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3AXBAJIHHUI]A

Jleo pesynrara koja oOyxBara Te3a He OM TIOCTOjalIn Ja HHje OMIIO capame ca
naboparopujama y JbyOspanu u [Ipary u oBuM mmyTem ce 3axBajbyjeM KojlabopaTopuma Ha
IMBHOj capaJibu M BEJIMKOM 3Hamby KOje caM cTekia panehu ca muma. [lopex mux
3axBaJbyje€M C€ ¥ CBHM JPYTruM KojabopaToprMa U3 HHOCTPAHCTBA KOjU CYy HaM IIOMOTIIN
KaKO CaBeTUMa M KOHCYJITal[jaMa TaKo U CIIakeM CBOJHX MaTepHjaja.

3axBasbyjeM ce CBUM capaJHUIMMa ca JlemapTMaHa 3a XeMH]y, IPEBACXOIHO TPYITH
npodecopunie Cakau Mapuje (Kysmunan MBanu, Ajaykosuh JoBanu, CaBuh Mapunmn), 6e3
YHjUX jeTUbCHha He OM OMIIM YCTAaHOBJHEHH HOBH WHXHOUTOPH.

Benuky 3axBanHocT nyryjeM koserama Credanosuh Munomupy, Atnaruh Kpucrunu,
bammna bpanku u [lerpoBuh Jenenu koju cy My OWJIH 1 jOII Cy BEJIMKA MOJPIIKA U TOTIIOPA
KaKO y HayIll TaKO U IPHUBATHO.

3axBajbyjeM ce pyKOBOJUOIY mpojekTa biarojeBuh [ymiky, mTo Me je mpuxBaTHO MPBO Kao
CTHIICHJIUCTY, a 3aTHUM H Ka0 UCTPAXKMUBAYA HA TIPOJEKTY.

[TocebHy 3aXBaJIHOCT AYTYyjeM KoJieraMma y JIabopaTopHuju y KOjoj caM pajuiia U MacTep u
nokropat: bekuh Coduju u Mapunosuh Maju Ha CBaKOTHEBHOM 3a]€THHUYKOM
MIPEKMBIbABAKY U MPUBATHUX U MOCIOBHUX M3a30Ba, Yennh Tamyu Ha KOHCTAHTHO] MOJIPIIIIN
U IUBHUM yCTIOMEHaMa ca IyToBama, ¥Y3emnall MiBu u ABpaMoB Muiionry Ha He3a00paBHUM
BexkOama, Bykammnosuh Ensupu n Opunh CHexxanu mTo cy Mu Ouiie ctapuje cecTpe,
bnanyma Axu Ha HamuM ManuM pasroBopuma, [Tonosuh Xespky miTo je 610 oamU4an
caBeTHUK, ipodecopuniama [lypah Jenenn, Kojuh J{anujenu u hennh Anhenku Ha
CBaKOJHEBHO] Capaiibu U HApaBHO MEHTODY, podecopy [lerpu ExBapay mpe cera mro me
j€ MpHUXBaTHO Kao JOKTOPAHTa, 3aTUM IIITO MU je OMOTYhHO Ja paiM Ha OBaKBOj TEMH U IITO
caM Kpo3 MPOjeKTe UMasa MPUINKY Ja YIOo3HaM JUBHE U KIJbYYHE JbY/I€ Y MOM JKHBOTY.

Melytum, oBe Te3e naHac He Ou OUIo a HHje OMIIO TOAPIIKE O/ CTPAHE IeNie Moje
HOpOJMIIe, C TOTa, MaMa U TaTa MOCeOHO BaM Ce 3aXBajbyjeM Ha CBUM U JIEMIMM PeYMMa i U
pacrmpaBamMa, Ha TIOJIPIIIM Y CBHM MOJHM OJTyKaMa KOje U HUCY YBEK Owie Oarn HajOooJbe U
IITO U JaJbe OpUHETE ,,J1a JIU CaM jelia M J1a JIM UMaM JIOBOJbHO mapa’“. AINCOIyTHO MOCEOHY
3aXBAJIHOCT AyryjeMm cecTpu AHa bojaHu koja je ycmerna 1a Me UCTpIU U OyJie MoJIpIIKa U
31IpaB pa3yM y CBUM MOjUM (hazama, pacroiokemuMa 1 CTalbuMa. Y OKBHPY OBOT JIeNIa Cce
3axBajbyjeM u Omnatepanu ca CoBeHHjoM, KOja MU je oMoryhuia Ja ce gaHac 3a
MOTHUBAIH]y, TOICTUIIA], EMOTUBHY UCITYH-EHOCT U ,,00p0y /1a He OyaeM ucnos upre
3axBaJIUM MOM Buny.
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Jlucra ckpahenuna

AbupatepoH anerat

Cynepdammimja anmo-KeTo peayKrasa

Hondpamunuja C, pamunmja 1, cynepdamunuja AKR

CrepouHu KaHal

OKcHaHjOH MECTO

Iloapenosu 1,2 u 3

AHAPOTEHH peLenTop

ba3uu naposu

Penenirop A y aMHHOOYTHpHYHE KHCEITHHE

Jumerun cyndokeng

Jle30kcprOOHyKIenHCKA KUCETHHA

JexunpoennanapocTepoH

JuxuaporectocTepoH

HutnoTtpeurosn

EtunennuamunreTpacupheTHa KucenmHa

Ectporenu perernirop P

Bp3a mpoteuncka teuna xpomatorpaduja (enen. fast protein liquid chromatography)
N3omnponun-B-J[-tuoranakronupanosun (exen. isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside
Luria Bertani menujym

[TporenH KMHAa3a aKTUBUpPaHa MUTOT'€HOM

B-HUKOTHHAMUJ aJICHUH JTUHYKICOTH]

B-HEUKOTHHAMHUI aNCHUH AUHYKICOTH PeIyKOBAHI

B-HUKOTHHAMU/ aJICHUH TUHYKIeOTUa Bhocdar
B-HUKOTHHAMUI aleHUH TUHYKICOTHI (ocdaT, peryKoBaHU

Hecrepouanu antunndaamaropuu gexkosu (enen. hon-steroidal anti-inflammatory drugs)
Jlanuyana peakiyja moimMepase

Ipoteuncka 6a3a mogaraka (ener. The Protein Data Bank)

[Mpocrarnangua D2

IIpocrarnangun F2a

IIpocrarnanaus F cunTaza

IIpocrarnanaun H2

PubonyxienHcKa KucennHa

9,10-¢peHaHTpEeHEKBUHOHE

Kpatko-man4ane nexuaporeHase/peayKrase
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1. YBOJAHO PABMATPAIBE

HcrpaxxkuBame nMa (OKyC Ha XyMaHMM EH3UMHMa U3 cynepdaMmuimje ango-Kero
penykraza, Koje MMajy BEJIMKM METaOONIMYKH 3HA4a] 32 XOMEOCTATCKO ()YHKITMOHUCAHHE
opranuzMa. OBH CH3MMH HMajy BaXKHY YJIOTY y MeTaOOJIM3MYy CHIIOTEHHX jeHbCHha U
KCeHOOHOTHKA, KOju mocenyjy amgo wiam kero rpymy (Penning, 2015). Heku ox umanoBa
noadamunuje 1C anmo-xketo peaykraza (AKRIC) umajy yrmory y pas3Bojy oxapeheHux
MATOJIOMIKUX CTama, Kao IITO CY JICYKeMHja, TyMOPH MpPOCTare, JOjKE U EHIAOMETPH]jyMa.
AKRI1C en3umu MoauduKyjy CTEpOMIHE XOPMOHE: aHIPOTeHE, €CTPOreHe, MPOreCTepPOH,
Kao M TpOoCTarjiaHAuHe, peryauinyhn Ha Taj HAYMH aKTHMBHOCT HYKJICAPHHX pELENTOopa a
caMHUM THM H Jpyre eeKTe KOju NpOUCTUYY U3 aKTHBaluje Hy1eapuux perenropa (Velica et
al., 2009). Ynanou AKRIC damunuje campxe pasnuunte u3odopme. [lo cama Huje
PETUCTPOBAH JIEK KOjU TUPEKTHO YTHUYE HA MPOTCHHE OBE TPYIC U CAMUM THM j& aKIeHaT Ha
W3HaNAXewhy crelnGUYHuX JuraHaaa (Cymncrpara, UHXHOUTOpa), KOju OU MOIIIH Ja UMajy
(hapMakoIJIOIIKy IPUMEHY U Y CIIy4ajy HAaTOJIOIIKHUX CTama, Ka0 KaHAWIATH 32 TIOTSHIIN]jaTHe
JeKOBe, amu ® 300r TOjeIMHAYHOT WCIHTHUBama MocTtojehux wu30popMH U HHXOBE
CTPYKTYpHO-(QYHKIIMOHAIHE TIOBe3aHOCTH. 300r cBera HaBeaeHor mnpotenHn AKRIC
MPEJICTaBIbajy BPJIO HHTEPECAHTAH MPEIMET UCTPAKUBAbA.

Jla Ou ce WCTpakmia €H3MMCKa aKTUBHOCT MPOTEMHA Ca Pa3IUYUTHM JIMTAHINMA,
HEONXOJHO je OWio Ja ce pa3BUje €H3MMCKH €ce] KOjU j€ W3BOJJbUB, Op3, MOY3/aH M
NMOHOBJEMB. OBO UCTPaXHMBAE j€ MOAPAa3yMEBAI0 ONTHMH3ANN]Y paaa ca PeKOMOMHAHTHUM
xymaHuM eHszumuma u3 rpyne AKR1C, koje je 00yxBaTHIIO OJip’KaBambe U TpaHCHOopMaLnjy
OakTepuja, H30JANM]Y IUIA3MHUAQ, UHAYKIU]Y, €KCIpecHjy U  TpeurinhaBama
PEKOMOMHAHTHUX MPOTeHHA. V3Hanaxkeme HOBUX JIMTaHa/ia U yTBphHBame BUXOBOT edekra
Ha SH3MMCKY aKTHBHOCT j€ peaji30BaHO Ha JBa HauuHa, in Silico u in vitro. In silico mpuctymn
je oO0yxBaTHMO JHM3ajHUpAE MOJENa IMpOTeNHa | JIUTaHajga IIyTeM HCTPaKHBamba
TPOAMMEH3UOHAIHE CTPYKTYpe W MoJjeKyiaapHor ycuapaBama (enen. molecular docking),
aHaIM3y CTPYKTYpHE (DYHKIIMOHATHOCTH €H3UMa M pa3IMuMTHX Juranaia. In vitro mpucryn
je 00yxBaTHO pajJl HAa €H3UMCKOM €Ce€]y, aHAIM3y aKTUBHOCTH €H3UMa U e(eKTa pa3InduThuX
JWTaHaga Ha €H3MMCKY aKTHBHOCT. [lopen HaBeieHOT, 3a JIMraHAe KOjU Cy ce TMOKa3alu Ja
nocenyjy MHXHOUTOpHE KapakTepucTuke, paheHa je Kpucraau3aluja MpOoTeMHa ca JaTuM
JUTaHIOM Ja OM Ce YCTaHOBHIIE TauyHE MOJICKyapHE WHTEpaKifje KOMIUIEKCa MPOTEHH-
JUTaH/Ia ¥ ca THM Ca3HamHMMa yKa3aJio Ha TOTeHIMjalHa dajba MOAM(HUKOBamka JIUTaHA/Ia y

IUJby yHanpehema MHXUOMTOPHUX KapaKTepHCTHUKA.




2. AJITO-KETO PEAYKTA3E

2.1. Onmre KapaKkTepUCTHKE

Anpno-kero penykrase (AKR) mpencrasibajy cynepdamuujy NAD(P)(H)-3aBucHux
OKCHJIOpEAyKTa3a Koje KaTauu3yjy PpeAyKIHjy ajjiexuJa W KEeTOHa [0 NPUMAapHHX U
cekyumaapaux ankoxoja (Ci. 1). AKR cy mpucyTHe y BEIHKOM OpOjy BaXHHX peakiuja y
praHm3My H mojieJbeHe ¢y y 16 ¢pamuiunja Ha ocHOBY xomodoruje cekenie (Penning, 2015).
YKJbydeHE Cy Yy MeTa0oJM3aM BEIHUKOT Opoja eHIOTeHUX CYICTpara, YKJbyuyjyhu mehepe,
JWUNU/E, peTUHAJe, CTEPOHJE M NPOCTAarJiaHAWHE, Ka0 M Yy MeTadoiHM3aM KCEHOOMOTHKA,
NOMYT AMKApOOHMIIA, XEMHjCKHX KaHIIEPOT€HHX METa0oNnuTa, Kao CII0JbHO-CPEAMHCKUX
3arajuBadya (HIp. MOJMUMKIMYHMA apOMaTHYHHM YrJbOBOIOHHWIM, akposiens) (Barski,

Tipparaju, & Bhatnagar, 2009; Chen, Jin, & Penning, 2015).

o NAD(P)H NAD(P) HO
I~
R; R, Rj R

Crnuka 1. Pegykiuja xkapOHMIIHE TpyIe y XMAPOKCUIIHY KaTalH30BaHa
ca AKR nporennom y3 ynorpedy kodakropa NAD(P)H.

2.2. HomeHnkJ1aTypa u KJIacupukanmja

Ha mouerky AKR en3umu cy npBo goOujand MMEHa MO €H3UMCKO] aKTHBHOCTH,
MehyTuM 300T UPOKE CyNCTpaTHE MpedepeHiirje, OBakaB CUCTEM je nocrao 30ywyjyhu. Ha
npumep, jenan ensuM AKR je mo3Har M Kao JUXUAPOINON JAEXUApPOreHaza 2, MPOTEUH 3a
BE3MBAaE )KYUHUX KHCEIMHA U 30-XUIPOKCUCTEPOUI JEXUAPOreHa3a TUMl 3 U CIIMYHO. 3aTHUM
Mopel HaBeJICHOT, HACcTao je mpolseM 300T MocTojamka eH3UMa ca CIIMYHUM (PyHKIHMjama U3
npyrux cynepdamuiuja. 300r cBera HaBeaeHor, 1997. ronuHe HampaBJbeH je
HoMeHKJarypHu cucreM 3a AKR cymeppamunujy, 3acHOBaH Ha CIMYHOCTH Y

aMI/IHOKI/ICCHI/IHCKOj CCKBCHIIU.




2. Anoo-xkemo pedykmase

Cynepdamunuja AKR ce cactoju ox 16 damwmimja, koje cy rpynucaHe Ha OCHOBY

ciuyHocT 'y cekBeHIM Behoj on 40%, obGenexeHe cy apalckuMm OpojeM oaMax u3a

ckpahenune AKR:

AKR1 — angexun pemykrase, anjgo3a peayKrase, XUAPOKCUCTEPOU ] AEXUAPOreHa3e U
cTepoun SP-penykrase,

AKR2 — MaHO03a 1 KCHO0JI03a peAyKTase,

AKR3 — AKR kBacara,

AKR4 — xallkoH ¥ KOJICMHOH peayKTase,

AKRS5 — penykTase riTyKOHCKE KHCEINHE,

AKRG — B-cybjenuHulie KaliijyMOM PETYIHCAHOT jOHCKOT KaHaa,
AKR7 — adnaToxcuH quaniexui ¥ CyKIMHAT CEMUAIIZICX U] PEIyKTase,
AKRS8 — nupumokcan peaykrase,

AKR9 — apun ankoxoi qexuaporeHase,

AKR10 - Streptomyces AKR,

AKR11 - Bacillus AKR,

AKR12 — Streptomices miehepno-anmexuana peayKrasa,

AKR13 — xuneprepmoduiiHa OakTepujcKa peayKTasa,

AKR14 — Escherichia coli penykrase,

AKR15 — Mycobacterium peaykrasa,

AKR16 — Vibrio cholera pexyxrasa.

[Tondamunuje ce cacroje o wiaHOBa ca CIWYHOLINY aMUHOKHCEIIMHCKE CEKBEHIIE

Behom on 60%. Ilpema oBoj nepuuuumju 9 on 16 damumnmja ce cactoju ox OpojHUX

nojadamuinyja. Y ciydajy nocrojama Beher 6poja mojapamminja y okKBUpY jeaHe GaMuimje,

npunaaHocT noadaMuwinju ce obenexaBa BEIMKUM CIOBOM IOCJE aparckor 0poja, JOK ce

WIaHOBH Tojdamiminja o0esnexaBajy joul MPUI0AATHM aparnickKuM OpojeM Tociie MPETXO0IHO

nomxator Benukor cioBa (naTepHer crpana: "AKR Superfamily”; Penning 2015). ®amunuja

AKR1 o6yxBara noadamumnmje:

A — cucapcKe alIexu/] peayKTase,

B — cucapcke anjo3ne penykrase,

C — xuapokcucreponn nexuaporenase (exwen. hydroxysteroid dehydrogenases, HSDs) n

D — A4-3-kerocrepoun-5p-penykrase (naTepuet crpana: “AKR Superfamily™).

Croucak cBux uwiaHoBa cynepdamunuje AKR ca mogaTHuM mojeguHOCTHMA U

nerajbuMa je moryhe BuaeTu Ha ctpanuiy https://www.med.upenn.edu/akr/members.html.



https://www.med.upenn.edu/akr/members.html
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2.2.1. Tpooumensuonanna cmpykmypa

UmanoBu AKR cynepdamunuje uMajy BEIUKY CIMYHOCT Y aMHUHOKHCEIWHCKO]
CeKBEHIIM M 300T TOTra MMajy M MPWIMYHO CIUYHy CTpykTypy. AKR mmajy monekymapHy
texuny oko 37 kDa (oxo 320 amuHO-KHMCeNWHA) W YIJIaBHOM Cy MoOHOMepH. Mwmajy
KapaKTepUCTUYHY OYYBaHY TPOJMMEH3UOHAIHY CTPYKTYPY KOja ce CacToju ol MOTHBa Oype-
(a/B)s, koju ce 3BaHMYHO 30Be Oype Tpuo3odochar m3omepase (ewen. triosephosphate
isomerise barrel, TIM barrel). ImMe je m0OujeHO MO €BOJIYTHMBHO OYYyBaHOM HCTOMMECHOM
ensumy. [Topen Oypera, mpoTeHH Caap KU TPU BEIIMKE MET/hE HA jeTHOj CTpaHH OypeTa Koje
MMajy KpYIHjallHy YJIOTY y TpEno3HaBamy CIEHU(GUYHOr JIUTaHAa, KOJU C€ Be3yje IOoJ
MPaBUM YIJIOM y OJIHOCY Ha KO(akTop M moceiyjy O4yBaH JIOMEH 3a Be3uBame Kodakropa

(Cn. 2.) (Barski et al., 2009).

Crnuka 2. [Ipuka3 ctpykrypre oprarmanuje AKR1C3. OcHoBHY cTpyKTypy 4nHH (0/f)s-0ype, Koje ce cacToju
ox 8 B-mova (kyTe cTpenuile) U 8 o-Xenrukca (IPBeHO). 3eIeHOM 00joM Cy 00enekeHe MeTike, Koje Cy OCeOHO
H3pakeHe Ha CTpaHu OypeTa Ha K0joj ce Be3yjy smranyg u kodakrop (PDB: 1XF0, PyMOL).

2.2.2. Kunemuxa u kamaiumuuku mexanu3am

[Mocroju ¢yHKIMOHATHA OYYBAHOCT KaTaluTHYKOr wmexaHmsma kox AKR ca
MEXaHM3MOM KOJl KpaTKO-JaHYaHUX JexujaporeHasa/penykraza (ewer.  short-chain
dehydrogenases/reductases, SDRs) wako mocenyjy JApyraumjy TpPOAMME3UOHAITHY
opranm3anyjy nporenHa — PocmanoB uBop (Penning, 2015). AKR karamu3syjy peakuuje
OKcHIalMje W penykinuje Opojuux cymctpata y3 ymorpedy NAD(P)(H) kodakropa.
Karanumy no ypeheHom 61-0u KMHETMUKOM MEXaHU3MY Y KOM ce KoaKkTop Be3yje MpBH, a
Mocjemhy Hamymra npoTenH. HauumH Be3uBama KO(akTOpa je OuyBaH Y OKBHPY

cynephamunuje, Besyje ce y u3ayxeHoj koHpopmauuju Ha C-tepmuHanHoj crpanu TIM
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OypeTta, ca HUKOTHHAMHUIHUM TPCTEHOM y je3rpy Oypera. Konrtakr msmely kodakrtopa u
CyIcTpaTa jeé CKOpO HMJCHTHYaH Koja ckopo cBux mo3Hatux AKR crpykrypa. Tomonoruja
Be3yjyher mecra 3a cCymncTpar je BapujaOuinHHUja, IOK Cy JCIOBH KOjU Cy OJIMKHU
KaTAIUTUYKUM pe3uyamMa O4YyBaHHjU. MecTo 3a Be3MBamke CYICTpaTa €€ CacToju On
oKcHaHjoH Besyjyher mecta (tupo3ud 55, xuctuaud 117 u C-4 HUKOTHHAMHIHOT MPCTEHA),
pesuaya Ha pyOy akTUBHOT MecTa (amaHuH 52, neynuH 54, tpuntodan 86 u (eHmIaIaHuH
118) u amuHO-KHUCeNHA U3 MEeTIhe Koje (hopmupajy Aeo KaTauTUIKor Mecta. CMatpa ce na
pe3uaye Koje ce Halaze Ha pyOboBuMa Besyjyher Mecta MMajy KJbYUHY YIIOTY Y Pa3IHKOBAY
BpCTE CYICTpaTa Kao U MeTJbe Koje neuHunry o0JuK MecTa.

Penykyjyhe peakiuje xopucte tpanchep Bogonuka ca NAD(P)(H) na xapOoHuHA
CYIICTpaT ¥ MPOTOHAIM]Y KHCEOHUKA O/ CTPaHE pe3uaye eH3MMa KO0ja ce IMOHaIIa Kao OIIITa
kucenuHa. OOpHYTO ce nemaBa y peaknujama okcunamnuje. AKR eH3umu mocenyjy odyBaHy
KaTaJUTHUKy TeTpaay Koja ce cacToju oA Tupo3uHa 55, acmaprata 50, nusuHa 84 u

xuctuaunaa 117, 6pojesu cy mo AKR1C3 (Cin. 3 u 4.).

Peaykuuja pH 6,0 OkcupaumjapH 9,0
F‘[TyrSS _Lysg4 nyrss [ Lys84
SEADGIE e T s,
HNONH—O —HAH ) HNN - OH-H™-H
i _H 0 R o \
Hist1? AsPSO Hist17 (- Ao
( 0 >~ H
X 9
(
H HO .0
(H LL AP NH
(.J o W
N NADPH N~ NADP*

R R

Cnmka 3. MexaHu3aMm ,.Typaj-TIOBynH™ 3a Kuceno-0a3Hy kartanmmsy kox AKR ensmma. JleBo: pemykimja
kapOoHMIa 3axTeBa Jga ce Tupo3uH 55 (Tyrb5) monarma Kao oImTa KUCENIWHA 300T OJUCKO MOCTaBJHEHOT
xuctuauna 117 (His117); necHo: oxcuaaiuja ankoxoJja 3axtesa ja ce Tupo3u 55 (Tyr55) nonamra kao 6asa
360r 6marcko nocraBibenor nusuHa 84 (Lys84) u acmaprara 50 (Asp50). BpojeBn aMHHO-KHCEHHA CY TI0
AKR1C3 (Penning, 2015). Ckpahene o3Hake aMmuHO-KucenuHa: [Ipror 2.

[Topen Tora, jenan MoJeKys1 BOJE je KOH3MCTEHTHO NMpHUCyTaH u3Mmely TuposuHa 55,
xuctuauaa 117 n C-4 nena kodakropa (Cn. 4.), mMutHpajyhu Ha Taj Ha4MH JIOKAIH]jy
kapOoHmHe rpyre cynctpata (Byrns, Jin, & Penning, 2011; Jez, Bennett, Schlegel, Lewis, &
Penning, 1997).
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YrorpeboM MyTareHe3e yCTaHOBJbEHE Cy TMpelu3HHuje yiore oapeheHux amuHO-
KHCEJIMHA y ouyBaHOj TeTpaau. Ilokazano ce ma acmaprar 50 HHUje KpylujagaH y KaTaIu3u
ali MyTal{joM OBE aMHHO-KHCEIMHE yTUYE CE€ Ha CYICTPaTHU INPOMET U BE3HMBAME
KoakTopa. MyTupameM XHCTUIMHA YTULAIO c€ y ojapeleHoj Mepu Ha KaTaIUTHUKY
aKTHBHOCT, IIITO j€ YKa3aJIo Jla HU OBa aMHUHO-KHCEIMHA HUjE JOHOp MPOTOHA. MyTaruja u
THpO3WHAa 55 m nu3mHa 84 je wu3a3Baja BeENMKE YTHIAje Ha Karajauly, a JI0JaTHUM

UCTPKUBAKHEM j€ TaJa YCTAaHOBJBEHO Ja j€ THPO3WH 55 Taj KOjU Ce MOHAMA0 Kao

KaTaJIMTUYKa KHCeIMHA y MexaHusMy peakiuje (Jez et al., 1997; Schlegel, Jez, & Penning,
1998).

Cnuka 4. Ilpuka3 karamurnuke terpane aktuBHor Mecra AKR1C nporeunna. a) YBehan nmpukas cTpykTypHOT
oJxHOca ouyBaHe Katanutuuke Terpazne (D — acmaprar, Y — tuposun, K — mu3un u H — xuctunun), nurania
(m1aBo) m kodakropa (npHO) y npumepy AKR1C3 (PDB 1XF0, PyMOL). 6) TponuMeH3HOHaIHA CTPYKTYypa
ceux AKR mporenHa Koju mocenyjy CIM4YHY IIPOCTOpHY OpraHM3anujy u3Mel)y pe3ugya akTHBHOI MecTa
(acmaprat 50, Tuposun 55, nu3uH 84 u xuctuanH 117), HUIKOTHHAMUIHOT KOodakTopa (po3e) M MOJEeKyIa BoJe
(Jez et al., 1997).

