja nisu dodatno umrezavana
(Slika 70), moze se jasno uociti promena u strukturi, gde viSe nemamo jasno razdvojena vlakna,
ve¢ je doslo do njihovog umrezavanja i “spajanja”. Ovakva vlakna su pokazala nerastvorljivost u

vodenim rastvorima i dalje su koris¢ena za gajenje Celija.

15KV X2,500 1 10pm el g o 15KV X6,000 ¢ 2um

Slika 71: SEM fotografija umrezenih nanovlakana 20 mol% dopamin-alginata sa natrijum-perjodatom, sa
uvecanjem: a) 2500 i b) 6000 puta

Smanjenje veli¢ine pora kod umrezenog uzorka moze da se objasni stvaranjem dodatnih
veza izmedu nanovlakana i samim tim nastaje guS¢a mreza koja je rezultat unakrsnog povezivanja.

Ovakvo ponasanje prilikom umreZavanja nanovlakana je prethodno uo¢eno i u drugim studijama.

[274, 275]
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4.15. Gajenje Celija na nanovlaknima

Nakon umreZavanja nanovlakana barijumom i perjodatom, dobijena nanovlakna su pripremana
za gajenje humanih ¢elija po protokolu koji je naveden u sekciji 3.16. Dobijena vlakna sa ¢elijama
su snimana na elektronskom mikroskopu, da bi se dokazalo prisustvo ¢elija na vlaknima. Na

mikroskopskm snimcima (Slike 72 i 73) se vide ¢elije i struktura skafolda sa porama.

SEM HV: 10.0 kV ‘ WD: 6.12 mm MIRA3 TESCAN
View field: 94.8 pm Det: In-Beam SE
SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/d/y): 07/14/21

Slika 72: SEM fotografija sa manjim uve¢anjem nanovlakana 20 mol% dopamin-alginata sa ¢elijama
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SEM HV: 10.0 kV ’ WD: 6.16 mm MIRA3 TESCAN
View field: 19.0 pm | Det: In-Beam SE
SEM MAG: 10.00 kx iDate(mIdIy): 07/14/21

Slika 73: SEM fotografija sa ve¢im uveé¢anjem nanovlakana 20 mol% dopamin-alginata sa ¢elijama

Da bi sisarske Celije prezivele, veoma je bitna njihova adhezija za matriks, koja ima uticaj
na celijsku funkciju u dvodimenzionalnom i trodimenzionalnom mikrookruzenju. Alginat, kao
veoma hidrofilan polisaharid, je pokazao nemoguénost adhezije Celija, jer ne moze da apsorbuje
serumske protein. 1z ovog razloga se modifikovani alginati koriste u tkivnom inzenjeringu, pa je
tako npr. kovalentnim vezivanjem peptida za alginat postignuta adhezija celija, i njihova

proliferacija na nanovlaknima. [269]

4.15.1. MTT esej

Testiranje citotoksi¢nosti pripremljenih nanovlakana kao skafolda (scaffold) za gajenje
¢elija je ispitano standardizovanim MTT protokolom. (Laboratory for Bioengineering protocol
CB-005) MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum bromid) je u vodi rastvorna
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tetrazolijum so, koja ima mogucnost konverzije u metabolicki aktivnim ¢elijama, do ljubicastog,
u vodi nerastvornog porizvoda, reakcijom redukcije sa enzimom dehidrogenazom. Finalni
proizvod, formazan, ne moze da prode kroz ¢elijsku membranu, §to dovodi do njegovog talozenja

u zdravim ¢elijama. Promena boje ¢elija je indikator vijabilosti ¢elija.

