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Kako se sprovodi
multidisciplinarno naucno
istrazivanje — simbioza
neorganske hemije,
bioinformatike i biohemije?

Sta su metal-organske
umrezene strukture (MOF-ovi)
i zaSto su to materijali
buduénosti?

Zasto su enzimi najbolji
katalizatori i mozemo li ih
dodatno poboljsati?

Kako dizajnirati efikasne
biokompozitne katalizatore?

Kako sintetisati i okarakterisati
enzim@MOF kompozite za
primenu u biokatalizi?
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

lzvor:
http://www.pancevo.com/tag/zagadjenje/
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

lzvor:
https://www.environmental-finance.com/content/analysis/the-futures-bright.html
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

Farmaceutska
industrija

Industrija hrane

Proizvodnja
deterdzenata

Biogoriva

Industrija papira

\ . .
J Glavni izazov

Nitril-hidrataza, transaminaza,
monoamin-oksidaza, lipaza,
penicilin-acilaza

Tripsin, amilaza, glukoza
izomeraza, papain, pektinaza

Proteaza, lipaza, amilaza,

celulaza

Lipaza, celulaza, ksilanaza

Lipaza, celulaza, ksilanaza

Trenutno stanje — Industrijska primena enzima

Sinteza intermedijera za proizvodnju aktivnih
farmaceutika

Konverzija skroba u glukozu, proizvodnja
fruktoznog sirupa, prebiotika, uklanjanje
gorcine vo¢nog soka

Uklanjanje fleka, masti, ulja, zadrzavanje boje

Proizvodnja metil estara masnih kiselina,
razgradnja lignoceluloznog materijala za
proizvodnju bioetanola

Uklanjanje lignina
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

Imobilizovani enzimi

Prirodni polimeri - polisaharidi

Cs—OH
HO—¢ NH, . —OH
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

Imobilizovani enzimi

Vestacki polimeri
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@ Sinopsis projekta SYMBIOSIS

e Ty

Imobilizovani enzimi
B

Neorganski polimeri

Mezoporozni SiO, Nemodofikovani/modifikovani
zeoliti

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

Imobilizovani enzimi — prednosti i mane

Pregnost  vana

Funkcionalnost za upotrebu u
kontinualnim procesima

Poboljsana stabilnost u Sirem opsegu
operativnih uslova (pH, temperatura,
itd.)

Heterogena kataliza — lako odvajanje
enzima od produkata

Ponovna upotreba

Imobilizacija u Zzeljenoj konformaciji i
na zeljenom mestu

Gubitak enzimeske aktivnosti

Imobilizacija u nezeljenoj
konformaciji i posledi¢ni gubitak
aktivnosti

TroSkovi pravljenja materilala nosaca

Ogranicenja u pogledu transfera
mase

Komplikovan i vremenski dugacak
proces imobilizacije
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@ Sinopsis projekta SYMBIOSIS

<~ SO
@ Nova klasa nosaca za imobilizaciju enzima
7 y .
metal-organske umrezene strukture (MOF-ovi)
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS

Nova klasa nosaca za imobilizaciju enzima
metal-organske umrezene strukture (MOF-ovi)

Prednost MOF-ova u odnosu na druge tipove nosaca
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ultravisoka poroznost

najveca povrsina medu svim materijalima za
podrsku/imobilizaciju

fino podesavanje strukture

kristalicnost

uniformnost

dugodometna uredenost
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Sinopsis projekta SYMBIOSIS
Koncept projekta

/ 7] Prote~in\
engineering®
| Post-synthetic
: diffusion _
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» UdruzZivanje imobilizacije na MOF-ovima kao ¢vrstim nosacima i
proteinskog inZenjeringa da bi se otkrila priroda i jaCina dominantnih
interakcije domacin-gost, ¢ime se omogucava njihova kontrolisana
modulacija.

» Glikozilacija povrSine proteina kao opSta strategija za olakSavanje
biomimeticke mineralizacije.

Model
" evaluation

e
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Model |H |

O
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e Ty

L/\) Koncept projekta

A . 4

HRP — model enzim

Precnik
najvece

Limitirajudi
precnik pore

515

Molekulske dimenzije
(40 x 44 x 65) A

80.0 -

70.0 -

M

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

60.0 -

o

PLD (A)

50.0 -

40.0 -

30.0

20.0

10.0

0.0 ~ T T T T T T 1
30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

LCD(A) 12/15




13/15

jmzt

fd
(C
=
2,
o)
-
Q.
'c
-
(C
=
2
.
2
=
=
-
S
_
2.
(V2]
O
S
S
(Vo)

‘720z few gz pei3oag ‘IANIANLS VZ HVNIW3S

518010 WAC

"



SYMBIOSIS — multidisciplinarni projekat

I
Ty
J Tamara Todorovi¢, Hemijski fakultet

Metal-organske umrezene strukture — materijali buducénosti

Radivoje Prodanovié¢, Hemijski fakultet
Proteinski inZenjering

R} " Milan Senéanski, Institut VINCA
Bioinforh ‘qﬂa -33. luzbi dlza/na enzim@MOF kompoz:ta

. 32 iV Ana Marija Balaz, IHTM
\ ‘ % \;. Q’.\;.; e »\ \ ‘,;" .;’-‘,; “wl." ‘"\' ‘ oo oo e o v v
R W Kloniranjes’mutacije, ekspresija i jos ponesto

Predrag Risti¢, Hemijski fakultet
Simetricni svet MOF-ova

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Marija Stanisi¢, Hemijski fakultet

Tajne biomineralizacije
14/15
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PAUZE ZA KAFU
u holu ispred VHA

13:30-14:30
PAUZA ZA RUCAK
u holu ispred VHA
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14:30 OKUPLJANIJE
U SALI ZA SEDNICE;
podela ucesnika u
tri grupe za

drugi deo seminara
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KONTROLISAN DIZAJN EFIKASNIH
ENZIM@MOF KOMPOZITA ZA BIOKATALIZU

UNIVERZITET U BEOGRADU

HEMIJSKI FAKULTET

METAL-ORGANSKE UMREZENE
STRUKTURE — MATERIJALI BUDUCNOSTI

Tamara Todorovié
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet

®doHp 30 Hayky
Penybnunke Cpbuje

Glavni sponzor Fond za nauku Republike Srbije PROMIS, #6066997
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF-ovi)?

Koordinaciona hemija — deo neorganske hemije
Koordinaciona jedinjenja = kompleksna jedinjenja = kompleksi

Naelektrisanje
kompleksnog katjona

[CoCI (NH, )4] -y
/ I}ontra-jon

Centralni jon
metala (Co3*)

Koordinaciona sfera

u spoljasnoj sferi (Cl")

Koordmauonl broj
(KB =6)

Ligandi
(molekuli NH; i joni CI7)

1/33
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF-ovi)?

Koordinaciona hemija — deo neorganske hemije

cis izomer

Dva Cl jona
sa iste
strane

trans izomer

Dva Cl jona
sa razli¢ite
strane
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

Koordinaciona hemija — deo neorganske hemije

B NH,NCS(ag)

bezbojan
rastvor

oy

[Fe(Hy0)e]’* (aq)
rastvor
narandzaste boje

[Fe(H,0)sNCSP*+
rastvor
crvene boje

3/33
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»

Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

1D — koordinacioni polimer

1D-3D m——) koordinaciona mreza

3D ——

Koordinacioni polimeri:

e 1D-koordinacioni polimeri

* Koordinacione mreze (mogu biti od 1D-3D)

* Metal-organske umrezene strukture (MOF-ovi, samo u 3D)

Pure Appl. Chem., 2013, 85, 1715. 4/33



Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

‘ Vincent van Gogh, Zvezdana no¢, 1889.,
ulje na platnu, MoMA

5/33
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

Berlinsko plavo (prusko plavo, parisko plavo)

Fe,[Fe(CN)¢]; x H,O

Jedini¢na ¢elija berlinskog plavog

Inorg. Chem., 1977, 16, 2704

d® Fe(3*)-N
-+ 1 o
E]—'— ++

(S =5/2)
d® Fe(ll)-C

E‘H‘ HH

(5=0)

Fel—.C + Fe3*—N — FellC + Fe2*—N

6/33
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\

Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

Berlinsko plavo (prusko plavo, parisko plavo)

Fe,[Fe(CN)¢]; x H,O

7/33



oY | Stasuto metal-organske umrezene strukture
[[@]@]| (engl. metal-organic frameworks, MOF)?

" i/" \T o

Y~ %" Metal-organske strukture

hem

Celi¢na konstrukcija (ovir)
Ajfelovog tornja (levo)
i MOF HKUST-1 (desno)

8/33



Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

MOF-ovi su koordinacione mreze koje sadrze potencijalne praznine.

Mnogi MOF sistemi su dinamicni i mogu se desiti promene u strukturi, te se
mogu pojaviti odgovaraju¢e promene u potencijalnoj poroznosti il
prazninama ispunjenim rastvaracem i gostom, u zavisnosti od temperature,
pritiska ili drugih spoljnih stimulusa.

‘ Primer tipi¢nih MOFova sa molekulima gosta (levo) i bez molekula gostiju (desno) 9/33
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

B-0
E— C-N
C=N

Kovalentni organski okviri

Kovalentne veze

)
= O-M =
o R— NE.N.
g _<D-M M- M
B8 MOF-ovi
Rt
| -
. E— MN O N
B M — donorske veze
~ L .
© H Koordinacione mreze
- I
ER—— Ol
Vodoniéne veze uu‘{]'*H
o, 'H  Voda
c*:D""r- °
van der Valsove sile ©°
Suvi led
L] L] | L] L] L] L] 1 L] 1 L] | P
0.1 1 10 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Energija veze (kJ mol™)

Poredenje jacine razliCitih vrsta interakcija u rasponu od slabih (plava i svetlo-plava, van der
Valsove sile i vodoni¢na veza), srednjih (zelena, metal-donorske veze) i jakih (Zuta i crvena,
M — naelektrisan ligand veza i kovalentne veze). 10/33



51§

M

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

\

Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?
Ligandi

Ligandi obi¢no imaju dve, tri, Cetiri, Sest, osam ili 12 tacaka vezivanja
tako da ih nazivamo ditopni, tritopni, tetratopni itd.

- o

]
Ditopic Tritopic Tetratopic Hexatopic
| : i I 3 E
Tetratopic Hexatopic Octatopic Dodecatopic

Osnovne geometrije organskih liganada koji se koriste u sintezi MOF-ova
obi¢no se krec¢u od dve do 12 tacaka vezivanja. Manje simetricni oblici
liganada su takode mogudi, ali nisu prikazani.

11/33
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

SBU (secondary building units)

Termin ‘SBU’ se koristi za opis neorganskog dela MOF-ova.

Tipicno su to polinuklearni klasteri jona metala, gde su polidentatne
vezujuce grupe organskih liganada integralni deo ovih SBU.

Nastaju in situ Sto omoguéava sporo i reverzibilno udruzivanje i
razdruzivanje gradivnih jedinica MOF-a. Na taj nacin se ,,ispravljaju greske”
u strukturi i dobija se visoko kristalican proizvod.

Visok KB i raznolike geometrije SBU-ova, za razliku od pojedinacnih
metalnih ¢vorova, Cine ih idealnim gradevinskim jedinicama sintezu
Sirokog spektra MOF-ova.

He

H
E. 8|[c][n][o][F][ne
BECC-

[e]e]
osu ] 20 50 | 0 53 | 5 2 3 I S e

b EEE. it linkeri
EJIEIE]E] A0E

Bh || Hs Nh Lv Ts || Cg

EEE @EEEEEEE

Th || Pa U Np || Pu || Am || Cm || Bk Cf || Es || Fm || Md || No Lr Ho 12/33



Sta su to metal-organske umrezene strukture
) (engl. metal-organic frameworks, MOF)?

o)

C

SBU (secondary building units) - primeri

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

13/33



|.| Sta su to metal-organske umrezene strukture
& N

L J (engl. metal-organic frameworks, MOF)?
AN

bdc

[Cr,0(CO,),(X),]=OH- or H,0 MIL-101

/o A
B EE—— O
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o 5
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Sta su to metal-organske umrezene strukture
(engl. metal-organic frameworks, MOF)?

(b)

MOF-5

(a) Kristalna struktura MOF-5, dve razlicite veli¢ine pore su istaknute Zutim sferama (velike pore) i
narandzZastim sferama (male pore). (b) Pojednostavljeni prikaz osnovne strukture MOF-5. SBU su
zamenjeni jednim atomom — ¢vorovi, a BDC ligandi su zamenjeni ivicama. (c) Prikaz oktaedarskih
Zn,0(COO0), SBU kao skracenih tetraedara i BDC liganada kao pravougaonika. (d) Prikaz strukture MOF-
5 da bi se istakla njena arhitektonska stabilnost koja poti¢e iz medusobno okomitog rasporeda BDC
liganada oko SBU. Sifra boje: Zn, plavi tetraedri; C, siva; O, crveno. U topologiji &vorovi su prikazani

crvenom bojom, linkeri plavom bojom.
15/33



Poroznost MOF-ova

* Poroznost materijala se definiSe kao odnos zapremine pora i ukupne
zapremine koju zauzima c¢vrsta supstanca.

e Budué¢i da su porozni materijali delimi¢no sastavljeni od praznog
prostora, u koji se mogu smestiti molekuli gostiju, obicno se poroznost
opisuje u smislu adsorpcije gasa/gasova.