Hako AKR vy in vitro ycioBuma MOTy Ja KaTalWIly OKCHIOPEAYKIHjy, y IN VIVO
Hajuemthe Qykuuonunry kao peaykraze. AKR umajy HaHoMmomapHM adUHHUTET Ipema

NADP(H) nok je mukpomonapau 3a NAD(H). UctpaxkuBamuma 1 Ha cucapckuM henujama
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notBphena je mpermocraBka ga AKR eH3umu y xymaHoMm opraHu3my (GyHKIHOHHUITY Kao

penykrase (Penning, 2015).

2.3. Xymanu nporennu noadamuiuje 1C ango-kero peaykrasa (AKR1C)

[Ternaect unanoBa AKR je yrBpheno kon seyam, on kojux Behmua mpumama AKR1
dbavumuju. Xymann AKR GyHKOMOHUITY Kao alfeXxwja peIyKTaze, aijo30 peayKTase,
€H3UMHU 3a TpaHchopMalujy CTepoM]ia, 3aTUM Kao [-TOJjeANHMIIA BOJTAKHO-3aBUCHOT
KaaujyM KaHaia ¥ aduatokcun angexua peaykrasa (Chen et al., 2015). Xymanu eHsumu y
okBupy AKR1 damunmje karanusyjy OMOCHHTE3y CTEPOHIHUX XOPMOHA, )KYUYHUX KHCEJINHA
WIM HEYpoCTepouIa, M Ha Ta] HAUMH HUXOBY aKTUBAIM]y WJIM HHAKTUBAIHUjy, LITO 3a
pe3ynTaT Kao MOCIeAMIly MMa peryialujy akTUBHOCTH M akiuje TMX meaujatopa. llopen
HABE/ICHOT, OBHM €H3WMH [ellyj]y Ha KOHjyrOoBaHE M CHHTETHYKE CTEpOHIE KOju ce
ynotpebspaBajy kao Tepaneytunu (Penning, 2011; Rizner & Penning, 2014).

AKRIC enzumu (AKRIC1-3) ¢yakuuonury in vivo kao 3-, 17- u 20-ketoctepous
peaykraze aa 6m Qopmupanu 3o/B, 17B- u 200-XHUAPOKCU-META0OIUTE Yy PA3TUUUTUM
obnuuuMa, mto UM omoryhasa J1a MeTa0OJIHIy IIMPOK CIIEKTAp MPUPOJHUX U CHHTETUYKHX
TEparneyTCKuX creporaa. 300T pasIuyMTe YIIOre CH3UMa y MeTaboli3My, IOCTOje
pasnuuutu cuHoHuMH 3a ucte ensume (Hip. AKR1C3 je ucro mto u 17B-xuapoxcucrepont
nexunporenasa 5, 17f-HSDS, 3atum 3a-xuapokcuctepous nexunporenasa 2, 3a-HSD2, kao
u npoctarnanaui F cuntasa, PGFS).

On 15 AKR koje noctoje ko jpyau, npotennu y okBupy AKR1C noadamunuje cy
MOBE3aHMU Ca Pa3BOjeM MAIUTHUTETa 3aBUCHUX O CTEPOMJIHUX XOPMOHa (TyMOpH JOjKe,
IIPOCTaTe U €HJOMETPUO03€e), 300T BUXOBE CIIOCOOHOCTHU Jia MOAU(DUKY]Y CTEPOHIHE XOPMOHE
u npocrarnanauie (natepreT crpana: “HUGO Gene Nomenclature Committee (AKR1C3)”;
Penning, 2015; Velica et al., 2009).

Emsumu 'y oxBupy AKRIC mocenyjy BHCOK TpolE€HAaT CIMYHOCTH Yy
aMHMHOKHCEIIMHCKO] CEKBEHIIM Koju Bapupa o 84% 1o 98% (Cun. 5). Iloadpamunmuja AKR1C
Opoju 35 unaHoBa OJ KOJUX Cy caMo 4 XymaHa:

e Cl-200-HSD (EC 1.1.1.149), DD1 (EC 1.3.1.20),

e (C2-30-HSD3 (EC 1.1.1.213), DD2 (EC 1.3.1.20), (Be3yje xyuHe KUCEIHHE),

e (C3-30-HSD2 (EC 1.1.1.213), DDx (EC 1.3.1.20), 17p-HSD5 (EC 1.1.1.62) u

e C4-30-HSD1 (EC 1.1.1.213), DD4 (EC 1.3.1.20), xnopaekon penykrasza (EC 1.1.1.125).
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AKRIC1 je xom 4YOBEeKa EKCIPECOBaH Yy pa3IMUYUTUM TKHBHMA, MPEBACXOIHO
¢byHkuuonuie kao 20-KETOCTEpOU] pelyKTasa, Jakie MeTaOOoJHIIe MPOreCTEPOH y HEroB
HeakTHBHH MeTabomut 20o-xuapokcunporecrepor. OjnpkaBambe HHBOA MHUpKyauiryher
MIPOTeCTePOHA j€ HEOMXOAHO Jla OM Cce 3ayCTaBHIIO MPEBPEMEHH mopohaj U cMamho edekar
ecTporeHa y eHJIIOMETPHO3HU U KaHlepy ennomerpujyma (Penning, 2015).

AKRIC2 je mperexHO 3-KETOCTEPOHW] peayKTa3a, MPUCYTHA j€ y Pa3IuIUTHM
TKMBHMa, a y HajBehoj Mepm y mpocratu, 3aTUM y MaTepulli U MO3Ty. YKJby4eHa je y
peakiuje TpanchopMalrje So-IuXuIpOTECTOCTEPOHA Y HEAKTUBHU aHJIPOTCH 50L-aHIOCTaH-
3,17B-nuon, xao w 'y MeTabonM3aM ~ TPOU3BOAKE  HEYPOAKTUBHOI  CTEPOHU/IA,
QJIONPETHAHOJIOHA O] 5B-AUXUAPOIPOrecTepOHa. AJIOTPETHAHOJIOH j& alIOCTEPUYHH e(heKTop
GABAA perienitopa 1 HeloCTaTaKk OBOI HEYPOCTEPOM[IA j& MOBE3aHO ca MPEMEHCTPYATHUM
curapomom (Penning, 2015).

AKRI1C3 je npucyTaH y mpocTaTH U MJICYHHUM JKJIe3/lamMa, a Y Mamb0j MEPH B Y MO3TY.
[Mo3nat xao u tun 5 17B-HSD u npocrarnanaun (PG) Fa, cunraza. Kao 178-HSD yksbyden
je y penykumjy A*-annporen-3,17-110Ha y TeCTOCTEpOH, peaykKuujy So-anmpocTana-3,17-
JMOHA Y S0-TUXUAPOTECTOCTEPOH M Yy PEAYKIHjy ecTpoHa y 17B-ecTpaauona. YcTraHOBIbEHA
je mpekoMepHa ekcripecHja oBe mzodopme Ko kaHiepa gojke u mpocrare. Kao (PG) Faq
cuHTa3a, en3uM peaykyje PGH. y PGFoq. 1 PGD2 y 11B-PGF2o. [Tpoayknmja oBux JMranaaa
3a mpocTarjaHaMHCKU F penentop moxke na Oyne mpo-nponudeparuBHa npeko MAPK
curnaiuara (Penning, 2015).

AKRI1C4 je m3odopma koja je mpucyTHa y jeTpu. I'7naBHa yrora y jeTpu joj je

3aIlITHTA O] BUIIKA CTEPOUIHUX XOpMOHa y nupkyamuju (Penning et al., 2000).
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

AKR1C4 MDPEYQRVELNDGHFMPYLGFGTYAPPEVPRNRAVEVTELAIEAGFRHIDSAYLYNNEEQ
AKR1C3 MDSKHQOVKLNDGHFMPYLGFGTYAPPEVPRSKALEVTELAIEAGFRHIDSAHLYNNEEQ
AKR1C1 MDSKYQOVKLNDGHFMPYLGFGTYAPAEVPKSKALEATKLAIEAGFRHIDSAHLYNNEEQ
AKR1C2 MDSKYQOVKLNDGHFMPVLGFGTYAPAEVPKSKALEAVEK LAIEAGFHHIDSAHVYNNEEQ

R Rk B EREEREREEREREREER EEE . KK  REEREERE: REEEE: KEEREE
AKR1C4 VGLAIRSKIADGSVKREDIFYTSKLWCTFFQPOMVQPALESSLKKLQLDYVDLYLLHFPM
AKR1C3 VGLAIRSKIADGSVKREDIFYTSKLWSTFHRPELVRPALENSLKKAQLDYVDLY LIHSPM
AKRI1C1 VGLAIRSKIADGSVKREDIFYTSKLWCNSHRPELVRPALERSLKNLQLDYVDLYLIHFPY
AKR1C2 VGLAIRSKIADGSVKREDIFYTSKLWSNSHRPELVRPALERSLKNLQLDYVDLYLIHFPY

EhEdERbh R R Rk Rk R Rk k. k. kkRE REk . RERRERREE.® K.
AKR1C4 ALKPGETPLPKDENGKVIFDTVDLSATWEVMEKCKDAGLAKS IGVSNFNCRQLEMILNKP
AKR1C3 SLKPGEELSPTDENGKVIFDIVDLCT TWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNFNRRQLEMILNKP
AKRI1C1 SVKPGEEVIPKDENGKILFDTVDLCATWEAVEKCKDAGLAKSIGVSNFNRRQLEMILNKP
AKR1C2 SVKPGEEVIPKDENGKILFDTVDLCATWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNFNHRLLEMILNKP

crkEEE B wkkkk. kE kEE L EEE hEEbekbkEkERERRERE £ RkdkkEEEE
AKR1C4 GLEYKPVCNQWVECHPY LNQSKL LDF CKSKDIVLYAHSALGTQRHKLWVDPNSPVLLEDPY
AKR1C3 GLEYKPVCNQWVECHPYFNRSKL LDFCKSKDIVLVAYSALGSQRDKRWYDPNSPVLLEDPY
AKRI1C1 GLEYKPVCNQWVECHPYFNQREKL LDFCKSKDIVLVAYSALGSHREEPWVDPNSPVLLEDPY
AKR1C2 GLEKYKPVCNQWVECHPYFNQRKL LDF CKSKDIVLVAYSALGSHREEPWVDPNSPVLLEDPY

B e e I bt bt

AKR1C4 LCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSYNEQRIRENIQVFEFQLTSEDMKVLDGLN
AKR1C3 LCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSYNEQRIRONVQWVFEFQLTAEDMKAIDGLD
AKR1C1 LCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSYNEQRIRQNVQVFEFQLTSEEMKAIDGLN
AKR1C2 LCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSYNEQRIRQNVQVFEFQLTSEEMKAIDGLN

e T e e L T LR L

AKR1C4 RNYRYVVMDFLMDHPDYPFSDEY
AKR1C3 RNLHYFNSDSFASHPNYPYSDEY
AKR1C1 RNVRYLTLDIFAGPPNYPFSDEY
AKR1C2 RNVRYLTLDIFAGPPNYPFSDEY

Crnuxka 5. TlopaBHaTe aMHHO-KHCEIHHCKE CEKBEHIle XyMaHHX nporenHa wiaHoBa AKRIC
mondammmaje: AKRIC1, C2, C3 u C4. 3e3auna (*) mpeacraBiba alcoNXyTHY OYyBaHOCT
aMHMHO-KHCEIMHE KOJ CBHX CEKBEHIHM, JBE Tauke (i) yKa3yjy Ha INPHCYCTBO aMHHO-
KHCENIMHA CIIMYHUX 10 (U3HMYKO-XEMHJCKUM KapakTepuCTHKama, jeAHa Tadyka (.)
NPE/CTaBJba jOUI Mawy CIMYHOCT M OJICYCTBO OMJIO KakKBOI 3HaKka IOKaszyje Ja Hema
amuHokucenuncke ouysaHoctH (Clustal Omega), FASTA ceksenne y mpwmiory (12.
TIOTJIaBJbE).

Pemen je Bemmkm Opoj kpuctamHux crpykrypa xymannx AKRIC eH3uma y
KOMIUICKCY ca pa3muuTuM Juranguma (65 crpykrypa, 29.10.2018.) m Hamaze ce y

ITporeunckoj 6a3u moaaraka (exen. Protein Data Bank — PDB, (Berman et al., 2000)).

2.3.1. Kapaxmepucmuke ee3yjyhez mecma

[ToBehamwe 6poja kpuctanHux cTpykTypa Ha PDB-y, oMoryhuso je netsbanuju yBua y
Besyjyhe/aktuBHO Mecto cBuX m3opopmu AKRI1C, ca Mmamum niam BehuM oJCcTynmamuMa OJ1
onucaHor. JlocanammuMm aHanu3ama je yTBpheHo 1a ce Bezyjyhe MecTo MoXke MOJIENIUTH Ha
HEKOJIMKO JiejioBa U To Ha crepounnu kaHan (SC), okcuanjoH mecto (OX) u Tpu moauena

SP1, SP2 u SP3 (Cx. 6).
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Cnuxka 6.
VBehanun mnpukaz  aKTHBHOT
Me€CTa, ca MpHUKa3uMa

MOAIENOBa Ha npuMepy
AKR1C3. Pe3unmye koje uuHe
SP1 cy oOojene mmaBo, SP2
upseno u SP3 3eneHo. Pesunye
THPO3WHA W XHUCTHAWHA CY
npukaszare xyto (Flanagan et

al., 2012).

SP1 je nmedunucan cepunom (118), acmaparuaom (167), permnananumanma (306 u
311) u Tuposunom (319) m okymmpaH je ca MaJMM MOJICKyJUMa JIMTaHAa Yy CBUM
CTpyKTypama Koje cy nyoaukoBaHe 7o caaa. SP2 je ¢dopmupan tpunropanuma (86 u 227),
cepuroM (129) u penmnananuaom (311) u duexcubmtHom nersbom (125 — 139) koja Huje
4eCTO BUIJbUBA Y KPUCTATHUM cTpyKTypama. SP3 je nedumnucan ca tuposunuma (24 u 305),
rmyramatuma (192 u 222), cepunuma (217 u 221) u ¢ennnananunom (306). Pesumye
tpunrodana (227), penunananuna (306 u 311) nocenyjy onpeheny ¢nekcubmiHocT 60YHOT
JIaHIa, a pa3IMyuuTe CTPYKTypHE KOH(popMaluje ce MONpHUMajy y 3aBUCHOCTH OJ1 JIMTAaH[A.
Oxcuanjon Mmecto (OX) oOyxBaTa akTHBHO MECTO, Jakie W pe3ujaye TuposmHa (55),
xuctuauHa (117) m xodaxTopa, a mpeAcTaB/ba KaTaJIUTHUYKO MECTO Y KOM C€ JelaBa
penyknuja anaexuna wid keroHa. CTEpOMJHM KaHall je OdyBaHa KapaKTEpPUCTHKA CBUX
AKR1C npoteuna, npeacTaBiba MOTEHLMjAIHN KaHAJl KPO3 KOJU JIUTaH] IPUCTYIa aKTUBHOM
MECTY M HeroBa OTBOPEHOCT je KOHTpoJMcaHa TpuntodaHoMm (227) u JEyIHHOM/BAITMHOM

(54) (Byrns et al., 2011; Flanagan et al., 2012).
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3. AKR1C EH3UMHU Y METABOJIU3MY

HeypaBHoTe)keHOCT y OMOCHMHTE3M W WHAKTUBALMJU CTEPOUTA MOXKE JIOBECTH JIO
pa3Boja OoJiecTH, YKJby4dyjyhu XOpMOH 3aBUCHE KaHIEPE J0jKH, MPOCTaTe, EHAOMETPHjyMa U
jajHuka, kao u Oomectu momyT OeHUTHE (IOOpohymHEe) Xumepruia3vje mpocTare,
SHJIOMETpHO3e, XoyecTase, omrTeherma HEOHATAIHE jeTpe, HEypoJOMmKHX mopeMehaja u
masipopmarije win audepenuujamuje reuutanuja (Tadema 1). [Topex OpojHUX eH3UMa KOjU
YUeCTBYjy y Merabonmusmy crepouaa moceOHo ce uctmuy u eHsumu SDR uw AKR
cynepamunmje. Ob6e cynepdpamunmje yruay va C3, C5, Cl11, C17 u C20 noszummje (C —
[PEJCTaB/ba aTOM YIJbEHHKA) CTEPOMIHOr jesrpa W Oounux naHama (Cia. 7). Mako um je
CTPYKTypa, CTEpPEOXeMHja, XUAPUIHU TpaHCchep W KUHETHUYKH MEXaHWU3aM JIPYTaddjd, WITaK

MMajy CIIMYaH KaTATUTHYKYA MEXaHH3aM KOjH je €BOJyTUBHO OCTA0 OUyBaH.

TaGena 1. Ynora xymanux AKR y GosecTtu u 3apaBiby.

CelleKTHBHU HHXHUOUTOP

AKR Penykimona peakiyja IToBe3ana 6osect S ———
AKRICI1 IIporectepon — 200 [IpeBpemenn nopohaj, Canununar, 3-xJopo-
XUIPOKCHTIPOTECTEPOH SHIOMETPHO3a (beHnIICaTNIHIaT
DHT -3a-anmpocTtaneamnos Henocratak anaporena Ypcoaekcuxonar
AKR1C2
DHP - anonpersaHosiaoxn IIpemeHcTpyanHu CHHAPOM
Nuaomeraiius 6-MeapoOKCcH-
4 - - -
A*-anppoctene-3,17-nuone - T Hanpennu kanuep npocrate nporectepon aterar (K)
So-argpocran-3,17-guoH — S5a-DHT
AKR1C3 Kanrep n0jke, akyTHa

Ectpon — 17B-ectpannon . .
p B-ectpaz MUjCIIONIHA JICYKeMH]a

PGH,— PGFa,
PGD,— 11B-PGF2,

Xymanu ensumu u3 AKRI1 ¢amumnuje nnm karanusyjy OMOCHHTE3y CTEpOMIHHUX
XOpPMOHA, KYYHUX KHMCEIMHAa M HEYpOCTepoMJa WM YTHUy Ha HUXOBY aKTHUBALU]y WIH
MHAKTUBALIM]y U Kao IITO je Beh HalOMEHYTO Ha OBaj HAYMH PEryJMIly aKTUBHOCT U YTHIIA]
OBHMX Me€JujaTopa. Y3 TO OBU €H3MMHM YTHUY Ha KOHjyroBaHE U CUHTETUYKE CTEPOUE KOJU Ce
Kopucte kao TepaneyTuud. XymaHu eH3umMu AKRI1 damunmje koju cy yKJbydyeHH Yy
crepounau Merabonuzam cy wiaHoBu AKR1C u AKR1D noadamunuja. AKRIC ensumu
(AKR1C1-4) in vivo ¢pyukuuonumry kao 3-, 17- u 20- keTocTepous peaykrase u GopMHupajy
30/B, 17B- m 200-xuapokcu MeTaboIUTe A0 Pa3TUIUTHX OONHKAa W TUME METadoJH3y]y
IIMPOK CHEKTap TMPUPOJHUX UM CHHTETHMUYKUX TepameyTcKux crepouga. Ha ocHOBy
UCTpaXuBama Be3yjyher mecra eH3MMa 3a CTEPOHMJIHE CYICTpaTe KOJ CBHUX HaBEICHUX

n30(opMH paszjalimbeHa je CTPYKTypHa OCHOBA CYIICTpaTHE CHEU()PUIHOCTH.
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

H5C
242 Ny
H,C 22 24
321 Nog”” o3 \25/C2:6H3 Cruka 7.
CHs3 | ’ [la60H cTepoumHOr
/12\1'8/17 H.C jenumema ca
11 13 357 HYMEpPHCAHUM aTOMHUMa
(13£|;'|3| C | D 116 yribeHuKa (IIaBH
2/1 \1|0/9\8/1|4\15 OpojeBH) U 00CICKCHUM
| A | B | IIPCTEHOBUMA
3 5 - g(;_|3 (pBeHa ci0Ba).
a7 g
DA
H;C CH5
28 29

3.1. Ctepouaorenes3a

Crepounorenesa npeacTaBba CUHTETUYKU MPOLEC KOjU MOYHIbE Ca XOJECTEPOJIOM
Kao CyICTPaTOM M KOjU KpO3 CepHje eH3MMCKHUX peakiuja (Moau(puKkoBame OOYHUX JaHaIa,
XUIPOKCUIIALMjEe W apoMaTH3aluje NPCTEeHOBA) MPOAYKYje BEIUKH Opoj OMOAKTHBHUX
Mel)ycoOHO TMOBE3aHUX CTEPOMJHMX CHUTHAIIHUX MOJIEKYa, u3Mel)y OCTalor U CTepouJIHE
xopmone (R. Berne, 2004; Hanukoglu, 1992). CtepouaHu XOpPMOHU PETYJIHINY BEIUKH OPO]
pa3nMuUTUX (PU3MOJOMIKUX W Pa3BOjHUX Mpolleca o ¢etamHor nepuoma (on 8. Hemebe
Tpyanohe 10 mopohaja) ma ce mo amyntHor. [Iporec crepoumorenese (Ci. 8) ce onBuja y
TKHUBUMA HaJI0yOpexKHe JKJIe3/ie, TeCTHCA, jajHUKA, TUIAIIEHTe U APYTUX.

Naxo cBaku 0]l TKMBa UMa CBOje CHENU(DUUHOCTH Y MPOLECUMa CTEPOUIOTEHE3E KOje
cy neduHHUCaHEe TUTIOM henuja y KOjuMa ce OJBHja, OHA MIIAK MOXE J1a C€ MPEJCTaBU Kao
jellaH TeHepaaH MpoIleC KOJU Ce y CTBApU MOJIU(DUKOBAHO MOHABJbA y CBAKOM HaBEJIECHOM
tkuBy (Miller & Auchus, 2011).

CBH cTEpOMIHU XOPMOHM C€ CHHTETHINY OJ XOJIecTepojia M 300r Tora CBU HUMajy
penaTHBHO CIINYHE CTPYKTYype 3aCHOBaHE Ha KJIACHYHOM 4-ipcTeHOM
ukoneHTanodeHantpeny (Ci. 7). TToTeHTHH aHIPOTEHH ce KapaKTepHINy eTMMUHAIIN]jOM
C20 naHIa ¥ NPUCYCTBOM OKCUT€HHMCAHOT YIJb€HHMKa Ha MO3uLMjU 17, MOK je 3a ecTporeHe
KapakTepUCTUYHA apomatu3anyja A npcteHa Ha anaporeny (R. Berne, 2004). Cunretucame
CBUX CTEpOMIHHMX JEIAUIEHa j€ CTPOr0 KOHTPOJIMCAHO CTEPOUJOTCHHUM EH3UMHMA.
HctpaxkuBama crepougorense 30-tux roaunaa 20. Beka je J0BeJo 10 BeoMa OUTHOT OTKpuha,
a TO je Ja mocToju 3HaTHO Behu Opoj peakiuja y camoj CTEpOUIOTEHE3H HETO CTEPOHIOTCHUX
ensuma. [locme oBor oTkpuha ycneauo je HU3 HOBHX, IIPEBACXOAHO BE3aHUX 3a
KapakTepu3alljy BpCT€ €H3MMa, HYKJIEAapHHUX peLenTopa M mHXOBe (QYyHKLIHjE Y

crepouzorenesu (Miller & Auchus, 2011).
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy
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Cnuka 8. En3umu, mrxoBa henujcka nokaruja, CyrncTpaTu U NPOAyKTH y XyMaHo]j crepoujgorenesu (Haggstrom
& Richfield, 2014).

[IpBu u numuTHpajyhu Kopanu y MpoIEeCy CTEPOUIOTEHE3e Cy yCBajame, a 3aTUM
CKJIQJIMIITEHEe U YHYTaphennjCcKu TpaHCHOPT XOJIecTeposia. XyMmMaHa HaJ0yOpexHa >kie3da
MO)K€ CHHTETHCATH y MaJUM KOJHWYMHAaMa Xojectepoi de NOVO of aleTwi-KoeH3uma A,
MehyTuM y HopMalHUM yciaoBHMa BehuHa XoyiecTepoia je MOpEeKIOM U3 IUla3Me O0J
JUIONpoTenHa Masie (yrilaBHOM) u Bennke ryctune (ewen. low-density lipoproteins — LDL u
high-density lipoproteins - HDL) koju cy ¢popMupaHu y OpraHu3mMy o] KOMIIOHEHATa YHETHUX
ucxpaHoM. HakoH TpaHcmopra xojectepona y henmjy MmyTeM €HJOLUTO3€, MHKPOTYOyIn
MIOMEpajy XOJIECTepOJ 10 LUTOIUIa3MaTCKe BaKkyose yHyTap Koje BehuHa xonecrepoina Oyne
ecrepudukoBana u 3atuM ckiagumreHa (R. Berne, 2004).

Y mnpomecy dopmupama CTEpOMJIHMX XOMOHa clefAehw Kopak je TpaHCIOPT
XOJIecTeposia Y MHUTOXOHJIpHje y KOjUMa ce Bplle Aajbe peakuuje. EcrtepuduroBanu
xoJjecTeposl ce ociobaha peakiujoM xuaponuse. TpaHCHOPT XOJECTEposia Ha CHOJbHY Ia

3aTUM Ha yHYTpallkhy MeMOpaHy MHUTOXOHJIpHja j€ KOMILJIEKCAH IMPOLEC KOJU CE JOII YBEK
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

ucrtpaxyje. Ha yHyTpammoj MeMOpaHW MUTOXOHJZIpHja C€ Haja3e €H3UMH HEONMXOJHU Y
HapeauM peaknujama. Behumna peaknmja cHHTE3e¢ aKTHBHUX CTEPOMIHHX XOPMOHAa O]l
xojecreposia mojipasymeBa  yuerthe ensuma 1utoxpoma P-450 (CYP-oBu) w
xuapokcuctepous aexuaporenasa (HSD).