Zdrave ¢elije fibroblasta izolovane iz pleure plu¢a, MRC-5 aplicirane su na skafolde, a
citotoksi¢nost je odredivana 24 i 72 h nakon zasejavanja. Nakon 24 h ¢elije pokazuju povecanu
proliferaciju u odnosu na kontrolne ¢elije. Medutim, nakon 72 h od zasejavanja ¢elijska vijabilnost
opada. Razlog moze biti degradacija skafolda gde jedna od primenjenih komponenti u produkciji
skafolda poseduje odredenu toksi¢nost ili pak odvajanje celija sa skafolda tokom njegove
degradacije, $to je verovatniji proces jer bi se sli¢na ¢elijska vijabilnost o¢ekivala ve¢ nakon 24 h.
Jedan od zakljucaka jeste da je potrebno uraditi dodatne modifikacije skafolda, u smislu dobijanja
polimera sa smanjenom rastvorljivo$¢u u vodi, kako bi zasejane ¢elije imale vremena da proliferiSu

i prorastu skafold ¢inec¢i tkivo.
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Slika 74: MTT esej Celijske vijabilnosti ¢elija zasejanih na: 10 mol% dopamin-alginatu, 20 mol%
dopamin-alginatu, nakon 24 i 72 h
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5. Zakljuéci

Modifikacije alginata, pektina i karboksimetilceluloze fenolnim jedinjenjima su izvrSene
prvobitnom perjodatnom oksidacijom, uz stvaranje dialdehidnih grupa. Nakon toga su oksidovani
derivati polimera dalje podvrgnuti reduktivnoj aminaciji u prisustvu razli¢itih fenolnih supstrata
(tiramin, tirozin, dopamin i L-DOPA) i natrijum-cijanoborhidrida kao redukcionog sredstva.
Dobijeni su polimerni derivati sa zakacenim fenolnim komponentama, preko novostvorenih,

stabilnih amino grupa.

Uspesnost modifikacija je ispitivana UV-Vis, FTIR i H NMR spektroskopijom.
Snimanjem UV-Vis spektara u opsegu talasnih duzina od 200 do 350 nm, uocena je pojava
apsorpcionog maksimuma na talasnoj duzini od 280 nm kod svih dobijenih derivata, koji potice
od vezanih fenolnih grupa. UV-Vis spektri nativnog pektina, alginata i CMC-a ne poseduju
apsorpcioni maksimum na ovoj talasnoj duzini, usled odsustva hromofore koja bi mogla da
apsorbuje na toj talasnoj duZzini. Variranjem koli¢ine dodatog perjodata u prvom koraku sinteze je
doslo do poveéanog stepena oksidacije, a samim tim i do povecanog broja vezanih fenolnih grupa,

Sto se odrazava povecanjem apsorbance na 280 nm.

FT-IR spektroskopijom se uspesnost modifikacija nije mogla sa sigurno$¢u potvrditi, usled
preklapanja vecine karakteristi¢nih traka za fenole 1 amine sa trakama nativnih polisaharida. Zbog
toga je karakterizacija dodatno radena snimanjem *H NMR spektara. Snimljeni H NMR spektri
fenolnih derivata alginata, pektina i CMC-a imaju karakteristicne pikove koji poticu od
vodonikovih atoma aromati¢nog prstena, u regionu od 6 do 8 ppm, za razliku od spektara nativnih

polisaharida koji ne sadrze ove pikove. Sa ovim je jasno dokazano prisustvo fenolnih grupa.

Ispitana je sposobnost dobijenih derivata da grade hidrogelove, u prisustvu enzima (lakaze;
peroksidaze iz rena i vodonik-peroksida), kao i u prisustvu razli¢itih katjona (kalcijum,

aluminijum, gvozde) i u prisustvu natrijum-perjodata.

Enzimsko umrezavanje fenolnih derivata polisaharida sa ciljem dobijanja hidrogelova je
ispitivano u prisustvu enzima koji pripadaju grupi fenol-oksidaza (peroksidaze i lakaze), da bi se
umrezavanje vrSilo preko zakacenih fenolnih grupa. UmreZzavanje tiramin- i tirozin-

karboksimetilceluloze je radeno u prisustvu HRP/H202. Tiraminski derivati su uspesno gradili
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hidrogelove, dok tirozinski nisu pokazali sposobnost gradenja hidrogela. Mogué razlog za
sprecenu oksidaciju tirozina peroksidazom, a samim tim i spreceno geliranje polimera, je sterna

zaklonjenost i nemogucnost vezivanja supstrata za aktivno mesto ovog enzima.