* MOF-5 ima trajnu poroznost sa specificnom povrsinom koja premasuje
povrsinu zeolita, poroznih silikata i poroznih materijala na bazi ugljenika.

 MOF-ovi pokazuju ultra-visoku poroznost nadmasujuci poroznost svih

= ostalih klasa poroznih cvrstih materijala.

...... M Memm==
------ M e M et M - == =
i i i
] I 1
1] 1 ]
] I I
Organski linker ' Rastvaraé/molekul(i) gosti/ M Jonmetala

- prazan prostor .
O Metal ‘ - - - Propagacijamreze
Unutrasnja povrsina
. Podesiv organskilinker - 16/33
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Dizajniranje velic¢ine pora i povrsine MOF-ova

Za dizajn MOF-ova sa velikim velicinama pora moze se koristiti jednostavno
geometrijsko razmatranje za dobijanje idealne simetrije pora.

Jednacina (1) opisuje odnos izmedu poluprecnika upisane kruznice
mnogougla (r) i duzine njegove ivice (a):

n 180° a- duz'ir?a' ivice (linkera)
r = — cot » (1) n — broj ivica

2

Shodno tome, za datu duZinu ivice a upisani krug je vedi Sto viSe uglova ima
poligon/mnogougao.

AHO. 0 produina < a > a
jedinica

y O "OH

r=-gmt(l§-]m) r=0.28-a r=050-a r=0.86-a

Geometrijsko razmatranje odnosa izmedu broja ivica (n) mnogougla, duzina ivice g i
poluprecnika upisane kruznice r. Poluprecnik upisanog kruga mnogougla sa n stranica
date duzine stranice a postaje veci Sto vise ivica ima mnogougao. 17/33
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Dizajniranje velic¢ine pora i povrsine MOF-ova

I 55 A 1
MIL-100 PCN-332 PCN-333
[M;O(H,0),(L)I(BTC), [M,;O(H,0),(L(BTTC), [M;O(H,O),(L)(TATB),
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Primena MOF-ova

Uklanjanje i
konverzija CO,

Energetski efikasna
kimatizacija

Visoka
poroznost

Bezbedno skladistenje
industrijskih toksi¢nih
gasova

Uredaji za proveru
kvaliteta hrane
Uklanjanje PFAS iz

vode
Enkapsulacija
enzima

Velike poré |
(Supljine)

MOF

Super-kondenzatori
Skladistenje
biogasa
Skladistenje
vodonika

Prikupljane vode iz
susnih oblasti

Fino hemijsko
podeSavanje

Velika
~ (unutrasnja) Uklanjanje
povrsina hemijskog oruZja

Pametni materijali

Dostava lekova
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Primena MOF-ova

Selektivno uklanjanje gasova (CO,)

Dimni gas IRMOF-74-l Precis¢ena smesa
N,, CO,, H,0  selektivnho vezuje CO, N,, H,0

MOF se regenerise
zagrevanjem

J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 8863—8866 20/33
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>

Primena MOF-ova

PreciS¢avanje otpadnih voda

Capture

Shema hvatanja i fotoredukcije Cr(VI)

J. Mater. Chem. A, 2020, 8, 9629-9637 21/33
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‘

Primena MOF-ova

Sistemi za hladenje

MIL-53(Al)

Chem. Mater., 2022, 34, 7, 3323 23/33



Primena MOF-ova

Sistemi za hladenje
Ekoloski prihvatljiva alternativa postojecim sistemima za
hladenje

,Disajno-kaloricni” efekat, novi termin za definisanje veoma velikih toplotnih
promena koje nastaju kombinacijom strukturnih promena i procesa adsorpcije
gasa, koji se desSavaju tokom prelaza u procesu ,disanja” MOF-a. Kalorijski
efekat se javlja pod veoma niskim radnim pritiscima i u Sirokom opsegu radnih

E - temperatiira
—

‘ Chem. Mater., 2022, 34, 7, 3323 24/33
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Primena MOF-ova

Degradacija hemijskog oruzja
o 0 i
Nervni agensi I I —P~q
—

Sarin Soman Tabun

Dimetil 4-nitrofenil fosfat

I

Dimetoksi fosfat

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

MOF-808
Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 6795 —6799 25/33



Primena MOF-ova

o)

SO
J Bioloski sistemi

7\

c D 6000 700
) 600 o .
g Biohemija, genetika,
C 5000 500 molekularna biologija (4,5%)
5,
¢ g 4000 . Medicina (0,5%)
—_— = 200 Farmakologija, toksikologija,
E = imunologija i mikrobiologija (2,0%) l
>
o 3000 200
—— o
O 100 4
o @ 2000

1969 1974 1979 71984 1989 1994 71999 2004 2009 2074 2019

1000

1933 1941 1949 1957 1965 1973 1981 1989 1997 2005 2013 2021

Godina

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Metal-organic Fameworks. https://www.scopus.com 25/33
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Primena MOF-ova

@@ Dostava lekova

Classical Strategy New Strategy

Encapsulation strategy Direct assembly strategy Post-synthesis strategy

| J
|

Mixed usage in one cargos delivery system

“4a..~ = Orgainc ligands -

= Metal nodes e — Cargo molecules : _

J. Mater. Chem. B, 2018, 6, 707-717. 26/33



Primena MOF-ova

Dostava lekova

B ommm——
c Intracellular
o
o Drug-loaded stimuli-responsive
i MOF-based system Drug release

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Opsta shema dostave lekova pomoéu MOF-ova koja je

regulisana razli¢itim stimulusima
Adv. Sci. 2019, 6, 1801526. 27/33
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Primena MOF-ova

v

Cuvanje biouzoraka

~ Regular transport/storage
_Encapsulated
MOF % zz

", biomarker
encapsulation ™. %

Biospecimen

\l‘“OF Approach
- oanalytlcs

—~=

Refrigeration onventional
o | - Approach
Cold chain tmupowtbrage
ZIF-8

@ % g
fﬁ';‘y . Muung ‘DW'"Q on paper &3 44 Elution : _;?H

¥ 4 )J\n W a2 by 4

Bloﬂuid ZIF-B precursors

Shema koja prikazuje koncept upotrebe MOF-ova za inkapsulaciju i Cuvanje biouzoraka.
Kombinovanjem inkapsulacije u MOF-u i dry-spot tehnike, proteinski biomarkeri se
mogu sacuvati na papirnoj podlozi u uslovima bez hladenja. Pre bioanalize, MOF-
inkapsulirani proteini se mogu oporaviti bez gubitka strukture i funkcije.

Chem. Mater. 2018, 30, 1291-1300. 28/33



Primena MOF-ova

Enkapsulacija i dostava sistema za editovanje gena

."
m-"-w

a > n’ 1:-."'

Inlons 2-MIMs

Cas9/sgRNA

sgRNA

B

After Gene Editing Before Gene Editing

Cytosol ( A
Nucleus

(a) Inkapsuliranje negativno naelektrisanog Cas9/sgRNA unutar pozitivho
naelektrisanog MOF-a ZIF-8 i formiranje biokompozita CC-ZIF.
(b) Stvaranje endozoma i njegova razgradnja uz odpustanje CC-ZIF-a.
(c) CLSM slike Celija pre i posle tretmana CC-ZIF-om.

J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 143-146.

29/33



Primena MOF-ova

Enkapsulacija enzima

lzvor:
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.chemrev.0c01029/suppl file/crOcO
1029 si 003.mp4

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129. 30/33
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Primena MOF-ova

Enkapsulacija enzima — tandemski nanoreaktor

o~ (2) Gt P 7 5 '

~ -...-. y : . | o

2 " e n- 3 - -- . iy ._:‘ ' ;J

R " - ’ 3t e 4 : 5
DY PR pogn .

i TATB Ilgand Pl ity

o0

~

g \ 4 .

(U :

| - C‘.I

Q0 <

o

- 4.4 % 6.8 nm

CD\ horseradish peroxidase “ “

" (HRP)

E PCN-888 HRP@PCN-888 HRP@PCN-888

= E

o

2 | 3 . =

|— w

Z @

5 6.0 x 7.7 nm ‘

or glucose oxidase

< (GOX) PCN-888 GOx@PCN-888 GOX/HRP@PCN-888

<

S Formiranje GOx/HRP@PCN-888 kompozita zahteva razmatranje podudaranja

A veli¢ine MOF mezopora i enzima. GOx/HRP@PCN-888 kompoziti mogu da se

generisu samo ako se prvo uvede veci enzim GOx jer se time zaobilazi kompletno
zasicenje pora HRP-om.
Chem. Sci. 2016, 7, 6969. 31/33



Primena MOF-ova

Enkapsulacija enzima — problemi

oo
(o go
| —

Enkapsulacija enzima — nasa resenja
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‘o)l | Laboratorija 559, Hemijski fakultet
C g[ Laboratorija za koordinacione polimere
AR

S

CJ
Sinteza,
karakterizacija i

— £ primena

= koordinacionih

— polimera
Kontakt:
tamarat@chem.bg.ac.rs
/ Tamara, Branka, Pavle, Sanja, Jovana, Peda
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Pregled predavanja

* Evolucija zivota i proteina

* Dirigovana evolucija enzima

* High Throughput Screening

* Osnovne bioinformaticke metode

1/47



Proteinski inzinjering

c— * Racionalni dizajn
oo e poznata struktura, nedostatk “high-throughput” skrining
metoda
— e Semi-racionalni dizajn
— * Dirigovana evolucija
2 * nepoznata 3D struktura, dostupnost “high-throughput”

skrining metoda
* de novo sinteza proteina

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

l 2/47
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Osobine proteina

» Aktivnost
* specificna aktivnost, pH optimum, transfer elektrona ka
elektrodi
* Specificnost
* enantioselektivnost, supstratna specificnost
* Stabilnost
e termostabilnost, oksidativna stabilnost, organski rastvaraci,
jonske tecnosti, visoka jonska sila, pH stabilnost, proteazna
stabilnost, deterdzenti
 Rastvorljivost
e dirigovana imobilizacija, organski rastvaraci, modifikacija
povrsine

3/47



Proteinski inzenjering

* Generisanje novih molekula proteina sa novim funkcijama
mutiranjem postojecih proteinskih sekvenci ili de novo
sintezom proteina

* Razumevanje fundametalne veze strukture i aktivnosti,
,svetog grala“ Biohemije (jedan od 125 najvecih naucnih
problema — Science)

* Nobelova nagrada za Hemiju za 2018. godinu za
Dirigovanu Evoluciju Proteina (Francis Arnold)

4/47
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Osnovne karakteristike zivih sistema

* Replikacija (Odrzavanje informacije)

* Mutacija (Evolucija)

* Metabolizam (Razmena materije i energije)

5/47
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Stupnjevi abiogeneze

1 Nastanak bioloskih monomera

2 Nastanak bioloskih polimera

3 Evolucija molekula i udruzivanje u Celije

6/47



Uslovi na zemlji pre 5 milijardi godina

* Atmosfera bez kiseonika
— * CO,, H,0, CO, H,, N,
C * NH;, H,S, CH,
* Energija (sunce, termalna, elektricna)

| Slika 1. Umetnicki prikaz povrsine
‘ zemlje pre 5 milijardi godina

7/47



e Redukujuca atmosfera + Munje (metan, vodonik,
amonijak, voda)

* Hidrotermalni izvori na dnu okeana (vodonik sulfid+
ugljen dioksid + toplota)

* Primitivni kristali minerala (gline) su mogli da katalizuju
nastanak polimera od monomera

* Teorija o vanzemaljskom poreklu zivota (meduzvezdana
prasina, komete)

8/47
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> |

Hemijska evolucija

W neg.7

mali molekuli ~#— prekurso\ri amino
c . e /" Kkiseline
t.). disocija tj. ~ :
@&/ /Y nucleotides
prosti prekursori

2 Seceri

Slika 2. Graficki prikaz nastanka osnovnih gradivnih

blokova biomakromolekula 9/47
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o

vacuum

Boiling
chamber

Condenser

Organic molecules
collect in the trap

Miller-Urey
eksperiment

Slika 3. Miller-Urey eksperiment



RNK molekuli
mogu da
zauzmu slozenu
3D strukturu 1
da prenose
informacije

Slika 4. 2D prikaz RNK sekundarne structure RNK
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@ Kritican momenat: nastanak RNK oblika

e Ty

$5

0SS

ATP i drugi nukleotidi

Jym!