Hutoxpom P-450 oOyxBara rpymy eH3uMa OKCHAa3a, KOJU MOCEAY]y XeM Tpymy Kao
Ko(akTOp M caMHM THM TpejcTaBibajy xemonporeune (Gonzalezl & Gelboinl, 1992). Mme
P-450 (enen. pigment 450) je moBe3aHoO ca YMECHHUIIOM Jia CBH arcopOyjy cBeTiioct Ha 450
nm y CBOM pPEIyKOBAaHOM CTamby y KOMIUIEKCY ca yribeHHK MoHOokcuaoMm. Ilect P-450
€H3MMa je YKJbYUEHO y crepouaoreHe’y. Murtoxonnapujcku P-450 karanusyje mpecename
OOYHOT JIaHIIa XOJIECTepOoJia CePHjoM peakirja. Y MUTOXOHJpHjamMa TMOoCToje ABe u3o(popme
oBor emsuma (P-450cll u P-450c11AS) koje xatamuzyjy 11pB-, 18-xungpoxcunazny u 18-
METHJI OKCHIa3HY aKTHBHOCT.

XHAPOKCHCTEPON] JeXHIPOreHa3e Cy CH3MMH MOJICKYyJlIapHe TexxuHe onx 37 no 45
kDa, nemajy xem rpymny u HeomnxongaH uM je NAD(P)(H) kodakrop na Ou pemykoBaiie uiu
okcujoBaie crepouna. Behumna peakmuja koja kopuctu P-450 karamu3oBaHa je ca camo
jemaom m3odopmom P-450, 1ok y cirydajy peakiyja koje ¢y karanuzoBane ca HSD najuenthe
cy yksbyudeHe Oap jowr ase uzodopme. Ilog HSD koje cy ykibydeHe y oBe mpolece craaajy
3a- u 3B-HSD, nse 11B-HSD u cepuja 17B-HSD. Ha ocHOBY cBOje CTpyKType OBU €H3UMH ce
Jene |y JBE TIpyme: KparKojaHuyaHe JaexujaporeHase/peaykrase (ewen.  short-chain

dehydrogenase/reductase, SDR) u

ango-keto  penykrase  (AKR). . \,/ ul S

(= o Y l,-‘
Eusumu  SDR  damumnmje  ce ) e ) % & )
cacTtoje of 7 mapajienHuX B-rioua ' S > €
KOje 3ajelH0 ca  O-XelUuKCHMa "j - : =)
dbopmupajy KapaKTepUCTUYaH St . -3 - "i'.j"‘, ,({‘ .3 '

obnmuk — PocmaHoB uBOp (ewen.

Rossman fold), ITO je ‘AR “ﬁ] 9 i i i_i l ! E

KapaKTEPUCTHYHO 3a €H3UME KOjH '

KOpHUCTE HUKOTUHAMUJHH  Cnuka 9. CtpykTypHa opranusanuja PocmManogor uBopa (JIEBO) U

TIM Gypera (mecuo) (uurepHer crpana: “Rossman fold vs TIM
KOpakTop M YKJbYUYEHH Cy Yy barrel™).

OKCHIAIM]y WM peaykuujy. 3a pasmuky ox ose rpyme (Carugo & Argos, 1997), AKR
noceayjy TIM Oype koje je Beh onmcano y mornmasipy 2.2.1 (Ci. 9).
VY cBakoMm citydajy obe BpCTE CTPYKTypa IMOCEAyjy THPO3WH WM JIHM3HH Kao KJbydHE

aMMHO-KHCEJIMHE Y aKTMBHOM MecTy. Y oBe mporuece o SDR ensuma cy ykibydenn 113-
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

HSD tunt 1 u 2, xao u 17B-HSD tum 1, 2 u 3, on AKR je 17p-HSD5 (AKR1C3), xoju je
moceOHO OWTaH y BaHKIIE3IaHO] aKTUBAIMju aHaporeHux mpekypcopa (R. Berne, 2004;
Miller & Auchus, 2011).

Kao pesynrar kartamumcanux peaknuja u ca muroxpomom P-450 m ca HSD vy
MHTOXOHJIpHjaMa HacTaje AS-TIperHeHONOH, KOjU ce 3aTUM TPAHCIIOPTYje Y eHIO0MIa3MaTCKy
PETHUKIYIyM y KOM C€ KOPHCTH Kao TPEKypcop 3a CHHTETHCame Iporectepona. Tpeda
HarJIaCUTH J1a Jajbe peakiuje ce y HajBehoj Mepu OjBHjajy y TOHAIaTHOM TKHBY 00a ToJa.
Jlakiie, IPETHEHOJIOH U MPOTECTEPOH MPEACTaBJbajy TJaBHE MPEKypcope 3a Jajby CHUHTE3Y
noHuX xopmoHa (Cit. 8). Y muToxoHapHjama ce ykiama 6ounn C20 jnaHall, Kao MPBU KOpak
y OuocuHTe3u. HakoH Tora ocratak OMOCHHTE3€ CE€ OJBHja Y TJATKOM €HJIOIIA3MaTCKOM
petukiaynymy. Peakmuje koje ciene cy peakiuje monudukamnuje C3 u C17 nmonoxkaja, Koje cy
karanucane ca HSD en3umuMma. ['maBHUM mpoiec oBe cepHje peakidja je okcuuanuja A
IpcTeHa, TNIe Kao NPOAYKT HACTa)y aHJIPOCTCHEIMOH M TECTOCTEPOH. Maia KoJIWYHHA
TECTOCTEPOHA JaJbe TMOJUIeKE PEAYKIHjU Y3 Sa-penyKTady A0 JAUXUAPOTECTOCTEPOHA.
AHIpOTeHH Cy HEOIXOHH MPEKypcopH ecTporeHa. Kibydnu kopak y opMupamy ectporeHa
je apoMaTtu3anuja A MPCTeHa, peakiyja je u3pa3uto GaBopU30BaHA y jajHUIIMMA U TIAIICHTH.
En3um koju je oarosapad 3a apomaruzanujy je apomatasa uiau CYP19 (nakie cnaga y rpymy
muToxpom P-450 eH3uma), KOjU je JIOKAIM30BaH Y CHJIOIJIA3MATCKOM PETHKYIyMY.
Ectpannon m ectporeH cy ¢opmupaHH, JaKie, 01 TECTOCTEPOHA M aHIPOCTCHEIMOHA, THM
penom. HaBeyeHna aBa ectporena mory Mel)ycoOHO J1a ce KOHBepTYjy jenan y npyru 17p-HSD
emsumuma (R. Berne, 2004).

CuHHTEeTHCAaHM CTEpPOMJHUM XOPMOHM HCMOJbaBajy CBOje (DU3MONIIIKO [€JCTBO
BE3MBAEM 32 PELENTOpPE CTEPOUIHHX XOPMOHA M TO HAa TEHOMCKHM M HET€HOMCKH HAaduWH.
Hasenenu penientopu ce mory Hahu y Hykieycy (jepy), IUTOCOY aliu Takohe u Ha mia3ma
MeMOpaHu 1HibHE henuje, Mmel)yTum yrinaBHOM cy yHyTaphenujcku. Pernentopu crepouaHux
XOpPMOHa ce MOry IOJEIMTH Ha HyKJeapHe M Jpyre peuenrtope (peuentop crnojeH ca G-
nporenroM, GPCR; joucku kanamu u SHBG/SHBG-R komriekc).

Crepougnu pernentopu wu3 ¢aMuiIdje HyKI€apHUX pelenTopa Ccy YCTBapu
TPAHCKPHUILUOHU (PaKTOpU. Y 3aBUCHOCTH OJ] THIA PEUENTOpa MOTy Ja Oyay JOKaJIU30BaHU
y IIUTOCOIY ¥ MPUIMKOM aKTUBallMje 1a npel)y y HyKJIeyc Win J1a ¢y o]l Mo4eTKa y HyKJIeyCy
TJIe YeKajy yJia3ak CTePOHIHOT XOPMOHA Y HYKJIEYC M THME aKTHBAIH]y.

['eHOMCKO JIejCTBO CTEpOHMIHOT XOPMOHA C€ HCII0JhaBa BE3MBAEM XOPMOHA 32
peuenTop Koju ce auMepu3oBaH Besyje 3a jaenoe JIHK koju KoHTponMily ekcrpecujy

onpehenor rena (Novac & Heinzel, 2004) (Cn.10).
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

Herenomcko nejcTBO ce Hajuemhe HCIOJbaBa TMPEKO pelenTtopa Ha henmjckoj
MeMOpaHH, IJie ce MOTOM curHai mpenocu npeko Akt u hocdounosrua 3-kunasze (Aquila et

al., 2004) (C1.10).

FeHoMcko AejcTBO HereHomcko aejcteo
nyxkokopTukomna

Mnasma membpaHa

I\\H‘A(‘n‘x'.\lll;klli'lllli‘l'.iix“.ll’.‘\ll\(\‘nl‘illi'..".Z!‘.'.'.'.)'.2‘.l'.'.‘.'.'.'.!'.‘.’.“!i‘.‘.'.!!(.2.1"1‘.'111{
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X X docdopunaupija

it~ g e

TpaHcpenpecuja TpaHcakTBaumja

Cnopo Cpenme cnopo Bp3o

Cnuka 10. TeHOMCKO ¥ HEr€HOMCKO JISjCTBO CTEPOMIHMUX XOPMOHA U muxoBu curHainuu mytesu (Berki, Boldizsar,
Mariann, Talaber, & Varecza, 2011).

3.1.1. AKR1C y anopozenom memaoonuszmy

AHzporeH je OWJIO KOJjU HPUPOJHM MIM CHHTETHMUYKH CTEPOMJIHHM XOPMOH KOjU
peryiuile pa3Boj M OJp)KaBambe MYIIKUX KapaKTEpUCTHKA U TO BE3UBAHEM 32 aHJIPOr€HU
penientop. OBo o0yxBaTa eMOPHOHAIIHYU Pa3BOj MPUMAPHUX MYIIKHX ITOJHUX OpraHa U pa3Boj
MYIIKUX CEKYHJAPHUX TOJIHUX KapaKTEPUCTHKA y ITyOepTeTy. AHAPOTEHH C€ CHHTETHUIY Y
TEeCTHCHMA, jJajHUIMMa M aJpeHalHO] XJIe3au. [JaBHM aHApPOreH KOJA MyIIKapana je
tecroctepor. Jluxuaporecrocrepon (DHT) u aHapocTeHEIHOH Cy OJ je[IHAKe BaKHOCTH Y
pa3Bojy mymikapara (Cx. 11). DHT in utero noBoau no nudepeHnyjamumje neHnuca, CKpoTyma
n mpoctare. Konx oapacnux jeguaku DHT mompunocm hemaBocTtH, pacty mpocrare u
aKTUBHOCTH 3HOJHUX Jkje3fa. JKeHe Ttakohe wuMajy aHAporeHe ajiu y HUKUM
KOHIIEHTpallMjaMa Koje MMajy ynory y ¢yHkuuonucamy naubuna. Ilopen tora anaporeHu
MPEJICTaBIbajy MPEKYpCOpe 3a €CTPOreHE M KOJI JKeHa U Koj Myiikapana (Johnson & Everitt,
2007).
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

OH
OH

OH )ﬁ
— —

5 0 ' HO ™~ :
H H
Cmuka 11. CTpyKType TJaBHHX MYIIKHX XOPMOHA: TECTOCTEPOH, IUXHUIPOTECTOCTEPOH,
AHJJPOCTCHEINOI.

AHaporenu MeTa0oiid3aM y CBOM HQjUIMPEM CMHCTY, MOJpa3yMeBa CEeKpelwujy,

TPaHCIIOPT, YCBajame Of CTpaHe TKuBa, nepudepHy tpanchopmanmjy (Ca. 12) u ekckpenujy

C19 crepouna (annporena). Y nepudepHom tkuBy, AKRI1C enzumu ¢pykunonuiny xao 3- u

17-keTocTepous penykrase, Koje Karaiau3yjy (GopMupame HajTIOTCHTHHUjEr aHAporeHa Sa-

nuxugaporectoctepona (5a-DHT) unu meroBy mHakTHBalMjy Koja AOBOAM 10 (opmupama

WHAKTUBHUX OO0OJMKa aHaporeHa So-aHapocrane-3a,l7B-muona (3o-muon) wumm  Sa-

anapocrane-3f3,17B-muona (3B-muon) (Rizner & Penning, 2014).
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AKR1C3,HSD17B3 _
E AHOpocTaHeauoH :l > DHT
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HSD17B3
[(eﬂM)AHﬂpOCTepOH 1 _— 3B-gvon
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Ciuka 12. Tlyreu metabomucama C19 anaporena (Ishizaki et al., 2013).

P —

AKR1C3 uma aktuBHOCT 17-KkeTocTepou]] peayKTa3e M MMa HajBIIY KAaTaJIUTUUYKY

epukacHocT ox1 cBux AKR1C ensuma y peaykrmjn A*-aunporen-3,17-11M0Ha y TECTOCTEPOH.

[Topen HaBeneHor, oBa u3odopma penykyje Sa-anapocrane-3,17-nuone y Sa-DHT u Ha Taj

HAYMH 3a00MJ1a31 TECTOCTEPOH (IMO3HATO M Kao anTepHATHBHHU myT 3a cuutedy DHT), mopen

HaBEICHOT PeayKyje W aHAPOCTEPOH 10 3a-auoja (alTepHaTHBHHU mpekypcop 3a So-DHT).
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

Hakne Qopmupame cBuX akTMBHUX aHaporeHa oxaBuja ce mpexko AKRI1C3. AKRI1C2 u
AKR1C4 dopmupajy npekypcop 3a aHIpOCTEpOH, peayKIIHjoM Sa-nperHan-3,20-nuoHa y 30-
XUIPOKCH-50-1peranan-20-oH (a10MperHaHoIoHe) KOjH je Aakie, mpekypcop. Jlakie, oBe aBe
nzoopme cy OUTHE Y MHAUPEKTHO] adTepHATUBHO] CHHTE3U aHnporeHa, mehyrum AKR1C2
je outaH u y katanm3u uHaktuBanuje 5a-DHT penyknujom no 3a-auona. AKR1C1 yrinmaBaom
dopmupa 3B-mamon, mOTEHTHH aroHuCT ecrtporenor pemnenrtopa B (ERB) kxoju wuma
antunponudeparuBan epexar. AKR1C4 koju je cnenuduyan 3a jerpy dpopmupa 3o-auod.
AKR1C3 je 3naTHO Mame eukacaH Kao 3-KETOCTEPOH]I peayKTa3a U yIrIIaBHOM KOHBEPTYje
50-DHT y 3a-guon (Rizner & Penning, 2014).

VY jetpu mupkyaumyhu TECTOCTEPOH C€ META0OJHINE WM MPEKO S0-peayKTase WiH
npeko SP-penykraze ga 6u Hactao Sa-DHT wmm 5B-DHT. 3atum peaykumja 3-kerocteponia
nyreMm AKR1C eH3uma JOBOIM 10 HACTAHKA YETUPH CTEPCOM3OMEPHA TETPAXUAPOCTEPOUIA
KOjU ce Ja’be KOHjyryjy ensummuma u3 ¢asze |l merabonusma. butHy yrnory y namem
metabonmmzmy uma u AKR1D1. Jlamy penykuujy S5SB-DHT nmo ermoxonanoHa Kataiausyjy
AKR1C en3umu u 10 m3opopma C4 kao HajeheKTHBHH]jA, a 3aTHM PEAOM cieqie u3ohopme

C2, C3 u C1 (Rizner & Penning, 2014).

3.1.2. AKR1C y ecmpozernom u npozecmeponckom memaodoonusmy

EcTporenu uim oecTporeHu cy NpuMapHU KEHCKU TOJTHU XOpMOoHHU. OJITOBOPHH CY 32
pa3Boj M peryianujy KEHCKOT PEeNpOAYKTHBHOT CHCTEMa M CEKYHJApHHUX IMOJHHUX
KapakTepuctrka. [locTtoje Tpu Ti1laBHA €HJOT€HA €CTPOreHa KOoJI )KeHa KOJU UMa]y €CTPOTeHY
XOPMOHCKY aKTHBHOCT: ecTpoH, ectpaauon u ectpuon (Cn. 13). Ectpancku crepoun

€cTpauo je HajIOTEHTHUjH.

JL
N

Cnuka 13. CTpykType Tpu IrIaBHa €CTPOreHa: ECTPOH, ECTPUOII U €CTPAAHOIL.

Kao 1 cBU cTeponHU XOPMOHU U €CTPOreHu JUPYHy]y Kpo3 henujcky MeMOpany u
yHyTap henuje ce Be3yjy 3a €CTpPOreHEe PeleNnTOope KOjU 3aTUM MOIYJIHIIY EKCIPECcH]y
onpehenux rena. Ectporenu ce kopucre u Kao JIEKOBH, Ha IPUMEP Y XOPMOHCKO] TEparuju y

MEHOIIay31 U XOPMOHCKOj KOTpoJin Topohaja.
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

Ectporenn ce merabonuiry XUAPOKCHIAIM]OM KaTaIMCAaHOM EH3MMHUMa ITUTOXPOM
P450 xao mto cy CYP1Al u CYP3A4 u nmyreM KOHjyraiuje ecTporeH cyiadoTrpanchepazom
u UDP-rnykyponuntpanchepaszom (rmykyponmnpanuja). I[lopen Tora, ectpamuon ce
nexuaporennsyje ca 17B-xumpokcucrepous aexuaporerHazom (Ci. 14) y 3HaTHO Mame
MOTEHTaH ecTporeH — ecTpoH. OBe peakiuje ce MpBO JelIaBajy y jeTpH, alau Takohe u y

npyrum TkuBuMa (Rizner & Penning, 2014).

oM
j(:tgq:g o

TecToCTEpPOH

HO,
Apomatusauuja HO
HO 2-OHE,

EcTpoH \
17B-xmnm o 18 OH A:pokcwnaumja

(=]

ZexuaporeHusaumja !

7

HO"3 5%
Ectpagwvon
4-xuapokcunauuja
Xvppokcunauuja
OH
' OH
12
16 wWwwv ol
.il.s
'y OH
\ON HO
H
OH
6a-, 6B-, 7a-, 12B3-, 15a-, 15@-, 16a-, 4-OHE,

16B-xugpokcuectpagmon

Cnuka 14. TnaBHe pyre merabonm3ma ectpaauona (untepHer crpana: Wikipedia
"Hydroxylation of estradiol™).

Kao mTo je maBenmeno, wianoBu AKRI1C mnoadamwmimje y nepudpepHUM TKUBUMA
umajy u 17-ketocTepou]i pelyKTa3Hy aKTUBHOCT y IIMJbY pPEIyKlHje ciaador ecTporeHa -
€CTpOHa y IOTEHTHH ecTporeH - 17B-ectpaguon. 3a o)
cipoBoheme oBe peaknuje Hajepukacauju je AKR1C3.
UctpaxuBamem je mokaszaHo na AKR1C3 kousepryje
€CTPOH y eCTpaauos OpXe Hero INTO Karaiusyje

KOHBCpBI/ij AHAPOCTCHCAUOHA Yy TECTOCTCPOH, YaK U

Opxe ol KOHBEp3Hje IporecTepoHa y O
Cnuka 15. CTpykTypa nporectepoHa.

xunpokcunperaeHon. Jlpyre uzopopme AKR1C nmajy

3HAaTHO Mamby aKTUBHOCT y hopmupamy 17B-ectpaauona.
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

[IporecTepoH je eHOOTEHH CTEPOUA M MPOTECTEPOHCKH XOPMOHH CY YKJbYYEHH Yy
MEHCTPYaJHU IMKIYyC, TpyaHohy u emOpuorenesy. Ilpunana rpymu crepouaHHX XOpMOHA
MIPOreCTOreHa U NpejcTaBiba riaaBHu nporecrored y teay (Ci. 15). Ilporectepon uma 6pojHe
BakHE (yHKIMje Yy Telny, MpeAcTaBba H jeJaH OJ KPYIHUjATHUX METa0O0IHMUKHX
UMHTEpMearjepa y TPOAYKIHUjH APYTUX SHIOTCHUX CTEpOHIa, YKIbYdyjyhu MoiHe XOpMOHE U
KOPTHKOCTEpOHIe, U Takol)e nMa OUTHY ynory y (yHKIHOHHUCAY MO3Ta Kao HEYpPOCTEPOU]
(Johnson & Everitt, 2007).

Metabonu3am mporecTepona je 0p3 u oOMMaH U JielIaBa ce YIIIaBHOM Y JeTpH, HaKo
Cy €H3UMH KOjU METa0OJMIIYy HPOrecTepOH Takol)e MPUCYTHH M Y MO3TY, KOXKH U APYTUM
TkuBuMa. [IporectepoH je BeoMa MOAJIOXKAH EH3UMCKO] PEAYKIMjU IMyTeM penyKraza u
XUJIPOKCUCTEPOHT IEXHUAPOreHa3a 300T CBOje TBOCTPYKe Bede Ha mo3unuju u3mehy C4 u C5
aroma u 300r cBoja jBa ketoHa Ha C3 u C20 nmo3unmju (Stanczyk, 2003).

rto ce tuue ynore uzohpopmu AKRICI, 2 u 3 y merabonusmy mporectepoHa, OHe
uMajy OWTHY yIOTY W TO KaTalusyjy peIyKLHujy MpOTrecTepoHa Yy Mame IOTEHTaH
nporecrareH — 20a-xunpokcu-4-nperaen-3-on. Jlasbe, Merabonmcame So/B-mperHana
(mpexypcopa mporectepona) ce oasuja mox kKoHtpoiaoM AKRI1C ensuma. [lokazano je na
MeTaboNMUTH So-TIperHaHa CTUMYIUILY nponudepanujy henujckux TUHHja KaHIEpa JT0jKH,
JOK SPB-mperHaHun umajy ytunaja y xymadHom nopohajy (Rizner & Penning, 2014). 58-
MpPErHaH MPeJCTaBba MPEKypCop MPOrecTepoHa, MPETHAHCKHUX alTKOX0J1a, KETOHA U HEKOJIMKO

aJPEHOKOPTUKAIHUX XOPMOHA.

3.1.3. AKPIC y neypocmepouonom memaodponusmy

HeypocTeponau, mo3HaTH Kao U HEYPOAKTUBHU CTEPOMH, MPEJICTABIbA]y €HAOTEeHE
WJTU €T30TeHE CTEPOUJIe KOju Op30 MEHma]y HEYPOHCKY €KCIIMTAOMIIHOCT MyTeM UHTEpaKIlfja
ca JOHCKMM KaHallUMa KOjU Cy KOHTPOJHMCAHW ca JUTaHAMMa WIA ca HEKUM JPYTUM
peuentopuma Ha noBpurHu henmuje (Lan & Gee, 1994). TepMuH HEypOaKTUBHH CTEPOMIH
yKa3yje Ha CTepOouie KOjU MOy OUTH CUHTETHCAHU Y MO3TY WIH Y HEKO] €HJIO0KPHHO] JKJIe3/11
M 3aTHM ITyTeM KPBOTOKa Johu 10 Mo3ra e uMmajy edekar Ha pyHkimje mosra (Srivastava et
al., 2011). Heku o1 oBHX cTepouaa MOry jJa MMajy U edeKkaT Ha eKCIpecHjy reHa MyTeMm
HYKJICAPHUX CTEPOMIHUX PELEnTopa.

Metabonutu So-mperHana Koju HacTajy of nporecrepona nomohy SRD5AL ensuma
MOTEHIIMPajy aKIMjy aroHucra y aMuHOOyTHpuuHe Kucenune pernentopa A (GABAA).
VYKOIMKO HEeMa pelenTopa, aroHUCTH HHUcy edukacHu, mehytum y npucyctsy GABA

perenTopa MOry Ja WHUIIMPAJy OTBapame KaHaja 3a JoHEe XJIopa. AJIONMPErHAHOJOHE je
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

nmoTeHTHU anoctepan wMoxayiatop GABAa, nok je So-mperrad-30,200-auoa  Mambe
HeypoaktuBaH. CBu AKR1C en3umu pearyjy Ha Sa-npernane. M3zopopme AKR1C1, C2 u C4
umajy apuaurer npema peaykuuju Sa-DHP, mox AKRICI mperexno ¢dopmupa 20a-
Xuapokcu-Sa-mpernan-3-on, AKR1C2 mnperexxno anonpernanoion. Mehyrum AKR1C1
KaTalu3yje ¥ PeayKIHjy U CAaMUM THM M MHAKTUBAIIH]y aJIONPETHAHOIOHA (JOPMHUpakEeM Sa.-
nperrade-30,200-auona. McrpaxkuBama ykasdyjy na y wmo3ry AKRI1C2  dopmupa
anonpernanoiiod, 1ok AKR1C1 je ykpydeHn y meroBy mHaktuBanujy. Takohe AKR1C1
MOXE W Ja peryiuiie KOHICHTPALHWjy aJIONperHaHojoHa OHeMmoryhaBame HeroBor

dhopmupama o mporecTepoHa u karanuzom nHaktuBanuje (Rizner & Penning, 2014).

3.1.4. AKR1 y 6uocunmesu sxncyuHux KuceaiuHa

XKyuHe KucenuHe Cy CTEpPOMJHE KHCEIUHE IMPEBACXOAHO TMPHUCYTHE Yy KYUH.
PaznuuTe MonekynapHe Gpopme KyIHHX KUCETHMHA MOTY Ja C€ CHHTETHILY Y jeTpH.