Geliranje tiraminskih i tirozinskih derivata CMC-a je radeno u prisustvu soli barijuma (11),
gvozda (II) i aluminijuma (III). Nastali su talozi, koji se nisu rastvarali u vodi, ali su se rastvarali
u prisustvu helirajuéih agenasa. Da bi se sprecilo rastvaranje u heliraju¢im rastvorima, koje bi
eventualno ometalo dalju primenu, radeno je i dodatno umrezavanje enzimom. Ovakvi hidrogelovi

su bili otporni na dejstvo heliraju¢ih agenasa.

Dopaminski derivat CMC-a, kao i derivati alginata i pektina su uspe$no gradili hidrogelove u
prisustvu natrijum-perjodata, u baznoj sredini, dajuci karakteristi¢nu braon boju gela. Brza reakcija
geliranja, pri jednostavnim 1 jeftinim uslovima, je bila razlog da se ovaj nacin geliranja iskoristi u

reakciji polimerizacije dobijenih nanovlakana.

Lakaza poreklom iz Streptomyces cyaneus je uspes$no eksprimirana na povrsini Saccharomyces
cerevisiae kvasca. Celije kvasca sa eksprimiranom lakazom na povrsini su pokazivale enzimsku
aktivnost sa ABTS-om kao supstratom, dok c¢elije prethodno transformisane praznim pCTCON2
vektorom nisu imale enzimsku aktivnost. Sa ciljem povecanja enzimske aktivnosti, izvrSeno je
liziranje Celija kvasca organskim rastvaracem, pri ¢emu je doSlo do razaranja Celijskog zida 1
ispustanja unutrasnjeg sadrzaja ¢elije. Dobijeni ¢elijski zidovi sa zaka¢enom lakazom su pokazali

310 puta vecu enzimsku aktivnost od celih ¢elija sa lakazom.

Da bi se ¢elijski zidovi sa enzimom mogli koristiti u ba¢ sistemima, pri ¢emu bi bilo olak§ano
njihovo odvajanje od smese, izvrSena je njihova imobilizacija u kalcijum-alginatnim kuglicama.
Pored nativnog alginata, kao imobilizacioni matriks je koris¢en i dopamin-alginat. Osim
formiranja kuglica u prisustvu katjona, kod dopaminskog derivata je o¢ekivano i dodatno,
kovaletno umreZavanje polimera, preko dopaminskih molekula u prisustvu lakaze. Ispitivan je
uticaj dodatnog umrezenja kuglica na stabilnost kuglica, kao i biokataliticku aktivnost

imobilizovanog enzima.

Pokazalo se da ¢elijski zidovi sa lakazom imobilizovani u dopamin-alginatu, imaju 2 puta vecu
specificnu aktivnost u odnosu na one imobilizovane u nativnom alginatu. Zbog toga su u daljim

eksperimentima kori$¢eni samo imobilizati sa dopamin-alginatom.
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Imobilizovani ¢Celijski zidovi su pokazali vecu stabilnost na optimalnom pH za lakazu, u
odnosu na neimobilizovane. Sa povecanjem temperature je doslo do znacajnijeg pada aktivnosti
slobodne lakaze u odnosu na imobilizovanu, pa su tako nakon 1 h inkubiranja na temperaturi od
60 °C, slobodni celijski zidovi sa lakazom zadrzali 69 % svoje pocetne aktivnost, dok su
imobilizovani zadrzali ¢ak 93 %. Odredeni su 1 kineticki parametri za imobilizovane 1 slobodne
¢elijske zidove. Dobijena niza vrednost Km za imobilizovan enzim je uzrokovana difuzionim
ograni¢enjima nastalim usled prisustva imobilizacionog matriksa, $to je u skladu sa prethodnim
studijama, gde je takode dolazilo do pada Km vrednosti usled imobilizacije lakaze u Ca-alginatne
kuglice.