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

RNK sa slu¢ajnom
nukleotidnom sekven

‘ Mikrookruiej e

Slika 5. Graficki prikaz nastanka RNK oligomera
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Endosimbiotska teorija (Lynn Margulis, 1970)

ORIGINAL
PROKARYOTIC
HOST CELL

DNA

Aerobic bacteria
Multiple invaginations
of the plasma membrane __

~N
~
=)
~
©
=
00
~
T
1)
p -
6o
O
L
' @0
"
-
"
L‘g__l
-
-
]__
V)
<
N
e
<
=
S
[ et
LiJ
Vv

( S Endoplasmic reticulum
The bacteria become and nuclear envelope
mitochondria _ form from the plasma
membrane invaginations
(not part of endosymbiont
Photosynthetic theory)
bacteria...
...become
chloroplasts
CELLE: PLANTENS EUKARYOTIC CELLS:
“ SOME PROTISTS ANIMALS, FUNGI,
SOME PROTISTS
© Brooks/Cole = Thomson Learming 13/47
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Duplikacija gena i rekombinacija

Novi geni se javljaju pri duplikaciji gena i rekombinaciji

predak globina
R -
duplikacija +
] gen 2
Iobm lobln
novi gen
a—hemoglobin mioglobin
DUPLIKACIJA REKOMBINACIJA

Slika 6. Graficki prikaz nastanka novih gena/proteina
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Adenozin 5’-fosfat kinaza (1d6j) Histidin permeaza (1bOu)

25 GLTIWLTGLSASGKSTLAVELEHQLVRDRR 54 92 RTRLTMVFQHFNLWSHMTVLENVMEAP 118
+ + o+ o Akt + + (12) + b T S A (13)
GEIVALVGPSGSGKSTLLRALAGLLKPTSG RRGIGMVFONYALFPHLTVLENVALGL

Flavocitohrom ¢ fumarat reduktaza (1d4c)

127 DVVIIGSGGAGLAAAVSARDAGAKVILLE 155
++ + + tHitdt +++++ +(16)
DVIVVGAGPAGLAAALVLARAGAKVLVIE

Slika 7. Polipeptidi duzine 30 aminokiselinskih ostataka kao osnovne
jedinice strukture.
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Dirigovana evolucija enzima

Kreiranje W

~N

é diverziteta

) J 0) I | >

© edan gen (10

£ gen { Mutirani geni

ZE (10%9)

° olovanie 4 _ Kloniranje i
o J lterati 2 ekspresija
0 gena __ ve

'

cycles

TUDENT

- Ider.lt.ifik.acija o Skrining ili
> pozitivnih varijanti selekcija Transformanti
> (109 (10)

Slika 8. Shematski prikaz koraka kod dirigovane evolucije proteina.
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0 Metode pravljenja biblioteke gena

)
e Slu¢ajna mutageneza
* Mesto usmerena mutagenaza

* Saturaciona mutageneza
* Rekombinacija

17/47
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C  Substitucije, delecije, insercije

-

C * UV svetlost, X zraci, hemijska mutageneza

Sluéajna mutageneza

h//
IO

* Mutator sojevi kao domacini za umnozavanje gena: E.coli XL1-Red
(MutS, MutD, MutT — 5000 puta vec¢a mutabilnost)

E * Error prone PCR
— * Razli¢iti odnosi nukleotida
= * Neprirodni nukleotidni analozi
* Mutanti DNK polimeraze

‘ 18/47
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Hemijski muatgeni

Hemijski agens Vrsta DNK promene Vrsta mutacije

~N

% ICR-170 Interkalacija Promena okvira
g Citanja

o3 MMC, DEO Umrezavanje lanaca Delecije

T DNK

gﬂ 4-NQO, DEB Formiranje DNK Supstitucije baza

c?{ adukata

“ré Alkilacija Supstitucije baza

Lé Modifikacija baza Supstitucije baza

& Analog baza Supstitucije baza

§ Alkilovanje, kidanje Razliciti tipovi
> lanca promena, G/Cu A/T
E Tranzicije

Vv

Modifikacija citozina

19/47
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Quick change site directed mutagenesis kit

Sinteza mutiranih lanaca

Termic¢ki ciklus se izvodi da bi se

1) denaturisao DNK templat

2) spojili mutageni prajmeri koji
sadrze odgovarajuce mutacije

3) produzili prajmeri sa PfuUltra DNK
polimerazom

Dpn I Digestija templata
Digestovanje parentalnog metilovanog 1
hemimetilovanog DNK sa Dpn L.

Transformacija
Transformacija kompetentnih ¢elija mutiranim DNK
molekulima pri ¢emu dolazi do popravke DNK lanca.

20/47
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QuikChange Lighting metoda za uvodenje
visestrukih mutacija

1. BrZa sinteza mutiranih lanaca
Termickim ciklusima se:
) * denaturiSe DNK templat
* * * spajaju mutageni prajmeri
* produzuju prajmeri i spajaju prekidi
sa enzimskom smeSom baziranoj

na Pfu fusiji

J ’ Ukupno vreme reakcije: 2 sata.

Me Me Temuckl ciklusi

2. Brza Dpn I digestija templata
Digestovanje metilovanog i hemime-
tilovanog DNK sa NOVIM Dpn 1
enzimom
Ukupno vreme reakcije: 5 minuta.
Me

roizvod kOjl se pretezno
L obija u prvom koraku)

3. Transformacija
Transformacija mutiranc ssDNK u
XL10 Gold ultrakompetentne celije
Ukupno vreme reakcije: 1,5 sati.

21/47



Generisanje diverziteta: epPCR

Wild-type sequences
— AmMine \ bhe Arg Trp lle  Ala Asn-C
EEid - 2 Fg rpr 2 d sn-
_ mRNA 5-UUU CGA UGG AUA GCC AAU-3'
o o *——  DNA 3-AAA GCT ACC TAT CGG TTAS'
- & 5.TTT CGA TGG ATA GCC AAT 3'
N ‘T Missense
= 3-AMT GCT ACC TAT CGG TTA5
- o & o— 5. TTA CGA TGG ATA GCC AAT3'
% & @ —® M-Leu Arg Trp lle Ala Asn-C
. 7% MNonsense
E: - & & @& 9.AAA GCT AC TAT CGG TTAS
0 & 0 @ 5'-TTT CGA TAG ATA GCC AAT3'
:
—— N-Phe Arg Stop
L g D Frameshift by addition
= @ 3-AAA GCT ACC BTA TCG GTT A5
L 5-TTT CGA TGG JAT AGC CAAT-3
! @ —® N-Phe Arg Trp Tyr Ser Gin
-
LT B ® Frameshift by deletion
gi GCTA
- @ @ @ @ CGAT
< @ *—0—@ 3-AAA LCCT ATC GGT TA-S'

R-TTT GGA TAG CCA  AT-Z
N-Phe Gly Stop

MIN,

r[

c

Slika 9. Shematski prikaz mutacija tokom epPCR.

N
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Generisanje diverziteta: rekombinacija

Native genes

A e L A o e A 2o e
R e _'-_'-'}-'."."_'-'. ._._-.-._-5__-_ e .__L-__-I__:;-..:._-.;__. e ke R o e

DNA fragmentation
and PCR

Geni poreklom iz iste
familije-> veoma slicni

-> Family shuffling

Hybrid genes

Slika 10. Shematski prikaz rekombinacije homolognih gena.
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(a) A A
AN ~ &,ﬂ. Substrate
A
— <
Gene
Enzyme O O Q
D ) F’rqduct
A

(b)

Current Opinion in Chemical Biology

Slika 11. Shematski prikaz genotip-fenotip veze.
24/47



N
O

Fizicka veza izmedu genotipa i fenotipa

SO
Protein Gene Il
k/ \J a . [ 4 b Gene I protein

—
- (> —
o~ Plasmid ' Living cell Gene VI Protein
~N .
o DNA protein
o~
‘©
=
o3 c d mRNA Ribosome
~N MRNA Puromycin 5' 3
g .nl“".—-"""‘-—-—-"—“ﬂl-
go 5 3 l l
Frotein
cg Protein '
m~
-
=
w
O e
-
}—
m II'!.
e R
b Water-in-oil emulsion
w
Vv

Slika 12. Shematski prikaz ekspresije proteina na povrsini.
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(a) Tyr-tRNATT

o- P— (0]
O
H ~

NH,

Slika 13.

C 9

MRNA display

(b)
DNA library
Puromycin
H,C . ,CHg
(5) PCR of cDNA
¢ =N from active
N/) cyclic

HO@ peptides
+ o] 777%7
H,N N

o .O‘.

9

CHa @ Selection of
cyclic peptides
to bead-
immobilized
target

@ In vitro
transcription
puromycin mRNA library
added to 3’ with 3’ puromycin
@ In vitro
translation
mRNA-tagged
peptide library
@ Cyclization
and reverse
w_ transcription
cDNA/mRNA-
tagged cyclic

peptide library

Shematski prikaz ekspresije proteina na povrsini mRNK.
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Ribosome Display

* MRNK nema stop kodon posle linkera i nastaje ternarni
kompleks mRNK, ribozomi, protein/peptid

B — . B . . r""h.ﬂ"'\—l-—-—-___
DNA In vitro transcription mRNA
—.—'-
iy mutations
d eversgnigaggcg:p tion by PCR in vitro translation
errors

o ; 5’ 4 hative
F——— protein,
mRNA .~ tethered to

4 the
, ribosome

SO ORIOH RIS selection with immobilized

ligand (antigen)
, i —— )
3 M—e—--.! 3 dissociation of  ® 3
. the mRNA-
ribosome-
protein

b A i & 4

Slika 14. Shematski prikaz ekspresije proteina na povrsini ribozoma.
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Phage display

(-:-}<>
(—)
(— —
* Uvedeno 1985 (George | (— -G
. (—
S, Smlth) o ||
or * Ekspresija proteina na (m—
povrsini filamentoznog
bakteriofaga
E * Uglavnom za afinitetno
— vezivanje
= g
(-:-)—5
7
leluh'on
(o > —» Amplify -+ Nextround
" Slika 15. Shematski prikaz ekspresije proteina na povrsini bakteriofaga.
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Cell surface display

Bioadsorbent
Antibody production ; g B —,  Oral vaccines
— B 'I':’ = w
Sr:.reenlng of peptide libraries
Cytosol e e—
& -
,}"C’ Mutation detection
&

Whole-cell | =2

biocatalyst for "x
bioconversion E

Biosensor

Slika 16. Shematski prikaz ekspresije proteina na povrsini Celije.
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Skrining sistem (assay)

* Esej mora biti specifican
e Pozadinska aktivnost minimalna (slepa proba)
* Supstrati stabilni u uslovima merenja

* Ni supstrat ni proizvod ne smeju da podlezu bo¢nim metabolickim
reakcijama

~
~
o
~
©
00
~
Vv
J-..)

* Signal mora da bude koncentraciono zavistan (enzim, proizvod)
* Esej mora biti brz

TUDENTE. Beograc

A
F -

—
/
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l’“l Skrining sistem (assay)

e Ty

$5

e Agar plejt esej
 Spektrofotometrijski esej u kiveti

151$

* Esej u mikrotitar ploCicama
* High-throughput screening system

M

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.
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Enzimski supstrati

OH
HO . NO,
o -
Hogyo OW/N\)LN/@/
OH D ©
0
NO; W\

1 NH
B-glucosidase HNJ\NHz
O N 2
O O "0
3
Lipases

Slika 17. Hemijske strukture izabranih enzimskih supstrata.
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Enzimski supstrati

ADH @
H OH m ., oo
%’—J H

Coum
5

(S)-4

BSA, pH>7 IS O
_— @
. . B OCoum

Umbelliferone anion

(blue fluorescent) 6
Epoxide hydrolase
+ NalO4
CoumO OH OH
o OH
HOWOCoum °
OCoum
HO  OH o OH
7 8 9
Transaldolase Transketolase Baeyer-Villigerase,
+ esterase + ADH/NAD*
H
OCoum
N S (¥000um
PR P N,
o NY A~ P
o] > N7 )
07 ~0Bn | 10
10 11
[-lactamase NADH/NADPH

Slika 18. Hemijske strukture izabranih enzimskih supstrata.
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cuvanje fizicke veze genotip feotip u mikrotitar
plocama i merenje aktivnosti biblioteke

. -

|

Slika 19. Shematski prikaz postupka skrininga u mikrotitar plo¢ama.
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* Medium
throughput

* High expenses
* Laborious

Skrining sistemi

Flow cytometry
screening

9o

Fluig O

O
o)
0
0

iiters
8 1actor
Laser
{Excitation Focal 8
Energy
Source) Optics “
—
Cb=( g =W
Cell Sorter E Owchroic Filter  Lens and Filters
O—

O
Cells Cells

 Ultra high throughput

* Low operating costs
e Detection mode — limited to
fluorescence

* Connection between gene
and product
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Fluorescence Activated Cell

Sorter

sored cells
sorted cells
L4

.
/
/ piezo activator
y /

P ey forward scatter

?
:

sheath fMud II (hydrodynamic focusing)

Mechanical sorter

photormmltiplier wbe

new drop —\, 3/ electrical
wire
positive +
charee @ green cell

chI::'gc el Ocmpty drop

ch‘:r)gc el @ non-labeled cell

Electrical sorter
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In vitro kompartmentalizacija

in vitro expression
system

(positive) emulsion
droplets droplets

highly fluorescent
vl moon & 408 genes/l!