AKR1C4 je mpeTexHO €KCIIPECOBaH y jeTpH y K0jOj UMa KJbYYHY YIIOTY Y OMOCHHTE3U
Ky4dHUX KucennHa. OBa un3odpopma ¢yHkuuonume y canejctBy ca AKR1D1 ensumom.
AKRI1DI1 en3um kxatanusyje SB-penykiujy npeKypcopa >KydHHX KHCEJIHHA, a Tako oOpalene
MpeKypcope najbe HactaBiba Aa moaudukyje AKR1C4 penyknujom 3-kero rpymne (Rizner &
Penning, 2014).

3.1.5. AKPIC y memabonuszmy cmepouonux Konjyzama

Konjyranmmja (mpyra ¢dasza merabonmsma) mojapasyMmeBa J0JaBame CyndaTHE WIH
TITyKYpOHUJIHE TPYyIIe Ha cI000/IaH CTepOHl, ECTPOTEH WIIM aHJPOTEH, KOjM CE TIPOMOBHIIIE
exckperja u3 tema (Gomes, Meredith, Snape, & Sephton, 2009). AKRIC eH3umu
KaTtanu3yjy peAyKuujy KapOOHHIIHE Y XHJIPOKCHIHY TPYMy Ha CTEPOUTHOM MOJIEKYITY
(peakmmje mpBe ¢aze wmertabonm3ma), KOJoM je 3atuM omoryheH cienehu Kopak —
koHjyranuja. HaknagHo je ycraHoBsbeHo Ja eH3uMu AKRIC yruuy u Ha Beh KOHjyroBaHe
CTepouie, MITO yKa3yje Ha MOCTOjame aITePHATUBHOT MyTa Y KOM Cy CTEPOUU KOHjyrOBaHU

npBo Ha 17B-mo3unuju, a 3aTuM peaykoBanu Ha 3-no3unuju (Rizner & Penning, 2014).

3.1.6. AKP1 y memabonusmy cunHmemuukux cmepouoa

MHOTH CHHTETHUKH cTepouam umajy A* umu 3-, 20-KeTo-cTepous CTYKTypHH MOTHB U
Ka0 TaKBH ce oueKkyje aa 0yny cyncrparu 3a AKR1 en3zume. Y mpusor oBoM odeKHBamy Ujie
yumbeHua ga AKRI1 jecy eH3MMHM Koju Cy YKJbyueHHM y MeTaOonu3zaM THOOJOHA U

MMpoOreucTruHa, HOPECTUHOAPETIA U AUAPOreCTECPOHA, KA0 U CHHTCTHYKUX TIIYKOKOPTUKOHIA.
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3. AKR1C ensumu y memabonrusmy

TpubGonoH je mposiek KOju C€ KOPUCTH y TpPEeTMaHWMa CHMIITOMA IIOCT-MEHOTay3e.
[TporeucTuH AMAPOreCTEPOH CE€ KOPUCTU Y Tepamujama 3aMeHe XOpMoHa (ewer. hormone-
replacement therapy), y Tepanujama eHJOMETprO3€, MEHCTpyalTHUX mopeMehaja, HegocTaTka
KyTor  Tena. VHXanupaHu  CHUHTETHYKH  KOPTHKOCTEPOMIU  C€  KOpUCTE Y

antunHpramaropaum Tepanujama (Rizner & Penning, 2014).

3.2. AKR1 y KOHTPOJ/IM KOHLIIEHTPAIHje JIUTaHA1a HYKJeapHUX pelenTopa

Xymanu AKR1 eH3umu kaTtanu3yjy Win KOHBEp3Hjy clIaOUX JIMraHajga y NMOTEHTHE
JUTaH/e HyKJICapHUX PELEenTOopa Wi Cy YKJbYYCHH y €IMMUHAIN]y OBUX JuraHaaa. Ha oBaj
HaunH AKR1 eH3uMu KOHTPOJMIY HUBO MOTEHTHUX JIMTaHAJa KOJU MOTY Jia OKYyNUpajy u
aKTHBHPAjy HyKJICapHE pElenTope YHyTap €HAOKPHUHOT IMJBHOT TKHMBa. OBH peuenTopu ce
Be3yjy 3a oaroBapajyhe enemente JIHK (enen. DNA response elements) y Buay XxoMo wiu
XEeTepoArMEpa, U Ha Taj HAUMH PErpyTyjy WIN KOAKTHBATOPE WIIM KOPEIpecope, MyTeM KOjux
ce KoHTponuiie TpaHckpumuuja rera. Jlakme, AKR1 moaudukamujom crepouna, Koju cy
JWTaHOM 32 HYyKJIEapHE pelenTope, y4ecTByjeé Y KOHTPOJIM aHAPOTCHUX, ECTPOreHUX W
porecTepoHcKux penenrtopa. [lopen Tora, Takole KOHTpoIHIY OMOCHHTE3Y HEypOCTepouIa
u monynupajy aktuBHoct GABA penentopa A Koju (QYHKIMOHHWIIE Kao JIMTaHJOM
KOHTPOJIMCAHU JOHCKM KaHal U Kao JIMTaHAOM KOHTpOJIMCaHU U BoiTakHo 3aBucHu NMDA

penentop (Rizner & Penning, 2014).

3.3. Ekcnpecuja AKR1 rena y naTosiomkum crambuma

AKR1 en3uMu umajy KJby4YHY YJOTY Yy pEryjlalyju CTepoMjia U IyTEeM TI'eHCKe
eKCIpecHje U Kao TaKBU UMajy yJIOTy y IaToreHesu 0osiectd. Y 000JieloM TKUBY eKCIIpecHja
AKR1 rena u cruajcoBawe nHpopmanrone PHK cy n3memenu gosoxehu n0 pasnnautux
TPAHCKPHUMIIMOHUX BapHjaHTH, MPOTESHHCKUX M30()OPMHU ¥ CAMUM THM JI0 IPOMEHE KOJTHYUHE
MIPOTEHHA U BUXOBE aKTUBHOCTHU. [IpoMemeH HUBO eKCIpecHja je YCTaHOBJBEH KOJ XOPMOH-
3aBUCHHMX OOJIeCTH MpocTare, MOjKH, Kao M KoJ eHaoMmeTpujanHux kanuepa (Rizner &

Penning, 2014).

3.3.1. AKR1(C3) u xanuep npocmame

AKR1C2 m AKRI1C3 cy y BeIMKAM KOJIMYMHAMA EKCIIPECOBAHH y HOPMAITHO)]
npocratu. HcrpaxkuBamuma je mokazaHo jaa je uzopopma AKRIC3 Haj3acTynsbeHUjU
CTEpPOMIIOTEHN €H3UM Y KaHIepy MPOCTaTe PE3UCTEHTHOM Ha KacTpanujy (ewer. castration-

resistant prostate cancer, CRPC) u y meracrazama mekanux TkuBa. CRPC mpesacrasiba
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

(daramaun o0MMK KaHIepa mpocrare. Takohe je geTexkToBaHa moBehaHa ekcmpecuja u
m3odopmu AKR1IC1 u C2 y CRPC y onHOCy Ha nmpuMapHU KaHIep npocrate, mehyrum 6e3
CTaTHCTUYKE 3HauYajHOCTU. VcTpakmBamuMa Ha henmujckuM JTUHHWjaMa KaHIepa MpOCTaTe
(LNCaP, DuCaP, VCaP) ycranosibeHo je nosehame ekcrpecuje 1 AKR1C3 u AR. [lakie,
CYMHpPAHO, HCTpaXHMBalkbUMa je TMoKa3zaHo jJa cy TtpadHckpunimonu HuBon AKRI1C3
KOHCTaHTHO mpekoMmepHo ekcnpecoBann y CRPC m ga je crumynaucaHo CMamemeM
aHJIPOTe€Ha TaKo Ja je TO YCTBapH JE0 aJalTUBHOT OJroBOpa TyMOpa Ja MpaBH CBOj aHIPOTeH
y IPUCYCTBY CMamEHOT HMBOA LUPKyIUITyher anaporeHa. AHIPOreHCKa 3aBUCHOCT OIICTaje
jep Tymop nokpehe aganTuBHU OATOBOP KOjU OJIP’KaBa W CUTHAIMHT aHIPOTCHOT PEIenTopa.
Onyja 3a UHXUOUIM]Y YHYTapTyMOPCKE OMOCHHTE3€ aHApPOreHa je yrnoTpedoM MHXUOUTOpa
17,20-nuja3e, mto oHemoryhaBa KOHBEP3HWjy MPETHCHOJOHA Y JEXUAPOCIIHAHIPOCTEPOH Yy
JJIe3IM W Ha Ta] Ha4WH yckpahyje TymMop oJ cBOT mM3Bopa aHaporeHa. Y MelyBpeMeHy je u
n3zodpopma C3 mocrana 3BaHUYHA METa 32 UHXUOMIIM]Y Y aHTUKAHIICPOTCHUM Teparnujama, Ha
npumep CRPC-a, nojke, u akyrHe wmwujenouane jneykemuje (Penning, 2017; Rizner &
Penning, 2014).

VY 3aBUHOCTH 0] OoCcTynmHOCTH cyncrpara, ensumMu AKR1C2-C4 Takole umajy ymore
y anrepHatuBHOM TnyTy (enen. ‘“backdoor” pathway) dopmupama 50-DHT, Tako na
uzopopme C2 u C4 xatanusyjy peayKuujy So-AuXuaponporecTepoH 10 aloNperHeHoI0Ha, a
m3odopma C3 karanuiie peAyKIUjy aHIpOCTEPOHA 0 30-A10JIa, KOJH C€ 3aTUM OKCH]Yje JI0

50-DHT u To mpeBacxoano ca 17B8-HSD6 (Rizner & Penning, 2014).

3.3.2. AKRI (C3) u kanuep oojke

VY nojkama spyau, AKR1C1 u AKR1CS cy riaBHe ekciipecoBane nzogpopme (Rizner &
Penning, 2014). AKR1C3 je npexkoMepHO eKCIPECOBaH y KaHATHUM KaplIUHOMHMA JIOjKU U Y
Kopenanuju je ca excrpecujom ERa, u ca Bpahamem kannepa nojke. Kao nepudepan 17f3-
HSD xoja xoHBepTyje anapocteHennoH y tectoctepoH, AKR1C3 je mocrao mepudepnu
IJIaBHU M3BOP TECTOCTEPOHA, CYNCTpaTa 3a apomarasy Koja 3aTMM MO)ke cuHTetucatu 17f3-
ectpaauon y gojckama. Jlakire, maxuouropu AKR1C3 umajy MecTo y TpeTMaHMMa KaHIIepa
nojku koju cy ERo mo3utuBHM W WMajy OpeIHOCT HaJa HHXUOMTOpHMa apomarase

onokupajyhu cucreMcku onocuHTte3y ectporena (Penning, 2017).

3.3.3. AKRI (C3) u enoomempujanne 6onecmu

VY xymanom ytepycy (matepuim) ekcripecuja AKR1C rena je pematuBHO HHUCKa, a

AKR1C2 u AKR1C3 cy rnaBau ekcrnpecoBanu rern Te noadammmuje. 'eam AKRI1C cy
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Takoh)e EeKCIPEecOBaHW M Y EHIAOMETPHJATHOM KaHIEPy U Y EKTOMUYHOM E€HIOMETPUjYMY
nanujeHara ca eHJoMeTpruo3oM. 3HaTHO Bumu HUBou nHpopmamuone PHK AKR1C1 u C2
Cy JETEKTOBAaHM Yy CIy4yajeBUMa OBapHjaJIHE CHJIOMETPHO3€ y OJHOCY Ha HOpPMalHU
SHJIOMETpUjyM 31paBe xeHe. Bumm auBou m3odopmu Cl u C2 y TKUBY €HIOMETPH)CKOM
MOTYy Ja JIOTpUHECY I[0jayaHOM  MeTa0OJNM3My  3alITHTHOT  HPOTECTEpOHa Yy

xuapokcunperaeHoH (Rizner & Penning, 2014).

3.4. HacienHe wim jeaHo-HykJeoTuaHe Bapujante AKRI1 enzuma

Hacnemne wnm jemHo-HYKJICOTHAHE anencke BapujaHTe (ewen. Single nucleotide
polymorphisms - SNP) y AKR1 remuma Mory jga yTudy Ha MeTaboJIM3aM €r30reHHX M
SHJOTCHUX CTEepOoHMJa W CaMHM THM Ha pa3Boj marogu3uoyomkux mporeca. /lo camga je
YCTaHOBJHEHO HEKONIMKO Hacieanux mytanuja kox m3odopmu AKR1C2 u AKR1C4 rena
KOje Cy ToBe3aHe ca HeypelheHoM mosHOM aucrenesujom (enen. disordered sexual dysgenesis,

DSD) (Rizner & Penning, 2014).

3.5. AKR1C y meTa60/113My KCEHOOMOTHKA

KcenoOmotunm mpeacTaBibajy CYINCTaHIE KOje HHUCY TMPHPOIHO MPUCYTHE Y
opranusmy. CrienupuvHu KCEHOOMOTHIIA MOTY J1a C€ MOJIeNIe Y JIBE TPYIe U TO TOKCHHU KOjU
INPUPOJHO HACTAJy Yy CHOJbAIKO] CpeAUMHU (OMOTOKCHMHM) M JIEKOBU U CIWYHHU
(bapMareyTHIH.

Buorokcun. NNK (4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanone) mnpencrasiba
JellaH O] HajjauuX HUTPO3aMUH KaHIIEPOTEHA y NyBaHy. Mel)y IUTOCOTHUM €H3UMHUMA jeTpe,
40% nerokcugukanuje opranuzMa o osor kanueporena spme AKRI1C1, C2, C4 u 1B10
(Atalla, Breyer-Pfaff, & Maser, 2000).

dapmaneyTunu. bpojHa Qapmakononika jeaumema WUMajy KapOOHWIHH €0
(YrmaBHOM KETOHCKH) M Ka0 TaKBU IPENICTaBIba]y MOTCHIMjAIHE CYIICTPATe UM PETyIaTope
aktuBHocTH AKR renepanHo. Jlucta moOTeHUMjaIHUX CyICTpaTa o0yXBara pasHe
(dapamieyTike, MOMyT aHTHKAHILEP JEKOBa, aHTUIICUXOTHKA, aHTHJENPECHBa, aHTarOHUCTE
omnujaTa, aHTHACMaTUKE, aHTU/INja0eTUKE M aHTUEMETHIHE JICKOBE. 3a HeKe (papmaiieyTuke,
MONYT AHTUKAHIIEPOTEHWX JIEKOBAa, Ha TpUMEp OpaliHa, penyKIHja TpeacTaBiba
JIeaKTUBALMjy JIeKa, IITO IMOojpa3yMeBa I'yOMTaK aHTHKAHLEPOTEeHOr edeKTa, JOK 3a Jpyre
penyknuja nyreM AKR mpencrtaBiba akTUBAIM]y jeAMBbEHA U CAMUM THM j€ HEONXOIHA Jia

O JIEK TOCTA0 aKTHUBAaH.
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3. AKR1C ensumu y memabonusmy

AHTHKaHUeporeHu JiekoBu. [Ipekomepna mpoaykumja AKR1C3 enszuma vy
TyMOpHMa, 300T IPETXOIHO HAaBEACHOT MMa BEJIMKH 3HA4aj Y aHTUKAHIIEPOTEHUM Tepariijama
u TpermManuma. OpauuH T[pUlaga H30KBHHOJIHO] KJIAacH jEeJUImEeha W Kao TakaB
UCTpaXMBabUMa ce MOTBPAWIO Ja noanexke peaykuuju on crpane AKR1C3 u mpurom
HACTaje JUXHIPOOpAIMH, KOjU BUIE HeMa Ttepareyrcky eduxacHoct. Ilopen opanuHa,
AKR1C3 penykyje U aHTHKaHIIEP JIEK JTOKCOPYOHUIIMH Yy CBOjy HEaKTUBHY (hopMy, OJTHOCHO
XUIPOKCH META0OIHUT JOKcopyOommmHON. Mehyrum, camMa WHAKTHBAIMja HUjE Y TOj MEpHU
mpo0yieM KOJMMKO Hyc edekarT HeakThBHE (opMa jep ce cMarpa Ja je OHa OJrOBOpHA 3a
KapJHOMHOIIATHje KOHCTaTOBaHE TOKOM Xxemorepamuje maokcopyoummuom (Novotna, Wsol,
Xiong, & Maser, 2008).

Haxne, penyknuja kapoonunHe rpyne on crpane AKR1C Ha aHTHMKaHIEpPOTCHHM
JIEKOBHMA TIPE/ICTaBJba jeaH O TJIAaBHUX (PaKTOpa KOjU JAOMPUHOCH Pa3BOjy OTIHOPHOCTH Ha
XEMOTEpaIujy U KapJAUOTOKCUYHOCTH OBUX METa0OJIMTa JICKOBA, TAaKO Jia j& JaHalIbU TPSHIT
ycmepeH y mpaBny pasBoja AKR uuxuburopa y Tepamnuju KaHuepa ga Ou ce moBehana

eHKacHOCT JICKOBA U CIIpeuriia HexxesbeHa nejcrpa (Barski et al., 2009).

25



4. EH3UMU KAO METE 3A JIEKOBE

En3umu cy ogimmdae MeTe y ¢hapMakoJIOIMIKUM HHTEPBEHIIM]jaMa, 3aXBajbyjyhu CBOjUM
€CEHIIMjaJIHUM yJlorama y >KMBOTHHMM TpouiecuMma u natodusnonoruju. CTpykTypa akTUBHOT
MeCTa €H3MMa W JIPYTHX [IeTI0Ba 33 BE3WBAIbE JIMTAHAA y C€H3UMY CY HJCalIHU 32 BHCOKO-
aMHUTETHE MHTEPAKIIM]jEe ca MHXUOMUTOPHUMA TIOCEOHO Y CydyajeBUMa Kaja jeé HHXUOUTOP 110
CTPYKTYpU ClHYaH JieKy. MHXuOUTOpH €H3MMa JaHac MpPEeJCTaBJbajy CKOPO IOJIOBHHY O/
JICKOBa KOju ¢y naHac y ynotpeou (Copeland, 2005).

Konauan miusp OMII0 Koje mpeTpare 3a HOBHM JICKOM je Jia ce Halje jenumemne Koje he
outu eexTHBHO IN VIVO. Jlakie, Hajoosbe mopehemne jeanmberba je IPeKo KOHIIEHTpaIije Koja
MPOJYyKyje 'keJbeHU edekar y henuju umm y uBoTumbU. Mel)yTuM, BpJo je HempaKTUYHO ca
BUIIIE aclieKaTa TeCTUPATH CBa jeHIbEHa KOja MOTEHIUjaIHO MOTY OMTH MHXMOWTOpPH Ha
henujaMa u )XKHBOTHIbaMa I1a CE U3 TOT pasjiora MPBE ONTUMHU3AIN]E U TECTUPAhA jeIUHCHA
crpoBojie iN VItro y okBUpPY €H3MMCKHX eceja. Jla OM ce MOCTHINIM IITO BEPOIAOCTOjHUjU
pe3yaTaTH, CH3UMCKH eCej Ce TU3ajHupa TaKo Ja MMUTUPA (PU3HOIIONIKE YCIIOBE MITO je 00Jbe

u ommke moryhe (Copeland, 2005).

4.1. EH3MMCKHM ecejH M KHHeTHKA

En3uMu npesncraBibajy mpoTeHHE KOjU yOp3aBajy XEMHUCJKE peakiifje y OHOIOUIKUM
CHUCTeMHMa M U3 TOI pa3jora ce Ha3uBajy M OHoKaTanu3atopu. YOp3aBame peakluja ce
MOCTH)KE CHW)KAaBal€M CHEpruje akTUBalMje TpaHchopMmalyje cyrncrpara y IIPOIYKT.
En3umcku ecej mpeacrtaBiba 1a0OpaTOPHU]CKY MPOLENYPY 3a Mepeme Op3MHE EH3MMCKE
peaknuje. Mepewe Op3uHe peakuuje, OJHOCHO aKTMBHOCTH €H3MMa, 3alpaBO C€ CBOAM Ha
npahewme MpOMEHe Y KOHIIEHTPALMjU WK CYINCTpaTa WM INpoaykTa ca BpeMmeHoM. Ilocroje
OpojHEe MeTojIe 3a Mepem-e, a Hajuelnrhe kopuiheHa je ciekTpogoToMeTpurjcKa jep oMmoryhasa
KOHTHHYaJTHO Tpaheme MpoMeHe KOHIEHTpamuje OWo MPOW3BOJa WM PeaKkTaHaTa IMPEeKo
IpoMeHe arcopOaHIle CBETJIOCTH Ha ojapeheHoj TanmacHoj nykuHH. Behuna eH3zumckux
UCTpaXMBama je (QOKycHpaHa Ha IOYETHM, JIMHEAPHMU /0 €H3UMCKE peakuuje, Mehyrum
takohe je Moryhie u MepUTH KOMILIETHY PEeakIMOHy KpuBY U mpunaronutu (enen. fitting) ose
MOJIaTKE y HEJIMHEapHYy jeqHaduHy. [JIaBHU mapaMeTpH KOjU ce KOPHCTE 3a ONMUCHBAME

Onokaranu3oBanux peakiuja cy Km 1 Vmax (Ci. 16).
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4. Enzumu xao meme 3a 1ekose

max

Crmka 16.
Omnmu npukas
3aBHCHOCTH

JAT. KOHLICHTpAaLHje
cymncrpara u Op3uHe
peaxije ca
obenexeHuM Km 1 Vmax

Ky (cnuka: Thomas Shafee).

Bp3uHa peakyumje

KoHueHTpaumja cynctpata

Km mpeacraBba KOHIIGHTpAIM]y CyICTpaTa NpPH KOjOj €€ TIOCTHXKE IOJOBHHA
MaKcUMaliHe Op3MHE peakije, KapaKTepUCTHYHA j€ 3a CBAaKM €H3MMa 3a JaTH CYICTpaT U
MMa BEJIMKH 3Ha4aj y €H3MMOJIOTHjU jep IpeacTaBba Mepy adUHHTETa HEKOT €H3MMa 3a
onropapajyhu cymcrpar, 1ok Vmax IOpeacTaB/ba MaKCUMalHy Op3MHY peakaluje Koja ce
MOCTHXKE TPU BUCOKHM KOHIIEHTparjama cyrncrpara (MHoro Behum on Bpennoctu Km) 300r
TOTa IITO CE TaJa LEJIOKYITHA KOJMYMHA €H3UMa Yy PEaKkIOHO] CMEIIN HAJIa3u y KOMILJIEKCY

ensuM-cyrcrpat (Petrovic, 1998).

4.2. Auxuduumja eHzuma

EH3uMckn MHXUOHWTOpP je MOJIGKYJT KOjU CE€ Be3yje 3a €H3MM H CMambyje HHEroBY
akTUBHOCT. Kako Onokupame akTHBHOCTH onpel)eHnX eH3uMa MOKe J1a yOHje MaToreHe Win
Jla UCTIpaBH METa0OJIMYKY HEPAaBHOTEKY, MHOTH JICKOBH CY 3allpaBO €H3UMCKH MHXHOUTOPHU.
BesuBamwe nHxuOuTOpa MOXe na Oyne MOBpaTHO MM HemoBpaTHO. HemoBpaTHO Be3uBame
WHXHAOHUTOpA YTIaBHOM JOBOAM A0 (OopMHpama KOBAJCHTHUX Be3a, TOK MOBPATHO BE3MBAME
je ocTBapHMBameM HEKOBAJICHTHUX Be3a. lIloBpaTHa MHXMOWIMja ce I KOMIIETUTHBHY,
HEKOMIIETUTUBHY, aKOMIIETUTUBHY M MellaHy. Y KOMIETUTHUBHO] MHXMOHMIMjU, CYNCTPAT U
MHXUOUTOpP HE MOTY Jla C€ Be3yjy y UCTO BpEMe, OJIHOCHO TaKMHUYE CE€ 3a BE3MBABE Y HCTOM
BE3HOM MecTy. AKOMIETUTHBHA MHXUOUIIM]a CE KapaKTepuIlle TUME /1a c€ UHXUOUTOp Be3yje
camMO 3a IPETXOJHO CTBOPEH KOMIUIEKC CyICTpaT-eH3uM. HexkomneTuTuBHa WHXUOUIMja
CMamyje aKTUBHOCT €H3MMa alli He yTHYe Ha Be3uBame cyncrpara (Strelow et al., 2012).

Bpojun Monekynu y BUAY JIeKOBa Cy HHXMOWTOPH €H3MMA, Tako Ja HHXOBO
OTKpHBame M yHampeheme mpencraB/hba aKTHBHY 00JIaCT HCTpaKWBama y OHOXEMHUJU H
¢dapmaxonoruju. EH3UMCKHM MHXUOUTOPH KOJU UMajy MEAMIIMHCKH MOTEHIMjall C€ YTIaBHOM
MpoLekY]y Ha OCHOBY muXOBe crenuduyHoctu (MoryhHomhy 1a ce ca BHCOKUM
apUHUTETOM Be3yjy 3a caMO jeJaH IpPOTEHH) U HHUXOBE IMOTEHTHOCTH (paBHOTEXHA

KOHCTaHTa JAMCOLMjallfje eH3UM-MHXMOUTOp KoMIUIekca). Bucoka cnemupuyHoCT U
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4. Enzumu xao meme 3a 1exoee

MMOTEHTHOCTH o/ipel)eHOr MHXUOUTOpA CTPUKTHO yKa3yje Ha To na he ek umatu MamoOpojHe
u crnabe HexelbeHe edexre (Hyc mojaBe) M 300r Tora Beoma HHUCKY Tokcuunoct (Strelow et

al., 2012).