Imobilizovani ¢elijskih zidova sa lakazom su testirani za uklanjanje tekstilnih boja: Amido
Black 10B, Methylene Blue, Guinea Green, Reactive Black 5, Methyl green, Evans Blue, Crystal
Violet i Remazol Brilliant Blue. Kuglice su inkubirane u boji tokom 48 ¢asova, bez dodataka
redoks medijatora. Najveci stepen dekolorizacije je dobijen za boje Amido Black 10B i Evans
Blue, 63,8 £ 9,7 % i1 63,9 = 7,4 %, navedenim redom. Primenjen biokatalizator se nije pokazao
uspesnim za boju Methyl Green, dok je za boje Reactive Black 5 (RB5) i Remazol Brilliant Blue
(RBBR), stepen dekolorizacije nakon 48 h iznosio 58,2 + 5,8 %, 61,3 + 3,9 %, navedenim redom.

Ispitana je sposobnost ponovne upotrebe u uzastopnim ciklusima dekolorizacije boje. Nakon
10 ciklusa od po 48 sati, imobilizovani éelijski zidovi sa lakazom u kalcijum-dopamin-alginatnim
kuglicama su zadrzali 90% svoje aktivnosti za dekolorizaciju boje Evans Blue, 61% za Amido

Black 10B i 33% za Reactive Black 5.

Lakaza iz istog izvora je eksprimirana i u E. coli, a nakon toga izolovana i pre¢i§¢ena. Dobijeni
enzim je imao enzimsku aktivnost od 7,90 + 0,62 IU/mg, $to je 2,7 puta veca aktivnost u odnosu
na prethodnu studiju sa lakazom iz istog izvora. Pre¢iS¢ena lakaza je dalje imobilizovana u
dopamin-pektin mikrokuglicama, metodom enzimske polimerizacije u emulziji. Na ovaj nacin je
u smesi enzima i polimera doslo do formiranja mikrokuglica, umrezavanjem dopaminskih krajeva

pektina lakazom sa istovremenim zarobljavanjem enzima unutar mikrokuglica.

Karakterizacijom imobilizovane 1 slobodne lakaze je utvrdeno da je nakon 24 h stajanja u
optimalnom puferu, slobodan enzim izgubio oko 65 % svoje pocetne aktivnosti, dok je
imobilizovan izgubio samo 15 %. Nakon 48 h slobodan enzim je izgubio ¢ak 86 %, a imobilizovan

enzim samo 38 % svoje pocetne aktivnosti. Ispitana je i temperaturna stabilnost slobodnog i
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imobilizovanog enzima. Utvrdeno je da slobodan enzim gubi 55 % svoje pocetne aktivnosti nakon
inkubacije od 1 sata na 60 °C, dok imobilizovan enzim i dalje zadrzava maksimalnu aktivnost.
Imobilizacijom enzima, matriks §titi enzim od konformacionih promena koje bi bile izazvane
povecanom temperaturom, dok kod slobodnog enzima opada enzimska aktivnost sa pove¢anjem
temperature usled denaturacije i narusavanja tercijarne strukture proteina. Odredeni su i kineticki
parametri, gde je utvrdeno da dolazi do povecanja Km i smanjenje Vmax za imobilizovan enzim

u odnosu na slobodan.

Izolovana i preciS¢ena lakaza iz E. coli je ispitivana za dekolorizaciju boja (Amido Black 10
B, Reactive Black 5 i Evans Blue) u slobodnom i imobilizovanom obliku. Imobilizovana lakaza je
nakon 48 sati uspela da dekolorizuje 46 % boje Evans Blue, dok je manji procenat dekolorizacije
uocen za Amido Black 10 B i Reactive Black 5 boje (31 % i 17 %, navedenim redom). Slobodna
lakaza je takode u najvecoj meri uspela da dekolorizuje Evans Blue boju (56 %), dok je u manjoj

meri dekolorizovala Amido Black 10B i Reactive Black 5 boje (39 % i 13 %, navedenim redom).

