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Povzetek

Eritropoetin je glikoproteinski hormon, ki je prisoten tako na podro¢ju $porta kot na podroc¢ju
medicine in farmacije. Ker je zelo obetaven in zanimiv za preucevanje, smo se v nalogi

namenili preuciti vpliv pH in temperature na njegovo stabilnost.

Ker se eritropoetin uporablja tudi za zdravljenje anemije, smo Zeleli ugotoviti, ali ga lahko
ujamemo Vv liposome, mozne prenasalce ucinkovin po telesu. Zanimalo nas je tudi, ali ima

kakSen vpliv na zivost modelnih organizmov, kot so kvasovke.

Nasi rezultati so pokazali, da je vpliv pH na eritropoetin znaten in da je eritropoetin
najstabilnej$i v nevtralnem pH. Pri segrevanju se porusi nativna struktura eritropoitina, a
denaturacija pri 85 °C je delno reverzibilna. Ugotovili smo tudi, da je ujetje eritropoetina v

liposome kar tezka naloga in da eritropoetin nima znatnega vpliva na rast kvasovk.

Abstract

Erythropoietin is a glycoprotein hormone, which is important in the field of medicine and
pharmacy as well as in the field of sports. Because of its properties and use, we wanted to
study its structure and the influence that environmental factors (pH and temperature) have on
it.

Because of erythropoietin's use in treating anemia, we were also interested in catching it in
liposomes, small vesicles made of lipids. They are often used as vectors of transport for
delivering drugs into the body. All the same, we were interested in erythropoietin's influence

on the growth and vividness of model organisms, such as yeast funghi.

Our results have shown that pH has an influence on the structure of erythropoietin, which is
the most stable at neutral pH. We have found out that catching erythropoietin in liposomes is
quite hard to do and that erythropoietin doesn't have a considerable influence on the vividness

of yeast funghi.
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1 Uvod

1.1 Namen dela in cilji

Eritropoetin je pomemben glikoproteinski hormon. Za raziskovanje je zelo obetaven. Ima
Stevilne moznosti uporabe, med drugim pozitivno vpliva na zdravljenje anemije. SreCamo ga
tudi v Sportu, kjer se uporablja kot doping. Kljub njegovi uporabnosti pa se o njegovi strukturi
in ucinkih, ki jih imajo okoljski dejavniki na njegovo strukturo, $e ne ve veliko. Zanimalo nas
je, kako je z njegovo stabilnostjo pri razli¢nih pH. Zeleli smo ugotoviti, kaksen pH je
najprimernejsi za skladiScenje hormona, kar je pomembno predvsem na podrocju farmacije.
Tam je pomembno, kako ga prenesemo do tarénih celic. Ker bi kot vektorje prenosa lahko

uporabili tudi liposome, nas je zanimalo, ali lahko eritropoetin ujamemo vanje.

Eritropoetin ima sposobnost aktivacije ve¢ receptorjev celice in skrbi za vrsto mehanizmov;
med drugim je del sistema, ki skrbi za ustrezno Stevilo eritrocitov v krvi. Zanimalo nas je, ali
ima tudi kakSen vpliv na modelne organizme, kot so kvasovke. Zeleli smo ugotoviti, kako

eritropoetin vpliva na zivost kvasovk.

1.2 Hipoteze

Hipoteza 1: Struktura eritropoetina bo najstabilnejsa pri nevtralnem pH.

Hipoteza 2: Toplotna denaturacija eritropoetina bo v preu¢evanem temperaturnem obmocju

delno reverzibilna.

Hipoteza 3: Eritropoetin bo stabilnejsi pri kislem kot pri bazi¢nem pH.
Hipoteza 4: Eritropoetin bo najbolj strukturiran pri nevtralnem pH.
Hipoteza 4: Pri¢akujemo, da se bo del eritropoetina ujel v liposome.

Hipoteza 5: Eritropoetin bo vplival na Zivost kvasovk.
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2 Teoreticni del

2.1 Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) je glikoproteinski hormon, ki ima maso med 30 in 39 kDa. Ker je polaren,
ima receptorje na tarCnih celicah na membrani in ne v notranjosti celice. Uravnava
proliferacijo (delitev celice) in diferenciacijo eritrocitnih predhodnikov v kostnem mozgu.
Pomemben je za tvorbo eritrocitov. Je del sistema, ki prilagaja koli¢ino eritrocitov glede na
potrebe tkiv po kisiku. Po rojstvu se ga priblizno 10 % tvori v jetrih, ve€ina pa v ledvicah v
ledvi¢ni skorji. U¢inkuje v kostnem mozgu. Neposredni draZljaj za njegovo tvorbo v ledvicni
skorji je hipoksija (stanje, ko je vsebnost kisika v telesnih tkivih niZja od normalne), posredni
pa zmanj$an hematokrit (delez celic v krvi preiskovanca, ki se izmeri s standardiziranim
postopkom centrifugiranja). Uravnavanje njegove tvorbe deluje po principu negativne
povratne zanke (slika 1). Hipoksija povzroci tvorbo eritropoetina. Ta po krvnem obtoku pride
v kostni mozeg in se veze na specificne receptorje na eritroidnih celicah. Posledica je
stimulacija celic BFU-E in CFU-E, stimulacija diferenciacije normoblastov in potem zorenje
eritrocitov. Stevilo eritrocitov je tako pove¢ano, posledica pa sta povisana hematokrit in
koncentracija hemoglobina v krvi. Zvisana je oksiforna kapaciteta krvi (koliko kisika se lahko
prenese na volumsko enoto krvi). Posledica je boljSa oskrbljenost tkiv s kisikom, to pa zavira

tvorbo eritropoetina. (1)

10
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Slika 1: Regulacija tvorbe eritropoetina (Vir:
http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio211/chap17/Slide7.JPG. Datum dostopa:
11. 3. 2017.)

Eritropoetin se zaradi svojih lastnosti uporablja tudi v medicini (slika 2). Medtem ko se v
nasem telesu tvori endogeni (notranji, telesni) eritropoetin, pa v medicini uporabljajo
rekombinantni humani eritropoetin (rHuEPO). Endogeni eritropoetin in razli¢cne oblike
rHUEPO se med seboj razlikujejo v glikozilaciji (dodajanje saharidnih komponent na

proteinsko molekulo, pri ¢emer nastane glikoprotein).

11
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Slika 2: Vsestranska uporaba EPO (Vir:
http://dsas9a9gxtv2e.cloudfront.net/content/haematol/95/11/1803/F1.large.jpg. Datum
dostopa: 11. 3. 2017.)

Rekombinantni humani eritropoetin se pridobiva tako, da komplementarni odsek DNA za
EPO vstavijo v genom ene izmed celi¢nih linij, najveckrat sta to linija kitajskega hrcka ali pa

linija hrcka. Ti dve omogocata pravilno tvorbo disulfidnih vezi in glikozilacijo. (2)

Po tvorbi se rHUEPO uporablja v razliéne namene, na primer za zdravljenje anemije kot
posledice kroni¢nih vnetij in rakavih bolezni, anemije zaradi kroni¢ne ledvi¢ne odpovedi,
anemije kot posledice citostatskega zdravljenja pri razsirjeni rakavi bolezni. Uporablja se tudi

pri bolnikih, ki so v programu kroni¢ne hemodialize. (3)

Eritropoetin velikokrat zasledimo tudi kot sredstvo dopinga v §portu, prav zaradi svoje vloge
v nastajanju eritrocitov in tako povecane sposobnosti prenosa kisika po krvi. Ker pa je
rekombinantni humani eritropoetin potreben le v primeru, ko endogenega eritropoetina ni
dovolj, lahko neutemeljena uporaba pripelje do neugodnih posledic. Zaradi povecanega
hematokrita se poveca viskoznost krvi, kar pa lahko privede do nastanka strdkov v pljucih ali
krvnih Zilah (trombembolija). Na to moramo biti pozorni tudi pri zdravljenju z rHUEPO. Ta ni
primeren za ljudi z neurejenim krvnim tlakom pri arterijski hipertenziji. Pozorni moramo biti

tudi na uporabo pri ljudeh s slabsSim delovanjem jeter. (3)

12
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2.2 Liposomi

Liposomi so umetni vezikli sfericne oblike, Ki jih sestavlja en ali ve¢ lipidnih dvoslojev. V
notranjosti imajo hidrofilni Zepek (slika 3). Za preucevanje so zelo zanimivi, saj predstavljajo
relativno nov nacin za transport razlicnih uc¢inkovin po telesu. Odkrili so jih pred priblizno
tridesetimi leti. Sprva so jih uporabljali kot modelne strukture, sisteme za preucevanje

bioloskih membran, saj njihova struktura temelji na lipidnem (fosfolipidnem) dvosloju.

fosfolipidni

dvosloj

hidrofilni
zepek

Slika 3: Liposom (Vir: http://www.probonobio.com/images/liposome-full.jpg. Datum
dostopa: 11. 3. 2017.)

Glede na velikost in $tevilo dvoslojev lo¢imo enoslojne majhne vezikle (SUV), enoslojne

velike vezikle (LUV) in velike veéslojne vezikle (MLV) (sliki 4 in 5).