4.2.1. Keanmumamueno nopeljerve UHXUOUMOPHOZ ROMEHUUjaNA

VY mpeTxoIHOM Jely je OMKMCAHO MOCTOjalke TPU BPCTE MOBPATHE MHXUOUIIM]jE. 3aIITO
je éutHO TO neuHMCATH y UCTPAKUBAKBLMMA M Pa3Bojy JekoBa? Bpcra nHxubuiuje je OutHa
3a KBaHTUTAaTHBHO mopeheme edexra pasInuuTuX jeIumberha Ha IUJBHU €H3MM, Kao W 3a
MPaBJbEH-E KBAHTUTATUBHOT Topelhema aduHuTeTa oapeheHnx jenumbemha npeMa pasinduTuM
uuibHUM eH3uMuMa. [lo3HaBameM MojanuTeTa nHXxuOuUIMje, Mmoryhe je pagutu nopehema Ha
paloHaIHO] OCHOBHM YyIOTPEOOM EH3UM-HUHXUOUTOp JUCOLMjallMoHe KoHcTaHTe, K.
PenatuBHM WHXUOWTOPHHM TMOTCHIMjaJl CE YECTO H3pakaBa H MopehemeM MpoIeHTa
MHXUOWIIM]jE W3a3BaHe Pa3IMUYUTHM HHXHOUTOPHMA Ha KOHCTAHTHO] KOHIICHTPALlMjU €H3nMa,
uHxuOuTOpa M cymncrpara. bojba KBaHTHTATHBHA MpOIEHA MOTEHIWjala HHXUOUTOpa ce
MOCTIXKE MEpemheM KOHIIeHTpalije MHXxuOuTopa norpedbne 3a 50% cMameme aKTUBHOCTH
€H3UMa 0] CIIeIM(PUIHIM CETOM PEAaKIMOHHUX YCIIOBA, OBAaKBAa KOHIIEHTpAIMja HHXUOUTOpA
ce o3nHauaBa kao ICso BpemHoct. Mehyrum, [Cso BpemHOocT MOXe ga Bapupa ca
KOHIIEHTPALIMJOM CYyIICTpaTa U caMOM IPHUPOAOM CYICTpaTa, y 3aBUCHOCTH OJi MOJAJIUTETa
uaxubunuje. Ha mnpumep, mnopehewme [Cso BpenHocTH J00HMjeHE Yy  pa3IMUUTUM
nmaboparopujama Cce€ TENIKO MOXE TMOPEIUTH OCHUM YKOJIMKO HUCY 00e Ilaboparopuje
KOPUCTHUJIE HJACHTHYHE YCJIOBE, MOCEOHO Jia JU je KOpHUIIheH HCTHU CYICTpaT W Yy HCTO]
KOHIIGHTpAlLlMju, 3aTUM KOHLEHTpaluja kodakropa, PH peakuuoHe cwmermie, Bpeme
npeauHkybanuje U uHKyOanuje uta. Ca japyre cTpaHe KOHCTaHTa [JHUCOLMjaldje 3a
naxuburop (Ki) mpeacraBba TEpMOJMHAMUYKY KOHCTAHTY 3a JaTH CET YCJIOBa Yy €cejy
(Temmeparypa, joHCKa jaunHa, PH UTa.) 1 6ap Kaja je KOMIIETUTUBHA HHXUOUIM]a y TUTAKY,

He 3aBHCH O] HJICHTHUTETa CyrcTpaTa i KoHieHTpanuje (Copeland, 2005).
4.2.2. Omkpuhe u ousaju unxubumopa

HoBu 5iekoBu cy NMpoayKTH BeoMa AYrOTPajHHX Mpolieca pasBoja. Hekama jenunu
Ha4yuH J1a C€ OTKpPUj€ HOBU CH3UMCKH HHXHOWUTOp je OMO myTeM ,,MTOKYyIlaja M TpemKe‘:
NPETPAKUBAKHLEM BEITUKUX OMONMOTEKa jeIMImbehba HacmpaM HUJBHOT eH3uma. OBaj HauMH
paza je joul yBeK y ONTHIAjy ajii MoOoJbIIaH ynoTpeOoM KOMOMHATOpHE XeMHje Koja Op30
NpOJIyKyje BEIMKY KOJUYMHY HOBUX jenumema (Koppitz & Eis, 2006). Hosuju mpuctyn

oOyxBaTra palMOHAIHU JU33jH JIEKOBA y3 YNOTpeOy TPOJUMEH3UOHATHUX CTPYKTypa
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4. Enzumu xao meme 3a 1ekose

aKTUBHOT MECTa €H3MMa 3a mpelBHuhame KOJu MOJIEKYJIHu OM MOTIH Ja Oyay MHXHUOUTOPH
(Scapin, 2006). OBa mpenBuhama ce OHIA TECTHPAjy W MOKIA Ce HEKH OJ jeAWIbCHba U
MoKake Kao MHXuOuTop. Taj HOBU MHXUOHUTOp ce 3aTUM KOPUCTH Ja ce Jo0Hje CTPYKTypa
€H3MMa y KOMIUIEKCY Ca MHXHUOUTOPOM Ja OW Cce YTBPAMIO KAaKO ce MOJIEKYNI Be3yje y
aKTUBHOM MeECTy, INTO Jajbe Moke jga omoryhu yBoheme ojapeheHux mnpomMeHa Ha
WHXUOWTOPY pajyl ONTUMHU3aIMje Be3nBama. OB TECTOBH M IUKIYCH yHampehuBama ce
3aTHM IOHAaBJhajy JOK C€ HE MpPOJAYyKYyje J0BOJbHO nmoreHTaH mHxuOuTop (Gohlke & Klebe,
2002). Takohe cy pa3BujeHe W METOJic 3aCHOBaHE Ha yNOTpeOHM payyHapa 3a npenBubame
apuHHTETa BE3MBakba WHXUOMTOpA 3a €H3UM, Kao IITO Cy MOJICKYJIapHO YCHJApaBame WU
mexanuka (Glen & Allen, 2003). Jeana on (asa pa3Boja mMHXHOMTOpa je M yCMepeHa
(naBohena) onrumusaimja (enen. lead optimization): ycMepeHna ontuMu3saigja je HUKIAYaH
mporec u3ajHUpama W CHUHTETHCAka CTPYKTYPHHX aHajora HajuoTeHTHHjer (Boaeher)
jenumema, mpaheH OMOXeMHjCKMM W OWOJIONMIKMM IMpolleHama TuX aHanora. [{uwsb oBor
mporeca Ja ce pasyMmejy CTPYKTYpPHE KapakTepucTuke Bedyjyher aduHuTEeTa HMIBHOT
jevbea KpO3 HCTPaXKHMBAE BE3€ CTPYKType M akTHBHOCTH (ewen. Structure-activity
relationship, SAR), ymorpebGom in Vitro ensumckor eceja. Kpo3 cucremcke Xxemujcke
BapHjalyje y CTPYKTYpH jelMibeha U OMOXEeMHUjCKUM TpolieHama, SAR aHanuze ce xopucre
3a Pa3BOj XHUIIOTETUYKOI MOJIENIa KOJH CE€ 3aTUM Yy 3aBUCHOCTH OJI OCHOBHHMX HHETpPAKIIMja
npoTenHa u Jmranga, moaudukyjy. Hukmuaan SAR mporec je momapkaH ca CTPYKTYPHUM
nHopmanujama oa Kpucraimorpadpuje X-3pauuma, NMR crekTpockonujoM W/uiau

padyHapckum MozenoBameM (Copeland, 2005).
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5. THXUBUTOPHU AKR1(C3)

VY nornaspy o 3Hauajy AKR1C y metabonusmy (mornassbe 3.), HaBEICH je pasiior u
3Ha4aj nocrojama naxuouropa AKR1C y pa3Bojy pa3inuuTHX MAaTOJOMIKUX CTamba aJld M Kao
€H3MMa KOjU JIeaKTHUBUpa JPYyre JEKOBe, MehyTHM IOCTOjH MU TMOTpeda 3a crenuGuaHuM
naxuouTopuMa cake ndopopme AKRIC nmporenna, koju Ou mpeacTaBbain Aodap aiar 3a
0oJpe pazyMmeBame cBake M30(opMe MoceOHO M HEH 3HAauaj y HOPMAalHOj (PU3HOJIOTHJU U
6onectu. Mehytum pasBoj cnerupuaHor HHXHOUTOpA, KOju he ma Oymae HHXUOUTOpP 3a caMo
jenny u3ohopMy IpencTaB/ba BEIUMKHA HM3a30B, jep cBe nzodpopme AKR1IC nmajy mehycoOny
ciuyHocT cekBeHlle Behy ox 84% u ykibydenu cy y merabonuzam crepouna. AKR1C4 je
TkuBHO crneuupuyan u mnpucyran je y jerpu, AKRICI, AKRIC2 u AKRIC3 cy
eKCIPEeCcOBaHe y pa3IMuyUuTHM TKUBUMA. [Ipumep 3Hauaja cnennduyHe MHXUOUIIMjE MOXKE J1a
Ce BHIM Yy MpUMepUMa KaHIlepa MpOCTaTe KOjH Cy MOBE3aHU Ca MPEKOMEPHOM EKCIIPECH]OM
AKRI1CS, rae je uusb na ce uaxubupa camo uzopopma C3, a ve Cl u C2, jep apyre ase
nzopopmMe peaykyjy mHoTeHTHEe ¢(opme cTepouga y Mame MOTeHTHe. HMHxuOunumjom
aktuBHOCTH u30(opmu Cl m C2 Om ce mpomoBHCao NPOTUPEPATHBHH CHTHAIUHT Y
npocratu. Jlakine, npumeHoMm crnenuduyHor wHxuOuTopa m3odopme C3 Om ce moria
UCTPXKUTH joul TauHuja ynora C3 y HOpMaiHOM M aOHOpPMaiHOM henjcCKOM CHUTHAIUHTY

(Byrns et al., 2011).
5.1. Huxuéuropn AKR1C3

AKR1C3 mpencraBiba MeTy 3a pa3BOj HMHXMOMTOpAa y MaJMTHUTETUMA KOJU CY
3aBUCHU WJIM HE3aBHCHU OJl XOMpOHa jep (YHKIMOHMIIE Kao TIjaBHa nepudepHa 1703-
XHJIPOKCUCTEPOU] JEXHUIPOreHa3a Koja MPOAYKyje MOTEHTHE aHAPOTeHe, TECTOCTEPOH W
JTUXUAPOTECTOCTEPOH, a kKao mpoctarmanana (PG) F cuuTasa mpoaykyje mposudepaTuBHe
murange 3a PG FP penenrop. Unxubutopu AKR1C3 6u nakie trepedbanu ga umajy npyrauuje
npegHocTH oA Beh mocrojehux TepameyTHka 3a TpeTMaHe MalldjeHaTa KOoju MMajy KaHLep
MpOCTaTe PE3UCTEHTaH Ha KacTpallvjy, KaHIep J0jK€ W aKyTHY MHJETONJHY JICyKEMH]Y.
Crocobnoct AKR1C3 nma perymuine JOCTYIMHOCT JIMTaHAAa 3a aHAPOTCHW W €CTPOTeHU
perenTop y TyMopuMa IocTaBiba OBy N30(OpMY Kao TIPUOPUTETHY Y OAHOCY HAa HHXHOUTOPE
HaBE/IEHUX peLenTopa.

AKR1C3 je moryhe wmHXuMOMpaTH ca HEKOJMKO CTPYKTYpHUX KJlaca jelumbemba.
CTpyKType perpe3eHTaTHBHUX jeIUhCHha O CBaKe OJ THX Kilaca MHXHOHWTOpa ce Haja3u Ha

Cmunum 17, 3ajemH0 ca BUXOBUM TOTEHIIM]AJIOM TIpeMa Pa3IuduTHM n30dopMaMa MpOTEHHA.
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5. Huxubumopu AKR1(C3)

Hako mocToju 3HauajHa pa3auka y CTpyKTypama Koje nHxuoupajy uszodopmy C3, umak cBaka
0J1 BbHX TTOCEAY]e je/laH WU BUIIIE IPCTEHOBA M 0ap jeHy KapOOHWIHY IpyITy. 3aHUMJbUBA j€
YHCHAIIA J1a je BehuHa jenumema Koja nHxuoupajy uzopopmy C3 Beh Ouna ommcana kao
jemumema Koja Cy epeKTHBHA Yy XEMOIIPEBEHIMjU KaHIepa, HA MpPUMEP HECTEPOUIHU
aHTUMH(IIAMATOPHH JIGKOBH, MEIPOKCHIIPOTECTEPOH aleTar WUTIA. AJM W KOH3yMaluja
onpehenor Boha u mospha.

CBM OnyperamayHa

KHCSIHHA

4-xapOoxcn-2"4"-
JHHHTPOIH(EHHOTAMHH

=TI | 3

HHIOMETAaIHH

!

IC3 K, = 8.2 uM 1C3 K, = 6.0 uM 1C3ICy = 1.65 uM 1C3 K;=0.38 yM
1C2 K> 100 pM IC2K;> 100 uM 1C21Cy =0.63 uM 1IC2K;= 132 uM
1C1 K> 100 pM 1C1 K;> 100 uM IC1 IC, =098 uM 1C1 K;=2.66 tM
MPA EMI1404 2 -xuapokcudIaBox =-MeTHIIH-
HAMHYHA
i‘ , KHCE/IHHA
.of o
' vans
: Ml "
1C31Cy =028 uyM 1C3 K, = 0.0069 uM IC3ICy =030 uM 1IC3ICy = 6.4 uM
IC21Cy = 1.6 pkM IC2ND 1IC2ICy, =47.1 uM 1IC2ND
1C1 ICgp=0.7 pM ICIND IC1 ICy=6.2 pM 1ICIND
(('mmaronpocr JacMOHHYHA KJICCJHHD ( k10Kcazonam JAHazenam k
HO H "
> s ) c
SRR S| s
1
1C31Cy =5 uM IC3K; =21 uM IC3K,=15uM 1C3 ICy; = 84 uM
IC2ND IC2K;=15uM 1IC2K;> 10 uM 1C21Cs =2.4 uM
QCI ND 1C1 K;= 106 uM Y, &Cl K;> 10 uM IC1IC =56 ]INIJ

Crnuka 17. Xemujcke cTpykType pernpe3enratuBHuX naxuonropa AKR1C3 u mruxoB
naxuoutopan notennujan npema AKR1C3 u m3opopmama Cl m C2. 3emeHo —
HECTEPOUIHYN aHTHHH(IAMATOPHY JICKOBH; PO3€ — CTEPOUIH: KYTO — (hIIaBOHOMIH
M UMHaMU4YHE KHUCEJIHMHE, IUIaBO JIepUBaTH UIUKIOINEHTaHa; [PBEHO —
6emsonunjazenumu; ND — Huje merepmunmcano; Ki — koHCTaHTa qucorujamnmje 3a
uaxubutop (Byrns et al., 2011).

NHxuburopu ce MOry MOJEIUTH HAa OCHOBY CTPYKTYpe U M3BOpa Y HEKOJHUKO Ipyrma:
HECTePOUJHN aHTUUH(IaMaTOpHU JiekoBU (enen. non-steroidal anti-inflammatory drugs -
NSAIDS), crepouu, h1aBOHOMIN M IIMHAMHUHCKE KUCeTHHE (OMJBHU TPOIYKTH), ACPHBATH
[UKJIONIEHTaHa U OCH30/1ja3eTTIMHU.

Hecrepouanu antunH@aamaropuu JekoBu. NSAID ce moce6HO u3/Bajajy Mo cBOM
NOTEHIMjally Aa CeleKTUBHO MHXxuOuiy uzodopmy C3. Mumomeranmu (Cn.17) ucnospaBa
jaky cenektuBHOCT npema uzopopmu C3 y ognocy Ha Cl1 u C2, nox N-penunantpanmimyana

KHCENIUHA TMpejacTaBba Hajjaud HHXUOMTOp C3. JIOCTYNMHOCT KpUCTAIHHUX CTPYKTypa
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5. Huxubumopu AKR1(C3)

nzopopme C3 ca Be3aHHM MHIOMETATMHOM MM N-(QEHHIAHTPAHUIMHCKOM KHCEIHHOM HIIH
bnypenamMmuHCcKOM KHCeNMHOM omoryhaBa mipenaBubame Be3e wu3Mel)y CTpyktype u
akTMBHOCTH. Ha oOCHOBY Te Be3e /au3ajHHpaH je aHaior wuHiomeranmHa, N-(4-
xnopobensonn)menaronnt (enen. N-(4-chlorobenzoyl)melatonin, CBM), koju unxubupa
uzodpopmy C3, ane C2 u C1 (Byrns et al., 2011).

Crepouau. Kao waxuburopu mzopopme C3 mpoTrerHa KOPHCTE C€ M CTEPOUIHU
WHXHOUTOpYM Kao aHamo3u cymcrpatra 3a wu3odopmy C3, xao mro cy MPA
(MeapoKIUIIPOreCcTepOH arerar) win jJakToHu ectporeHa (Cn. 17). Mehyrum mako ce MPA
M0Ka3ao0 Kao MHXUOWTOp M pexkomOmHaHTHE m3odopme C3 m C3 Koju je eKCIpecoBaH y
henujama, unak He HCIOJbaBa CEJIEKTHMBHOCT yHYTap H30(OpMHU U Be3dyje ce 3a OpojHe
perenTope CTepouaHuX XopMoHa. Jlakie, 300r Tora HUje 100ap MHXUOUTOP 32 UCITUTHBAE
¢ynkuuje C3 m3opopme. Y cirydajeBUMa €HIOMETPUO3E WM E€HIOMETPHUjAITHOT KaHIEpa,
MOXKEJBHO je J1a ce nHxuoupa u3odopma C3 kao U aKTHBAIIMja POTECTEPOHCKOT PEIenTopa,
Tako Jia 3a HaBezAeHe ciydajeBe MPA uma no0ap moTeHnrjan u MOXe Ja IpeacTaBiba J00py
OCHOBY 3a JlaJhe HCTpakuBame. Ha ocHOBY yruiaja Ha uaxuoOumyjy C3, MPA ce tectupa y
KIMHAYKAM TECTHpAmHMa y JIeUelhy aKyTHE MHjEJIOMAHE JICYKeMHje y KOMOWHAIUju ca
oe3adudparom.

Jlaktonu ectporena cy HajnoteHTHUju uHXHOUTOpH AKRI1C3 TpenytHO ommcanu
(mpema monmaTtky u3 pamga Byrns et al., 2011), ca O6pojuum jenumemuMa koju umajy ICsg
BpenHocT y NM orcery. JeqHa on MaHa OBHX JeMEbEHbA j€ IITO jOII HUCY TECTUpaHa Ha
Ipyrum u3odopmMama MpoOTEHHA, a BEIMYHNHA JAKTOHCKOT MPCTEHa BPJIO BEPOBATHO MOXKE Ja
orpannun naxubunujy C1 n C2 uzodopme. Behuna oBux jenumema uuxubupa u 17BHSD
€H3MMeE, IMOCEOHO TUI 2 KOjU BPIIM OKCHAAIM]Y TECTOCTEPOHA U €CTpaanuoia, OJHOCHO Oalr
cynpotan mnpouec oa C3. Hekomuko jemumema je omucaHo koja wHxuOupajy C3 wu
UCNOJbaBajy MUHUMaNHy uHXuOunujy 17BHSD tuma 2, To cy Ha mpumep aepuBar 3-
JI€30KCHECTPanoia ca TUMETHIOBAHHM CIHUPO-O-TakToHOM Ha mosunuju 17 (Bydal, Luu-
The, Labrie, & Poirier, 2009), kao u EM 1404, kao jom jeaaum crupo-o-itakronom (Qiu et al.,
2007).

®1aBOHOUAU M IUHAMHUYHE KHceJnHe (0M/bHH MpoAyKTH). VcnutuBaH je u
onpehenn 6poj OMIbHUX jeqUE-CHha U HUXOBUX aHanora kao maxuouropa AKR1C3. Jenna
obehaBajyha rpyna ¢uro jenumema cy guaBononau. Behnna mux Huje cnenuduyna 3a C3 y
omuocy Ha apyre AKR1C msodopme, mehyrum 2'-xunpoxcudiaBon uma |1Csp Bpennoct 300
NM 3a C3 u mokazyje n0 20 u 100 myra cenexktuBHocT Hag Cl u C2. Ilopem Tora,

npeKypcopu (uiaBoHOMIa — ITMTHAMHHCKE KUCENMHE, MoKa3ano ce na naxubupajy C3 ca 1Cso
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BpenHoctuMa y UM ormcery. ®@naBoHOMIN cy (UTOSCTPOTEHH M Kao TaKBU MMajy J0CTa
UJBHUX MeTa IN VIVO, mTO MOK/Ja U HUje Hajooska ommuja 3a pa3Boj ceaektuBHOr AKR1C3
neka. Maxko je jomr y $a3u uctpaxuBama OMJbHA jeIUbEHA KOja MMa]y CBOjCTBA HHXHOUTOpA
C3 6u Morya J1a ce KOPUCTE Kao TEPANCYTHK y XEMOIIPEBEHITN]U KaHIIepa.

JlepuBaTi uuKJIONeHTaHa. [IpcTeH IMKIONEHTaHa je KJby4yHa CTPYKTYpHA
KapaKTepUCTUKA KOJ TpOCTarjaHauHa, MITO je OWila OCHOBA 32 HCTPAXKHBAKHE HEKOJIHKO
nuksoneHTana kao uaxuouropa AKR1C3. JenHo TakBo jenumerne je u oumaromnpoct (Ci.
17) xoje je aHTHIIayKOoM M Be3yje ce 3a mpoctamuiaHu F2 peuentop na 6m ocimo6oauo
OKyJIapHH TpHUTHCAK. bumarompoct je cTpykTypHu anaimor mpoaykra AKRI1C3
npocraryiaianza F2q ca Bpennonthy 1Cso y uM oncery 3a C3 uzodopmy. Jorr Huje TecTUpaHO
Ha JApyruM wm3odopmama. JacMOHCKa KHCENMHA TIPeACTaBjba CTPYKTYPHH aHAJIOT
MpoCTaryiaHAnHa, npoHaljeHa je y Onsbkama y BUIy OMJbHUX XOPMOHA KOjH PETYJIHITY OMJbHU
pa3Boj u onOpaHy. JacMoHcka kucenuHa MHxHOUpa C3 ca ciuvHUM e(EeKTOM Kao M JIpyre
uzodopme. I'enepanno riuenajyhu, 3a cama (Byrns et al., 2011) onucanu IUKIONMEHTaHCKA
MHXUOUTOpPU HUCY C€ IMOKa3ajiu Kao Jo0pa OCHOBAa 3a Jlajbe TeCTUpamwe ceneKTuBHuUX C3
naxuouropa. Mehyrum, PGD2 uma norennujan y Bugy ceinekruBHocTd npema C3, ma ce u3
TOT yIjIa cMaTpa jJa Ou OBa Kjlaca MOIJIa MIaK Ja UMa HeKH celiekTBHU uuxuoutop (Byrns et
al., 2011).

Ben3zoaujazenunun. benzonujazenuuu cy kiiaca NMCUXOAKTHUBHUX JIEKOBA KOJI KOJUX
OCHOBY CTPYKType uuHH (py3uja npcreHa Oensena u aujasernuna (Shorter, 2005). Jomr jeqna
rpyrna TeCTHpaHHUX jelumbema kao nHxuoutopa C3 cy u 6enzonujazenunu. Kako cy AKR1C
€H3UMH YKJbYYeHHM Yy OunoTpaHchopmaiujy HeypocTepouja M EKCIIEpecOBaHU y MO3TY,
MIPEAJIOKEHO j€ J1a C€ ’bUXOBOM MHXUOMIINJOM MOXKE JIOMPUHETH aHTMAHKCUO3HUM edeKThMa
oBe rpyIe jekoBa. Behuna jenumema u3 oBe rpyne, ykbydyjyhu u nujasenam (Bamujym), cy
ce nokazanu kao uHxuOutopu cBux AKRIC ensuma, ca Behom cenektuBHomhy Has
npeocraie Tpu uzopopme Hero C3 mzodopmoM. Melhytum, mokazano ce ga je HpoJieK
kiokcazonam (enwen. cloxazolam) penatusHo morenTan uaxubutop C3 m3odopme KoOju HHje
3HayajHO HWHXHOUpao apyre wuszodopme. KiokcazonmamMHHM aHaIO3M KOJjU HE MOMJIEKY
MeTa0OJIMYKO)] aKTUBALU]H 10 aHKCUOJIUTHKA, MOTY Ja MPEACTaBIbajy 3aHUMIBHBY OMIIH]Y 32

uctpaxubarwe AKR1C3 unxuburtopa (Byrns et al., 2011).
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5.2. 3navaj unxudburopa C3 y kaHuepy npocrarte

O 3nauajy AKRI1C3 y pa3Bojy kaHiepa npocrarte je Beh mucaHo y OKBUpY IOTJIaBJba
o merabomm3my (Ilornaeibe 3.) anum he OuTh omucaHo u OBJE. AKTHBANMja aHIPOTCHHX
peuentopa (AR) uma KpylujagHy yjaory y pa3BoOjy CEKYHAApHHX MOJHX KapaKTEPUCTHKA
MyIIKapana yKjby4dyjyud U pa3Boj u pacT npocrtare. [lopen naBenenor, AR curnanuur nMa
YIIOTY U y pa3BOjy KaHIepa rmpocrate. Y oba ciiyyaja HEeonxo/1aH je u3Bop anjaporena. [Ipema
TOME, jeJjaH HAuWH TpeTHpama KaHiepa je ca maxuouropuma AR curnamunra. ['maBHu
npobJeM TPEeHYTHHX Tepanuja je y YMICHHIM Ja IMOcie HeKor BpeMeHa henuje kaHiepa
M0CTajy PEe3UCTEHTE Ha Tepamujy U 300r Tora ce KaHuep MoHOBO mojaBu. [loBparHa dopma
KaHIlepa Ce Ha3MBa KaHIlep mpocTare pesucTeHtan Ha kactpaiujy (CRPC) u yriaBHOM je
¢dartanan. JemaH on mpoTeWMHa KOjU TpenctaBiba Mery y AR curHamumary je 17,20-nmmjasza
(CYP17A1 wumum P450 17Al1). OBaj cH3UM KaTalWile KOHBEP3HWjy IPETHCHOJIOHA U
nporectepoHa y aexuapoenuanapoctepoH (ewen. dehydroepiandrosterone, DHEA) wu
argpocrenearon (Ci. 18) (Adeniji et al., 2012; Chen et al., 2015; Penning, 2014).