Mikrokuglice sa lakazom su kori§¢ene u 10 uzastopnih ciklusa dekolorizacije, ne bi li se
ispitala sposobnost njihove ponovne upotrebe. Nakon 10 ciklusa od po 48 sati su kuglice i dalje
zadrzZale svoje fizicke karakteristike i mogle su da uklone 60 % boje Amido Black 10B, 36 % boje
Reactive Black 5 i 6 % boje Evans Blue. Neimobilizovan enzim nije mogao biti ponovno
upotrebljen, usled nemoguénosti njegovog odvajanja iz reakcione smese, Sto 1 jeste jedna od

glavnih prednosti kori§¢enja imobilizovanih enzima u procesima bioremedijacije.

Derivati dopamin-karboksimetilceluloze i dopamin-alginata su kori$éeni za proizvodnju
nanovlakana, elektrospining metodom. Uradena je optimizacija uslova pripreme rastvora
polimera, kao i uslova samog elektrospininga. Vodeni rastvori polimera su mesani sa PEG-om,

Tritonom X-100 i DMSO da bi se dobila Zeljena tekstura koja moze lepo da se izvlaci u niti.

Dopaminski derivati su pokazali bolju sposobnost elektrospinovanja u odnosu na nativne
polimere. Povecanjem stepena modifikacije je doslo do smanjenja molekulske mase polimera, pa
je bilo moguce koristiti rastvor vece masene koncentracije u odnosu na nativan, koji je pri toj
koncentraciji veoma viskozan i ne moze da se spinuje. Kod modifikovanog alginata takode moze
da dode do ometanja inter- i intramolekulskih vodoni¢nih veza izmedu karboksilnih 1 hidroksilnih
grupa, odgovornih za krutost alginata i njegovo otezano spinovanje, $to takode olakSava proces

elektrospinovanja.
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Dobijena nanovlakna su se pokazala rastvornim u vodi, §to nije povoljno za svrhe tkivnog
inZenjeringa. Materijali koji sluze kao skele za gajenje ¢elija bi trebali da budu nerastvorni u
vodenoj sredini (u medijumima za gajenje ¢elija, fizioloSkom rastvoru, itd.) Da bi se sprecilo
njihovo raspadanje u vodenoj sredini, potrebno je umreziti ih. Nakon §to su dobijena vlakna
snimana na elektronskom mikroskopu, uradeno je njihovo umrezavanje jonima barijuma, a zatim
i U prisustvu natrijum-perjodata. Klasi¢éno umrezavanje vlakana alginata je u praksi najceSc¢e
radeno sa dvovalentnim katjonima, medutim ovako umrezena vlakna su se pokazala kao neotporna
na rastvore soli i rastvore sa heliraju¢im agensima, gde dolazi do njihovog raspadanja usled izmene
jona 1 “izvlacenja” kalcijumovih jona iz alginatnog gela. Ovaj problem je uspeS$no reSen
dvostrukim umrezavanjem, gde se nakon jonskog umrezavanja vrSi dodatno kovaletno

umrezavanje.

Nanovlakna dopamin-CMC-a nisu pokazala toliku mehani¢ku otpornost kao nanovlakna
dopamin-alginata, pa su dalji eksperimenti radeni samo sa dopamin-alginatnim nanovlaknima.
Nakon umrezavanja dopamin-alginatnih nanovlakana je na SEM-u mogla da se vidi jasna razlika
u strukturi, gde viSe nemamo jasno razdvojena vlakna, ve¢ je doslo do njihovog umrezavanja i
“spajanja”. Ovakva vlakna su pokazala nerastvorljivost u vodenim rastvorima i dalje su kori§¢ena
za gajenje Celija. Uradena je priprema nanovlakana i kultivacija ¢elija fibroblasta izolovane pleure
plu¢a (MRC-5). Na mikroskopskim snimcima se mogu videti Celije, kao 1 struktura polimerne
skele sa porama, Sto nam je potvrda da je ovakav materijal dobar matriks za gajenje celija, koji

svojom nanostrukturom imitira ekstracelularni matriks.