or cells expressing

= target enzyme

=
primary
emulsification
step

primary 10 A

w/0 emulswn 305, droplets/mL
emulsification
step

in vivo expression

system

i secondarv 9
" W/0/W emulsion \

one cell per
emulsion droplet

e

non fluorescent
(negative) emulsion

sorting of target
population

UV lamp beam

!qures:en:e\ :
side scatter .
\ ] #* forward scatter
i | ‘
ols

diode laser beam

argon laser beam

-84
sheath fiuid ||  hydrodynamic
focusing
sample

Scheme of flow cuvette taken from Partec FlowSpace cell cytometer from Partec, Munster, Germany

Slika 20. Shematski prikaz in vitro kompartmentalizacije i skrininga.
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HTS sistemi zasnovani na FACS-u

* Genotip-Fenotip veza
1. Intracelularna ekspresija
2. Surface display
3. In vitro translacija u emulzijama

* Fluorescentni eseji

1. Fluorescentni proizvod mora odgovarati FACS -u
(ekscitacija/emisija)

2. Fluorescentni proizvod mora odgovarati dvostrukoj emulziji

3. Fluorescentni esej ne sme interferirati sa biohemijskim
reakcijama unutar cCelije

4. Fluorescentni esej treba da odslikava osobine koje trazimo
(,,You get what you screen for”)
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Dizajn Cipova mikrofluidnih uredaja

2 poklopca

Zastita \

Memorijski Cip

Serijski broj i istorija

PDMS Silikon /

Sadrzi mikrokanale, elektricne i mehanicke

kontakte /

Obezbeduje rigidnost i opticki pristup

Staklena ploca

kanalima

Slika 21. Strukturni prikaz mikrofluidnog Cipa. 39/47



EmMuLzZIONI MODUL

* Manje od 1.5% polidisperziteta
* Do 20.000 kapljica u sekundi

* 5t0 100 um dijameter kapljica
* 1nlto1 plzapremene kapljice

Svaka kapljica odgovara
bunari¢u mikrotitar ploce

Slika 22. Graficki prikaz mikrofluidnog modula Cipa za emulzifikaciju.
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Sequential

Nucleic Acid Chip Add

Load Protein Chip

PCR Development Chip (1.0.4)

v
T —_——

Cool Zone Hot Zone

Mix Heat/Cool
Direct _ Combine
Chip Masters
)
én Detect Timing Store Re- |

IFoag
=~ g

Slika 23. Graficki prikaz razlicitih mikrofluidnih modula.
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MIKROFLUIDNI UREDPAJI

a) Generisanje kapljica, b) skladistenje kapljica, c) sortiranje kapljica

Slika 24. Fotografije mikrofluidnog modula Cipa za sortiranje.

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.
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PROSAR

() =biblioteka ©@OO® = mutacije

homologw@ Q drugo

nasumicéna
@ racionalni dizajn
mutageneza 2 ® °

saturaciona@ oo * .@
mutageneza 0q 0 °

neutralne,
Stetne
osobine

poboljSane
osobine

potencijalno
poboljSane osobine

Slika 25. Shema algoritma ProSAR metode.
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ProSAR

Cr YV = ClaX1a + C1pX1p + CaX2a + CopXop + ...+ CiaXja + CpXjp + . ..
s
* Protein Structure Activity Relationship
o * Y — predvidena aktivnost proteina
-y
* Cja- regresioni koeficijent koji opisuje uticaj mutacije na poziciji j
u AK ostatak j
* Xja — varijabla koja ukazuje na prisustvo (Xja=1) ili odsustvo
(Xja=0) AK ostatka a na poziciji j
; * Mutacioni efekti su uglavhom aditivni o po linearnoj zavisnosti
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PROSAR

pozicija
aktivnost 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

YLGAVFQLN

DSYSDGKGDYNT

o

o
<
-

=

o
©

zzzBzzEBz=z m0000100100
- o) e e e e ] - z
a0
(¢ le e e lNe e e e Ne H
(TR T TR TR TR TR TR TR TR goeor-r-oow-oo0o
S S S | S B e Rt e B A e T
L qC LA L LA m
VUEVEVEVRUEURORORY] ﬂ0011001010
> > > > >R > e
lllllllll TOO0OO0OCO0OO0OO0OO0O™0Ow™
1
s s e i e foo~o~ocoocoo
m i B i dw e i i = O
-_—g T T O 0O v O «— 0O
> > > > > > > > > = -
oZoZocowouw Wm0101111101
2 X EEETENE X i =
COOOOOOOO Wooroororoo
ooooooo0o0O0 Brrovrrovrors
DOVLOOO®OO®
> > > > > > > > > Qoor-roor-ooo0o0
DOOLOOLO®OO L-rOorrOorvrr~
"mifn el alle e )j{al{n]n] ¥
r*o00O-vrOOOO
oOuwoowowoo
e NeNeNeNeNeNeNeNe] R0 O0O v+
DAL LCCL W.
NOM~UNOWMNSTW
halal Lol fomdwoo-rnon
2 R EEEE R =
[
MM N©WON W
O <O OO ~NOOM

‘7207 ew *gz peadoag ‘JINIANLS VZ HVYNIW3S

SIS0/ QWA

45/47

Slika 26. Shema algoritma ProSAR metode.
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l
S
J STABILIZACIJA PROTEINA KONSENZUS MUTAGENEZOM

o 12345678 01011121314 151617 18 1020 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3334 35
T C1716_DROME/1963-1996 D NWQMT -SD SP
o CE164_HUMAN/S6-89 A 1T cD
¢ APBB1_HUMAN/253-285 S D -TS GR
) APBB3_MOUSE/2961 TG -AA TW
HECW1_MOUSE/826-859 -SH SM

= HECW2_HUMAN/807-840 [l A - SH TA
E ITCH_HUMAN/326-359 A -QH EP
BAG3_HUMAN/20-54 D PQT RV

— YORKI_DROME/333-366 G QAMIT - ES F R M
IOGAT_HUMAN®679-712 GDNNS KMV KHWYV - KG PN

/o 10GA2 MOUSE/s94-627 IS SEGSMV T LNV - QEK Y NERY EL
2vs3 CHLRE281-315 PAYATPMRE LNMBle AsBAPFFF A A

Consensus EPLPPGWE+RVD-++4G+ | YYVNH++RTTTW+RP++

Slika 27. Shema algoritma konsenzus metode.

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.
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HOMOLOGNO MODELOVANJE STRUKTURE
PROTEINA

& C @ httpsy/swissmodel.expasy.org/interactive/HLIcLA/models/ * L"n a e :
BEVARY Z8TA% PULATIVE NEXOSE OXIdase v B -
Model 02
Model-Template Alignment v
Structure
Assessment

Oligo-State Ligands GMQE QMEAN

Monomer None 073 19616
Global Quality Estimate Local Quality Estimate ‘Comparison A
QUEAN T T 1.9 J— prowmE————
SN e bt Ful ity s 4| i
Alltom [ 142 H Y ,J“[T' i P
m— SolvatonI | W -135 i ! i)
I+ i

Torsion [ .1 W17
Structure Y
Assessment e
Template Seq |dentity Coverage Description
5d79.1.A 42.99% | Berberine bridge enzyme-like protein v
Model-Template Alignment ~

3 Model 01 MNNSRSVFLLVLALSFCVSFGALSSIFDVTST
5d79.1.8--- -~ 5

Model_01

Swiss Institute of Bioinformatics  Schwede Group  ComtactUs  Terms of use 4 Back to the Top

Slika 28. Primer 3D strukture enzima Carbohydrate
oxidase iz Helianthus annus odredene homolognim
modelovanjem na SWISS-MODEL serveru.
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A

Uvod

Bioinformatika i raCunarska hemija

Razlika izmedu klasicnog High-Throughput
Screening-a (HTPS) i CADD VS (Computer

Aided Drug Design Virtual Screening)

In Silico metode

Drug effects
-y
o

“potency”

/

0 1 1 10 100
Drug concentration (mg/ml)

Slika 1. Klasi¢na eksperimentalna pretraga i raCunarska 1/20



In Silico metode

Medumolekulske interakcije

Medumolekulske interakcije

KratkoseZne interakcii
DalekoseZne interakcije > 1000 A

strukturi liganda strukturi receptora

Molekulski

doking

Molekulska
dinamika

Slika 2. Podela medumolekulskih interakcija. 2/20
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Dalekosezne interakcije

Fishing Concept of Intermolecular Interactions in Biological Systems
- Biomolecular Sensing -

Line tsawesp Aoproscn | | Fsnmghsstomy | (W1 | | teersceon wenowteT | | ieteracton wenRTD |

The ISM/EIIP Approach

The EIIP/ISM concept ~

According 10 the ENPASM concept the electrons along a protein molecule are considersd as delocalized The charges
moang along e protein Dackdone INGUCe ransient pOLanzason of the Sice Qroups resulting in atracion and repulsion between ™
some parts of he molecule and osdillabion of he molecule as 3 whole. These oscllaion Can be propagated through polar '
madia (water) al large distances (100 - 1000 A) and interfere with oscllalions of other molecules [Frohlich H. It J. Quant
Chem. 2 641 (1968), Frohlich M., Nature, 228, 1093 (19701 Fronlich M., Proc. Nall Acad. Sd. USA 72, 4211 (1975) As
demonstirated by Frohlich, between two molecules encompPassing in heir 0scillabion the same Frequency COMPOnent Can dbe
€s1adish the resonant interacion which results in highly speciic altracive forces between these molecules Itis also proposed
hat diological macromaolecules Can atiract small molecules 3t large Gistance INducing Meir "passive” 0sollasons. This long-
Gstance interacion direclly inBluences 3 number of productive Collisions Detween interacting biochemecal molecules and their
nedcs. Characteristics of hese osCllalions are determined Dy the electronic properties of e "duilding blocks™ (amino acids
and nucleotices) and leir istNubion along e sequence. it has Deen Cemonsirated hat the eleciron-on INteracion potental
(ENP) [Veljkowc V., Siavic | Phys. Rev. Le, 209, 105 (1972) Veljrowc V. Phys. LeR, 454 41 (1973), Vellkowc V., Lalowc D, Phys
Left_ 454 59 (1973) ] of amino acids and nudiectides represents an essential physical property delermining characterisiics of
hese molecular osallatons

The ISM technique

Accocding 10 the ISM approach, sequences (protein of nudiectide) are ransformed into signals by assignment of numerncal
value of each element (amino 304 of nuciectide) These values cComespond 10 ENP delermining slectronic propertes of amino
20ds and nudiectides The signal obtained is than decomposed in perodical luncion by Fourier ransformation. The resultis a
senes of requencies and Meir amplitudes. The obtained Frequencies comespond 10 the Aisribulion of structural motifs with
defined physico-chemical charactenssics that are responsidie for biological function of the sequence. When comparing profeins

v

Snimak 1. Koncept medumolekulskih interakcija u bioloskim
sistemima, lzvor: https://youtu.be/FdDeh5TIbvA
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Koncept superprovodljivosti

Kuperovi parovi

Snimak 2. Formiranje Kuperovih parova,
lzvor: https://youtu.be/BgjsYiyBc9A

4/20
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Koncept superprovodiljivosti kod proteina

Smatra se da Kuperovi parovi, prolazeci kroz kicmu proteina,
interaguju sa valentnim elektronima iz aminokiselinskih

5 ostataka, izazivajuCi karakteristicne vibracije na nivou celog
= proteina. One su odgovorne za medusobno prepoznavanje
5 (dalekosezne interakcije).
©  Kako moZemo okarakteristati protein? Moramo svaki
5 aminokiselinski ostatak opisati (dodeliti deskriptor i njegovu
" vrednost).

p " P L WP R GPAR NPT S X &
> ® :

Slika 3. Kretanje Kuperovog para duz kicme proteina. 520



N . . .

'Y | Deskriptori AQVN i EIIP
DS g Average Quasi Valence Number (Z*) - o
; S Electron lon Interaction Potential (EIIP) - -

- m His 0.0242

" 1 Lys 0.0371
A Nz nl'Zl' Ala 0.0373

= :i; v

— Z*sin(1.04mZ™) Met 00823
C. EIIP = 0.25 Ser 0.0829

27'[ Cis 0.0829
i - tip hemijskog elementa Thr 00941
Z —valenca i-tog hemijskog elementa - o
n — broj atoma i-tog hemijskog Asp 01263
elementa u jedinjenju Slika 4. EIIP vrednosti
m - broj tipova hemijskih elemenata u aminokiselinskih
jedinjenju; ostataka.