13
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100-250 nm 20-100 nm

Slika 4: Liposomi po velikosti in Stevilu dvoslojev (Vir:
http://www.scielo.br/img/revistas/babt/v59/1516-8913-babt-2016150477-gf01.jpg. Datum
dostopa: 11. 3. 2017.)

LUV
SUv

MLV MVV

Slika 5: Liposomi glede na Stevilo dvoslojev (Vir:
http://www.intechopen.com/source/htm|/48147/media/image3.jpeg. Datum dostopa:
11. 3. 2017.)

Glede na funkcionalnost poznamo ve¢ vrst liposomov (slika 6). Lo¢imo konvencionalne

oziroma nespecificne liposome, steri¢no stabilizirane oziroma stealth liposome, specifi¢ne

oziroma tar¢ne liposome in polimorfne liposome. Konvencionalni liposomi S0 in vivo

nestabilni, zato njihovo obnaSanje nadzorujejo in vitro. Stealth liposomi so modificirani

oziroma prilagojeni tako, da so in vivo tudi do 100-krat stabilnejsi kot konvencionalni

liposomi. Zato jih lahko uporabljamo za transport u¢inkovin po telesu. Specifi¢ni liposomi

14
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imajo na povrsino vezane molekule, kot so antigeni, protitelesa, ogljikovi hidrati in podobno.
Z njimi tako prepoznajo taréne celice in molekule. Polimorfni liposomi pa so liposomi, Ki
spremenijo fazo in strukturo po dolo¢enih interakcijah z ioni. Tako dobimo npr. kationske

liposome, protonsko obcutljive liposome (obcutljivi na znizanje pH) idr.

nespecifi¢ni

steri¢no

olimorfni .
P stabilizirani

hidrofilni

lipidna

membrana Zepek

Slika 6: Vrste liposomov glede na funkcionalnost (Vir:
http://www.mdpi.com/pharmaceutics/pharmaceutics-06-
00137/article _deploy/html/images/pharmaceutics-06-00137-g001-1024.png. Datum
dostopa: 11. 3. 2017.)

Liposomi so predvsem prenasalci razlicnih molekul, kot so razne majhne molekule zdravil,
nukleotidi, proteini, plazmidi. Te molekule so lahko v notranjosti liposoma ali na njegovi
membrani. Najveéja tezava, Ki jo sreCamo pri liposomih, je njihova nestabilnost.
Konvencionalne liposome lahko unicijo lipoproteini v krvni plazmi tako, da jim odvzamejo
lipide. Lahko pa jih unicijo tudi makrofagi, in sicer tako, da se imunosistemske molekule

vezejo na njihovo povrsino in jih prepoznajo kot tujek. Ti liposomi se zato akumulirajo le v
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mononuklearnem fagocitnem sistemu (jetra in vranica), zato lahko delujejo le nanj. Za druga
tkiva pa se uporabljajo stealth liposomi, ki imajo daljsi reziden¢ni ¢as v krvi. Na njihov
bilipidni dvosloj so pripete verige polietilen glikola, ki preprecijo dostop do liposoma

molekulam, ki bi lahko povzrocile njegov razpad. (4)
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2.3 Pufri

Puferske raztopine so raztopine, Ki imajo dolo¢eno vrednost pH. So zmesi Sibke kisline in
njene soli ali Sibke baze in njene soli. Zaradi ravnotezja v raztopini se njithov pH tudi ob
dodani mocni kislini ali bazi spremeni zelo malo, to pomeni, da se upirajo spremembi pH.
Obmocje, v katerem se puftri upirajo spremembi pH (jo kompenzirajo), imenujemo pufersko

obmocje. (5)

Pufri so zaradi svoje narave zelo pomembni v bioloskih sistemih, saj reakcije znotraj
organizmov potekajo pri dolocenih vrednostih pH. Ker se pufri spremembi pH upirajo, so
klju¢ne sestavine telesnih tekoc¢in. Glavni intracelularni pufer je fosfatni, ekstracelularni pa
bikarbonatni. (6)

2.4 Teoreticne osnove metod

2.4.1 Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je spektroskopska metoda, s katero Zelimo dolociti koncentracijo raztopine
na podlagi absorpcije svetlobe dolocene valovne dolzine. Absorpcija svetlobe je odvisna od
koncentracije kromoforjev (skupin, ki selektivno absorbirajo svetlobo dane valovne dolzine)

in dolzine opti¢ne poti. Zvezo med temi parametri podaja Beer-Lambertov zakon:

A =log (;—:) =ecl A=konst.
e A ..o Absorbanca
O L intenziteta svetlobe, ki jo prepusca kiveta s ¢istim topilom
® Ly intenziteta svetlobe, ki jo prepusca kiveta z vzorcem
® ot koncentracija vzorca [mg/mL] ali [mol/L]
o | dolzina opti¢ne poti [cm]
® & i molarni absorpcijski/ekstinkcijski koeficient [mL/mg cm] ali
[L/mol cm]
O i valovna dolzina [nm] (7)
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Slika 7: Prikaz delovanja spektrofotometra (Vir: http://4.bp.blogspot.com/-uQ6pRLd-
m88/Ue jKFI3Dpl/AAAAAAAAAQE/I2BMB53RBYd/s1600/Simple+UV-
Visible+Spectrophotometer.jpg. Datum dostopa: 11. 3. 2017.)

2.4.2 CD-spektroskopija

CD-spektroskopija je spektroskopska metoda, ki jo uporabljamo za preucevanje strukture pri
opticno aktivnih snoveh (idealni primer takSnih snovi so bioloske makromolekule). Opti¢no
aktivne snovi so asimetri¢ne, zato levo- in desnokrozno polarizirane svetlobe ne absorbirajo v

enaki meri. Te snovi imajo zato znacilen CD-spekter.

Asimetrija opti€no aktivnih snovi se pri proteinih kaZze tako na nivoju primarne strukture
(kiralni centri), sekundarne strukture (levo- ali desnosu¢na vijac¢nica) kot tudi terciarne

strukture (inducirana asimetrija).

Smer krozno polarizirane svetlobe vpliva na njeno absorpcijo v raztopini opti¢no aktivne
snovi. Pojav, da snov levo- in desnokrozno polarizirane svetlobe ne absorbira enako,
imenujemo cirkularni dikroizem (CD). Od tod tudi ime te spektroskopske metode.
Kvantitativna mera za CD je razlika v absorbanci levo- in desnokrozno (cirkularno)

polarizirane svetlobe pri doloceni valovni dolzini: AA = A; — Ap, Kjer je Ap absorbanca

18


http://4.bp.blogspot.com/-uQ6pRLd-m88/Ue_jKFl3DpI/AAAAAAAAAqE/l2BMB53RByg/s1600/Simple+UV-Visible+Spectrophotometer.jpg
http://4.bp.blogspot.com/-uQ6pRLd-m88/Ue_jKFl3DpI/AAAAAAAAAqE/l2BMB53RByg/s1600/Simple+UV-Visible+Spectrophotometer.jpg
http://4.bp.blogspot.com/-uQ6pRLd-m88/Ue_jKFl3DpI/AAAAAAAAAqE/l2BMB53RByg/s1600/Simple+UV-Visible+Spectrophotometer.jpg

Smajila M. Uporaba in karakterizacija eritropoetina v in vitro/in vivo sistemih. (2017)

desno, A, pa absorbanca levokrozno polarizirane svetlobe (A = konst.). Z AA je povezana tudi
elipticnost, 8. O elipticnosti govorimo takrat, ko skozi raztopino prehaja linearno polarizirana
svetloba (vsota levo- in desnokrozno polarizirane svetlobe enakih amplitud) in se ena izmed
komponent (torej levo- ali desnokrozno polarizirana svetloba) absorbira bolj kot druga. Takrat

prepusceno valovanje ni vec linearno, temvec elipti¢no polarizirano. Elipti¢nost je dolo¢ena

kot:

180°

0 = 2,303AA—
41

A absorbanca

Obi¢ajno jo podajamo v obliki molarne elipticnosti, ki jo izraCunamo iz elipti€nosti,

koncentracije vzorca in dolZine opti¢ne poti po naslednji enacbi:

C ot molarna koncentracija topljenca [dmol/cm3]

b dolZina opti¢ne poti [cm]

Right and Left Hand

circularly polarised CD signal
light < ¥
o F®
‘"‘E Preferential
Phoion Optically al:'mnrptmn of
Beam Active nght. Hil.:.llld
Sample poelarisation

Slika 8: Primer opti¢no aktivne snovi, ki bolje absorbira komponento desnosuéne
polarizirane svetlobe (Vir: https://encrypted-
tbn3.gstatic.com/images?g=tbn:ANd9GcSv3ugdf5v0aMoGsjBoTntKi1PK47QEDiIOI5u0Hc
3Xon2vG865s. Datum dostopa: 11. 3. 2017.)