Ispitana je citotoksi¢nost pripremljenih skafolda standardizovanim MTT testom celijske
vijabilnosti. Zdrave ¢elije fibroblasta izolovane pleure pluéa MRC-5 su aplicirane na pripremljena
nanovlakna, i1 njihova citotoksi¢nost je odredivana tokom 24 i 72 h, u odnosu na kontrolnu probu.
Celije su nakon 24 h pokazale poveéanu proliferaciju u odnosu na kontrolne éelije, dok je nakon
72 h vijabilnost poc¢ela da opada. Pretpostavljen razlog za ovakav efekat je eventualno odvajanje
¢elija sa skafolda, tokom njegove potencijalne degradacije, a samim tim bi bilo potrebno dodatno
optimizovati stabilnost nanovlakana, kako ne bi doslo do njihovog rastvaranja, da bi zdrave celije

imale dovoljno vremena da proliferiSu i prorastu skafold, dajuci tkivo.
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N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u npe3ume ayropa Hukonuna [Monosuh Koxkap
bpoj nnnekca J1605/2016
N3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJI0BOM

,L.Ynorpeba Xuaporeaosa Jo00ujeHnx MoauGUKALIM]OM IoJiMcaxapuaa PeHOIHUM jeIUNbEHUMA
3a umoOunu3aun]y henvja u Ouokaranuszaropa‘

® PE3YyITaT COIICTBCHOI UCTPAKUBAYKOI paja,

® Ja aucepranyja y LEIMHUA HHU y JEJIOBHMa HHje OWia MpeUIokeHa 3a CTUIAKmE JPYyre
JTUIUIOME TpeMa CTYAM]CKUM IIporpaMuMa JIPYruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e Jla HHMCaM KpIIKO/Ja ayTOpCcKa MpaBa M KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTYaJHY CBOJUHY IPYTHUX
JU1A.

IMoTnuc 1okTOpaHIa

VY beorpany,
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Mpwnor 2.

N3jaBa O MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIeKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja

Nwme u pe3ume aytopa Hukonuna [Tonosuh Kokap

Bpoj nnpnekca J1505/2016

Crynujcku nporpam buoxemuja

Hacnor pana “Yoorpeba xujaporeioBa Jno0OMjeHHX MOAUGUKALM]OM HOJWCAXapUAa

(beHoIHUM jeanmbenrMa 3a nMoomimn3anujy heaunja v Ouokaranuszaropa‘

MenTop ap PammBoje IlpomanoBuh, penoBHuM mnpodecop Xemwujckor dakynrera,

Yuusepsurera y beorpany

IloTnucann

M3jaBibyjeM J1a je mTaMnaHa Bep3nja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3HjU KOJy
caM Ipejao/ia paay noxpameHa y Jlururaanom penoduropujymy YHusep3utera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaMm J1a ce 06jaBe MOjU JIMUHHU MOJAIM BE3aHH 32 JO0OH]jamkhe akaJeMCKOT Ha3nuBa TOKTOpa
HayKa, Kao MITO Cy UMe | Mpe3uMe, TOANHA U MECTO polerma u 1aTyMm ogdpaHe paja.

OBM JIMYHM MOJAIM MOT'Yy ce 00jaBUTHM Ha MPEXHUM CTpaHHUIIaMa JAUTUTaIHEe OMOIHOTEeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOsnkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IMoTnue noxkTOpanaa

VY Beorpany,
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MpwnJor 3.

N3jaBa o kopuimhemwy

Opnamhyjem VYHuBep3uTeTcKy OuoOmuoreky ,,CBero3ap Mapkosuh na y Jlururamsu
perno3uToprjymM YHuBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY JMCEPTAIIN]y MO HACIOBOM

LY norpeba Xuaporeaosa o00ujeHruX MoauGUKALIM]OM IoJiMcaxapuaa GeHOIHUM JeANLEHIMA

3a uMoOmm3anm]y henvja u Onokaraausaropa‘

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JlucepTaryjy ca CBUM MPUIIO3UMA TIPEIa0/Jia caM y eJIEKTPOHCKOM (hopmary moroJHOM 3a TpajHo
apXUBHPAIbE.