N — ukupni broj atoma
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C Od EIIP vrednosti svakog AK ostatka u zavisnosti od polozaja u
- sekvenci  proteina  (EIIP  signal), wvrSe¢i  Furijeovu

Racunanje spektra

— transformaciju, dobijamo Informacioni spektar (ISM spektar):
N
E _lmnm
— X(n) = zx(m)e N n=12..,N/2
- m=1

SM)=Xm)X*(n) =|1X)I*>n=12,..,N/2

‘ 7/20
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Racunanje spektra

MAS1 Sequence

MDGSHVTSEY VEEPTNISTG RNASVGHAHR QIPIVHWVIM SISPVGFVEN GILLWFLCER
MRRNPETVYI THLSIADISL LFCIFILSID YALDYELSSG HYYTIVTLSV TFLPGYNTGL
YLLTAISVER CLSVLYPIWY RCHRPEYQSA LVCALLWALS CLVTTMEYVM CIDREEESHS
RMDCRAVIIF IAILSFLVET PLMLWSSTIL VWKIRKNTWA SHSSKLYIVI MVTIIIFLIF
AMPMRLLYLL YYEYWSTFGM LHHISLLFST IMSSANPFIY FFVGSSKEKR FEESLEVVLT

RAFKDEMQPR ROEDNCHNTVT VETVV -

EIIP signal

R

MIH IH
1 51 101 151 201 251 301
Position

Amplitude

Informational Spectrum of MAS1

4.00
3.00 -
2.00 -

1.00

0.00 . ' :

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Frequency

Slika 5. Dobijanje ISM spektra iz aminokiselinske sekvence.
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Cross spektar

Mnozenjem ISM spektara se dobija Cross spektar, i u njemu
zajednicke frekvencije — one pokazujuju da li dva proteina
interaguju, a takode odreduju i domene koji su odgovorni za
prepoznavanje.

SmM)=Xn)+*Yn)' ,n=12,..,N/2

® | & - f ﬂ
C?- M M} MM IN M JM I\/HJ\\M P&M | b\w /\f | j\ '”“"\‘w”"’:"\ j}\\/ |

|
!

i
0.

ki
regency

0.

& Slika 6. Mnozenje spektara, dobijanje Cross spektra i mapiranje domena.
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Primena u enzim@MOF dizajnu

Predvidanje aktivnosti mutanata enzima HRP — dizajn
mutanata

Uo o ... o v . . o
«m = RazliCiti mutanti daju razliCite vrednosti amplituda na istoj F u

- spektru. Mozemo odabrati jednu F i posmatrati promenu
vrednosti amplitude u ISM spektrima mutanata.

0.433

44 0.041 0.164

0.113

AL

T T y T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Amplitude (Ry)

‘ Frequency
‘ Slika 7. ISM spektar enzima HRP (Horseradish peroxidase). 10/20
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Primena u enzim@MOF dizajnu

Mapiranje domena HRP

Svakoj vrednosti frekvence u ISM spektru pripada odredeni
domen.

Slika 8. Domeni u kristalnoj strukturi HRP (PDBID 1W4W), koji
odgovaraju F(0.041): ostaci 206-238 (zeleno); F(0.434): ostaci 37-53
(red); F(0.113): ostaci 115-179 (zuto); F(0.164) ostaci 242-306

(plavo). 11/20



Primena u enzim@MOF dizajnu

Podaci iz literature — , kalibracija“

U literaturi se pretrazuju eksperimentalno izmerene vrednosti
enzimske aktivnosti kod mutanata u ovim domenima. Na
osnovu razlike u aktivnosti izmedu enzima mutanta i divljeg
tipa (wild type, WT) i razlike u vrednostima amplituda na
odredenoj F u ISM spektru, mozemo predvideti aktivnost
novog mutanta.

To bi znacilo, ako se vrednost amplitude povecava na
odredenoj F (na primer, 0.041), a aktivnost enzima snizava, u
tom smeru treba i¢i pri dizajnu slabije aktivhog enzima i
obratno.

Generisu se svi moguci mutanti i racuna se vrednost
amplutude na datoj F. Na osnovu toga se vrsi predvidanje da i
¢e enzim biti vise ili nize aktivnosti od WT.

12/20



Kratkosezne interakcije
Molekulski doking

Koncept kljuc-brava. Tokom dokinga, se pretrazuje konformacioni

cro o prostor unutar definisanog aktivnog mesta. Generisu se razlicite

C—fj— ~  konformacije liganda (i receptora), pri ¢emu se istovremeno

. racuna slobodna energija vezivanja (AG). Zadrzavaju se samo
konformacije sa najnizim vrednostima AG, a ostale odbacuiju.

Slika 9. Doking malog molekula u aktivho mesto receptora.

‘ lzvor: August 2013 PLoS ONE 8(8):e71422 20



Primena u enzim@MOF dizajnu

Dokovanje enzima u MOF

N
-~
(-
~

(0 .
(» &
N

\
)

i
1

Dgrac
B

\m

[
-

\

TUDEN

&M\ -

SEMINAR

" Slika 10. HRP enzim udokovan u PCN-888-Al MOF, u vodenoj sferi.
14/20
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Primena u enzim@MOF dizajnu

A odakle nam MOF?

U idealnom slucaju, na osnovu koordinata iz kristalnih
struktura (Cambridge Structural Database).

U nesto manje idealnom slucaju — rucno, koriste¢i odredeni
softver za strukturni dizajn materijala.

15/20



~
~N
=)
~N
©
=
00
N
T
©
-
6o
O
. @
¥
"
b_
=
Ll
-
-
b_
)
<
N
o
g
<
S
(S8]
n

Primena u enzim@MOF dizajnu
Enzim — MOF interakcije

Dizajn mutanta prema jacini interakcije — konstanti
disocijacije enzim-MOF (Kd).

U zavisnosti od energije interakcije (slobodne energije vezivanja,
AG) po aminokiselinskom ostatku, tackastim mutacijama menjamo
vrednost Kd.

Slika 11. Interakcija Arg ostatka sa PCN-A[|-888 motivom.

16/20



Primena u enzim@MOF dizajnu

Kombinovani dizajn enzima — koristeCi oba kriterijuma

U zavisnosti od potrebe, mozemo dizajnirati Cetiri vrste
mutanata:

1) Povecéana aktivnost enzima, jace MOF-enzim interakcije
2) Povecana aktivnost enzima, slabije MOF-enzim interakcije
3) Smanjena aktivnhost enzima, jace MOF-enzim interakcije
4) Smanjena aktivnost enzima, slabije MOF-enzim interakcije

17/20



O nama VINCA

Laboratorija za bioinformatiku i raCunarsku %
hemiju, Institut za nuklearne nauke ,Vinca“ ALY,

v. . Institut
C/s Istraziva nja: za nuklearne nauke

- Bioinformatika, masinsko ucenje, vestacka inteligencija

- Genetika, protein-protein interakcije

- Racunarska hemija: prenamena lekova za hronicne i
infektivne bolesti

- Projekti Fonda za nauku: U okviru Specijalnog programa
istrazivanja COVID — 19 projekat COVIDTARGET -
Repurposing of drugs for prevention and treatment of
COVID-19 (www.covidtarget.rs) -Prenamena lekova za
prevenciju i leCenje KOVID-19

- https://www.vin.bg.ac.rs/180/index.php

Kontakt: sencanski@vin.bg.ac.rs

o 18/20



Laboratorija za bioinformatiku e
i racunarsku hemiju y
Institut za nuklearne nauke VINCA

Potetak

Istrazivanja Racunarska biologija i bicinformatika, spoj izmedu moderne biologije i informatike, obuhvataju otkrivanje, razvoj i
implementaciju racunarskih algoritama i softverskih alata i cilj im je da omoguce razumevanje biolo3kih procesa. Qve

MPNTR IstraZivacka discipline se primenjuju i u farmaceutskim istraZivanjima za identifikaciju ciljnih meta za lekove i analizu celijskih signalnih

tema puteva.

spicouT RTINS SiLiETe s
|apcsvaau LLommezer

LIVHERATTY DL TRTIE 1001101011001

hex suac

Projekti Fonda za nauku

asuvvgens o

Publikacije o m.::

\

Bioinformaticki alati

TRI_tool
IDPpi_tool I\ | A
_ I
DINGO ©
EpiMut ':
Zaposleni TN

0101110101111001101010

T mos mor wes s 0w TN
onta
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Vesti analiziramo razliite bioloske sisteme. Nase metode za predvidjanje funkcionalnog znagaja mutacija proteinskih interakcija se
primenjuju na specifiénim bioloSkim problemima, kroz saradnju sa eksperimentalnim laboratorijama.

Dr Nevena Veljkovic za

Politiku i na TV Prva

BelBI2021
5 o‘l”&q
Profesor Milivej Dopsaj i dr i (S

Edelmiro Moman su posetili
nasu laboratoriju

Tamara na GCC2018 u
Frajburgu

Tamara, Branka i Rajko na
Ensembl radionicama

© 2014-2020 VINCA-180 -LOGIN-

19/20



\,

Restoran/NN Vinca ﬁ‘

£

Gastro Atom @

Public company "Nuclear'.
Facilities of Serbia®




KONTROLISAN DIZAJN EFIKASNIH
ENZIM@MOF KOMPOZITA ZA BIOKATALIZU

UNIVERZITET U BEOGRADU

HEMIJSKI FAKULTET

SINTEZA | KARAKTERIZACLIA
ENZIM@MOF KOMPOZITA

Tamara Todorovi¢ & Radivoje Prodanovié
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet

®doHp 30 Hayky

. Glavni sponzor Fond za nauku Republike Srbije PROMIS, #6066997
Peny6nuke Cpbuje ? . )




SIS

M

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Metode imobilizacije ezima koris¢enjem MOF-ova

Poredenje metodaf

&

slobodan povrsinska enkapsuliran
enzim biokonjugacija k enzim

enzim-na-MOF-u\ /enzim@MOF kompoziti\

infiltriran

enzim J

prednosti spreman veliki broj MOF-ova brza sinteza za
za upotrebu veliki broj proteina

nestabilnost curenje, denaturacija mali broj MOF-ova

stabilnost

proteoliticki niska niska visoka
agensi

organski niska/srednja visoka
rastvaraci

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129.

hemijski stabilni
MOF-ovi

komplikovana
sinteza MOF-ova,
ogranicen broj

zavisi od veliCine
pora MOF-a

visoka

1/48



Elektrostaticka
~ adsorpcija

doking

Koordinativno
vezivanje vezivanje

Mala stabilnost u odnosu na dejstvo proteolitickih
agenasa, povisene temperature ili organskih rastvaraca.

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129. 2/48



@ Enzim infiltriran u pore MOF-a

& -
@\J Metoda post-sinteticke difuzije — priprema MOF-ova

Uzorak MOF-a iz sinteze

o * rastvarac sadrzZi polazne komponente, sporedne proizvode
E— * pore sadrze polazne komponente, sporedne proizvode, molekule rastvaraca
- Uzorak MOF-a sa izmenjenim rastvaracem
E e iz rastvaraca su uklonjene polazne komponente, sporedni proizvodi i sl.
e pore sadrze polazne komponente, sporedne proizvode, molekule rastvaraca

Uzorak MOF-a sa potpuno izmenjenim rastvaracem
* rastvara€ se izmenjuje Cistim rastvaracem koris¢enim u sintezi MOF-a
* iz pora su uklonjene polazne komponente, sporedni proizvodi

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Uzorak MOF-a spreman za post-sinteticku difuziju
* uzorak MOF-a u rastvoru pufera

3/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Enzim infiltriran u pore MOF-a

Metoda post-sinteticke difuzije

veli¢ina ,,prozora”

T
I
g
I
[
}

veliCina pora

wu /'

iy

I ———

Tb-mesoMOF

Enzimi Cije su dimenzije znatno vecle od veliine prozora pora moraju

se podvrgnuti delimi¢nom razvijanju da bi prosli i usli u vecu supljinu. 428



e

Svm

Enzim infiltriran u pore MOF-a

Metoda post-sinteticke difuzije — vreme difuzije

2.5 nm
2. 1nm

» |

L.1 nirm

1.7x3.3nm 3.2x3.7nm 3.5x4.4nm
mikroperoksidaza-11 citohrom C mioglobin
vreme =45 h vreme =50 h vreme =94 h

Vreme difuzije zavisi od dimenzija enzima i dimenzija
prozora pora.