K CD-spektru proteina najvec prispevajo opti¢no aktivne razlicne konformacije sekundarne
strukture. Na podlagi znacilnih CD-spektrov teh konformacij lahko dolo¢imo tudi njihov

delez v proteinu. Vemo, da sta za a-vijaénico znaCilna dva minimuma, in sicer pri
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208-210 nm in pri priblizno 222 nm, za B-strukturo je znacilen minimum med 210 in 225 nm,

za nakljucni klob¢i¢ pa priblizno 196 nm. (7)

PMT detector

Optically active
sample

qu\kHz
= Ja
)<I - Alternating left
hv “" and right CPL o
Monochromatic
light -

Slika 9: Princip CD-spektroskopije (Vir:
http://www.isa.au.dk/facilities/astrid2/beamlines/AU-cd/images/CD-principle-

1200px.png. Datum dostopa: 11. 3. 2017.)

Pri delu s CD-spektrometrom moramo biti zelo pazljivi. Ksenonska Zarnica v notranjosti
povzro€i nastanek ozona (O3), ko UV-svetloba reagira s kisikom (O;). Ker je ozon Skodljiv
tako za zdravje kot za opti¢ne instrumente v napravi, se vanjo vpihava dusik, tako da v
napravi ni prisotnega kisika (tudi zato, ker absorbira v daljni UV-regiji in bi se s tem lahko
zmanjSalo obmocje valovne dolZine instrumenta). Pomembno je tudi, da je dusik cist in da se

njegovo vpihavanje nadzoruje s posebnimi instrumenti za merjenje pretoka plina.

2.4.3 Diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija

Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (DSC) je kalorimetricna metoda, ki se uporablja za
preucevanje termodinamike zvitja in razvitja proteinov. Gre za tehniko, pri kateri opazujemo

vpliv toplote na razvitje/zvitje preiskovanega vzorca. Potrebujemo referenco in vzorec, ki ju s
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pomocjo pipete odpipetiramo v referencno in vzoréno celico. Spremljamo temperaturno
razliko med obema celicama in z instrumentom merimo toplotni tok (dQ/dt), ki je potreben za
kompenzacijo toplotnega efekta, ki je posledica konformacijske spremembe na vzorcu.
Toplotni tok se torej dovaja vzoréni celici v kalorimetru (pri neki T), da se njena temperatura

ne razlikuje od temperature referencne celice.

Konformacijska sprememba je povzrofena z nadzorovanim visanjem temperature. lzmerjeni
toplotni tok je torej posledica razvitja proteina, to pa je toplotno inducirano. Ker je viSanje

temperature nadzorovano, lahko to opiSemo z enacbo:

T=To+rt
To je zaCetna temperatura, r je hitrost (rate) gretja v °C/min, t pa ¢as gretja. Pomemben pri
diferen¢ni dinamic¢ni kalorimetriji je tudi stalen tlak nad referenc¢no in vzor¢no celico. Ta je

vi§ji od atmosferskega in tako preprecuje nastanek zra¢nih mehurckov in omogoca doseganje

vi§jih temperatur brez pojava vrenja. (7)
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Slika 10: Princip delovanja DSC (Vir: http://pslc.ws/macrog/images/dsc01.qgif. Datum dostopa:

11. 3. 2017.)
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Slika 11: Primer grafa DSC (Vir: http://www.malvern.com/Assets/Techn DSC_01.png. Datum

dostopa: 11. 3. 2017.)
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3 Eksperimentalni del
3.1 Raziskovanje strukture eritropoetina v odvisnosti od pH

3.1.1 Vzorec

Vzorec, s katerim so bile opravljene raziskave, je bila raztopina eritropoetina s koncentracijo
2,2 mg/mL. Hranili smo jo pri temperaturi —22 °C.
Eritropoetin nam je podarila FKKT (Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v

Ljubljani), Katedra za fizikalno kemijo.

3.1.2 Uporabljene kemikalije

Ime kemikalije Formula Proizvajalec Cistost
natrijev fosfat dodekahidrat NasPO, ¢ 12H,0 Merck p. a. Cistost
natrijev klorid NacCl Merck p. a. Cistost
klorovodikova kislina HCI Merck p. a. Cistost
deionizirana voda H>0 Biotehniska fakulteta

3.1.3 Priprava pufrov (protokol)

Za delo z vzorcem smo naredili tri 0,1 M fosfatne pufre z 0,3 M koncentracijo NaCl. Da smo
dobili zelen pH (4,00; 7,06 in 11,07), smo uporabili 2M HCI. Volumen vseh kon¢nih raztopin
pufrov je bil 1L. Za dializo smo jih razredcili z destilirano vodo v razmerju 1 : 1, da smo

dobili 50 mM fosfatni pufer.

Postopek

Na tehtnico postavimo c¢aSo, v katero previdno polozimo magnetno mesalo. Vanjo nato
zatehtamo 17,53 g natrijevega klorida (NaCl) in 38, 02 g NazPO,*12H,0. Dodamo
destilirano vodo — priblizno do oznake 800 mL. CaSo z raztopino postavimo na magnetni
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mesalnik in po¢akamo, da se raztopina homogenizira. Potem s pomoc¢jo pH-metra, ki smo ga

predhodno kalibrirali z raztopinami z znanim pH, izmerimo pH raztopine.

Prvotni pH raztopine je znasal priblizno 12,8. Da smo pH znizali do Zelene vrednosti (4,00;
7,06; 11,07), smo uporabili 2M* raztopino HCI. To smo pripravili tako, da smo v digestoriju
v merilno bucko najprej odmerili majhno koli¢ino destilirane vode, nato pa dodali priblizno
42 mL 12M HCI. Do oznake 250 mL smo zopet dopolnili z destilirano vodo.

Po dosegu ciljnega pH smo v merilno buc¢ko z volumnom 1L s pomo¢jo lija prelili raztopino
iz ¢ase. Do oznake smo dopolnili z destilirano vodo. Raztopino smo dobro premesali in jo
filtrirali s podtlakom, torej nucirali. Dobljeni prefiltrirani raztopini smo nato zopet izmerili pH
in oznadili ¢aso z ustreznimi podatki.

*Opomba: Ker nismo Zeleli prese¢i volumna 1L Ze pri dodajanju raztopine HCI, saj je bil to
na$ ciljni volumen, smo zaradi opazene porabe pri pripravi pufrov s pH = 7,06 in pH = 11,07
za pripravo pufra s pH = 4,00 raje pripravili 250 mL 4M HCI. Torej smo namesto 42 mL pri
redcenju uporabili priblizno 84 mL 12M HCI. Postopek redcenja je enak.

3.1.4 Dializiranje vzorca

Po pripravi fosfatnih pufrov smo vzorec eritropoetina dializirali v vseh treh raztopinah pufrov
(s pH 4,00; 7,06 in 11,07). Dializo smo izvedli zato, da je bil eritropoetin v stiku s pufrom
dolocene vrednosti pH. Tako smo pozneje lahko opazovali vpliv pH na njegovo strukturo in
toplotno inducirano razvitje. To smo naredili tako, da smo najprej odrezali 10 cm dializne
membrane (spectra/por dializna membrana) s prepustnostjo 14 kD in jo vsaj 30 minut
hidrolizirali v destilirani vodi. Tako smo odstranili preservativ (glicerin). Po hidrolizaciji smo
jo Se enkrat sprali z destilirano vodo in nato en Konec vpeli v §¢ipalko za membrano. V
membrano smo nato odpipetirali 1 mL vzorca, ko smo eritropoetin dializirali v pufru s
pH 7,06 in 500 pL vzorca, ko smo eritropoetin dializirali v pufru s pH = 4,00 in pH = 11,07.
Tako smo se odlo¢ili, da bi zmanjsali porabo vzorca. Membrano smo potem na obeh koncih
vpeli v $¢ipalko in jo potopili v ¢aso s 400 mL 50 mM raztopine pufra, v katero smo
predhodno dali magnetno meSalo. Potem smo c¢aSo prenesli do magnetnega meSalnika v

hladilniku (T = —-22 °C); tam se je vzorec najprej dializiral 1 uro. Po 1 uri smo zamenjali
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pufersko raztopino in pocakali Se 2 uri. Po 2 urah smo opravili §¢ zadnjo zamenjavo pufra in

vzorec dializirali ¢ez no¢.

Po koncani dializi smo §¢ipalko z membrano previdno vzeli iz ¢aSe. S¢ipalko smo odpeli in

vsebino membrane prelili v plasti€no vialo. Vialo smo ustrezno oznacili in jo do priprave

vzorcev za meritve postavili v hladilnik na T =4 °C.

Slika 12: Dializna membrana (Vir: osebni i(: osebni arhiv)

arhiv)

. dializna

- $¢ipalka za dializno ;
: - membrana

- membrano

3.1.5 Spektrofotometrija

Namen spektrofotometrije je bil izmeriti koncentracijo dializiranega eritropoetina in
koncentracije vzorcev za DSC in CD-spektroskopijo. Za spektrofotometrijo smo uporabili dve
aparaturi, in sicer Varianov Cary 100 Bio spektrofotometer in Eppendorfov BioSpectrometer

(t. i. nanodrop). Pri obeh instrumentih smo pred meritvami posneli bazno ¢rto s pufrom s
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pH = 7,06. Pri prvem smo merili v intervalu valovne dolzine 350—240 nm in s hitrostjo
300 nm/min. Ko smo pripravili vzorec za spektrofotometrijo, smo ga dali v kiveto z dolzino
opti¢ne poti 1 cm. Obrisali smo jo s posebnim papirjem, ki ne pusca sledi in je zato primeren
za opti¢ne elemente, ter jo vstavili v spektrofotometer. Opravili smo meritev. Iz posnetega
spektra smo odcitali absorbanco pri A = 280 nm in S pomoc¢jo Beer-Lambertovega zakona

izracunali koncentracijo vzorca.