Mojy IOKTOpPCKY AMCEpTalyjy MoxpameHy y JlururamHoMm peno3uTopujymy YHHUBEp3UTETa y
beorpany u mocTynHy y OTBOPEHOM IMPHCTYIYy MOTY Ja KOPHUCTE CBU KOjH TOINTYjy oapende
caap:kane y onabpanom tuny nuuenue Kpearusue 3ajeanuie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJlTy4YHO/Ta.

1. Ayropcteo (CC BY)
@AyTopCTBo — nekomepuujanao (CC BY-NC)
3. AyropcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaaHO — AeauTh o uctuM ycermopuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 0e3 mpepazaa (CC BY-ND)
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(MonuMo /1a 3a0KpYy>KUTE caMo jeIHY OJ1 ECT MOHYH)eHUX JTUIIECHIIN.
Kparak omnwc JIMICHIH je CACTaBHU JIC0 OBE M3jaBe).

IMoTnuc 1okTOpanga

VY beorpany,
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1. AyropcrBo. Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKaBame, JAUCTPUOYIU]y M jaBHO CAOIIITaBamke Jeia, U
npepajie, ako ce HaBe/ie UMe ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH oJ] cTpaHe ayTopa WK JaBaolia JUICHIIE,
Yyak U y komepuujainae cepxe. OBo je Hajci000 HM]a O/ CBUX JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujajiHo. J[o3BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYIH]Yy H JaBHO
caomIuTaBame JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HAYMH oApel)eH o cTpaHe ayTopa
WM AaBaola jauienie. OBa JIUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLUjaIHy yHOTpeOy aena.

3. AyTOpCcTBO — HeKOMepIUjaaHo — 0e3 npepajaa. /[03BosbaBaTe yMHOXKABAE, JUCTPUOYIIU]Y U
JaBHO CaoMNIlTaBame Jiena, 6e3 MpoMeHa, npeolINKoBamba WK yIoTpede Jena y CBOM JIey, aKo
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH oJipel)eH o] cTpaHe ayTopa Wi JaBaola auieHie. OBa JuiieHa
HE J103B0JbaBa KOMEPIMjaIHy ynoTpeOy fena. Y 0JIHOCY Ha CBE OCTaJle JIMIIEHLIE, OBOM JIHUIICHIIOM
ce orpannyana Hajehu oOuM mpasa kopuithema iena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUHUjaJIHO — JeJUTH IO0J HUCTHM YycjaoBuma. Jlo3BosbaBare

YMHOaBame, TUCTPUOYIIHNjy U JaBHO CAOMIITABAKkE JeNIa, U Ipepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4uH ojipeheH oJ] cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JULEHLE U aKo ce Ipepajia AUCTpUOyupa 1noj
MCTOM WJIM CIMYHOM JimieHioM. OBa JIMIIEHIIa HE /103BOJbaBa KOMEPIMjaIHy ynoTpely aena u
npepaja.

5. AyropcTBo — 6e3 npepaaa. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBamwbe, JUCTPUOYLIN]Y U JaBHO CAOMILITABAKE
nena, 0e3 mpoMmeHa, MpeoOIMKoBamka MM yIoTpeOe ea y CBOM Jelly, aKo ce HaBe/Ie HMe ayTopa
Ha HauyuH ojpeheH oJ cTpaHe ayropa WiIM JaBaoua JuueHre. OBa JMLEHIA J103BOJbaBa
KOMepIHjanHy ynotpely nena.

6. AyTOpcTBO — 1eJIUTH MO/ MCTHM YycJ0BHMA. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBamwe, AUCTPUOYLU)Y U
JaBHO caoIIlITaBame Jeia, U Mpepajie, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH o cTpaHe
ayTopa WU JaBaolla JIMLEHIE M aKo ce Ipepajga AUCTpuOyupa MOJ HCTOM WIH CIMYHOM
muneHioM. OBa JHIEHIa J03BOJbaBa KOMEpLUjaIHY ynoTpedy nena u mpepana. CioudHa je
co(pTBEpCKUM JIHMIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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