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129. 5/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Enzim infiltriran u pore MOF-a

Metoda post-sinteticke difuzije - uticaj velicine pora

Velike pore — brza hemisorpcija

lzvor:
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.chemrev.0c01029/suppl file/crOc
01029 si 002.mp4

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129. 6/48




Enzim infiltriran u pore MOF-a

Metoda post-sinteticke difuzije - uticaj velicine pora

Male pore — fiziosorpcija, a potom spora hemisorpcija

lzvor:
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.chemrev.0c01029/suppl file/crO

c01029 si 001.mp4
Chem. Rev. 2021, 121, 1077-11269. 7/48
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Enzim infiltriran u pore MOF-a

Metoda post-sinteticke difuzije — uticaj strukture MOF-a
NU-1000

PCN-600

“
—e
3.0x4.5nm

kutinaza

3.0 nm

kutinaza@PCN-600 kutinaza@NU-1000
8/48

‘ Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129.
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Enzim enkapsuliran u strukturi MOF-a
Metoda biomimeticke mineralizacije
enzim
katjo:\ ‘ ligand
metala
oW O

\-__—_/

=Ty - .
.‘ ..l--‘-. --‘ T ——— — x
- e
3 '
- ‘
oA
5

Cestica enzim@MOF kompozita

|

fr

» Jeftin i brz proces

» Enzim je klica kristalizacije MOF-a

» Enzim je defekt u strukturi MOF-a

» Uspesnost procesa zavisi od naelektrisanja na povrsini enzima

(pl ~ Zpotencijal)

Chem. Rev. 2021, 121, 1077-1129. 9/48
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Enzim enkapsuliran u strukturi MOF-a

e SO
@\J Proces biomimeticke mineralizacije

lzvor:
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.chemrev.0c01029/suppl file/crOc

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

01029 si 008.mp4
Chem. Rev. 2021, 121, 1077-11269. 10/48




Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

Hemijske metode karakterizacije

e Spektroskopske tehnike (NMR u cvrstom stanju, IR

ey spektroskopija, Ramanova spektroskopija)
e Difrakcione tehnike (difrakcija rendgenskih zraka sa
uzoraka prahova)
— * Mikroskopske tehnike (TEM, SEM)
— e [CP-OES
- gy N

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

l 11/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova

[ nastanak ,parova” ]
. . I
1 fotoelektricna apsorpcija
upadni snop X zraka ; " propusten snop X zraka glavni
/ materija \\ procesi

\wﬁ/ pri E<1 MeV

\ — }—— elasti¢no
rasipanje

J— neelastit':nc_)/

—— fluorescencija

rocesi raspada T
[ ? : J—— emisija OZeovih

elektrona

Vazniji fenomeni koji se deSavaju prilikom interakcije X-zraka sa materijom

12/48



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

L J Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova

Monokristali Polikristali Amorfne supstance
uredenost dugog dometa (mikrokristali, prahovi) nema
uredenost u segmentima uredenosti dugog dometa,
— B niti uredenosti u
Y segmentima

Cvrste kristalne supstance ¢ine oko 95% &vrstih supstanci

Uredenost Cvrstih supstanci

SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

13/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova

Ncuka = 20 SINByg
Bragov zakon

h — ceo broj koji meduravansko

predstavlja red refleksije rastojanje seta hkl ravni
talasna duZina ugao koji upadni snop
upotrebljenih X zraka X zraka zaklapa sa

posmatranom hkl ravn

upadni snop ,reflektovani” snop -

.
.
-
.
.
-
.
.
.
.O
.
.
.
.
.
.

.,
0
.
‘N
.
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‘e
.
v,
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‘e
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.
v,
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Shematski prikaz procesa difrakcije sa kristala prema Bragu
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Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

L

~_ 4~ 4+ Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova
Vg J g P

Cs
- — d, difrakcioni konus
Cs
upadni snop X zraka
S O
|:IIZI
- L AL [— .
, f propusten

— o O snop X zraka

Cs oo

Debaj-Sererovi prstenovi

Shematski prikaz procesa difrakcije sa polikristalnog uzorka (uzorka praha)

o 1523



(?i; Metode karakterizacije enziim@MOF kompozita

n\\/ \\//‘ Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova

as

\J 1

monokristal polikristal amorfna supstanca

Difrakcioni Sabloni monokristala, polikristala (praha) i amorfne supstance

y | 16/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

Difrakcija rendgenskih zraka sa uzoraka prahova

,g}
) I

Difraktogram praha
NIJE SPEKTAR!

L Hllll Ll..‘_.m

T T T T
0 20 40 60 80
20 (%)

Deo difrakcionog Sablona polikristalnog uzorka na fotografskom filmu kao
detektoru, gde su vidljivi delovi Debaj-Sererovih prstenova (gore).
Difraktogram praha istog uzorka se dobija integraljenjem intenziteta, tako da
se na x-osi nalaze 20 vrednosti uglova
refleksija (u °), a na y-osi su intenziteti tih refleksija izrazeni u proizvoljnim

jedinicama (dole). Stoga se Cesto naziv veli¢ine na y-osi izostavlja. 17/48
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Intensity (-)

oxGOx-MX2
~ A A AA e
GOx-MX2
% A A NN
oxGOx-MX1
A A N\ N A y
GOx-MX1
;AN A Ak

as-synthesized sod-ZIF-8

\

| L

difraktogramima prahova enzim@MOF kompozita

difraktogrami praha
sintetisanih enzim@MOF kompozita

difraktogram praha sintetisanog
uzorka MOF-a ZIF-8

simulirani difraktogram praha na

simulated sod-ZIF-8
) ‘ X . R —) oshovu strukture dobijene
T | I I T difrakcijom X-yraka sa uzorka
5 10 15 20 25 30 35 monokristala
26 (°)
18/48
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Polymers. 2021, 13, 3875.



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

SEM i TEM mikroskopija

o N
B S C:)
" N

o g B
00
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o
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A

/

SEMINAR Z

Skenirajuci elektronski mikroskop Transmisioni elektronski mikroskop
(SEM) (TEM)

N

19/48



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

SEM

SEM obi¢no ima nekoliko redova veli¢ina bolju dubinu
fokusa od optickog mikroskopa Sto ga Cini pogodnim za
proucavanje hrapavih/neravnih povrsina.

Sto je veée uvecanje, niza/manja je dubina fokusa.

r

Opticka mikroskopija vs SEM

20/48



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

SEM — topografija i morfologija

SEM elektronski mikrograf

‘ 21/48



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

SEM vs TEM

Uvecanje koje omogucava TEM je mnogo vece u poredenju sa SEMom. Kod
Cs TEM-a uzorci se mogu uvecati za vise od 50 miliona puta, dok je za SEM ovo
- — ograniceno na 1-2 miliona puta.
-y Medutim, maksimalno vidno polje koje SEM moze postici je daleko veée od
TEM-a, sto znacCi da se kod TEM-a mogu slikati samo vrlo mali delovi uzorka.
Slicno tome, dubinska oStrina SEM sistema je mnogo veda nego u TEM
sistemima.

Elektronske mikroskopske slike silicijuma. SEM slika (a) pruza informacije o
" morfologiji povrsine, dok TEM slika (b) otkriva strukturne informacije o
unutrasnjosti uzorka. 22/48



Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

SEM mikrografi razliCitih polimorfa MOF-a ZIF-8. Svi polimorfi imaju isti
hemijski sastav, ali razli¢it nacin pakovanja strukturnih jedinica u kristalitima
y i stoga imaju razlic¢itu morfologiju (oblik). 23/48



h//ﬁ Metode karakterizacije enzim@MOF kompozita

A\

SEM HV: 20.0 kV MIRA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 4.34 mm MIRA3 TESCAN

View field: 4.74 pm Det: In-Beam SE View field: 1.90 pm Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 40.0 kx Date(m/dly): 07/24/21 SEM MAG: 100 kx |Date(m/dly): 09/17/21

SEM mikrografi istih uzoraka enzim@MOF kompozita pre ispiranja (levo) i
, nakon ispiranja SDS-om (desno).

y | 24/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Stabilizacioni faktori

* Hemijske veze (disulfidni mostovi);
» elektrostaticke interakcije

* Van-der-Waals-ove interakcije

* Vodonicne veze;

* Hidrofobni efekat (Entropijski efekat)

25/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Razvijanje proteina — kooperativan proces

e

Unfolded

100 —

L%
=]
|

[Protein unfolded], %

Folded

[Denaturant] —

Slika 2. Kooperativni efekat denaturacije proteina

27/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Denaturisuci agensi

 Toplota

* Voda-vazduh dodirna povrsina (pena)

* Deterdzenti

e Organski rastvaraci plus toplota

* Haotropni agensi (urea, guanidium hlorid)
e Ekstremni pH

* Veliko razblazenje

28/48



Michaelis-Mentenina Enzimska Kinetika

Sucrose + Water __[nuvertase

D-Glucose + D-Fructose

Leonor Michaelis Maud Menten

— 1875-1949 1879-1960
B C
3
o = =

‘/ Time (min)

[Invertase] (M) [Sucrose] (M)

29/48
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Slika 3. Shematski prikaz enzimske katalize
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Michaelis-Mentenina Enzyme kinetics

k, ky
E+S =< ES
k.

v

P+ E

Glavna karakteristika prisustvo nekovalentnog enzim-supstrat kompleksa
(ES).

k, je konstanta brzine reakcije formiranja ES (brzina = k,[E][S])

k_, je konstanta brzine reakcije disocijacije ES (brzina = k_,[ES])

Ukupna brzina reakcije je:

31/48



Michaelis-Mentenina Enzimska Kinetika

Jednacina je hiperbola. Kako se [S] — o, v — kcat[E]tot Sto se definise
sa Vmax.

Vinax = KeatlEltot

k E max
y = kcal‘ [ES] = Cat[ ]tOt V= Y

1+K,/[S]  1+Ks/[S]
K V max
1<<E andv - K. |S]

K
| 1> andv—>v__
- S] 32/48



Briggs-Haldane Enzimska Kinetika

k ky ,
e E+S = — ES * P+E
s .
QJ% Ne mozemo uvek pretpostaviti da su

k1i k-1 obe mnogo brze od kcat.

‘/I JBS Haldane
33/48



Briggs-Haldane Enzimska Kinetika

Umesto pretpostavke ravnoteze E, S and ES, postavlja se hipoteza steady
state stanja. Pretpostavljamo (da za [S], >> [E],.,) reakcija brzo dostiZe
stanje gde je koncentracija [ES] konstantna.

d|E
Pretpostavljamo da je : [ ]
dt
Shema reakcije je:
k, ky -
E+S ES >

ki

i brzina reakcije je, v = kcat[ES].

=0

P+E

[s1,

[E],

]

dES] _ |,

[P]

[5]

[E]

W

I/

34/48



Briggs-Haldane Enzimska Kinetika

Oba mehanizma daju identi¢nu finalnu jednacinu:

.V — vmax V — VmaX
1+ K/[5] 1+K,, /[S]
Michaelis-Menten Briggs-Haldane

35/48
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Michaelis-Mentenina hiperbola

1.5

. 14— Initial slope = VinglKa

0 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
[Substrate]

v max

V=
1+ KM/[S] 36/48




Znacaj kinetickih parametara

Vmax je maksimalna brzina reakcije ~ Vinax
keat je kataliti¢ka konstanta Keat = E,
Km je Mihaelisova konstanta

keat/Km je konstanta specifi¢nosti

Prometni broj je Vmax podeljeno sa brojem Vo = (kcm)EuA
- : Ky
aktivnih mesta u enzimu

[ES] _ kcaf [E]tot _ V max

v=k 1+K,, /[S] 1+K, /[S]

cat

37/48



1 _ 1 Km 1 [S] [3] Km B vV
e e N P _ 7] Vo=V —Km 29
Vo  Vmax Ymax[S] Vo Vmax Vmax 0~ Tmax [5]
Lineweaver-Burk Hanes Eadie-Hofstee

Lineweawver-Burl: Eadie-Hofstee Hanes

38/48



Izracunavanje Km i Vmax

*ENZFITTER (Sigma-Aldrich)
*MATLAB (The Math Works Inc.)
*ORIGIN (OriginLab, Massachusetts)
*SIGMAPLOT (SPSS Science, Chicago,
Illinois)

*PRISM (GraphPad Software, San
Diego, California)

==

[5]

Statistically most relevant data in range: 0,2K_ - 5K |

39/48



pH aktivnost i stabilnost

pH moze imati dva efekta na enzim:
Pri ekstremnim pH, enzim se ireverzibilno denaturize i gubi aktivnost

pH mozZe reverzibilno promeniti kinetiku enzima menjanjem jonizacionog
stanja amino kiselina u aktivnom mestu enzima

=

/7_— P YA
Reverzibilno }L

opadanje aktivnosti / Kriva stabilnosti

/ / /— enzima
Il

. / R Kriva aktivnosti enzima
Ireverzibilna \ \

denaturacija /

A

1=

™~

~~

pH

Slika 4. uticaj pH na aktivnost i stabilnost enzima 40/48



Uticaj pH na enzimsku aktivnost

WVrnasx (app) A Vimnax F Em 4+
Em
Winax i
-I;”rma.x 5
o Wiz
pEEea1 pEE3z ; > EEm Em EE;; E »
pE rEE rEEz pH P F |4 PLERZ pH

—1

FJ:;M = Vinax (] + K. + [H+]

14 [HY/K. + Koo /[HY]
* T T HTI/K 1 + Koo /IHT]

r —1
1‘“*]“ Vinax (] + [H+] N : )
KX K K.  [HT]

[H] Hls_)
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Uticaj temperature na aktivnost enzima

Optimum

=esakllraciia

00 v 1 v 1 v 1 v 1 N ) N ) N
270 280 290 300 310 320 330 340

42/48



Uticaj temperature na aktivhost enzima

k
In k Vmax

o

T
kdzAd* eXp(-Ea/R*T)

A (t)=A_ el

A= 43/48



Characterization of immobilized enzyme (IME)

Metod imobilizacije Imobilizat u reaktoru

1. Specificna aktivnost

2 Vezana aktivnost 1. Specificna produktivnost
4. Polu-Zivot 3. Ukupna produktivnost
5. pHoptimum

44/48



Difuziona ogranicenja imobilizovanih enzima

e transfer supstrata i proizvoda do povrsine Cestice (eksterna
difuzija)

* transfer supstrata i proizvoda do povrsine Cestice (eksterna
difuzija)

* brzina enzima

45/48



Transfer mase

Immobilised
enzyme Stagnant Bulk
matrix layer solution
4 | h: >
P
y ﬂ [S:]
|
[Ss]|
[S] |
[F] |
[P]]
F—F"

N

Slika 5. Graficki prikaz koncentracije supstrata i
proizvoda kod imobilizovanih enzima
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Primer karakterizacije imobilizovanog enzima
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Added enzyme (IU g-1)

Slika 6. Zavisnost specificne aktivnosti i prinosa
imobilizacije od koli¢ine dodatog enzima

Yield %
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)i Stabilnost imobilizovanog enzima

N2 - A o-kt - -kt It
1 | AT_AOe A-‘-_Aole + Aoze

C
- E E\—E>
¥ 2 —
£
z
- ok arky | 4
- A= 100 - kit
!‘;; —I_kz—kl ka — ki :
(‘f_’ + —a’gk1 — —&rlkl E—ky + w2

ko —ky  ka—ky Y 5 ; : 5 5

Time (h)

Biocatalyst t(°C) ky (h™h ky (h~ 1y o az(Az) fi2 (h) tq () F

37 0.46 0 294 30.0 2.68 - 1.0
Free lipase 50 0.52 0 12.8 14.6 1.64 - 1.0

75 3.19 0 3.8 3.8 0.23 - 1.0
Lipase immobilized 37 0.33 0 27.8 278 3.25 1.7 2.0
on Eupergit® C via 50 0.48 0 1.6 11.6 341 1.7 2.1
oxirane group 75 0.52 0.17 18.6 8.5 237 0.6 10.3
Lipase immobilized on 37 0.28 0.19 39.9 36.0 6.95 2.0 2.6
muino-Eupergit® Cvia 50 0.37 0.09 40.8 149 5.20 1.2 32
carbohydrate moiety 75 0.68 0.13 55.5 4.9 4.07 0.9 17.7

H F is stabilization factor (considered as the ratio between half-lives of immobilized and free lipases). 48 / 48
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Simetrija
Elementi i operacije simetrije

Elementi simetrije — geometrijski pojmovi (tacka, prava, ravan)
pomocu kojih mogu biti izvedene jedna ili viSe operacija simetrije.