Slika 14: Varianov spektrofotometer (Vir: osebni arhiv)

Slika 15: Kiveta za spektrofotometer (Vir: osebni arhiv)
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Pri nanodropu smo za meritve absorbance uporabili svetlobo valovne dolzine 281 nm
(ugotovili smo, da je pri tej valovni dolzini metoda najobcutljivejsa). Kiveta, ki smo jo
uporabili, je bila druga¢na, primerna za manjSe koli¢ine vzorca. Ko smo pripravili vzorec,

smo ga 4uL prenesli na kiveto. Kiveto smo zaprli, da se je oblikoval vodni stolpec, in jo

vstavili v nanodrop. Opravili sSmo meritev.

Slika 16: Nanodrop (Vir: osebni arhiv) Slika 17: Kiveta za nanodrop (Vir: osebni arhiv)

Priprava vzorcey za spektrofotometrijo

Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 7,06

Za pripravo vzorca za spektrofotometrijo smo najprej predvideli koncentracijo vzorca, ki bi
pri ekstinkcijskem koeficientu 0,744 mL mg™ cm™ in optiéni poti 1 cm absorbiral z
absorbanco 0,5. Za dobljeno koncentracijo (priblizno 0,672 mg mL™") smo nato izracunali,
koliko eritropoetina, katerega koncentracijaje bila pred dializo 2,2 mg mL™*, in koliko pufra s
pH = 7,06 moramo dodati v kiveto z volumnom 1 ml. Ugotovili smo, da moramo priblizno
0,7 mL pufra dodati priblizno 0,3 mL eritropoetina. Tako je bil na§ vzorec za
spektrofotometrijo pripravljen. Za merjenje absorbance vzorca smo uporabili prvi, Varianov
spektrofotometer.
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Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 11,07

Za eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 11,07, smo najprej uporabili nanodrop
spektrofotometer, nato pa Se Varianov spektrofotometer. Za nanodrop smo vzorec pripravili
tako, da smo eritropoetin red¢ili s pufrom s pH = 11,07 v razmerju 2 : 1. Za Varianov
spektrofotometer pa smo vzorec pripravili tako, da smo 520 uL pufra dodali 80 pL

eritropoetina in s tako pripravljeno raztopino napolnili 0,6 ml kiveto z opti¢no potjo I =1 cm.

Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 4,00
Pri eritropoetinu, dializiranem v pufru s pH = 4,00, smo uporabili nanodrop spektrofotometer.
Vzorec smo pripravili tako, da smo eritropoetin red¢ili s pufrom s pH = 4,00, in sicer smo

420 pL eritropoetina dodali 300 pL pufra (isti vzorec smo uporabili pri DSC).
3.1.6 Spektropolarimetrija (CD-spektroskopija)

Namen CD-spektroskopije je bil raziskovati strukturo eritropoetina, dializiranega v pufrih z

razli¢nimi pH. Zanimalo nas je, kako pH in temperatura vplivata na CD-spekter eritropoetina.

CD-spektroskopijo smo izvedli na instrumentu JASCO J-1500 CD Spectrometer. Kiveta za
CD-spektroskopijo je bila Siroka 1 mm (dolzina opti¢ne poti). Nastavljena Sirina Zarka
(bandwidth) je bila 1,00 nm. Interval svetlobe je bil 199,5-260 nm, hitrost pa 20 nm/min.
CD-spekter smo najprej posneli pri temperaturi 20 °C, nato pa pri temperaturi 85 °C. Da bi
ugotovili, kakSne so strukturne spremembe po gretju vzorca na 85 °C, smo za to meritvijo

opravili Se eno pri 20 °C.

Priprava vzorcev za CD-spektroskopijo

Najprej smo s spektrofotometrijo dolocili koncentracije eritropoetina, dializiranega v vseh
treh pufrih. Nato smo se lotili priprave vzorcev, ki bodo imeli koncentracijo priblizno
0,4 mg/mL. Tako smo za pripravo vzorca 1 (eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 7,06)
2494 uL pufra dodali 50,6 pL eritropoetina. Za pripravo vzorca 2 (eritropoetin, dializiran v
pufru s pH = 4,00) smo 208,4 pL pufra dodali 91,6 pL eritropoetina. Za pripravo vzorca 3
(eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 11,07) smo 261,3 pL pufra dodali 38,7 pL

eritropoetina.

Pozneje smo vsem trem pripravljenim vzorcem s pomo¢jo nanodrop spektrofotometra izmerili

Se dejanske koncentracije.
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3.1.7 Diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija (DSC)

Diferen¢no dinamic¢no kalorimetrijo smo izvedli, da bi ugotovili, kaksna je razlika v toploti, ki
jo moramo dovesti eritropoetinu, da se razvije, ¢e je bil dializiran v pufrih z razliénim pH.

Zanimala nas je tudi reverzibilnost toplotne denaturacije eritropoetina.

Za diferenéno dinami¢no kalorimetrijo smo uporabili NANO DSC proizvajalca TA

Instruments. Interval segrevanja je bil 10—85 °C, hitrost segrevanja/ohlajevanja 2 °C/min,

nadtlak pa je bil nastavljen na 3 atmosfere. Pri vsakem izmed vzorcev eritropoetina smo poleg
segrevanja takoj za njim izvedli Se ohlajanje in nato zopet segrevanje, da bi ugotovili

reverzibilnost toplotne denaturacije.

Pred izvedbo diferen¢ne dinamicne kalorimetrije smo pred vsakim novim vzorcem ocistili
referenéno in vzor¢no celico. V viali z vzorcem in referenco smo dali majhna magnetna
mesala in ju s pomoc¢jo vakuuma razplinili. Tako smo odstranili zraéne mehurcke, ki bi lahko
motili meritve. Cas razplinjevanja je bil 20 minut. Potem smo napolnili celici GSC, v
referen¢no celico smo dali pufer z ustreznim pH, v vzorcno pa vzorec. Koli¢ina dodane snovi
je v obeh celicah bila enaka, in sicer 570 pL. Celici smo pri izhodu pokrili z zamaski, nato pa

vse skupaj dobro pritrdili Se s pokrovom. Nastavili smo ustrezne pogoje in opravili meritve.

Slika 18: Cis&enje DSC (Vir: osebni arhiv)

V4

Slika 19: DSC (Vir: osebni arhiv)
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Slika 20: Referen¢na in vzoréna celica (Vir:
osebni arhiv)

Slika 21: Polnjenje celic DSC (Vir: osebni arhiv)

Priprava vzorcev za diferencno dinamicno kalorimetrijo

Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 7,06

Dializirano raztopino eritropoetina smo razredCili v razmerju 2 : 1, tako da smo dobili
koncentracijo 1,65 mg/mL pri volumnu 600 pL (koncentracijo smo po DSC preverili s
spektrofotometrijo z nanodrop spektrofotometrom). Raztopini eritropoetina (vzorec) in pufra

(referenca) smo razplini in posneli termograme po ze opisanem postopku.

Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 11,07
Vzorec smo pripravili tako, da smo 400 pL eritropoetina, dializiranega v pufru s pH = 11,07,
razredcCili z dodatkom 300 pL pufra. Tako smo dobili koncentracijo 1,78 mg/mL. Pri tem

vzorcu eritropoetina je interval segrevanja bil izjemoma 5—85 °C in ne 10—85 °C.

Eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 4,00
Za eritropoetin, dializiran v tem pufru, smo vzorec pripravili tako, da smo 300 pL pufra s tem
pH dodali 420 pL eritropoetina. Tako smo dobili koncentracijo 0,82 mg/mL (to smo izmerili s

spektrofotometrijo vzorca z nanodrop spektrofotometrom).
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3.2 Preucevanje ujetja eritropoetina v liposome

3.2.1 Priprava liposomov

Za pripravo liposomov smo uporabili molekule DPPC. DPPC je fosfolipid, to pomeni, da
njegovo strukturo sestavljajo polarna (hidrofilna) glava in dva nepolarna (hidrofobna) repka.

Taks$na struktura mu omogoca tvorbo liposomov.

Liposome smo pripravili tako, da smo v manjSo bucko z okroglim dnom odpipetirali 1,0 mL
kloroforma, v katerem so bile raztopljene molekule DPPC. Koncentracija DPPC v raztopini je

bila 10 mg/mL. Bucko z raztopino smo nato dali v rotacijski uparjevalnik za priblizno 2 uri.

V rotacijskem uparjevalniku s pomocjo nizkega tlaka povzrocimo, da se kloroformu zniza

temperatura vreli$¢a, tako da hitreje upari. Na bucki se zaradi rotacij ustvari lipidni film.