[Ipernenonon

CYP17 Al

-,
%
B

A= amioH S0 - amioH - AHJPOCTEPOH

o
o
—

%

AKRI1C3
AKRIC3
AKRIC3

A’- amion - TecrocTepoH - Sa.- DHT " 3u-AHJpo-
CTAHEIIOT
\J
AHIpOTEHIT
\J
AHIporeHu

‘hemmja npocrare penenTopH

Cnuxa 18. [leo myreBa crepoungorenese y henuju npocrete (amantupano u3 (Adeniji, Chen, &
Penning, 2013; Penning, 2014).

Aobwupatepon anerat (Abi, Zytiga®) je uaxudburop 17,20-nmujaze (CYP17A1) (Cn. 18
u 19), K0oju HTHXUOHUIIM]OM MIPOTENHA OTpaHHyYaBa TyMOP O] lberOBOT H3Bopa aHaporeHa. OBaj
MHXUOUTOpP C€ TPEHYTHO Hala3M y KIMHUYKUM HCTpPaKMBambHMa U OJ0OpEH je O] CTpaHe
aMepHyKe areHImje 3a xpany u jekose (exen. Food and Drug Agency, FDA). [Ipyru npuctyn

YKJby4dyj€ UHXUOMIIM]Y aHIPOTeHOT PELenTopa U 3a cajla HajooJbe MIIaCUPaHU j€ HHXUOUTOP
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emsanyramua (ENZ), mehyrtum, 300r HexesbeHnX edexata Ha IEHTPAIHH HEPBHU CHCTEM,
CHHTETHCAaHA je HOBa IeHepalMja jeaumerma ca jeaumereM AN-509 (Aplutamide) kao
npencraBuukoM  (Cn.19). OBM HMHXMOUTOPH MPEACTaBIbajy aAHTATOHUCTE AHAPOTCHOT
perenTopa ajau u oHeMoryhaBajy TpaHCIOKaIUjy HYKJICapHOT PELeNnTopa U HherOBO BE3UBAHE
3a xpomaTuH. Mana aOuparepoHa je y TOME INTO OH HWHXHOHMpa paHE KOpake Yy
CTEpPOUIOTCHE3H, ITO 3HAYM Ja MHXUOUTOpP HE MHXHOMpA caMo CHHTEe3y aHjaporeHa Beh u
OPOAYKIH]y  (U3HONOMKKA  OWTHHUX  CTEepoMAa  MOMYT  TIYKOKOPTHUKOWAA U
MUHEpaokopTukonaa. Behu mpobnem oba maxubutopa u abuparepona u ENZ, je y tome
IITO MPOJYXKaBajy )KUBOT MaIMjeHaTa ca KaHIIEPOM ITPOCTAaTe PE3UCTEHTHOT Ha KacTpaIujy 3a
camo 3-4 Mecena jep ce yop30 mojaBu OTIOPHOCT (pe3ucTeHTHOCT) Ha jek (Penning, 2014,

Yepuru et al., 2013).

~Z
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F3C \[/N F H FHCD)IYN F H
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Cnuka 19. Ctpykrype abupartepona (Abi), ensanyramuaa (ENZ) u amanyramuna (ARN-509) (Penning,
2017).

OTtnopHoCT ce jaBsba 300r MoHOBHE akTuBanyje AR curnanusra y henujama kanunepa
IpocTraTe, KOJU HacTaje Kao OJroBOp Ha MoBehaHy KOHIIEHTpalHjy aHApOreHa Koja 3aTUM
unnykyje akrtuBanmjy AR (Liu et al., 2016). 3atum je uctpaxkuBamuma 2016. romune
yCTaHOBJbEHO Ja je npekomepHa ekcipecrja AKR1C3 Ta koja omoryhasa ormopaoct Ha Abi
y KaHIlepy MpocTare, a ramemeM mberose excipecuje (exer. knockdown) pesucreHTHOCT Ha
Abi ce nmonoBo ycrocrasiba (Liu et al., 2016). 360r cBera HaBeIEHOT je aKICHAT IpeyCMeEpeH
Ha opmupame naxubutopa AKR1C3, a manamma MCTpakMBama IMOKYIIABAjy Ja Pa3BHjy
Tepamnuje Koje 3arnpaBo o0yxBarajy komOuHanujy Abi u naxuoutopa AKR1C3, kao HauuH 1a
ce 3aycTaB IPOAYKIMja MOTEHTHUX cTepouaa. Mehytum HU To HUje Kpaj npobnema. [Topen
tora mro AKR1C3 mnpoaykyje aHIporeHe y KaHIiepy HpocTaTe, UCTH Taj MPOTCHH je
CIIoco0aH /1a HeKe aHTHKAHIIEPOTeHE JIEKOBE TPETHPa Kao Ja Cy HeroB CYICTparT, TaKo Ja Ha
Taj HAUYMH CMamYyje ycrex y antukanuep tpermanuma (Barski et al., 2009). Hanopu y pasBojy
AKR1C3 unxubutopa cy A0BeiIH 10 OTKpuha CTEpOMIHUX U HE-CTEPOMIHUHX MHXUOUTOpa
(Cn. 20 u 21) (Adeniji et al., 2013). Behuna dapmarneyTuka Koju Cy 3aCHOBaHH Ha
CTepOMIMMa Cy TIOJy-CHHTETHYKa jJeAMImEHha Koja HacTajy CrHajambeM CHelHjaIHuX

KapaKTCpUCTUKA Ca OCHOBHOM CTPYKTYPOM CTCpOHUAA. vy JIUTCPATypPU TakKBa pasMaTpamba Cy

35



5. Huxubumopu AKR1(C3)

Beh y3era y 003up 300T OTEHIIMjaia TAKBUX JSIUHEH-A 32 BE3UBAHE 32 PELICTITOPE M FhUXOBE

(dhapmakomomke aktuBHocTH (Ajdukovic et al., 2015)

R; He3aBucHo ogabpaHo uamehy ankuna, ankunkapbokcunHe
R2  kucenuHe unu ankun ectpa

R,
] . o
- Z ) l‘!\ P " 3
R \F P o)
o) o [8)
CH,4 ) _,J-L . ,JL . 0.0 . N T L
] H H - - ‘:,5: - R:., ‘,J'L\ - 'H, fl‘ . I §—
Ry = HS‘JN:’S: Ha-;s‘}/ Rj; HN Rj; N Rj Iﬂll HN NH CH, I
0o o0 o o0 CH, CH, NH

Crnuka 20. Ctpykrype unxuouropa AKR1C3 ca crepounrom ocaosom (Penning, 2017).

[Toctoje OpojHa HCTpakuBama Koja 3a b uMajy Aa Haly maxuburop AKR1C3 u
onpeheH Aeo TUX jeoumema je y pasnuuuTuM (a3zama UCTpakuBama. Behumna Tux
MHXUOUTOpa Cy MOHO(YHKIIMOHAIHU M JICTy]y Ha HU3BOJHO] MyTamU CHUHTHAIMHrA o1 ADi.
Ykonuko OW TakaB MHXUOWTOP OMO MOTBpHEeH OH OM OHMO CYNEPHOPHH]H OJf HHXHOUTOpa
CYP17 jep my je MeTa €H3UM KOjU j€ YKIbYUYCH Y YHYTapTyMOpPCKY OMOCHHTE3Y aHJpOreHa.
300r penaTuBHO Op30r pa3Boja pe3ucteHTocTH, HHXUOUTOPH AKR1C3 61 ce naBanu HakOH
TperMaHa manujeHata ca Abi w/mmu ENZ, jep HakoH WBHUXOBE NpPUMEHE JONUIO O JI0
npekomepHe ekcnpecrje AKR1C3. 3a camga nobap moTeHIUjal y HCTPAKUBABHMA MTOKa3yje
HECTePOUJIHU WHXUOWTOpP WHAOMETAllMH MICHTU(UKOBAH OJ CTpaHe bupHca u capaaHuka
(Byrns, Steckelbroeck, & Penning, 2008), melhyrum mnopen mera jgocra obchaBajy u
HECTepOuAHN OM(YKIIMOHATHN MHXUOUTOPH Koju He camo jaa mHxubupajy AKR1C3 Beh n
HEKYy JIpyry KOMIIOHEHTY y CUTHQJUHTY, a Hajuemhe cam asjporeHu penentop. Of
oudynknuonannux Hajsuiie obehaBajy GTX-560 14, BMT4-158 15, na Cnumu 21. cy
IpHUKa3aHe CTPYKType CBUX MATEHTUPAHUX U CTEPOMJAHHUX U HECTEPOMJHUX HMHXMOUTOpA

AKR1C3 (Lovering et al., 2004; Penning, 2017).
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Hecreponnan AKR1C3 nuxuburopu
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Cnuxa 21. Crpykrype Hectepounnux uaxuduropa AKR1C3 (Penning, 2017).

5.2.1. Bumwnu excmpaxmu kao unxuoumopu AKR1(C3)

Hapoana ynorpeba mpupoaHuX MpojayKaTta OMJBHOT MOpPEKia MpecTaB/ba 3HAYAJHH
Mmarepuja 3a oTkpuhe 1 pa3Boj MOTEHIMjaTHUX MeTUIIMHCKUX areHaca (Sigstedt et al., 2008).

HctpaxkuBamuMa je TMOKa3aHO Aa (QUTOXeMHKalWje U3 HCXpaHe MOry na Oyay noOpa
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alTepHATHBAa y BUAY a/jyBaHTa 3a XEMOTEpaIruje KaHlepa KOju OW MOTJIH Ja MOTIOMOTHY
CMambeHhe HOKEJLCHUX eeKaTa U pa3Boja XeMOPE3UCTEHTHOCTH, Ka0 M CBHX edeKara KOoju Cy
perynucanu aktuBHomhy crepougHux penenropa (Jung et al., 2017). o camx cy
YCTaHOBJbEHU HMHXUOMTOpHH edekTdu ¢uToecTporena, ¢uaBonomna, ankamouga Ha AKR
(Krazeisen, Breitling, Moéller, & Adamski, 2001; Skarydova et al., 2014). HcrpakuBamem
Kpasajcena u capagHuKa j€ yCTAaHOB/EHO Ja M peayKyjyha ¥ OKCHIATHBHA aKTHBHOCT
emsuma AKRI1CS3 je muxubupana OpojHMM CyINCTaHLlamMa K3 OMJbaka KOje ce KOpHUCTE Y
UCXpaHU U ca OWJbKama MOBE3aHWM OPTaHM3MHMA, TOCEOHO 3ePATICHOHOM, KOYMECTPUOJIOM,
¢baBoHOM KBepueTuHoM u n3ogaBoHoM omoxanuaom A (Ca. 22) (Krazeisen et al., 2001).
logune 2014. CkapupoBa W capagHUIU Cy MyOJIMKOBAIM pPaj Y KOM j€ H30KBHHOIHU
ankanous cruwionud w3 Chelidonium majus 6mbke mokazao kao mobap muxuburop C3

uszodopme (Cin. 23) (Skarydova et al., 2014).

0
¢ )
OMe O N
0]
-0 Stylopine

Cmuka 22. Crpykrype jemumema u3 Ombaka koje umajy Crmmka 23. CTpyKTypa CTHIIONHHA,
naxubutopan mnoreHnmjan npemMa AKR1C3. Ox seBo rope: HW30KBHHONHOT alIKaJOWaa
3eapajieHOH, KoymecTpod, kBepuetuH u 6uoxanun A (Krazeisen (Skarydova et al., 2014).

etal., 2001).

VY okBupy oBe Te3e je paleHo Ha ekcrpakThMa Ousbaka u3 Cpbuje. OO3upom Ha
HaBEJICHU 3aHayaj OMsbaka Kao noreHuujanHux naxuoutopa AKR, 6usbke koje ce Hanasze Ha
teputopuju Cpbuje 300r CBOI BETUKOr JMBEP3UTETAa MMAjy OrpOMaH MOTEHIMjal 3a Jajba
HCTPaXMBama, KOja 4ak MOry Jia Oyay U y IPeAHOCTH Y OJIHOCY Ha JI0 cajia MCTaXXEeHEe BPCTe

OuJbaka y ApyruM 3emMibama.
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5.3. CtpykrypHu yBua y cejieKTuBHY HHXUOUIHjy AKR1C3 Ha 0CHOBY 10CTYNHHX
KPHUCTAJTHUX CTPYKTypa

Kpucranue crpykrype uetupu uzodpopme xymanor AKRIC ensuma ce akTHUBHO

HUCTpaXyjy OJ CTpaHE HEKOJUKO HCTpPaKHMBA4YKWX Tpyma. 3a cama (oktobap 2018) y

IIpotennckoj 0asu momataka (ewen. Protein Data Bank, PDB) moctoje 45 pasnuuunte

crpykrype AKR1C3 (Tabena 2). OBe ctpykType oMmoryhaBajy 100py OCHOBY 3a pa3yMeBambe

AKTMBHOCTH IOCTOjehnX WHXMOWTOpa W 3a paluoHalaH Jau3ajH Oyayhmx WHXUOWTOpa

AKR1C3 nporerHa ca 60Jb0M CEIEKTUBHOIINY U MMOTEHIIN]aJIOM.

Tabena 2. Crpykrype nporernna AKR1C3 na PDB-y ca pa3snuunTim jauranmuma.

PDB ID Pe3oaynuja (A) Jlurang ID Hme auranga
1RYO 1.69 PG2 prostaglandin d2
1RY8 1.69 RUT, NADPH  rutin
1S1P 1.2 MPD (4s)-2-methyl-2,4-pentanediol
1S1R 2 MPD (4s)-2-methyl-2,4-pentanediol
1S2A 1.7 IMN indomethacin
1S2C 1.8 FLF 2-[[3-(trifluoromethyl)phenyl]amino] benzoic acid
1XFO 2 ASD 4-androstene-3-17-dione
3-carboxamido-1,3,5(10)-estratrien-17(r)-spiro-2'(5',5'-dimethyl-
12Q5 1.3 E04 'oxo)tetrahydropyran( ) (P ( !
52)-7-{(1r,2r,3r,5s)-3,5-dihydroxy-2-[(1e,3s)-3-hydroxy-5-
2F38 2 15M, NAP |(ohe)nylégnt-l-enyl]<):yclopen¥yl}-n¥eth)[/(lhept-)S-engmidey
2FGB 1.35 P6G, NAP hexaethylene glycol
2-[(2,3-dimethylphenyl)amino
3R43 2 ID8, NAP ]bg(nzoicaci Anviphenyl
3R6I 1.95 JMS, NAP 2-[(2,6-dichloro-3-methyl-phenyl)amino]benzoic acid
12)-5-fluoro-2-methyl-1-{4-[methylsulfinyl]benzylidene}-1h-
3RTM 2.1 SUZ, NAP i[r(1de)n-3-yl]acetic acidy B Y & y ’
3R8G 1.8 1ZP, NAP (2r)-2-[4-(2-methylpropyl)phenyl]propanoic acid
3R8H 19 ZOM [5-(4-chlorobenzoyl)-1,4-dimethyl-1h-pyrrol-2-yl]acetic acid
3R94 2.01 FLR (2r)-2-(3-fluoro-4-phenyl-phenyl)propanoic acid
3UFY 19 NPX (2r)-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid
3UG8 1.73 IMN indomethacin
3UGR 1.65 IMN indomethacin
3UWE 1.68 CsSX S-0Xy cysteine
3UWE 1.68 V] 3-phenoxybenzoic acid
4DBS 1.85 OHV 3-[(4-nitronaphthalen-1-yl)amino]benzoic acid
4DBU 2.53 BT9 3-{[4-(trifluoromethyl)phenyl]amino}benzoic acid
4DBW 1.8 511 [1-(4-chlorobenzoyl)-5-methoxy-1h-indol-3-yl]acetic acid
4DZ5 1.7 PG4 tetraethylene glycol
4FA3 2.2 0OSL (3r)-1-(naphthalen-2-ylsulfonyl)piperidine-3-carboxylic acid
4FAL 2 0TO 3-(3,4-dihydroisoquinolin-2(1h)-ylsulfonyl)-n-methylbenzamide
4FAM 2 0Sz 3-(3,4-dihydroisoquinolin-2(1h)-ylsulfonyl)benzoic acid
1-(4-{[(2r)-2-methylpiperidin-1-yl]sulfonyl}phenyl)-1,3-
4H7C 1.97 10H difgycj{r[cs-zzl-pyrrol-)é-%r?e & yiyenenyy
4HMN 24 16J [4-(4-chlorophenyl)piperazin-1-yl](morpholin-4-yl)methanone
4WDT 15 WDT 2-nitro-5-(phenylsulfonyl)phenol
4WDU 1.7 WDU 4-chloro-n-(4-chlorobenzyl)-5-nitro-1h-pyrazole-3-carboxamide
4WDW 1.94 WDW 3,6-dihydropyridin-1(2h)-yl(5-methyl-1h-indol-2-yl)methanone
4-(2-hydroxyethyl)piperidin-1-yl](5-methyl-1h-indol-2-
4WDX 164 WDX N YII(5-methy
4WRH 1.6 YY1 5-methyl-4h-1,2,4-triazole-3-thiol
4-nitro-2-({4-[3-(trifluoromethyl
4XVD 2.81 WDV phenyl]piperazin-1-yl}methyl)gh)enol
AXVE 155 WDS 3-pentyl-2-[(pyridin-2-yImethyl)sulfanyl]-7-(pyrrolidin-1-

ylcarbonyl)quinazolin-4(3h)-one
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5. Huxubumopu AKR1(C3)

Hacmasak Tabene 2
5-chloro-n-(2-{4-[(cyclohexylcarbamoyl)
S04 2.3 CEM sulfamoyl]phenyl}ethyl)-2-methoxybenzamide
3-ethyl-4-methyl-n-[2-(4-{[(cis-4-

4YVX 2.3 GMR methylcyclohexyl)carbamoyl]sulfamoyl}phenyl)ethyl]-2-oxo-
2,5-dihydro-1h-pyrrole-1-carboxamide
n-[(3ar,6as)-hexahydrocyclopenta[c]pyrrol-2(1h)-ylcarbamoyl]-

4zFC 2 GCZ 4-methylbenzenesulfonamide

5HNT 2 QAP 2-phenylethyl (2e)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoate

5HNU 2 65D octyl 3,4,5-trihydroxybenzoate

6LG (1r)-1-{3-[3-(dimethylcarbamoyl)phenoxy]-4-nitrophenyl}ethyl
5IM5 1.99 bis[(aziridin-1-yl)]phosphinate
’ 6NY 3-{2-(hydroxyamino)-5-[(1s)-1-hydroxyethyl]phenoxy}-n,n-

dimethylbenzamide
(1r)-1-{3-[3-(dimethylcarbamoyl)phenoxy]-4-nitrophenyl}ethyl

SIMS 1.99 6LG bis[(aziridin-1-yl)]phosphinate
3-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-oxidanyl-~{n}-[3-

6F2u 1.88 Cl2 (trifluoromethyl)phenyl]-1,2,3-triazole-4-carboxamide

6F78 1.3 CVN 4-[[3,5-bis(trifluoromethyl)phenyl]amino]-1,2-benzoxazol-3-one

5.3.1. Kapakxmepucmuxe AKRIC3 se3yjyhez mecma 3a cyncmpam

OcCHOBHE CTPYKTypHE KapaKTEepUCTUKE aKTHBHOI MecTa cy Beh ommcaHe y OKBUPY
noriaBiba . Kapakmepucmuxe ee3yjhec mecma, mornaeiba , Xymanu npomeuHu
noogamunuje 1C ando-kemo peoykmasa (AKR1C3)“. Ykparko, Benuko Besyjyhe mecto
MOXeE J]a c€ MOJICTH Ha HEKOJIMKO peruona: crepounnu kanan (SC), okcuanjon mecto (OS) u
tpu moauena (SP1, SP2, SP3) (Cn. 6). OkcuaHjoH MecTo 00yXxBaTa akTHBHO MECTO M CAMHM
TUM TPEJCTaBJba KAaTaJMYKO MECTO Yy KOM C€ JellaBa PEAyKIHMja ajjexuja U KETOHA.
CrepouiHM KaHaJ je KaHaJl Kpo3 KOjU JIMTaHj yia3u y aktuBHO Mecto (Byrns et al., 2011,
Flanagan et al., 2012). CBe cTpykType umajy y ceOM HUKOTHHAMHUIHU KOGAKTOpP, CBE MMajy
NADP, nox PDB 1RY8 nma NADPH kao kodakTop y cB0joj cTpykTypH. VcTpaxxkuBamuma

bupuca u capaguuka (Byrns et al.,, 2011), ca 10 Taga yCTAaHOB/BEHUM KPHCTATHHM

CTpYKTypaMa, aHaJIM3HpaHa je OKYIMPaHOCT pa3IMuUTHX pernona sesyjyher mecra (Ci. 24).
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5. Huxubumopu AKR1(C3)

Crnuxa 24. OKynupaHOCT JIUTaHA
Besyjyher mecta y okBupy AKR1C3
MpOoTEerWHA ca MHXHOUTOpHMa
EM1404, dumaromnpocr,
¢brypeHaMCKOM KHCEITHHOM U
urgoMeTaaoM (A-D).
SC=creponmHu KaHa,
OS=0KCHaHjOH MECTO;
ACT=anerarnu jon; HOH=Bona;
BMP=6umaronpocr;
FLF=¢dnydenamcka kucenuHa;
DMSO=nunemruncynhpoxcu;
IMN=ungOMeTalINH;
UNX=Hero3HaTH aTOM WJIH jOH;
SP1-3= noapenosu 1-3. Jluranau cy
MPECTABIECHN Y BHLY JIONITHIA U
mrranha ca cegehiM 3HaYeHEM
6oja 3a arome: C-cuBo, O-1pBEHO,
N-maBo, F-napanriacto, S-xyro, Cl-
3eJIeHO, Hemo3HaTo-po3e (Byrns et
al., 2011).

NADP*

Ha ocHoBy ciuke 24/A, Bumu ce na nurang EM1404 ooyxsara SP1 u SC (PDB ID:
17Q5), y okBupy B nena ciuke, Buau ce aa je bumaromnpoct takohe Besan y SP1 10k my je
npyru kpaj y oksupy SP2 (PDB ID: 2F38). Ha neny ciuke C, 1e0 TOr HHXMOUTOPA je Be3aH y
SP1, anu je neo u ycuapen y OS (PDB ID: 1S2C), a na neny D, nenoBu muxubutopa ce
Hanaze u 'y SP1 u y SP3 noauemny, 1ok ce 1e0 MoJieKyia MO3UIIMOHUPAO MPEKO HEMO3HATOT
aroma kao OS-y (PDB ID: 1S2A) (Byrns et al., 2011). [Tonoxaj u Apyrux JuraHaga Moxe Ja
ce Buau Ha Covnn 25.