Operacija simetrije — pokretanje objekta koje dovodi objekat u
istovetnu ili ekvivalentnu konfiguraciju koja se ne moze razlikovati
od polazne.

Slika 1. Prikaz elemenata simetrije
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Simetrija
Elementi i operacije simetrije

Operacije/elementi simetrije se mogu kombinovati tako
nastanu nove operacije/elementi simetrije

Tabela 1. Kombinacija operacija/elemenata simetrije

Operacije simetrije koje Hibridna operacija Hibridni element
se kombinuju simetrije simetrije

Rotacija + Translacija Rototranslacija ‘ Zavrtanjska osa
Rotacija + Refleksija Rotorefleksija Rotorefleksiona osa
Rotacija + Inverzija Rotoinverzija Rotoinverziona osa
Refleksija + Translacija Operacija klizne ravni Klizna ravan

da
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Simetrija

Elementi i operacije simetrije

https://symotter.org/gallery

¥ Ssymmetry®Otterbein - Gallery

x

+

€« > C @ symotterorg/gallery

Symmetry@Otterbein M Gallery

Molecule selection:

Sort molecules by

Molecule Type

Klasifikacija molekula
po odgovarajucoj klasi

coordination compounds
AAN-cis[Colen),Clo]™
(8,5)-trans-[Cofen),Cly]"
(8.A)-trans-[Co(en)»Cly]"
bis(9-ane-S3)copperll)
bis(dth)copper(l)
[Ca(THR)g]*
[Cofhexacyclen)]®*
[Cr{hexacyclen)”
[Fe(CsHsN)l™"
[Mo(acac); 0]
[0sCI3F3]% (fac)
[OsCl3F3% (mer)
tetra-aza copper(ll)
tetraazidocopper(lly
tetrachloroplatinate
[Th(NO3)s*
tris(enjcobalt(l1l)
tris(oxalato)iron(l11)
IW(CN)gl*
[Ybl3(THF)s]

organic

dimers and clusters

A

Grupisanje operacija simetrije
po raznim parametrima

Elementi simetrije
i

v
Grupa simetrije tacke - Senflisova notacija
v

Slika 2. Primer molekulske
strukture u 3D galeriji

animacija operacije simetrije

Operations Symmetry Info
Group operations by:
Point Group Class -
identity
Cyromtions(2) v A O
Cp'rotations (3) W [m}
Copy View to Clipboard
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MOF-ovi

Definicija i znacaj

MOF — Metal-organska umrezena struktura (eng. Metal Organic
Framework)

3D umrezene strukture— geometrijski slozeni prostori - fenomen
interpenetracije

Fenomen interpenetracije — ,,Dve ili vise mreza koje su bar
delimicno isprepletene na molekulskoj skali, nisu medusobno
kovalentno vezane i ne mogu se razdvojiti dok se ne raskinu
hemijske veze” (IUPAC definicija)

4/24
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MOF-ovi

Interpenetracija

Velike ponavljajuce jedinice u 2D i 3D mrezama

* Formira se prazan prostor.

* Prostor je obicno ispunjen kontra jonima, molekulima
rastvaraca, nekoordinovanim ligandima ili dolazi do
interpenetracije.

Povecanje M-L-M rastojanja dovodi do porasta stepena
interpenetracije.

Stepen i priroda interpenetracije

zavisi od: Interpenetracija

* Glomaznosti i konformacije [A8(NC-(CH,),-CN),]BF,
Iiganada rl Interpenetracuza

* Kontra jona 2 5

e Rastvaraca g g

* Eksperimentalnih uslova

(poput razblazenja) /24
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l Svetski rekord — 54 interpenetriraju¢ih mreza!
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Sn'V-Porphyrin
3D-MOF(Zn)

MIL-53

..\

UNLPF-10

Bi-TATB

Slika 5. Simetrijski diverzitet kristalnih struktura MOF-ova
Catalysts 2020, 10(7), 720; doi.org/10.3390/catal10070720 7/24



Pretraga Kembricke kristalografske baze

Primarni program - ConQuest .

s Program ConQuest pruza Sirok spektar fleksibilnih opcija
s pretrazivanja informacija sadrzanih u preko milion kristalnih
struktura, sto podrazumeva:
e C(itav niz opcija pretrazivanja numerickih podataka koji
E omogucavaju lociranje kristalne strukture na osnovu naziva
— jedinjenja, formule, elementalnog sastava, literature i
- eksperimentalnih podataka
e dublja analiza hemijske strukture uz mogucnost definisanja
fizickih i hemijskih parametara kao sto su naelektrisanje,
hibridizacija, tip hemijske veze i ciklicnost
* 3D geometrijsko pretrazivanje koje omogucava brzu analizu
konfomacionih preferencija zeljenog molekula
e analiza inter- i intramolekulskih interakcija npr. u cilju
pronalazenja zeljenih farmakofora

‘/. 8/24



Pretraga Kembricke kristalografske baze

Primarni program - ConQuest .

Program ConQuest dodatno pruza mogucnost:

upotrebe intuitivnog dela za skiciranje strukturnih formula
definisanjem geometrijskih parametara

upotrebe sekundarnih filtera koji se mogu koristiti za
ogranicavanje greSaka i pozicione neuredenosti atoma
prilikom resavanja kristalne strukture

jednostavne kombinacije pretraga u cilju kreiranja
slozenijih pretraga

preuzimanje kristalnih struktura u .cif formatu (eng.
crystallographic information file) i analiza upotrebom
specijalizovanih programa CCDC paketa

povezivanja strukture direktnom vezom sa literaturnim
izvorom

9/24
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

MOF-ovi

Klasifikacija MOF-ova u Kembrickoj kristalografskoj bazi

. ™ LOYAL SOCIETY
ggzl‘rl"légd «p OF CHEMISTRY

EDGE ARTICLE View Article Online

View Journal | View Issue

) Check for updates | Targeted classification of metal—organic
frameworks in the Cambridge structural database
aAll publication charges for this article

(CSD)t

have been paid for by the Royal Society

of Chernistry Peyman Z. Moghadam, & t§*2 Aurelia Li, ® 1 Xiao-Wei Liu,2®® Rocio Bueno-
Perez, ©2 Shu-Dong Wang,® Seth B. Wiggin, € Peter A. Wood (2 € and David Fairen-
Jimenez (*2

Cite this: Chern. Sci., 2020, 11, 8373

Large-scale targeted exploration of metal-organic framewaorks (MOFs) with characteristics such as specific
surface chemistry or metal-cluster family has not been investigated so far. These definitions are particularly
important because they can define the way MOFs interact with specific molecules (e.g. their hydrophilic/
phobic character) or their physicochemical stability. We report here the development of algorithms to
break down the overarching family of MOFs into a number of subgroups according to some of their key
chemical and physical features. Available within the Cambridge Crystallographic Data Centre's (CCDC)
software, we introduce new approaches to allow researchers to browse and efficiently look for targeted
MOF families based on some of the most well-known secondary building units. We then classify them in
terms of their crystalline properties: metal-cluster, network and pore dimensionality, surface chemistry
lie. functional groups) and chirality. This dynamic database and family of algorithms allow
experimentalists and computational users to benefit from the developed criteria to look for specific
classes of MOFs but also enable users - and encourage them - to develop additional MOF queries
based on desired chemistries. These tools are backed-up by an interactive web-based data explorer
containing all the data obtained. We also demonstrate the usefulness of these tools with a high-
throughput screening for hydrogen storage at room temperature. This toolbox, integrated in the CCDC
software, will guide future exploration of MOFs and similar materials, as well as their design and

Received 3rd March 2020
Accepted 16th June 2020

DCI: 101039/d0sc01297a

n Access Article. Published on 17 June 2020. Downloaded on 5/24/2022 8:40:46 PM.
- This article is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported Licence.

rsc li/chemical-science development for an ever-increasing range of potential applications.

Slika 6. Primer znacajne publikacije

Chem.Sci., 2020, 11, 8373, doi: 10.1039/d0sc01297a 10/24
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MOF-ovi

Istrazivanje MOF-podskupa

CSD MOF Subset Explorer | Adsc X
ol

& > @ A Notsecure | aam.ceb.cam.ac.uk/mof-explorer/CSD_MOF_subset/

S CAMBRIDGE CSD MOF Subset Explorer p Groce
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141md
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Slika 7. Istrazivanje MOF-podskupa

http://aam.ceb.cam.ac.uk/mof-explorer/CSD MOF subset/
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1 Pretraga Kembricke kristalografske baze

S primarni program - ConQuest .

ions  View Databases Results  Help

Build Queries ', Combine Queries '\, Manage Hitlists ", View Results ',

Specijalizovane opcije pretrage

Slika 8. Program ConQuest

‘ 12/24



Pretraga Kembricke kristalografske baze

Primarni program - ConQuest .

raw (1) - New
File Edit Atoms Bonds 3D Options Help

| | Click and drag to create a bond.
4 F&Wv‘ Drag to an existing atam ta make a connection
£ —
[ oraw
f EDIT
4
ERASE
o Options...
. Delets
aaaaaaa
Optio

eeeeee

Opcije za skiciranje strukturne formule
jedinjenja

Slika 9. Opcije za skiciranje strukturne formule jedinjenja

‘ 13/24



Pretraga Kembricke kristalografske baze

Primarni program - ConQuest .

File Edit Atoms Bonds 3D Options Help
[ 4 Click and drag 1o create a bond.
C_,)- W |Dvag to an existing atom to make a ‘
- _
I DRAW
& EDIT
Q‘ ERASE
ADD 3D Options N
CONTACT | Dajete
Contact:
=l
/Z"
O\‘ o,r"'
/ Options.
T’ Delete
' o o2 TR Primer dela kristalne strukture:
— | | iseli i L
— ; | p-ftalna kiselina koordinovana za
Q‘ H/C\\\C’///C\H Zn(")
!
o] (o]

| Slika 10. Primer nacrtanog dela kristalne strukture
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| \\{ Pretraga Kembricke kristalografske baze

L]

DC ConQ

File Edit Options View Databases Results Help

Primarni program - ConQuest .

Draw
=

Peptide |

Build Queries | Combine Queries ', Manage Hitists \ View Results ',

Restrict Search by Refcode

Author/dournal
Name/Class
Elements
Formula
Space Group
Unit Cell

ZiDensity |

Current Restrictions

1.

No Restrictions Currently Set

Experimental
All Text
Refcode (entry ID)

Search Reset

| CSD Version... | Select to restrict based on C5D version |

€ Entries in a hitlist loaded this session

" Entries in saved search file

" Entries in saved hitlist combination

" Entries in saved refcode list

rch Mame: |search

lovember 2021)

Restrict based on pre-defined hitlists.

Choose a subset ...

Best representative lists
CSD Drug subsets
CSD MOF subsets
ADPs available subset
CSD Pesticide subset

Electron diffraction subset
High pressure subset
Hydlrate subset

subset

MOF
Non-disordered MOF subset

ct Subset Clear Subset

ery being used. Search will find structures:

Teaching subset

where this query is true: ‘

- D
Filters ", Advanced Options ',

I 3D coordinates determined

™ Rfactor & <=0.05

[~ only & Non-disordered
 Disordered

™ Mo errors,

I™ Mot polymeric

™ Neions

[~ Only & Single erystal structures
€ Powder structures

[~ Only & Organics
€ Organometallic

I Start Search I Cancel Reset

3.