Slika 23: Bucka v uparjevalniku (Vir: osebni arhiv)

Slika 22: Bu€ka z raztopljenimi lipidi (Vir: osebni
arhiv)

Ko smo bucko vzeli iz rotacijskega uparjevalnika, smo vanjo odpipetirali 1,0 mL vzorca
eritropoetina s koncentracijo 2,2 mg/mL. Ker so molekule DPPC prisle v stik s polarno fazo,
so se orientirale tako, da se je njihov polarni del obrnil proti okolju (polarna faza), nepolarni

pa v notranjost. Tako so se formirali liposomi oziroma lipidni vezikli.
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Buc¢ko smo dali na meSalnik Vibromix, na katerem smo skusali z vibracijami postrgati ¢im
ve¢ fosfolipidov z njene stene. To smo poskusili §e mehansko s pomocjo steklenih kroglic, Ki
smo jih dali v bucko, to pa smo potem zopet postavili na mesalnik. Suspenzijo v bucki smo
potem degazirali s pomoc¢jo UV-kopeli in vanjo odpipetirali Se 1,0 mL fosfatnega pufra s pH

7,06. Snov iz bucke smo nato odpipetirali v 2 plasti¢ni viali, v vsako po 984 pL. Viali smo

dali v centrifugo za 1 dan.

Slika 24: UV-kopel (Vir: osebni arhiv) Slika 25: Centrifuga (Vir: osebni arhiv)

Po centrifugiranju smo opazili, da imamo v obeh vialah (1, 2) na dnu liposome, nad njimi pa
supernatant z neujetim eritropoetinom. Supernatant smo odpipetirali iz obeh vial (1, 2) v dve
novi viali (1', 2'). To smo naredili poc¢asi in postopno, da nismo zraven odpipetirali Se
liposomov. Po pipetiranju smo tako imeli 4 viale; v prvih dveh so bili liposomi (1, 2), v
drugih dveh pa supernatant (1', 2"). Zaceli smo z analizo supernatanta, tako da smo s pomocjo
spektrofotometrije ugotovili koncentracijo eritropoetina v njem. Tako smo lahko sklepali,

koliko eritropoetina se je ujelo v liposome oziroma koliko ga je ostalo na njihovi povrsini.

Liposome smo raztopili v pufru s pH = 7,06 in jih dali na diferen¢ni dinami¢ni kalorimeter.
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Slika 26: Supernatant in liposomi (Vir: osebni arhiv)

3.2.2 Diferenc¢na dinamic¢na kalorimetrija (DSC) liposomov

Namen diferencne dinamicne kalorimetrije liposomov je bil ugotoviti, ali se je kaj
eritropoetina ujelo vanje oziroma ostalo na njihovi povrsini. Na interakcijo med liposomi in
proteini bi lahko sklepali, ¢e bi opazili spremembe v obliki DSC-krivulje, ki je sicer znacilna

za razprtje liposomov.
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Priprava vzorca in reference za DSC liposomov

Liposome, ki so se po centrifugiranju usedli na dno vial 1 in 2, smo raztopili v fosfatnem
pufru s pH 7,06. To smo naredili tako, da smo v vialo 1 najprej odpipetirali 500 puL pufra.
Nato smo jo dali na meSalnik Vibromix, da je nastala suspenzija. Nastalo suspenzijo smo
potem odpipetirali v vialo 2. Postopek smo ponovili tako, da smo v vialo 1 odpipetirali $e 300
uL pufra. Tako smo s sten prve viale pobrali vse liposome, ki jih nismo pobrali pri prvem
prenosu. Vialo smo potem dali na mesSalnik Vibromix in vso njeno vsebino odpipetirali v

vialo 2. V viali 2 smo tako dobili suspenzijo liposomov iz obeh vial.

Za referencno raztopino smo v tem primeru vzeli kar fosfatni pufer, s katerim smo pripravili
vzorec (liposome). Tudi pufer smo dali v vialo, ki smo jo skupaj z vialo 2, v kateri je bil

vzorec, razplinili. Razplinjevanje je potekalo pod vakuumom priblizno 20 minut.

Za snemanje termogramov suspenzije liposomov smo uporabili N-DSC Il kalorimeter s
celicami v obliki lizike (t. i. lollipop cells). Te vrste kalorimeter je primernejsi za suspenzije,
saj je celice laze odistiti. V obe celici, tako vzor¢no kot referencno, smo s pomocjo
hamiltonove brizge dali 600 uL. vzorca oziroma reference. Interval segrevanja je bil 10-85 °C,
hitrost segrevanja (rate) pa 2 °C/min. Po segrevanju smo celici tudi ohlajali, da smo ugotovili

reverzibilnost toplotne denaturacije.

Slika 27: Hamiltonova brizga (Vir: osebni arhiv)

34



Smajila M. Uporaba in karakterizacija eritropoetina v in vitro/in vivo sistemih. (2017)

Slika 28: DSC (uporabljen pri liposomih) (Vir: osebni arhiv)

Ker so prvi rezultati pokazali, da je potrebna vecja razred¢itev vzorca, smo v ta namen
pripravili nov, bolj razredCen vzorec. Pripravili smo ga tako, da smo 100 pL suspenzije iz
viale 2 (liposomi s pufrom) red¢ili s 700 pL supernatanta. Referenca je ostala enaka, tj.

fosfatni pufer s pH = 7,06.

V vzor¢no celico smo dali liposome s supernatantom, v referencno pa fosfatni pufer s

pH = 7,06. Temperaturni interval je bil 10-85 °C, hitrost segrevanja pa 2 °C/min.

3.3 Preucevanje vpliva eritropoetina na Zivost kvasovk

Ker so kvasovke modelni organizmi, na katerih lahko preucujemo vpliv uc¢inkovin na rast,
razmnozevanje, metabolizem ipd., smo se odlocili, da bomo naredili poskus tudi z njimi.
Uporabili smo vrsto kvasovk Saccharomyces cerevisiae. Naredili smo suspenzijo kulture in jo
stresali 1 uro pri T = 28,1 °C in 220 obratih/min. Po stresanju smo zaceli s pripravo kontrole
in vzorca. Delo je potekalo v laminariju, torej v sterilnem okolju. Vzeli smo 2 centrifugirki in

v vsako dali 5 mL suspenzije kulture kvasovk. Pred dodajanjem smo suspenzijo Se enkrat
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ro¢no stresali. Nato smo v eno izmed centrifugirk dali $e 1 mL pufra s pH = 7,06 (kontrola), v
drugo pa 1 mL eritropoetina (vzorec). Obe centrifugirki smo nato ponovno stresali 1 uro na
T =28,1 °C in 220 obratih/min.

Slika 29: Centrifugirki za delo s kulturami (Vir: osebni arhiv)

Po stresanju smo s centrifugirkama nadaljevali delo v laminariju. Da bi ugotovili, ali
eritropoetin vpliva na Zivost kvasovk, smo tako z vzorcem kot s kontrolo naredili razredcitve
po Kochu. Najprej smo si pripravili viale, v katerih smo pripravili razred¢itve. V prvo vialo
smo odpipetirali 100 puL vzorca oziroma kontrole (postopek je bil za obe centrifugirki enak).
Dodali smo 900 pL pufra. Vialo smo nato pretresli in vsebino premesali. Potem smo iz prve
viale (vanjo smo naredili prvo razred¢itev) odpipetirali 100 pL v drugo vialo. V to sSmo nato
zopet dodali 900 pL pufra in premesali. Tako smo dobili drugo razred¢itev. Postopek smo

ponovili $e 4-krat.

Ko smo pripravili serije razredCitev vzorca, smo si v laminarij postavili dve petrijevki s
hranilnim agarjem. PovrSino petrijevk smo razdelili na 6 priblizno enakih delov. Vsak del smo
oznacili s stevilko razredcitve. Potem smo na oznac¢ena mesta na hranilnem agarju odpipetirali

po 10 uL suspenzij. Petrijevki smo pokrili in jih za 48 ur postavili na 28 °C v inkubator. Po

36



Smajila M. Uporaba in karakterizacija eritropoetina v in vitro/in vivo sistemih. (2017)

48 urah smo petrijevki vzeli iz inkubatorja in presteli kolonije. Plosca je bila Stevna, Ce je bilo
na njej 3—30 kolonij. Stevilo kolonij smo izrazili v cfu/mL (cfu pomeni colony forming units
oziroma Stevilo kolonij). Zaradi razredCitev smo Stevilo kolonij pomnozili z ustrezno potenco

Stevila 10.

Ker pri prvem poskusu s kvasovkami nismo dobili rezultatov, s katerimi bi lahko zagotovo
sklepali o ucinku eritropoetina na zivost kvasovk, smo poskus ponovili. Pri ponovitvi smo
natancneje raziskali obmocje med Cetrto in peto razredCitvijo. Postopek dela je bil enak kot pri
prvem poskusu, le da smo, ko smo petrijevko razdelili na 6 delov, na 3 dele nanesli ¢etrto, na
3 dele pa peto razredCitev. Petrijevki smo postavili v inkubator na 28 °C za 48 ur. Nato smo ju

vzeli iz inkubatorja in presteli Stevilo kolonij.
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4 Rezultati
4.1 Spektrofotometrija eritropoetina

4.1.1 Spektofotometrija z Varianovim Cary 100 Bio spektrofotometrom
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Grafikon 1: Odvisnost absorbance od valovne dolzZine (pH = 7,06)
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Grafikon 2: Odvisnost absorbance od valovne dolzine (pH = 11,07)

Pri rezultatih spektrofotometrije smo morali uposStevati prvotne volumne vzorcev eritropoetina

po dializi. Ti so znaSali:

e V (eritropoetin, dializiran v pufru s pH 7,06) = 1,0 mL,
e V (eritropoetin, dializiran v pufru s pH 4,00) = 0,67 mL,
e V (eritropoetin, dializiran v pufru s pH 11,07) = 0,60 mL.