Jluranmu (6e3 kodakTopa ¥ Manux MOMONHMX MOJEKyJda) A0 caga 00jaB/bEHHX
CTPYKTypa BeoMa Bapupajy y BeJInduHuu To y orcery o 115 go 610 g/mol (nmoxartak ca PDB
cajta, jyH 2018). Tonuka BapujaOMIIHOCT y TUTAaHIUMA U Y CTPYKTYPH U 'y BEIMYUHU 3aIIPABO
yKa3zyje Ha ¢iIeKCHuOMITHOCT Be3yjyher Mecta eH3uMa, JIOK Cy KJbYUHE pe3Haye 3a MpUMame
pa3nuuuTUX JuraHaga tpunrodan 227, ¢enunananud 306 n 311. Oe pesuaye mory aa
3ay3My pa3inuure KoH(opMaiuje Koje pe3yiuryjy ,MHIYKOBaHUM YKianawmeM™ (ewen.
induced fitting) 3a pa3nuuute nurange. Kao 3akibydak HaBeICHOT MCTPAKUBaMba CE HABEIIO
Ja JOCTYIHE KPHCTAIHE CTPYKTYypE W MOJIEKYJIapHa yCHApaBamba WHXHOWTOpA Cy HajBHIIE
kopuurheHe 3a o0jalimemhe Be3uBamba MOJIEKYNa Koju ce Beh 1moka3zao kao 1o6ap HHXHOUTOD.
TakBa ucTpaxuBma Cy yKasana Ja je HCTpaKMBambe Be3MBamba JIMTAHJA Y BE3HO MECTO
AKR1C3 Bpiio BenMKH HM3a30B 300T BEJIWYHHE CAMOT BE3HOT MECTa M IOCTOjarha MHOTHX
MecTa KOjH c€ ,,MHIYKOBAaHO yKJIamnajy*, ra je TemKo TBpAUTH Jia he ce 6110 KOju HHXUOUTOP

B€3aTHU Kao y HpCI[BI/IleHOM MOJCITY. Amm HampeaaKk y TaKBOM IPHUCTYITY CBAKaKO HOCTOjI/I

(Byrns et al., 2011).
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A SP2

Cruka 25. Oxkynupanoct murasa Besyjyher mecra y okBupy AKR1C3 mpotenna ca NSAID uaxubutopnma.
A) dnydpenamuncka kucemuna — FLF, B) Mexknodenamuncka kucennna — JMS, C) medenamuucka
kucenmna - 1D8, D) (R)-daypunpoden — FLR, E) (R)-ubymnpoden — 1ZP, F) (R)-nanpokcer — NPX, G) (S)-
nanpokcen — NPS, H) Uunomeraruu pH 6.0 — IMN, I) Uugomerauun pH 7.5, J) 3omenupak — ZOM, K)
Cymuamak — SUZ. SC=ctepoumnm xkaHanm; OS=okcuaHjoH Mecto; ACT=aneratau jon, HOH=sopga;
BMP=6bumaronpocr; FLF=¢hnydenamcka kncemmna, DMSO=nmunemruncynporcunn, IMN=nnmomeranus;
UNX=neno3Hatu atroMm win joH; SP1-3= momguenou 1-3. Jluranam cy mpeAcTaB/beHH Y BHAY JIONTHIA U
mrranrha ca ciaenehuM 3Hademem 0o0ja 3a atome: C-cuso, O-upeeno, N-miaBo, F-napanyacro, S-xyto, Cl-
3eneHo, HerozHato-pose (Flanagan et al., 2012).
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6. TEXHUKE KOPUIIREHE Y UHCTPAXKUBABY

Kako 6m ce mTo 60Jbe pazymenu OHOJIONIKK MPOIECH, y HAylH je OMO HEOMXO/aH
npesa3 Ha MOJIEKYJIApDHU HMBO UCTPaXXMBamba. Y OKBUPY TOT HMBOA MTOCEOHO MECTO 3ay3MMa
CTpyKTypHa Ouoioruja mportemHa. CTpyKTypHa OwoiiorMja MMa 3a [WJb HE cCaMo Ja
HUCTpaxyje CTpYKTypy Beh m ma cBe TO O0jacCHM M TyMaud y IIHPEM OHOJIOIIKOM U
(YHKIIMOHATHOM KOHTEKCTy. TakBa HCTpakMBama YECTO 3aXTEBajy paj HAa H30J0BAHOM
MPOTEUHY, MTO Hajuerrhe 3HAYM paj ca peKOMOMHAHTHOM XETEPOJIOTHOM €KCIIPECH]OM, KOJU
oOyxBaTa 1eo Tmporec oI TpaHchopmanuje opranu3ma ca pekomOmnantHoMm JIHK, mpeko
EKCIPEeCHje M H30JI0Bakha YHCTOT IPOTEHHA, IO ONITUMH3AIIM]e aKTUBHOCTH NpoTerHa. [Tojam
XETEepPOJIOTHE EKCIPECHje yKa3yje Ha TO Jia Ce eKCIPEecHja reHa JeliaBa y OpraHu3My KOju 1o
pUpou HeMa y ceOu oBaj reH (MHTepHeT cTpana: “Heterologous expression - an OvVerview |
ScienceDirect Topics™). YV OKBHpY CTPYKTYpHE OHOJIOTHje MOCEOHO MECTO 3ay3MMajy METOe
nmoMohy KOjUX C€ JAUPEKTO pajadl aHalu3a CTPYKType, IITO je Yy CiIydajy OBe AHcepTaluje
KpHUCTaJIM3aIlHja MPOTEeHHA.

[Topen HaBegenux iN Vitro MeTosa, BeJIMKH W3HayYaj uMmajy u in silico merone, kako 3a
npeaBulambe Tako W 3a pa3HE BPCTe H3HAIaKewa (ewen. SCreening), mro je y OBOj
JUcepTanuju OWiao KOpUIINEHO 3a YIMOpEIHE aHalu3e CTPYKTypa M MOJEJIOBambE, 3aTUM
aHaJM3e MOJIEKyJapHOT ycujapaBama (ewen. docking) um w3Hanmakema MOTEHIIUjATHUX
WHXUOUTOpA.

6.1. PekoMOMHaHTHA eKclpecHja NPoTenHA

[Tponyknuja peKOMOMHAHTHHUX MPOTEWHA Y MUKPOOHUM CHCTEMHUMA j€ MpeAcTaBuia
peBoylnjy y OMOXeMHJU W MoOJieKyJaapHO] Ouonoruju. [Ipe oBe peBomyumje nobOujame U
npeuniihaBame JKeJbEHOT MPOTEHHA j€ 3aXTeBAJIO pajJ ca KWIOTpaMHUMa >KHBOTHEGCKOT U
OWJHHOT TKMBA WM BETUKUM 3allpeMHUHaMa OMOJIONIIKUX TEYHOCTH Ja O ce Ha Kpajy AoOuiie
Maje KOIWYHMHE JKeJbeHOT mporeuHa. Jlanac momohy pekOMOMHAHTE TEXHOJOTHj€ OBAaKO

O00MMHHM eKCIIepUMEHTH ToJ1ako mpenase y npomutoct (Rosano & Ceccarelli, 2014).

6.1.1. Pekombunanmna mexunonozuja

PekoMOnHaHTHa TexHoJIOTHja WM pekoMOuHaHTHa TexHojoruja JIHK wmonekyna,
MpeJCTaB/ba TEXHUKY Y3 MoMoh Koje ce 100Hja peKOMOMHAHTHU T'eH. PeKOMOMHAHTHH T'eH,
npencrasiba pekomOuHanTHu JIHK Monekyn, xoju je Hactao y3 momoh 1abopaTopHjcKUX
Merona (Kao IITO je MOJeKylapHo KioHupame, Ci. 26), ma OM ce CHojuo TEHETHYKH

MaTepujaj U3 pazIMYUTUX HU3BOpa, CTBapajyhu Ha Taj HAYMH CEKBEHIy KOja Kao TakBa He
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6. Texnuxe kopuwhene y ucmpasjicueary

nmocToju y reHoMy. [IpoTenHu Koju HacTajy eKCIpPEeCcHjoM peKOMOMHAHTHOT TeHa C€ Ha3UBajy
pexomOuHanTHH (xereposiorun) nporeunn (Glick, Pasternak, & Patten, 2010). Teopercku
TJIeJ]aHO, TMPOTOKON 3a J00Hjarme PEKOMOWHAHTHOT MPOTEMHA j€ BPJIO jETHOCTaBaH U
nornyad. ['eH of MHTEpeca ce KIOHHpA Yy €KCIIPECHOHH BEKTOp, MOTOM TpaHchopMUIIe Yy
omabpaHor aoMahwHa, WHAYKYje W 3aTUM j€ MPOTEHH COpeMaH 3a MpeudinhaBame U
KapakTepu3anujy. Y MpakcH, HapaBHO, BEJTMKU OpOj CTBapW MOXKE Jia KpeHe Haomako. Jlore
yMHOXaBame (pact) nomahuHa, dhopMupame WHKIY3MOHUX TEJa, HEAKTMBHOCT MPOTEHHA,
WIA YaK ¥ HeAoOMjame MPOTEHHA YOIIITE, CBE OBO IpEACTaBjba caMO HeKe o mpoliema
KOjU MOIy Ja ce IojaBe y paay ca pekomOmnantHuM mportenmHuma (Rosano & Ceccarelli,

2014).
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Crmka 26. [TojenHOCTaBIFCHH KOPAIM Y MOJIEKYJIAPHOM KIIOHUpAy. ATanTHpaHo
u3 (Molnar & Gair, n.d.).

6.1.2. Cucmemu 3a npooyKuujy peKomouHaHmHux npomeuna

[Ipoaykmuja mpoTenHa mpecTaBba OMOTEXHOIOIIKU MPOIIEC CTBApamba CeluPpHIHOT
nporenHa. Hajuemnrhe ce mocTuxe MaHUTTyTUCAHEM Ca €KCIIPECHU]OM I'eHa Y OPraHu3My KOjH
MOJKE J1a eKCIpecyje y BEeIMKUM KOoJIMYMHaMa peKOMOWHAaHTHU reH. CucTeMu 3a IPOAYKIIN]Y
MpOTEeHHA ce KOpHucTe y OpojHuM jnabopartopujama. [loceban 3Haua] UMajy y MOJIEKYJIapHO-

OMOJIOIIKUM HCTpaXXMBamkbHUMa y KOjUMa ce KOpHCTe OpOjHH MPOTEHHHU O]l KOjuX je BehmHa
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Hacraja OBOM TEXHHMKOM, moceOHo 3Hayajuu cy JIHK mommmepaze 3a PCR, peepsna
Tpanckpunrtaza 3a PHK ananmse, pecTpuKIMOHE €HIOHYKJea3e 3a KIOHUpame, a moce0aH
3a4yaj UMa TPOU3BO/A NPOTECHHA — OHMOJIONIKO-MEIMIMHCKHX METa Ha KOjUMa Ce 3aTHM
u3Hanase jgekoBu (enen. screened in drug discovery). [Ipumena ekCIipecCHOHHUX CHCTEMA je Uy
WHIYCTPUjCKO] (epMeHTalrju, MoceOHo y Oumodapmaiuju, a mnpuMep je IPOU3BOIHba
xymanor umHcyiauHa (Baneyx, 2004; untepuer crpana: Wikipedia "Protein production™).
Cucremu 3a MpoIyKIMjy MIPOTEHHA C€ MOT'Y MOJeNUTH Ha henujcke u Hehenujcke cucteme, a

y okBUpY henmjckux cucrema je mojena Ha OaKTEPHjCKH U €yKapHOTCKU CUCTEM.
Heheaujckn cucremu

[poaykiuja nmpoTerHa BaH hemuje ce u3Boay in Vitro, ymorpebom mpeunmthene PHK
nosimMepase, pudboszoma, tpancrnoptie PHK u pubonykneornna. OBu peareHcu Mory OuTu
MIPOAYKOBAHM EKCTPAKIMjOM W3 henuje Wil U3 eKCIIPECHOHOT CUCTeMa KOjH je 3aCHOBaH Ha
henuju. Mehytum, 300r HUCKOT HMBOA €KCIIpECHje M BHCOKe IieHe Oezhenmjckux cuctema
UIIaK Ce BHUINE KOPUCTE cucTeMu 3acHoBanu Ha hemmju (Cu. 27) (Rosenblum & Cooperman,

2013).
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heaucjku curtemu

henucjku ekcpecoHM CUCTEM j€ HajCTapuju U Hajiupe yrnorpedspaBaH. CacToju ce
0]l eKCIpecHoHor BekTopa, kionupanor JIHK mosekyna yHyrap BekTopa 1 opranusma
nomahuna xoju o0e30ehyje cTpaHoMm reHy na QyHKIHOHUINE yHyTap henmuje, OJHOCHO 1a
MPOAYKYje MPOTCHH y BEIMKUM KOJWYMHaMa. Jlakie, eKCIIPECHOHH CUCTEM je NeUHHUCaH Y
3aBHCHOCTH Of Bpcre aomahuHa, u3Bopa JJHK wim/u HaumHa wMcrnopydmBama T'€HETCKOT
MaTepHjana Koju ce kopuctu. Hajuemrthu nomahunm cy Gakrepuje, KBacuy MU €yKapuOTCKE
henmujcke nuuuje, crangapaau usBopu JHK w mexanusmu 1ocraBibama Cy BHUPYCH,
TUTa3MH/IM, BEIITAYKH XpPOMO30OMH M Oaktepuodaru. CBH CHCTEMH MMajy W TIPEIHOCTH U

MaHC, TaKO Ja y 3aBUCHOCTHU OJ [IMJba UCTPAKHBaba 6Hpa CC BpCTa CUCTCMaA 34 YHOTpe6y.

Homahunu

[Ipokapuorcku - bakTepujcku cucreMu

bakrepuje Ccy mNpPOKAPHOTCKHM OpraHU3MH H Kao TakBU THocexyje oapehene
KapaKkTepUCTHUKE Koje Tpeba y3eTH y o03up Kajga ce pa3Mmarpajy Kao opraHusaMm jgomahuH.
IIpe cBera kao NPOKAapUOTH HUCY ONPEMJbEHU Ca EH3MMCKOM MAalIMHEPHjOM Koja je
HEOIXOHA 33 TOCT-TPAHCIAMOHE MOJU(HKAIM]E WIA MOJEKYIapHO CaBHjame MPOTEHHA.
Jlakie, ekcrnpecoBaHM BUIIEJOMEHCKH €YKapHOTCKM NPOTEHHM Yy OakTepujama Hajuerrhe
Hucy ¢yHkuoHanHu. [lopen Tora, MHOTM NMPOTEMHU MTOCTaHY HEPACTBOPJbUBU U (popMHUpPa]jy
MHKJIY3MOHA Tella U3 KOjJUX j€ TEIIKO MOBPATUTH NMPOTEUHE Y PACTBOPJHHUBO CTame 0e3 pa3HuX
JieHaTypalldja U TMOKyllaja MOHOBHOT caBHjama (ewen. refolding). Y okBupy OaxTepujckux
cucteMa Hajuemrhe cy y ynorpebu Escherichia coli, Corynebacterium u Pseudomonas
fluorescens.

E. coli je jenan ox Hajuemhe kopumhennx ekcnpecuonnx nomahuna. JIHK ce ynocu
y OakTepujy y BHIY IJIa3MHJa Kao EKCIIPECHOHOT BeKTOpa. TeXHHWKe 3a MpeKOMEepHY
excripecujy y E. coli cy no6po pa3BujeHe U paje 1o cuctemy win nopehama Opoja komuja
reHa wiuM mnoBehama jauynHe MPOMOTOPCKOr peruoHa Koju Mokpehe TpaHCKpHUIILH]yY.
[Ipennoctu pama ca E. coli cy cnenehe: Op3opactyha KuHETHKa, OJHOCHO BpJiO Op30
ymMHOXaBame (oko 30 MUHyTa 3a jeHO AYIUITUpamke), JaKo C€ J0Jla3u 0 BeoMa TyCTHUX
henujckux KynTypa, UMajy €KCIIOHEHIMjaJIHU pacT, OaKTepHjCKU XPAHJbUBH MEAUJYMH C€
MOTY HalpaBUTH O] MPUCTYMAYHUX KOMIIOHEHTH U TpaHcdopmanuja ca erzoreHom JIHK je

Op3a u jegHocTtaBHa. [lopen HaBeAEHUX MPETHOCTH, Tpeba MOCeOHO y3eTH y 003up J1a TOCTOje
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Opojun cojeBu E. cOli koju jomr m0AaTHO MOIY AONPHUHETH KBAJIMTETY EKCIIPECHje
pexomOunanTHor reHa (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Corynebacterium mpeacTaBiba HEMATOreHy BPCTY IpaM MO3UTHBHUX OakTepHja Koja
Ce KOPHUCTH 3a KOMEPIUjaIHY MPOAYKIM]Y Pa3HUX aMHHO-KHCENIHHA, Ha mpumep Bpcta C.
glutamicum ce mIMPOKO KOPHUCTH 3a MPOIYKIHjy TIyTaMaTa U JU3UHA, KOje Ce KOPUCTE U Y
XyMaHO] M y JKMBOTHEGCKO] MCXpaHH Kao M y ¢pamaneyrckum mpousoauma (Brinkrolf,
Schroder, Pihler, & Tauch, 2010). V oBoj BpcTu je paheHa u ekcrpecuja emuACPMATHOT
daxropa pacra (Date, Itaya, Matsui, & Kikuchi, 2006).

Pseudomonas fluorescens je HemaroreHa, rpaMm HeraTuBHa Oaktepuja. KopucTu ce 3a

HpOI[y'KI_[I/ij peKOM6I/IHaHTHI/IX IIpOTCHUHA, 34aTUM 3a paSBOj 6I/IOTCpaHCYTI/IKa N BaKIMHa

(Retallack, Jin, & Chew, 2012).

Eyxapuotcku cucremu

['maBHM HenocTaTak OaKTEPUjCKUX CHCTEMA j€ UYUICHHIA Ja Cy NPOKAPHUOTCKU
OpPraHM3MH W Ka0 TAaKBH HEMajy MallMHEpHjy 3a IMOCT-TpaHciauuoHe Moaudukanuje y
CllydajeBHMa 3a eKCIPEecHjy MpOoTeHHA KOjU 3aXTeBajy TakBYy MOAU(UKAILIM]y MIpeaaxKe ce 1a
ce pamu y eykapuoTckuM cucremuma. I[locroju Bume Bpcra cucremMa koju he y
HAjOCHOBHMJUM TayKama OUTH ONHMCAHH Y JaJbeM TEKCTY.

KBacum mnpexacraBsbajy Hajuemhe kopuimrheHM W HajjeJHOCTaBHUJU €YKAPHUOTCKU
CHCTEM 3a eKCIpecHjy. YTIaBHOM pacTy Op30 U TO y BpJIO MPUCTYNAYHUM Meaujymuma. OBu
cucteMu 00e30ehyjy cpenmHy y Kojoj je wmoryha cekpenuja M TIOCT-TpaHCIAIMOHA
Moau(duKanyja IpOTeHHA, TO j€ CIMYHM]E YCIOBMMa KOJ BHUIIMX eykapuorta. Hajuemrhe
kopumtheHu kBacail je Saccharomyces cerevisiae, MmeljyrTum y mociieisse BpeMe je mouena jia
ce kopuctu u Bpcta Pichia pastoris (Daly & Hearn, 2005).

dunamenTosne rbuBe, noceono Aspergillus u Trichoderma cy pasBujene y
mwiatrgopmMe 3a EKCIpecHjy Ha KOjuMa Ce M3Hajla3e W NPOAYKY]Y Pa3HM HHAYCTPU]CKHU
3Ha4yajHu eH3uMH. Hajseha mnpenHocT OBHMX IJbMBa je IITO HMMAjy BEIMKY MPOIYKIH]Y
npotenHa koju ce cekperyjy (Nevalainen & Peterson, 2014).

hennje 3apakene d6axkynoBupycom cy mucekatcke (cojesu Sf9, Sf21, High Five)
hemmje xkoje omoryhapajy mpoayKiujy TIHKO3UINPAHUX UITH MEMOPAHCKUX TPOTEUHA KOJH HE
MOTy OWTH €KCIpPECOBaHM yMOTpeOOM KBacua MM Npokapuorckux cuctema (I[Ipupyunuk:
Instruction Manual Guide to Baculovirus Expression Vector Systems (BEVS) and Insect Cell

Culture Technique).
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HesuTHuka exkcnpecuja y uHcekaTckuMm hesmjamMa mnpenacraB/ba alTEpHATUBHU
CHCTEM Y OJIHOCY Ha MPETXOHO crioMeHyTH. OBaj cucteM uma Behy mpoaykiujy nporeuHa u
OpXy eKCIpecHjy peKOMOMHAHTHHX I'eHa y OJHOCYy Ha henuje 3apaxeHe OaKyJIOBHPYCOM
(Olczak & Olczak, 2006).

Leishmania je mporo3oa, Koju ce Kao €KCIIPECHOHH CUCTEM OJJIMKYje CTaOHIHOM M
JIYrOM MPOAYKIIMjOM IPOTEHHA Ca BHOKUM MPHHOCOM. [IpoyKoBaHM MPOTEHHH UCIIOJbABA]y
MOTIIYHY €YKapUOTCKY IMOCT-TPAHCJIAUOHY MOTUGBUKAIM]Y, YKIbYyUyjyhu TIHKO3UIalMjy U
bopmupame qucyndumaux mocrosa (Dortay & Mueller-Roeber, 2010).

Cucapcku cucrteM je HajOOJbHU CHCTEM 3a €KCIIPECH]y aKo je MPOTEHH O]l MHTepeca
cucapcku. Hajuemthe kopumiheHu cucapcku €KCIIPECHOHU CHUCTEMHU Cy henuje jajHuKa
KHHECKor xpuka (ewnen. chinese hamster ovary — CHO) u GyOpera xymanor eMOpuoHa (ewei.
human embryonic kidney — HEK) (Hayat Khan, 2013).

Kitonupajvhu Bexkropu

Knonupajyhu Bektopu mnpezacrasibajy manu JJHK monekyn, koju je y3etr u3 Bupyca,
1a3Mua win heuje BUIIer opraHu3Ma, u KOjU Ce Kao TakaB MOXKE CTA0WITHO OApKaBaTH y
opranusMmy, a npu Tom ce y HaBeneHu motiekyn JJHK moxe ymernyrtu crpanm JJHK
bparMeHT y cBpxy KioHupama (“Genome Dictionary - Genetics Glossary - Definitions,”
n.d.).

OcHoOBHE KapaKTCPpHUCTUKE

Bektopu koju ce KopucTte Yy MOJEKyJapHO] OHWOJOTHjH WMa]y HEKOJHMKO
KapaKTepUCTHKA HEONXOAHUX 3a (PYHKIIMOHUCAKE KOje MOTY Jla C€ Pa3iuKyjy Y 3aBHCHOCTH
KOjy HayYHY IPUMEHY UMajy y ekcriepuMenTiMa (mpumep Bekropa Ci. 29).

Knonupajyhe mecro. CBu wioHMpajyhu BekTOpM HMajy Aeo Koju omoryhasa
yMETamke WM YKIamame T'eHa M3 BekTopa. 1o Moke ga Oyae y BHIY BHIIECTPYKOT
kinonupajyher mecra (enen. multiple cloning site — MCS) win momuinHKepa, KOjU CaapiKu
MYHO j€AMHCTBEHMX PECTPUKIMOHMX MecTa. Pectpukinona mecra ynyrap MCS-a ce mpBo
npecerajy pecTpUKIHMOHMM €H3MMHMa, 3aTUM C€ LWJbHU TeH JWrecTyje ca HCTUM
€H3MMOM/UMa U HHcepTyje (ymehe) yHyTap mpecedeHor BEKTopa.

Mapkepu 3a cesieknujy omoryhaBajy ceneKIi]y MO3UTHBHO TpaHCHOPMHCAHUX
henmja. Kao mapkep ce 4ecTo KOpUCTH aHTUOMOTCKA OTHOPHOCT, JaKje YHYTap BEKTOpa ce

Hajla3u W TCH 3a OTIIOPHOCT Ha OﬂpeheHI/I aHTI/IGI/IOTI/IK, KOjI/I OMOI‘YhaBa YyCIICUIHO
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Tpanchopmucanoj henmuju ma orncraHe y MeaujymMy KoOju Toceayje oapeheHn aHTHOMOTHK.
Hexu BexTOpH MOTY Ja ITOCEY]jy U JABa MapKepa 3a CEJICKIIH]y.

PenopTep reHu ce Halaze y HEKHMM KJIOHUpajyhuM BEKTOpHMa M CIy)Ke Ja Ou
OJIAKIIATH M3HAIAKEHE YCICUIHUX KIOHOBA YIOTpeOOM OCOOMHE OBUX TeHa KOju
omoryhaBajy yCcHenrHOM KJIOHY Ja ce jJako uaeHTtudukyje. Hajmo3natuju pemoprep reH je
lacZo ¢pparment.

Enementn 3a ekcnpecujy. KinoHupajyhm Bekropu Mopajy da ToOcenyjy u
oarosapajyhe enemMeHTe 3a eKCIpecHjy KIOHHPAHOT HUJBHOT T'eHa, Kao MITO Cy MPOMOTOp U
Be3yjyhe mecto 3a pub030M. YKOJIMKO je TeH yOadyeH Tako Jaa Oyne IMoj KOHTPOJIOM
MIPOMOTOpA, OHJA j& HEroBa EKCIPECHja BPJIO JOOPO KOHTPOJMCAHA W MHAYIMOIHA, JaKie
MPOTEMH C€ Yy TOM Ciyd4ajy NpoAyKyje caMo OHAa Kana je mnorpeban. Hajmosznatuju

npomotopu cy T7 u lac npomorop (Clark & Pazdernik, 2013).

Bpcre kinonupajyhux Bekropa

[Toctoju Benuku Opoj BpcTa BEKTOpa, a KOjU BEKTOp ofabpaTH 3aBHCH O]l OPOjHHX
¢axTopa, Kao mITO Cy BEJIMYNHA HHCEPTA, OpOj KOMHKja U METO/1a KIIOHUPAha.

Ilna3zmMuan cy GakTepHjCKM CaMOCTAJIHO PEIUIHIHPajyhu TUPKYITapHH BOJIAHYAHU
Bauxpomo3omanau JIHK monexymu. OHu cy HajcTaHAapAHHUH U Hajuemhe ynorpebshbaBaHU
BEKTOpHU. Y NPUPOAM IUIa3MUIM Hajuelrhe moceayjy reHe koju omoryhasajy Oakrepujama
OTIIOPHOCT Ha AaHTUOMOTHKE. 3a TMOoTpede MOJEKyJapHOr KJIOHUpPamka IUIA3MUIH CY
MOTUGUKOBAaHM M TO TakKo Ja Tocenyjy onapeleHe reHe W KapakTepucTHke. JeaHa on
KapaKTepUCTHKA KIOHHMPajyhuxX MIa3Mua je Ja MOTy Jja IpUMe HOBH T€H U JI0 BEJTUYHHE OJ1
15 kb. Yecro kopumihene Bpcre cy pET pGEX, NovaBlue.

Bakrepuodaru koju ce Hajuemhe ynorpebsbaBajy 3a KJIOHMpawme cy A u M13 oar.
MakcumanHa BeTWYMHA WHCEpTa y OBOM ciy4ajy je 53 kb, u3 Tor pasznora cy cCBH
HeeceHuujanHu reau u3 JIHK ¢ara obpucanu.

Ko3muau cy ycTBapu masmMuu Koju y cedbu caapxe neo JJHK A 6akrepuodara koju
omoryhasa makoBame JJHK y A mapruxyne (Casali & Preston, 2003).

Bemrauku 6akrepujcku xpomo3om (enen. bacterial artificial chromosome, BAC)
Mory aa npume uncept 10 350 kb senuunne. BAC ce oapxaBajy camMo y 110 JeTHO] KOTIHJU Y
hemuju E. coli (Casali & Preston, 2003).