Slika 11. Odabir MOF podskupa
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Pretraga Kembricke kristalografske baze

Primarni program - ConQuest .

CCDC ConQuest (1)

searchl [Search]

File Edit Options ViewDatabases Results Help

Build Queries ', Combine Queries ', Manage Hitlists " View Resulrs

ANTEXt  porooge: ABUBUY €SD version 5.43 (November 2021)

AuthortJournal
Chemical
Grystal
Experimental
Diagram

3D Visualiser

Lista akronima kristalnih struktura

\ABUBUY

Analyse Hitlist

» ABUBUY =
v ABUWOJ

v ADETEL

v AFOROD
v AFOSIY

v AFOSOE
v AFOSOED1

CSD Internais
Search Overview

(REFCODE)

Rezultat: broj pronadenih Kristalnih struktura
o’ N koje sadrZe poc¢etno nacrtani fragment

Rezultat: prikaz dela kristalne strukture
u kome je naznacen pocetni kriterijum za upit

[~ Show terminal carbons Use a5 Ques Detach
.

v AFUDUC
v AJODUZ
v AJOSUN
v AJOSUNOD1
v AKEDIF
v ALICEG
v ALIZAY

v AMAPUZ
v ANEKUC
v ANUPIK
v AQOPUS
v ATAJAL

v ATEHEO
v ATEMAP
v ATEMET
v ATOWIQ
v ATOWOW
v ATOXAJ
v ATOXEN
v AVEZEJ
v AWUVIZ
v BADYUD
v BADZAK
v BASMUG
v BAYQOK
v BECDIX
v BEKQUG
v BEQBOQ
v BEQBUW
v BEQHEN
v BERGAI
v BERGAIO1
v BIZNUW
v BONFIW
v CELGIL

v CEPDAF

CERZEE -

<< 5

875 hits

Stop Search |

£ Type here to search

3:59 PM

Slika 12. Prikaz rezultata pretrage
MOF podskupa

~ T ) 3F SRP

5/20/2022 E‘
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Pretraga Kembricke kristalografske baze

1
NN Primarni program - ConQuest .

CCDC ConQ earch [Search]

File Edit Op ew Databases  Results  Help

-t
(C_ New Window Erialt Hitlists\ View Results ",

Open »

i /ABUBUY
g— SR G 5D version 5.43 (November 2021)
- Save Search As. Analyse Hitlist

=1 Write PDF file to view/print...  Ctrl+P v ABUBUY =
v ABUWOJ
=/ Read Queries. Ctrl+R # ADETEL

Save Queries » . v AFOROD
Cuvanije Zeljenih rezultata pretrage . AFosoE
v AFOSOEOQ1

View Entries in Materials Studio ili cele pretrage v AFUDUC

Analyse Data in Mercury Alt+M v AJODUZ

Export Parameters and Data... v AJOSUN

View in Excel... N OHC-NMe v AJOSUND1
N 2 v AKEDIF

o N
T Ol o/ ALICEG
i 1+ N O
Exit CirleQ o @ N)\ ) NMe v ALIZAY

View Entries in Mer:ury Ctri+M

o v AMAPUZ

Zn
- -~ N_ v ANEKUC
g NN @ ] %76 \NON NMe v ANUPIK
N(Y o) >—~N 2 v AQOPUS
e

(C =/ v ATAJAI
. N=N_ o N O v ATEHEO
p— Zn o Zn 0 v ATEMAP

e v ATEMET
@ o E) \\“NME v ATOWIQ
C o+ IS v ATOWOW
= v ATOXAJ
v ATOXEN
0—Zn N v AVEZE)
I ,/< 0 v AWUVIZ
= NO o v BADYUD
N = v BADZAK
Me N N 0 v BASMUG
Zn v BAYQOK
o N v BECDIX
1 v BEKQUG
i v BEQBOQ
Me,N v BEQBUW
v BEQHEN
v BERGAI
v BERGAID1
v BIZNUW
v BONFIW
v CELGIL
v CEPDAF
L\ CEPZEE |
> =

B75 hits

I Show terminal carbons Use as Query, Detsch | oS |

[ | ® @ S =E0R- 30

Slika 13. Nacin ¢uvanja zeljenih
y | rezultata pretrage 17/24



@ CCDC ConQuest

File Edit Options

/iew Databa Results

Help

Export Entries: searchl

Build Queries | Combine Queries ', Manage Hitlsts . View Results ',

C5D version 5.43 (November 2021)

Select file type:

Diagra

| CIF: G

File o |

3D Visualis
CSD Interna
Search Overvie

Select what to export:

" Current entry only

@ All selected entries

Select options:

" Structure data only

& Additional CIF data items

Al entries in one file

~  Onefile perentry
(ABCDEFO1.<names cif)

I Include bonds

I Include defined parameters

Odabrati .cif ekstenziju
dokumenta

N OHC—NME2

Either:  Edit Filename and Save Oor:  Savevia

sers\Pedja\csds_data\searchl.cif  Save File Popup

I o fancel

I~ Keep window open when finished

\\U -~
J
Ol

Odabrati Zeljeni direktorijum
u kome ce biti sacuvani
rezultati pretrage

[ Show terminal carbons

Use as Query...

Detach |

ABUBUY
Analyse Hitlist

v ABUBUY =
v ABUWOJ
v ADETEL
v AFOROD
v AFOSIY
v AFOSOE
v AFOSOEO01
v AFUDUC
v AJODUZ
v AJOSUN
v AJOSUNO1
v AKEDIF
v ALICEG

o ALIZAY

v AMAPUZ
¥ ANEKUC
¥ ANUPIK
v AQOPUS
v ATAJAI

v ATEHEO
v ATEMAP
v ATEMET
v ATOWIQ
v ATOWOW
v ATOXAJ
v ATOXEN
v AVEZEJ

v AWUVIZ
v BADYUD
v BADZAK
v BASMUG
v BAYQOK
v BECDIX
v BEKQUG
v BEQBOQ
v BEQBUW
v BEQHEN
v BERGAI
v BERGAIO1
v BIZNUW
v BONFIW
» CELGIL
v CEPDAF

s CFP7FF -

@ A o

Slika 14. Odabir ekstenzije i mesto
cuvanja rezultata pretrage
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Analiza kristalnih struktura

Program Mercury O

Program nudi sveobuhvatan spektar alata za vizuelizaicju i analizu

kristalnog pakovanja sto podrazumeva:

e generisanje dijagrama pakovanja

* vizuelizaciju ravni Milerovih indeksa (h k )

* geometrijska analiza intermolekulskih interakcija

e vizuelizaciju elemenata simetrije prostorne grupe

e izraCunavanje veli¢ine pora (kontaktna povrsina i povrsSina
dostupna rastvaracu)

e proracuni na molekulima u simuliranom gasovitom
agregatnom stanju upotrebom interfejsa MOPAC

e Prikaz Braveovih, Fridelovih, Donajevih i Harkerovih (BFDH)
teorijskih morfologija kristala

19/24



Analiza kristalnih struktura

Program Mercury O

@ BEKQUG (Pnma) - Mercury - X
4 File Edit Selection Display Calculate CSD-Community CSD-System CSD-Materials CSD-Discovery CSD Python APl Help
g o Picking Mode: | Pick Atoms ~ | Clear Measurements @l p Q} [ show Labels for [All atoms T with |Atom Label ha
Style: | Capped Sticks = folour: by Element - = Manage Styles... |Publication ~ ° Atom selections: ~ |/ Select by SMARTS{[c]
= —
O CCkS Bult view: |b ~ a b c a* b* % X+ y y+ z- z+ %90 x+90 y90 y+90 z90 z+90 <« > | T zoom- zoom+
C { Structure Navigator & x
BEKQUG Find
Crystal Structures Spacegroup "

AFUDUC  P21/n
AJODUZ  Pca2l
AJOSUN  (2/c
AJOSUNOT C2/c
AKEDIF C2/c
ALICEG Ibca
ALIZAY Pna21
AMAPUZ  P21/n
ANEKUC ~ P21/n

Stil prikaza
kristalne strukture

ANUPIK  C2/c
\,_-< AQOPUS  P21/c
[ ( ATAIAL Q2
— /k' ré ATEHEO  P21/c
(| ATEMAP  P-1
ATEMET  P-1

- =a

Prikaz kristalnog pakovanja
ili asimetri¢ne jedinice

ATOWIQ  C2/m
ATOWOW  (C2/m
ATOXA) P43212
ATOXEN  P-1
AVEZE) C2/m
AWUVIZ  P4/mmm
BADYUD  P21/n

f BADZAK  C2/c
v BASMUG  P21/c
Dopunske stilske opcije BAVQOK -1
BECDIX  C2/c
BEKQUG  Pnma v
Display Options & x
| Options h s
Display
Tree View
(i ] Short Contact < (sum of vdW radii) Contads... Show hydrogens [ ] Depth cuz
Asymmetric Unit] [ 7] H-gand User defined p— Show cell axes  |[] Z-Clipping [ $§ multiple Structures
[] Auto centre - - - - - [] Label atoms Stereo Structures...
— Analiza inter- i intramolekulskih [ . b
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Kloniranje gena od interesa u selektovani vektor
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Slika 1. Sematski prikaz kloniranja gena od interesa u selektovani
vektor. 1/5
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Slika 2. Sematski prikaz kreiranja biblioteka mutanata.
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@ Transformacija bakterije E.coli
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Slika 3. Sematski prikaz transformacije bakterije Escherichia coli. /
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Slika 4. Sematski prikaz transformacije kvasca Pichia pastoris i
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Slika 5. Sematski prikaz pre¢iéavanja proteina.
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W

Sta je biomineralizacija?

Problem:
Primena enzima u industriji

2

=
W
]
)
>

Biokompoziti (biomaterijali) su jedinjenja koja se sastoje
iz neorganskog dela (npr. MOFova) i enzima.
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Nasi radovi

Stanisi¢, M.D.; Popovi¢ Kokar, N.; Risti¢, P.; Balaz, A.M.;
Sencanski, M.; Ognjanovi¢, M.; Doki¢, V.R.; Prodanovi¢, R;

g Todorovi¢, T.R. Chemical Modification of Glycoproteins’
.~ Carbohydrate Moiety as a General Strategy for the Synthesis of
£ Efficient Biocatalysts by Biomimetic Mineralization: The Case of
u Glucose Oxidase. Polymers 2021, 13, 3875.

periodate
oxidation

TUDENTE,

0x-GOx@ZIF-8

Slika 1. Shematski prikaz modifikacije i biominealizacije glukoza
oksidaze (GOx)
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Perjodatna oksidacija glukoza oksidaze

1. Optimizacija finalne koncentracije NalO,:
(a) SDS i nativna PAGE elektroforeza

s B R 2O o T -~
s A Mo e
- "y - - 1 - "
———
—
¥ m_ _:
(a) (b)

Slika 2. (a) SDS i (b) nativna PAGE elektroforeza komercijalne i
perjodatno oksidovane (2.5, 5, 50 mM NalO,) GOx
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Perjodatna oksidacija glukoza oksidaze

1. Optimizacija finalne koncentracije NalO,:

(b) merenje zeta potencijala

Uzorak Zeta potencijal (mV)
GOx -10.2 4.6
2.5 mM oxGOx -36.9+5.6
5 mM oxGOx -32.7+4.4
50 mM oxGOx -29.51£5.2

Tabela 1. Eksperimentalno izmerene vrednosti zeta
potencijala uzoraka neoksidovane i oksidovane GOx
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Optimizacija uslova biomineralizacije
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Slika 4. Suspenzije u Oh (a) i nakon stajanja 12h (b) na sobnoj temperaturi
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Slika 5. SEM (A)nativna GOx:ZIF8 50:1 (0.5 mg/ml) ispran dH,0;
(B) 2.5 mM POx GOx:ZIF8 50:1 (0.5 mg/ml) ispran dH,0; (C)
nativna GOx:ZIF8 50:1 (0.5 mg/ml) ispran SDS (10 (% w/w) ; (D)

| 2.5 mM POx GOx:ZIF8 50:1 (0.5 mg/ml) ispranSDS (10% w/w)
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Na trziStu dostupna komercijalna smesa izoformi
peroksidaze iz rena sa pl vrednostima od 2 do 9!

Za eksperimente biomineralizacije potrebna
izoforma C1 sa pl vrednoscu 5.4 |

N

- y-

IDEJE??? g
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Hromatografsko preciscavanje izoformi
peroksidaze iz rena

Optimizacija uslova sobne hromatografije za precis¢avanje i
izolovanje razliCitih izoformi peroksidaze iz rena (HRP)

£ ——A280
o
£ 03 - = A405

15 20 25 30

Frakcije

Slika 6. Hromatografsko Grafik 2. Hromatogram nakon
precCi¢avanje HRP preciS¢avanja HRPa na CMC koloni
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SEMINAR ZA STUDENTE, Beograd 28. maj 2022.

Cilj biomineralizacije i primena biokompozita
Cilj:

Pronaci sto efikasnije spojeve neorganskog dela
biokompozita (MOFa) i enzima, sintezom adekvatnih
mofova i uvodenjem mutacija na povrsini enzima.

Primena:

RazliCite grane industrije, farmacija, medicina i dr.
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