Na grafikonih spektrofotometrije je prikazana odvisnost absorbance od valovne dolzine.
Prikazani sta dve meritvi, in sicer meritev z eritropoetinom, dializiranim v pH = 7,06, in
meritev z eritropoetinom, dializiranim v pH = 11,06. Pri obeh meritvah lahko opazimo, da se
absorbanca spreminja z valovno dolzino. Da se izognemo velikim napakam, se koncentracija
proteinov doloca iz ekstinkcijskega koeficienta in absorbance pri A = 280 nm. Tudi mi smo
absorbanco pri omenjeni valovni dolzini uporabili za izraun koncentracije po

Beer-Lambertovem zakonu.
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Na prvem grafikonu je prikazan spekter eritropoetina, diliziranega v pufru s pH = 7,06.
Opazimo lahko, da pri A = 280 nm absorbanca znasa 0,54. Z upoStevanjem

Beer-Lambertovega zakona dobimo koncentracijo:

~ 0,54
"~ 0,744 mL mglcm™1cm

=0,723 mg mL™

Dobljena koncentracija je izracunana za 0,3 mL eritropoetina. Z upoStevanjem redcenja

dobimo dejansko koncentracijo eritropoetina, ki znasa:

_ 0,723 mgmL™"1mL
B 0,305 mL

=2,37 mg mL™

Na drugem grafikonu je predstavljena meritev z eritropoetinom, dializiranim v pH = 11,06.
Tudi tu je bil vzorec za meritev pripravljen tako, da smo eritropoetin red¢ili s pufrom s

pH = 11,06. To smo upostevali pri izracunu koncentracije celotnega volumna eritropoetina.
Beer-Lambertovega zakona dobimo koncentracijo:

_ 0,308
"~ 0,744 mL mg tcm™1cm

C =0,414 mgmL™

Ta koncentracija velja za 80 pL eritropoetina, dializiranega v pH = 11,07. Z upostevanjem

red¢enja dobimo njegovo dejansko koncentracijo:

C= 0,600 mL 0,414 mg mL™
- 0,080 mL

=3,11 mgmL™

Tako visoka koncentracija je posledica tega, da smo isti vzorec eritropoetina uporabili za
dializo v pufru s pH = 4,00 in v pufru s pH = 11,07 (1 mL eritropoetina smo razdelili na
2 dela po 0,500 mL). Pri merjenju koncentracije eritropoetina, dializiranega v pufru s
pH = 11,07, smo dobili zelo visoko koncentracijo (3,11 mg mL™), pri merjenju koncentracije
eritropoetina, dializiranega v pufru s pH = 4,00, pa zelo majhno (1,31 mg mL™). Njuna
aritmeti¢na sredina pa je ravno 2,2 mg mL™, kar ustreza koncentraciji vzorca. Sklepamo, da je

do tega prislo, ker vzorca nismo dovolj premesali.
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4.1.2 Spektrofotometrija z nanodropom

Ker smo pri spektrofotometriji z Varianovim Cary 100 Bio spektrometrom ugotovili, da je
metoda najobcutljivejsa pri svetlobi valovne dolzine 280-281 nm, smo pri meritvah s tem

spektrofotometrom uporabili svetlobo valovne dolZine 281 nm.

Naredili smo dve meritvi, eno z eritropoetinom, dializiranim v pufru s pH = 11,07, drugo pa z

eritropoetinom, dializiranim v pufru s pH = 4,00.

Pri prvi meritvi (eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 11,07), smo dobili absorbanco 1,62. Po

Beer-Lambertovem zakonu smo izracunali koncentracijo:

1,62
C = -1 -1
0,744 mL mg cm ™ -1cm

=2,18 mgmL™

Ce upostevamo, da je bil vzorec redéen v razmerju 2 : 1 s pufrom s pH = 11,07, dobimo

dejansko koncentracijo eritropoetina po enacbi:

_1.
c=2i8meml 3 m% mb 3 _ 3,27 mgmL™
Opazimo, da se meritvi z enim in drugim spektrofotometrom rahlo razlikujeta. Lahko
zaklju¢imo, da je koncentracija eritropoetina po dializi v pufru s pH = 11,07 znaSala pribliZzno

3,2mg mL™".
Pri drugi meritvi (eritropoetin, dializiran v pufru s pH = 4,00) smo dobili absorbanco 0,610.
Po Beer-Lambertovem zakonu smo izracunali koncentracijo:

_ 0,610
"~ 0,744 mL mglcm™1cm

=0,820 mg mL™

Z upostevanjem red¢enja dobimo dejansko koncentracijo eritropoetina po enacbi:

= 0,670mL-0,820 mg mL™

=1,31 mgmL™
0,420 mL

Opazimo lahko, da je koncentracija eritropoetina, dializiranega v pH = 4,00, zelo majhna. To
lahko povezemo z visoko koncentracijo eritropoetina, dializiranega v pH = 11,07, do katere
pride zaradi razlogov, ki so opisani in pojasnjeni v rezultatih spektrofotometrije z Varianovim

Cary 100 Bio spektrofotometrom.
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Z Eppendorfovim spektrofotometrom smo poleg zgornjih meritev izmerili tudi koncentracije
eritropoetina v vzorcih, ki smo jih analizirali s CD-spektroskopijo. Rezultate, ki smo jih

dobili, smo uporabili pri izraCunu molarne elipti¢nosti.

Opravili smo tri meritve, za vsak CD-vzorec posebej. Pri prvi meritvi smo zeleli izmeriti
koncentracijo vzorca eritropoetina, dializiranega proti pufru s pH = 7,06. lzmerjena
absorbanca je znaSala 0,186. Po Beer-Lambertovem zakonu smo izracunali koncentracijo

vzorca.:

_ 0,186
"~ 0,744 mL mgtcm™1cm

=0,25mgmL™

Pri drugi meritvi smo Zeleli izmeriti koncentracijo vzorca eritropoetina, dializiranega proti
pufru s pH = 4,00. Dobili smo absorbanco 0,150 in s pomoc¢jo Beer-Lambertovega zakona

izracunali koncentracijo vzorca:

_ 0,150
"~ 0,744 mL mgtcm™1cm

=0,20 mg mL™

Pri tretji meritvi smo Zeleli izmeriti koncentracijo vzorca za CD-spekter eritropoetina,
dializiranega proti pufru s pH = 11,07. Dobljena absorbanca je znaSala 0,182. Na podlagi

Beer-Lambertovega zakona smo tako izracunali koncentracijo vzorca:

_ 0,182
"~ 0,744 mL mgtcm™1cm

=0,24 mgmL™

S pomocjo izra¢unanih koncentracij vzorcev za CD-spektroskopijo in absorbance, ki smo jo
dobili pri CD-meritvah, smo lahko izracunali elipti¢nost in iz nje molarno elipticnost. To Smo

predstavili kot odvisno spremenljivko.
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4.2 CD-spektroskopija eritropoetina
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Grafikon 3: Molarna elipti¢nost v odvisnosti od valovne dolzine (pH = 7,06)
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Grafikon 4: Molarna elipti¢énost v odvisnosti od valovne dolzine (pH = 11,07)
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Grafikon 5: Molarna eliptiénost v odvisnosti od valovne dolzine (pH = 4,00)
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Grafikon 6: Primerjava strukture eritropoetina, dializiranega v razli¢nih pH

CD-spektri eritropoetina, dializiranega v razli¢nih pH, nam povedo o njegovi strukturi. Ce
vemo, kje oddajo signal a-vijacnica, B-struktura in naklju¢ni klob¢i¢, lahko primerjamo
njihov delez. Mocnejsi kot je signal (seveda upoStevamo koncentracijo vzorca), vecja je

stopnja strukturiranosti proteina.

Zgornji CD-spektri nam prikazujejo odvisnost molarne elipti¢nosti od valovne dolzine pri treh
razli¢nih temperaturah. Prvi trije grafikoni prikazujejo meritve za vsak vzorec eritropoetina
posebej, in sicer pri T =20 °C, T =85 °C in ponovno pri T = 20 °C. Zadnji grafikon prikazuje
primerjavo molarne elipticnosti med vzorci pri T = 20 °C (prva meritev). Glede na velikost
signala (molarna elipti¢nost), ki ga oddaja opti¢no aktivna snov, lahko sklepamo o strukturi

vzorca. Najmocnejsi signal je tam, kjer doseZze molarna elipti¢nost minimum.

Opazimo lahko, predvsem na zadnjem grafikonu, na katerem je prikazana primerjava vzorcev
eritropoetina v razliénih pH, da najmocnejsi signal oddaja eritropoetin, dializiran v pufru s
pH =7,06. Drugi najmocnejsi signal dobimo pri eritropoetinu, dializiranem v pufru s

pH = 11,07, tretji pa pri eritropoetinu, dializiranem v pufru s pH = 4,00.
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Pri prvih treh CD-spektrih, kjer je eritropoetin dializiran proti pufrom z razli¢nimi pH, lahko
opazujemo razliko v signalu pri razliénih temperaturah. Povsod opazimo, da je signal
najmocne;jsi pri priblizno 208 nm, drugi manj intenziven minimum pa je opazen pri priblizno

219 nm.

Ce pri prvih treh grafikonih primerjamo prvi CD-spekter pri 20 °C in drugega pri 85 °C,
opazimo, da je signal pri 20 °C pri vseh treh vzorcih oblutno moc¢nejsi. Prav tako lahko
opazimo, da je po ponovnem ohlajanju na 20 °C signal zopet ojacan. To lahko poveZzemo s
strukturo eritropoetina. Ta je bila pri drugi meritvi (na 85 °C) razvita, saj je hormon
denaturiral. Ko smo vzorec ohladili, so se nekatere vezi zopet vzpostavile, struktura se je
delno zvila nazaj, tako da se je signal ojacal. Lahko pa opazimo, da je predvsem pri
eritropoetinu, dializiranem v pH = 11,07, izrazita razlika med prvim merjenjem na 20 °C in
drugim merjenjem na 20 °C, torej po segrevanju. Tudi pri drugih dveh vzorcih je razlika
opazna, vendar ne tolikSna kot pri pH = 11,07. Sklepamo lahko, da se je struktura
eritropoetina spremenila zaradi toplotno induciranega razvitja pri T = 85 °C in da je stopnja

reverzibilnosti pri pH = 4,00 in pH = 7,06 precej visja kot pri pH = 11,07.

Upostevati moramo tudi dejstvo, da se pri ohlajanju in ponovnem zvitju strukture lahko
nekatere vezi ponovno vzpostavijo, druge pa ne. Lahko pride tudi do nastanka novih vezi.
Zato se lahko delez razli¢nih struktur po ohlajanju spremeni (to lahko sklepamo pri grafikonu

eritropoetina, dializiranega v pH = 4,00).
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4.3 Diferencna dinamicna kalorimetrija eritropoetina

4.3.1 DSC eritropoetina pri vseh treh pH
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Grafikon 7: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; prva ponovitev pri pH = 4,00
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Grafikon 8: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; druga ponovitev pri pH = 4,00

10,0
9,0

50 / \

7,0

6o / \
5,0
vo / \

vo / \ ——pH=7,06; I.
o / \

;:Z / \
-1,0

Sprememba toplotne kapacitete (kJ/mol-K)

s & 6.
0 ¢ 0> 4

Temperatura (°C)

Grafikon 9: Odvisnost toplotne kapacitete od temperature; prva ponovitev pri pH = 7,06
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Grafikon 10: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; druga ponovitev pri pH = 7,06
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Grafikon 11: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; tretja ponovitev pri pH = 7,06
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Grafikon 12: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; ponovitev za pH = 11,07

Grafikoni diferen¢ne dinami¢ne kalorimetrije nam prikazujejo, koliko toplote je bilo
potrebno, da smo eritropoetin pri razlicnih pH spravili iz nativne (zvite) v denaturirano
(razvito) obliko. Gre za odvisnost spremembe toplotne kapacitete (AC,) od temperature.
Spremembo toplotne kapacitete dobimo z upostevanjem toplotnega toka (dQ/dt), ki tece skozi
vzor¢no celico, in koncentracije vzorca. Vecja kot je sprememba toplotne kapacitete, vec
toplote je bilo potrebno, da se je vzorec razvil. Razliko v toploti, ki smo jo morali dovesti
eritropoetinu, dializiranemu v razli¢nih pH, vidimo v povrsini lika pod krivuljo. Ta namre¢
predstavlja spremembo entalpije denaturacije (AH). Vecja kot je entalpija, ve¢ toplote je bilo
treba dovesti in bolj zvita oziroma stabilnej$a je bila nativna oblika eritropoetina. Prva
ponovitev pomeni prvi interval segrevanja, druga ponovitev pomeni drugi interval segrevanja
in tretja ponovitev pomeni tretji interval segrevanja. Med vsakim intervalom segrevanja smo
vzorec ohlajali. Pri pH = 4,00 smo opravili 2 meritvi, pri pH = 7,06 tri meritve, pri pH = 11,07
pa le eno, saj je sprememba entalpije med prehodom iz nativne v denaturirano obliko,
izraCunana iz prvega termograma, pokazala na precejSen padec, e jo primerjamo S

spremembo entalpije, ki smo jo izrac¢unali pri pH = 7,06 (tabela 1). Opazimo lahko, da je
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sprememba entalpije najvecja pri pH = 7,06. Sledi pH = 4,00 in nato pH = 11,07. Opazimo
tudi, da se sprememba entalpije z meritvami manjsa, kar pomeni, da se je po vsakem

segrevanju le del eritropoetina vrnil v prvotno, zvito stanje (tabela 1).

Tabela 1: Primerjava med izraGunanimi spremembami entalpije za vse tri pH in vse termograme

pH Zaporedna Stevilka ponovitve  Tmax. (°C) AH (kJ /mol)
4 1 56,38 60,9
2 55,69 36,6

7 1 57,18 97,6
2 56,36 63,4

3 56,15 42,15

11 1 48,69 28,7

Na grafikonih lahko opazimo tudi vrh. Ta je med 50 in 55 °C. Pomeni stanje pri T; ,, ko je

polovica eritropoetina v nativni, polovica pa v denaturirani obliki. Visji kot je vrh, stabilnejsa

ey

in nato pH = 11,07. Sklepamo lahko, da je pH = 7,06 najugodne;jsi za eritropoetin, Saj je v tem

pH nativna oblika najstabilnejSa. Najmanj ugoden je pH = 11,07.

51



Smajila M. Uporaba in karakterizacija eritropoetina v in vitro/in vivo sistemih. (2017)

4.3.2 DSC eritropoetina pri pH = 7,06; ugotavljanje reverzibilnosti toplotne

denaturacije

10
§ /\
£ g
o
s / \
L /\
w —
£ X // \ \ prvo
O O .
- £ 4 — segrevanje
-8 5 // \\ —drugo '
8~ segrevanje
g / tretje

segrevanje

5 0 == = -— & J
S
o
)

Vs %9, “; S0, S3, 2, %, %, &, O,

> >

Temperatura (°C)

Grafikon 13: Odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature; pH = 7,06; vse tri ponovitve,
zdruzene na enem grafu

Na zgornjem grafikonu je prikazana odvisnost spremembe toplotne kapacitete od temperature.
Prikazane so tri meritve na istem temperaturnem intervalu, pri istem pH (7,06). Med prvim
intervalom segrevanja in drugim intervalom segrevanja smo eritropoetin ohlajali. Enako smo
storili tudi med drugim intervalom in tretjim intervalom segrevanja. Zeleli smo ugotoviti

reverzibilnost toplotne denaturacije eritropoetina.

Opazimo lahko, da je pri prvem intervalu povrSina pod krivuljo najvecja, pri drugem intervalu
je malo manj$a, pri tretjem intervalu pa najmanjSa. To pomeni, da je pri tretjem intervalu
segrevanja bilo potrebno najmanj toplote, da smo eritropoetin spravili iz nativne v
denaturirano obliko (tabela 1). To pomeni, da je bil zacetni delez zvitega eritropoetina
najmanjs$i pri tretjem intervalu, malo ve¢ji pri drugem intervalu in najvecji pri prvem

intervalu. Sklepamo lahko, da se je po vsakem intervalu segrevanja pri ohlajanju le del
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eritropoetina vrnil v svoje prvotno, zvito stanje, torej je njegova toplotna denaturacija delno
reverzibilna.

4.4 Rezultati meritev z liposomi

4.4.1 Diferen¢na dinamicna kalorimetrija liposomov
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Grafikon 14: Prvi termogram liposomov
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Grafikon 15: Drugi termogram liposomov z dodanim eritropoetinom

Na grafikonih, ki prikazujeta toplotno inducirano razvitje liposomov v diferenénem
dinami¢nem kalorimetru, gre ponovno za odvisnost toplotnega toka, ki smo ga morali dovesti

vzor¢ni celici, od temperature. PovrSina pod grafom pomeni entalpijo denaturacije (AH).

Prvi termogram liposomov predstavlja prvo meritev. Tu je bil referenca pufer s pH = 7,086,
vzorec pa liposomi, razred¢eni s pufrom s pH = 7,06. Drugi termogram liposomov nam
predstavlja drugo meritev, pri kateri smo liposome red¢ili s supernantantom. Tu je bila
referenca enaka kot pri prvem termogramu, vzorec pa So predstavljali liposomi s

supernantantom.

Opazimo lahko, da sta si termograma precej podobna. Pri priblizno 42 °C imamo vrh, ki nam
pomeni stanje Ty /,, kjer je polovica liposomov razprtih. Vrh je na obeh grafih priblizno enako
visok. Poleg glavnega vrha pri priblizno 42 °C imamo tudi manjsi vrh pri priblizno 36 °C. Tu
lahko opazimo razliko med prvim in drugim termogramom. Na prvem termogramu je ta vrh

vi§ji kot na drugem. Prav tako je na prvem termogramu med manj$im vrhom pri 36 °C in
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vi§jim pri 42 °C ravna linija, na drugem termogramu pa se pojavi krivuja s prevojem pri
priblizno 40 °C. Sklepamo lahko, da je pri drugem merjenju prislo do interakcije med

liposomi in eritropoetinom iz supernantanta.

4.5 Vpliv eritropoetina na kvasovke

Slika 30: Petrijevka z vzorénimi razredcCitvami Slika 31: Petrijevka s kontrolnimi razred€itvami
(Vir: osebni arhiv) (Vir: osebni arhiv)

Petrijevke na slikah nam prikazujejo $tevilo kolonij pri posamezni razred¢itvi. Eno kolonijo
predstavlja en madez na ploséi. Plos¢o pa predstavlja vsak posamezni del na petrijevki. Na

vsaki petrijevki je torej 6 plosc.

Na petrijevkah vidimo, da na prvi pogled ni vecjih razlik med kontrolo in eritropoetinom.
Vidne so serije razredCitev, in sicer je najve€ja razredCitev tam, kjer je nastalo najmanj
kolonij. Po Stetju kolonij smo ugotovili, da ni veliko Stevnih ploS¢ (Stevna plosca je plosca, na
kateri je 3—30 kolonij). Stevna ploi¢a je peta razred¢itev pri kontroli, kjer je nastalo
14 kolonij. Tako lahko re¢emo, da je Stevilo kolonij pri kontroli 14 -107 cfu/mL. Pri
eritropoetinu nismo dobili Stevnih plos¢, zato smo se odlocili, da izjemoma upoStevamo
rezultat pete razredgitve, 2 koloniji. Stevilo kolonij pri eritropoetinu je tako 2 - 107 cfu/mL.
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Ker v prvem poskusu nismo dobili rezultatov, na podlagi katerih bi lahko dolocili inhibitorski
ali aktivatorski ucinek eritropoetina, smo poskus ponovili. Na sliki 32 so prikazani rezultati
drugega poskusa.

Slika 32: Drugi poskus s kvasovkami (Vir: osebni arhiv)

Pri ponovnem poskusu smo tako pri eritropoetinu kot pri kontroli dobili 3 Stevne plosce. Vse
Stevne plosce so bile pri peti razredCitvi. Pri eritropoetinu smo dobili rezultate: 16, 16 in
15 kolonij. Izracunali smo aritmeti¢no sredino teh vrednosti in dobili Stevilo kolonij: 15,667 -
107 cfu/mL. Pri kontroli smo dobili rezultate: 11, 13 in 12 kolonij. Z izratunom aritmeti¢ne

sredine smo ponovno dobili Stevilo kolonij: 12 - 107 kolonij.

Tako pri prvem kot pri drugem poskusu ni vecjih razlik med kontrolo in eritropoetinom.
Predvsem pri drugem poskusu, pri katerem smo natancneje raziskali Cetrto in peto razredcitev,
so rezultati zelo podobni. Sklepamo lahko, da eritropoetin nima znatnih ucinkov na Zivost

kvasovk.
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5 Diskusija

Ce zdruzimo rezultate meritev, ki smo jih dobili pri spektrofotometriji, CD-spektroskopiji in
diferen¢ni dinamicni kalorimetriji, lahko sklepamo, da je najugodnejsi pH za skladis¢enje in
delovanje eritropoetina pH = 7,06, sledi mu pH = 4,00 in nato pH = 11,07. K sklepu o
stabilnosti najvec pripomorejo rezultati DSC, ki kazejo, da je sprememba entalpije najvecja
pri pH = 7,06, kar pomeni, da je v tem pH vzorec eritropoetina najstabilnejsi. S tem smo
potrdili prvo hipotezo, ki pravi, da bo struktura eritropoetina najstabilnejSa pri nevtralnem pH.
Opazimo, da je, kljub temu da je nevtralen pH najugodne;jsi, kisel pH ugodnejsi kot bazic¢en
pH. To lahko sklepamo na podlagi spremembe entalpije denaturacije pri DSC-meritvah
(tabela 1). Pri pH = 11,07 je bila povrsina pod krivuljo pri DSC najmanjsa, kar pomeni, da je
bil vzorec eritropoetina v tem pH najman;j stabilen. S tem lahko potrdimo tretjo hipotezo, Ki

pravi, da bo eritropoetin stabilnejsi pri kislem kot pri bazi¢nem pH.

Sklep, da je eritropoetin stabilnejSi v kislem kot v bazicnem pH, lahko povezemo s
protonacijo. V kislem okolju se eritropoetin protonira, kar pomeni, da se vodikovi protoni H*
vezejo na njegovo strukturo. V bazi¢nem okolju pride do obratnega procesa, deprotonacije.
Vodikovi protoni H* se odcepijo od strukture eritropoetina. V obeh primerih ima nastanek
dodatnega naboja na aminokislinah vpliv na strukturo nativnega proteina, vendar nasi podatki
kazejo, da so strukturne spremembe eritropoetina v kislem okolju manjSe kot v bazicnem

okolju.

Z upostevanjem rezultatov, ki smo jih dobili pri DSC-meritvah in CD-meritvah, lahko
sklepamo, da je toplotno razvitje eritropoetina delno reverzibilen proces. Tako lahko potrdimo
drugo hipotezo, ki pravi, da bo toplotna denaturacija eritropoetina v preucevanem
temperaturnem obmodju delno reverzibilna. S primerjavo meritev za vse tri pH lahko
zaklju¢imo, da je stopnja toplotne reverzibilnosti najvec¢ja pri pH = 7,06, manjsa pri pH = 4,00
in najmanjsa pri pH = 11,07.

Rezultati CD-meritev kazejo na strukturiranost vzorca. Mocnejsi kot je signal, bolj je vzorec

strukturiran. Ker je bil signal najmoc¢nejsi pri nevtralnem pH, lahko potrdimo cetrto hipotezo,

ki pravi, da bo eritropoetin najbolj strukturiran pri nevtralnem pH.

Za nadaljnje raziskovanje bi bilo zanimivo poblize raziskati vpliv pH, tako da bi namesto treh

preiskovali vpliv ve¢ razliénih vrednosti pH na strukturo eritropoetina. Tako bi razsirili
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preiskovani pH-spekter in dobili natan¢nejSe rezultate. Lahko bi poskusili tudi povecati
termi¢no stabilnost eritropoetina, da bi nanj vezali termi¢no stabilne makromolekule ali pa ga

ujeli v termicno stabilen vektor.

Z zdruzitvijo rezultatov, ki smo jih dobili z diferencno dinami¢no kalorimetrijo liposomov in
spektrofotometrijo supernantanta, ne moremo potrditi niti ovre¢i pete hipoteze. Primerjava
prvega (suspenzija DPPC v pufru) in drugega (suspenzija DPPC v supernatantu) termograma
je pokazala, da je prislo do interakcije med liposomi in eritropoetinom iz supernantanta,

vendar interakcije na podlagi razpolozljivih rezultatov ne moremo natancno opredeliti.

Kljub temu da nam v osnovi poskus ni najbolje uspel, so zanimivi za nadaljnje raziskovanje
predvsem rezultati druge DSC-meritve pri liposomih, ko smo jih red¢ili s supernatantom. Tu
smo sklepali, na podlagi primerjave med grafikonoma prve in druge meritve, da je prislo do
interakcije med liposomi in eritopoetinom iz supernantanta. Zanimivo bi bilo natan¢no
opredeliti interakcijo, torej, ali je prislo do povrSinske interakcije z eritropoetinom ali se je
morda nekaj eritropoetina ujelo v notranjost liposomov. Za nadaljnje raziskovanje bi bilo
morda smiselno poskusiti tudi ujeti eritropoetin v liposome, tako da bi liposome termi¢no
razprli, koncentracija eritropoetina v okolju pa bi bila vecja, kot je bila koncentracija

eritropoetina v supernantantu. S tem bi povecali verjetnost ujetja eritropoetina v liposome.

Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili pri poskusu s kvasovkami, smo ugotovili, da
eritropoetin na Zivost kvasovk nima znatnega vpliva. S tem smo ovrgli Sesto hipotezo, v kateri

smo predvidevali, da bo eritropoetin vplival na Zivost kvasovk.

Kvasovke smo si izbrali kot modelne organizme za preucevanje vpliva eritropoetina, saj je z
njimi lahko delati. Ker spadajo v kraljestvo gliv, Clovek pa v kraljestvo Zivali, je rezultate
tezko aplicirati na ¢loveske celice, saj so razlike prevelike. Predstavljajo pa osnovo, na kateri
lahko gradimo in raziskujemo naprej. Za nadaljnje raziskovanje bi bilo zanimivo preucevati
vpliv eritropoetina neposredno na CloveSke celice. Vendar je treba opozoriti, da je za to

potrebno soglasje Komisije za medicinsko etiko.
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