Bemrauku kBaurdeB xpomo3oMm (eren. yeast artificial chromosome, YAE) npumajy

uHcept u a0 3000 kb Benuuune.
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Bemraukn xymanu xpomo3om (exen. human artificial chromosome, HAC) moxe na
Hocu BeoMa Beimku JIHK ¢parmeHTt (He mMoCTOju ropma rpaHuIla MO MMUTaky BEIUYHHE),
JaKiie HeMa Ipo0JieM KananuTeTa Kao IPyrd BEKTOPH, MOPE]] Tora yIoTpeOoM OBOT BEKTOpa
3a00uleHu cy nmpobiieMu MyTareHe3e Koja HacTaje npuimkoM Bupaiite uacepuuja (Kim et al.,

2011; Kouprina, Earnshaw, Masumoto, & Larionov, 2013).
6.1.3. Cucmem 3a pexomounanmmuy excnpecujy kopuuihen y 06oj mesu

Jla 6u excnipecrja MUJBHOT T€HA U MPOAYKIMja MPOTEHHA OWIa yCIelHa HEOXOIHO je
NPETXOTHO MPOBEPHTH KAPAKTEPUCTUKE BEKTOpa M jJoMahMHA y KOjU JKEIMMO BEKTOp Ja
ybarimo. Hucy cBU BEKTOpW M I'eHHM Ha BbUMa KOMITATUOMIIHK ca CBUM JoMahuHUMa, Beh cy
HalpaB/beHE TAaKBE KApPaKTEPUCTHKE Jla CaMO aKo je CBe J00pO YKJIOIJBEHO J0Ja3H [0
EKCIPECH]je KEeJbEHOT TeHa.

HcrpaxuBame y OKBUPY OBE JUcepTalyje je paeHo Ha MPOKAPUOTCKOM CHUCTEMY 3a
ekcrpecujy nporerna u To ca E. coli, omHocHO ca aBa pasimumrta coja E. coli, DH5a u
BL21(DE3)RIPL. Kopumrhenu miasmuau cy pGEX u pET28a(+).

*k*k

Jla Ou ce pa3ymMeo Ie0 CHUCTEM HEONXOJHO je o0jacHUTH ojapeheHe dYumbeHHIIE,
MOjeIMHE EJIEMEHTE U KOHIENT (DYHKIIMOHUCAkha PEKOMOUHAHTHOT CHCTEMA.

Onepon, Lac omepon. OmepoH mpezacraBba (QYHKIMOHAIHY jEeIWHHIy TC€HOMCKE
JIHK koja caapu Kiactep TeHa 1moJi KOHTPOJIOM JeTHOT MPOMOTOpa U Hajuenrhe je mpucyTHa
KoJl IpokapuoTa. ['enu ce npenucyjy (TpanckpuOyjy) 3ajeqHo y jeany uHdopmarmony PHK
¥ MOTY J1a C€ 3aj€/IHO NMPEeBOJIe (TPAHCINPa]jy) Y HUTOILIA3MH WIIH TTOJUIeXKY TPAHC-CILIAjCUHTY
na Ou HampaBWJIM MOHOIMcTpoHcke mHpopmanmone PHK koje ce mpeBoze mojeaumHavHO.
Jenan o Hajuernthe ciomumbanux orepoHa je lac onepon (1akro3uu omnepoH, Ci. 28) koju je
HEOIXO/IaH 3a TPAHCIOPT U MeTabomu3am yakro3e y E. coli u y MHOrUM npyrum eHTepruyHIM
Oaktepujama. Iyko3a jecre mnpedepupaHu H3BOp YIJbeHHKa KoJ BehumHe Oakrepuja,
mehytum lac onepon omoryhaBa eeKTHBHY AUTECTH]y JaKTO3€ Kaja IiyKo3a HUje TOCTYITHA.
Kana je nakro3a nmpucyTHa Kao riaBHu Iehep, Tpu rena, lacZ, lacY u lacA, ca lac onepona ce
eKCTIpeCyjy ¥ MPEBOJIe y TPH MPOTEHHA: J-TaIakTo3uaa3y, Koja mpecera Aucaxapu JIaKTo3y
y MOHOCaxapu/ie IIyKo3y M TalakTo3y, f-rajJakTo3uj rnepMeasy, koja omoryhaBa TpaHCHOPT
nakro3e y henujy u f-ranakTo3uj TpaHcameTmialy. Y oACycTBy Jakrose, lac penpecop, lacl,
3aycTaBJba MPOMYKIMjy €H3UMa KOAMPaHUX |aC omepoHOM, JIOK Be3WBAaWmE JIAKTO3E 32

penpecop omoryhaBa akTuBalllj]y OIEpOHa.
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lac operon
Promoter laci Terminator Promoter Cperator lacZ lacY lacA Terminator
6)
1 2
Cnmmka 28. Lac omepoH. a) monoxkaj TeHa y
I I | OKBHpPY W y omHocy Ha lac omepoH, 6) mpukas
3 4 6 7 P pernpecoBaHor (rope) ¥ akTHBHOI  (moiie)

onepona. 1 — PHK momumepasa, 2- penpecop, 3 —

mpoMOTOP, 4 — omeparop, 5 — 1akTo3a, 6 — lacZ, 7

Y — lacY, 8 — lacA (Clark & Pazdernik, 2013;
(o] unrepHet crpana: Wikipedia "Lac operon™).

Y 5
ﬁﬁﬁz{hﬁ@

[Tocrojame OBaKOBOT cHUCTEMa je OMOTYhWMJIO HaydyHHIMMa Ja MOAU(UKY]y H

UCTpaxyjy OpojHe ymorpebe omepoHa. Kao 1e0 TakBOr HCTpakMBama OpOjHU JIEpUBATH
JIaKTO3€ U HCHH aHAJIO3U Cy OMKMCAHU KOjH MOTY Jia ce KOpHcTe y paay ca lac omepoHom.
Jenan oj HajIIO3HATHJUX U Y MOJIEKYJApHO] OMOJIOTHjU HaJKOPUCHHUJUX aHaJora W WHAyIEepa
lac omepona je  wm3onponua-p-J[-tuoramakronupanosun  (ewen.  isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside, IPTG). IPTG ce Be3yje 3a penpecop U WHaKTHBHpA T'a, ald OH CaM
HUje cymncTpar 3a [-ramakro3uaasy. JemHa on mpeaHoctu  ymnoTtpebe IPTG-a vy
eKCIIepUMEHTHMA j€ TO LITO My KOHIIEHTpalllja CBE BpeMe OCTaje KOHCTAaHTHAa MU CaMHUM TUM
je W eKcIpecHja reHa Koju Cy Moj KOHTpoJsioM lac omepoHa KOHCTaHTHA, a TO CBE je Moryhe
jep IPTG nHe moxke nma ce merabonuire o crpane E. coli (Hansen, Knudsen, & Sgrensen,
1998).

I'enn lac omepoHa M BHHUXOBH JEpHUBATH MOTY Ja Ce KOPUCTE Kao Pernoprep reHH Y
OpOjHUM CEJIEKIIMOHUM TE€XHHKaMa 3aCHOBAHUM Ha pajy ca OakTepujama Kao ¥ Ha KOHTPOJIH
excrpecrje onapeheHnX TeHa KOju Ce TeHETHYKUM HWHXXCHEPUHTOM KIOHUPA])y YHYTap
OTepoHa.

Bakrepuodaru. bakrepuodaru npeacrasibajy BUpyce Koju HHOUIMPAjy OakTepHje.
bakrepuopar T7 (T7 c¢ar) je Bupyc koju nHamama ehuny cojeBa E. coli. Cexsenna
npomortopa T7 ce mmpoko ymoTpebspaBa y MOJEKYIApHO] OMOJIOTH]H 300T CBOT HU3PA3UTO
Bucokor apunuteta 3a T7 PHK nonumepasy u caMum TUM BUCOKUM HOBOOM €KCIIpecH]e.

IIpodar je renom OakTtepuodara Koju je yOaueH M YKIOIJbEH y LHUPKYJIApPHU
6akrepujcku JJHK xpomo30oM, a MOXke Jja TOCTOjU Kao M BAHXPOMO30MCKH TUIa3MHU/.

JInzoren je 6axTepujcka henuja y kojoj nocroju JJHK ¢ara anu y ycnaBanom cramy.

51



6. Texnuxe kopuwhene y ucmpasjicueary

Jlamona DE3 (ADE3) mpeacraBiba ¢araum KOHCTPYKT koju ekcmpecyje T7 PHK
nonumepasy noja kourposiom lacUV5 npomoropa. KoHeTpykT mopes reHa 3a nojumepasy u
lacUV5 npomotopa caapsxu u lacl ren. Opaj dpparmenT je yoauen ynyrap int rena (UniProt:
P03700), xoju ekcrpecyje MHTerpasy Koja je y BHPYCY KJ/bydHa 3a yOanmuBame ¢ara y
nomahrHa Kao WM y KOMOWMHAIMjU ca EKCIM3MOHA30M 3a ceueme mnpodara u3 reHoma
nomahuna. Kako je KOHCTpYKT y0adeH ycpen reHa 3a MHTErpasy, Ha Taj Ha4WH j€ OCUTYpPaHO
na ce DE3 y0aryje wiun uceria u3 XxpoMo3oMckor reaoma 6e3 nomohuor dara ([Ipupy4nuk:
“pET System Manual”).

IIpomoTtopu. Y okBUpY OaKTEpHjCKOT PEKOMOMHAHTHOT CHCTEMa NPHUCYTHA Cy JIBa
crierjanHa mpomoropa, lacuUV5 u T7. Jla Ou ce mocTuria eKCrnpecuja reHa y OKBUDPY
OIlEpOHA M y MPHUCYCTBY IIIyKO3e y TeHOM je ybaueH myrtupanu lacUV5S npomotop. OBaj
IPOMOTOp je mpucytan y xpomo3zomckom JJHK monexymy.

T7 npomoropcku cuctem Koju je npucyrad y pET BekTopuma je Bpio momynapas y
eKCIIPECHj! PEKOMOWHAHTHHUX NPOTEHHA. Y OBOM CHCTEMY j€ KEJbeHH I'eH KJIOHHpaH u3a
npomoTopa Koju nperno3naje ¢arsa T7 PHK monumepasza. OBa BUCOKO aKTHBHA MOJIMMEpPa3a
je y cuctemy obe3beheHa mpeko HEeKOr APYyror IUla3Mua WM Hajdemhe ce Halla3u YHYTap
Oaktepujckor reHoma y mpodary (ADE3) komupajyhm T7 PHK mnomumepasy mon
TpaHcKpunuonoM koHtposiom lacUV5 mpomortopa. T7 PHK mnomumepasa je Bpiio
CEJIEKTHBHA U aKTHBHA y TOj MEPU Jla C€ CKOPO CBU heNnjCKU pecypcu KOPUCTE 3a EKCIIPECH)y
IWJBHOT TEHa, KOju 300T TOora Hekaja Moxe Ja oOyxBaTu u Buine on 50% ona 1enoxkymHe
npoaykiyje nporenHa y henuju. Jlakne, cucreM Moxe 1a 0yae MHIYKOBaH JaKTO30M WM ca
IPTG. Jom jenna Benuka MpeJHOCT OBOT CUCTEMA j€ Y TOME LITO OCTaje YTHUIIAaH CBE BpeMe
Tpajama HenHaykoBaHor ctama ([Ipupyunuk: “pET System Manual”; Rosano & Ceccarelli,
2014).

Cucrem PET (mpumep Cin. 29) je jeman on HajOOJBHMX CHCTEMa pa3BHjCHHX 3a
KJIOHHPAamkhe U eKCIpecHjy pekomOuHanTHor npotenHa y E. coli. Koncrpyucanu cy o ctpane
Crynuepa u capaanuka 1986. I'enn kxoju cy kioHupanu yHytap PET mmasmmaa cy mopg
KOHTPOJIOM TPAHCKPUIIIMOHUX M TpHaciHanuoHux curHana T7 OGakrepuodara. Cama
eKcrpecrja ce HMHAyKyje ykoiuko je mpucytHa T7 PHK mnomumepasza ynyrap henuje

nomahuHa.
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aF
( IPTG nHgykumja IPTG uHgykuuja 0
E. coli PHK v T7 PHK *
nonumMepasa nonumepasa
T7ren1 | LurbHu reH
: . | T7 PHK nonumepasa |
_ | _p - s
I | laco D > | "V | | | rtaco R
I L EE I N T7 npomotop
|  npomorop . HEAKTMBHO I /
| b . |

I |
N S
lac
penpecop
! .
|
U lac/ren
T7 NU303UM
|
I
Fren T7 N
NU303UMa
\ R IE ThEJTNMJA ,EIOIVIA'FII/IH)

Cmuka29. 0)
PET BekTop, cucrteM (GYHKIHMOHHCAKA U F1lorigine
npuMep BEKTOpa ca OCHOBHHM

enementuMma. a) Kourponuu enementu pET
cucrema; (Mierendorf, Yeager, & Novy,
1994); 6) Ilpumep PpET Bektopa ca
OCHOBHUM €JIEMEHTHMAa 3a eKCIIPECH]y:
MSC — Bumectpyko kinoHHpajyhe mecTo,
KAN — TeH 3a pe3HCTEHTHOCT Ha
kaHamuiuH, lacl — ren lac pempecopa, F1
origine — 3ayerak peruukamuje F1.

pPET-28a(+)
5639bp

lacy
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IToctoje nBe ommTe Kareropuje PET Bekropa Koje Cy IOCTyNmHE, a TO Cy
TPAHCKPHUIIIIMOHHU, KOJU Cy AM3aJHUPAHU 3a EKCIIPECH]y TaKO JIa JKeJbeHH TeH Beh y ceOu nma
cBoje Bezyjyhe mecto mpokapuorckor pudozoma u ATG crapT KOJOH U TpaHCIAIMOHH KOjU
nocezyjy BUCOKO epeKkTuBHa poOo3oMaiHa Be3dyjyha mecra o mporenHa karcuaa ¢ara T7.
TpaHcnanuoHN BEKTOPH €€ Pa3iHMKYjy OJ TPAHCKPUIIIMOHUX IO JOJATKY CIOBHOT Cy(HKCa
onMax wu3a uMeHa, Hop. PET-2la(+), koju yka3yje Ha OKBHp 4YHTama Yy OJIHOCY Ha
nperno3HaBajyhy cexBeniy 3a BamH | knonupajyhe mecto, GGATCC. [lakie, oHU BEKTOpH

13

KOju WMajy cloBo ,,a“ ekcmpecyjy on GGA tpumera, 3atum ciiobo ,b” ykazyje Ha
excapecrjy ox GAT, ,.c“ ox ATC, ,,d“ je ucro kao u ,,C*“ amm caapku y3BogHo Nco |
kioHupajyhe mecto ymecto Nde |. 3Hak + Koju 4ecTo mpaté UMe BEeKTOpa yKasyje Ja BEKTOp
cangpxu fl 3aderak (Origin) perumkamnuje Koju omoryhaBa MNPOAYKIH]Y jeIHOJAHYAHE
masmuae JJHK 3a myrarene3y u npuMeHy y CEKBEHIIUPamy.

bpojuu pET Bektopu caipske pa3avuuTe CEKBEHIIE MPUA0AaTe KIOHHpajyheM MecTy
KOje Koaupajy OpojHe menTHae Moj UMEHOM ,,00enexuBaun’ (ewen. tags), koju o0be36ehyjy
OpojHe dykuuje Kaaa cy Qpy3noHHCaHEe ca TEHOM O] MHTepeca (IUbHUM IpoTenHoM). Hekn
o]l o0eJIe)KMBava OJIAKINABA]Yy JCTEKIHN]y W NMPEUnInaBame MPOTEHHA, HEKH PACTBOPIHUBOCT
U crabuiaHOCT. Bpcra oOenexxnBavya Kao ¥ MECTO 3aBHCE OJf BPCTE€ M HCje CKCIIEPUMEHTA
(ITpupyunwuk: “pET System Manual”).

[Mnasmun PET28a(+) mocenyje u N- u C-TepMUHATHE XUCTHIMHCKUA OOCIC)KUBAY,

KaHaMHUIMHCKY oTrmopHocT, T7lac, f1 mMecTo 3adeTka pervkalyje U CUTHAIHY CEKBEHILy 3a

tpom6bu (Ci. 30).
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Xho 1158}
Not I(166)

pET-28a(+) sequence landmarks Elar? dl{lmﬁ}?a}
T7 promoter 370-386 Sal I{179)
T7 transcription start 369 ggg&}?&z}
His*Tag coding sequence  270-287 BamH l{198)
T7+Tag coding sequence 207-239 Bputt Dﬂy Hg: :ggfﬁ
Multiple cloning sites Dra 5127y, ;\) Nco 1{296)
{(BamH - XhoT) 158-203 Xba l{335)
His*Tag coding sequence  140-137 Bgslgl]lr(,;uﬂ(im)
T7 terminator 26-72 _ Sph I(s08)
facl coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 3995-4807 O

f1 origin

4903-5358

The maps for pET-28b(+) and pET-28¢(+)

Pvu l;4428) / S
Sqf 14426) \/ o
/ .-"/Q’J'

) o
.
Sma l{4300) v / oc;,

\ \

A

\'\. "-.\'\, Miu 1¢1123)

NE R '
are the same as pET-28a(+) (shown) with Cla l447) I."' ! I."' 52'%: %__ ﬁ'ul \ ".IH Bel I(1137)
the following exceptions: pET-28b(+) isa Nru IMD&QJ\{‘ { ’:,j '| III | BstE {1304
5368bp plasmid: subtract 1bp f h sit ' i @
p plasmid: subtract 1bp from ?ac site J pET-28a(+) N | N apa I11334
beyond BamH I at 198. pET-28c(+) isa | (5369bp) 8? i
2367bp plasmid: subtract Zbp from each site | K 'I

beyond BamH I at 198.

b
Eco57 1(3772) 4

',

K
AlwN I(3840) —\,

)y
r{?ec?
BssS (3387 Gy

BspLU11 |(azzl{'}\,

I."yll."BssH 1{1534)
! M Ecor V(1573)
/ f,-*\ Hpa li1629)

PshA l(1968)

~. Bgl li2187)

Sap li3108) /™ " % “Fsp l(2205)
Bst1107 li2e95) / | o YPsp5 11{2230)
Tth111 li2g6g)
T7 promoter primer #59348-3
) - - O OO O
pETuper%:gimlpnmer #E9214-3 T7 promoter lac operator Xba |
AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGAC TCACTATAGGGGAA TTGTGAG CLGATAACAATTCCCLTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC TTTAAGA AGGAGA
Neo | His+Tag Ndel MNhel
TATACCATEG TC C C Ce

thrombin
His+Tag

ET-28ai+]
CCACCACCACT cET-28k{+]
ishisbishising
oo CACCACCACCACCACCACTOAGATCCGRCTGO TAACARAGLDL pET-28c{+]
roSerThrSerloud grThrTheTheTheTheTheGlullef rgleul euThrlysPro. .

Bput102 1
AAGCTEACTTGCC TGO TGCCACCOLTGAL

T7 terminator
ACTAGCATAACCCCTTGGGECCTO TAAACGGLTC TTGAGGLGTTTTTTG

-—
TT terminator primer #68337-3

pET-28a-c(+) cloning/expression region

Crnuxka 30. [Tpumep npukasa napopmanuja 3a PET-28a(+) mmazmuy ca cCBUM MPONPATHAM MOAAINMA.

DH5a henuje npenacrtaBibajy coj E. coli mpoaykoBane Tako &a ce MaKCHMH3Hpa

epukacHoct TpaHcpopmainmje. CBoje ume cy aobuie mo amepuukoMm Ouosory Jlarmac

Xanaxany (enen. Douglas Hanahan). henuje cy nepunucane ca tpu myranuje recCAl, endAl,

KOje TOTIIOMaXy WHcepuujy miasmuga u ca lacZM15 koja omoryhaBa miaBo-Oemu Tect

(enen. blue-white screening) (unTepuer crpana: “Strain - DHS5a”). Myranuja recAl je
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MyTalgja jeJHor MecTa Koja 3amemyje riauiuH 160 Ha reCA moJumnenTuIy ca acnapTaTcKoM
KHCEJTMHOM J1a Ou ce oHeMoryhuia akTUBHOCT peKOMOMHA3€ U XOMOJIOTHE PEeKOMOWHAHITH]€.
Mytanmja endAl wuHakTHBHpa yHyTaphenujcKy eHIOHyKieady Jnaa Ou oHemoryhuia
nerpananujy Oyayher yoadeHor mia3Mua.

Y pET cucrtemy ce mpeTxoaHo HaBeaeHe henuje cMaTpajy jeTHUM O HajTOTOHH]UX
cojeBa qomahMHa 3a KJIOHHpame, JOK C€ 3a CKCIPECH]y U TPOAYKIH]Y PEKOMOMHATHOT
poTerHa y3uMa coj koju caipxu konujy 17 PHK mommmepasze Ha XpoMO30MYy Y OKBHPY
DE3 mam0na nmepuBaTa, KOjU Kako je HaBEACHO CajpiKe T'€H 3a MOJUMepa3y W MPOMOTOP
lacUV5 koju KOHTpoJHIIIe eKcIpecujy moaumepase. [IpomoTop ce aktuBHpa (MHAYKYjE) Y3
nonasame IPTG, 3atum ce ekcripecyje nmonuMepasa Koja ce 3aTuM Besyje Ha T7 mpoMoTop Ha
IUTa3MHUy M TaKO aKTHBUpPA EKCIpecHja KIOHHpaHOor TeHa. I[locroju BUIE pa3muyUTHX
CojeBa, a COj KOju ce Hajyemhe KOPUCTH 32 €KCIPECH]y M KOjU j€ Y OBOM HCTPaKUBAY
kopuinhen je BL21(DE3). Kao B coj E. coli, BL21 coj nHema lon nporeasy u nema ompT
CMOJFHO-MEMOPAHCKY MpOoTea3y Koja MOXKe Ja JAerpaaupa MpoTenHe TOKOM IpevnihaBama.

VY oxBupy oBe Te3e je kopuinhen u PGEX-2T Bektop ca riyratnon-S-tpaHcdepazom
(enen. glutathione-S-transferase, GST) kao obenekxrBadyeM M aMIUIMIMHCKOM OTIHOPHOIINY.
OBakaB 00eJEeKUBa4 je TPUIMYHO BEIUK, MOXKEJBHO j€ HErOBO OJIBajalbe Ca IKEJHEHOT
MPOTeHHa W U3 TOr pasjora u3mehy obenexuBaua W MPOTEMHA CE HAIA3H PECTPUKIIHOHO
Mmecto 3a TpomOuH. /IHK nenoBu Gakrepuodara M13 cy kopumrheH 3a KOHCTPYKLIH]Y OBOT

Bektopa (“pGEX-2T - Addgene Vector Database (Plasmids, Expression Vectors, etc)”).

6.2. CtpykrypHa 6uosioruja: in silico m in vitro

CrpykTypHa OHMONOrHja je Hayka Koja ce 0aBM HCTPaKHMBAKEM KaKO Cy OMOJIOIIKU
MOJIEKYJH rpal)eHu, Kako 3a71001jajy CBOjy CTPYKTYpPY KOjy UMajy, KaKO HBbMXO0Ba CTPYKTypa U
MIPOMEHE Y H0j ONpUHOCE BUXO0BO] pyHKIMjU. OBa 0bnacT MMa NOCeOHO BEIUKU 3Hayaj y
OMOJIOTH)H jep MaKpOMOJIEKYIH ¢y Hocuouu BehuHe henujckux ¢pyHKIMja U JeTUHO BHUXOBUM
IpOMEHaMa y TPOAMMEH3MOHAIHO) CTPYKTypu oMoryheHo je na ce peanu3syjy Te QyHKIHje.

bromMonexkynmu cy Beoma Maim aa OM MOTJIM Ja C€ BUJE y JeTabe Yak U ca HajOOJbUM
MHKPOCKOIIOM, TaKO Jila METOJIe KOje C€ KOPHCTE Y CTPYKTYPHO] OHOJIOTHjH YEeCTO
MOJIpa3yMeBajy Kako M caMo IpaBJbeHE€ M aHaJIM3y MOJIeNla Ha pauyHapy Tako U OpojHe
o0uMHe JabopaTopHjcKe eKCIepUMEHTe. YTNoTpeboM OpojHHUX eKclepuMeHaTa KOju
MOTIIOMAXXY BU3YEIH3aIljy Ha pa3induTe HadYuHe, OMOTyheHo je /1a ce BHIe MOJIEKYIH y 3

JTUMEH3H]e, KaKO Cy OpTaHM30BaHU, Kako (YHKIIMOHUITY U Kako uHTepearyjy. OBakBa BpcTa
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HCTpaXMBamka MOMaXe Ja Ce pa3yMmejy Kako OpOjHH pa3IMuUTH MOJIEKYJIH Y CBaKO] O
Hamux henuja paae 3ajeHO Ja yYuHE opranu3aM GyHKIIHOHATHUM.

HcrpaxxuBameM CTPYKType je Takohe Moryhe ycTaHOBUTH MOJIEKYJIE KOjU UMajy
MOTPEUIHY CTPYKTYPY HJIM OOJHMK M KOjH Kao TAaKBM JIOBOZE 10 PA3IMUUTHX Oosectd. 300r
TaKBUX pe3yJITaTa yCIIOCTAaBJbEHE Cy U HOBE Tepamuje 3a OpojHe O0IeCTH Kao M HCTPAXKHUBaAha
U W3HAJlAKEHha JICKOBA HA OCHOBY CTPYKTYPHHX KapaKTepHCTHKA MeTe 3a Taj Jek. JlekoBu
YIJIaBHOM pajie TaKO MITO WK OJIOKMPAjy WM aKTUBUPA]y aKTMBHOCT HEKOT CIeUU(UYHOT
npotenHa y teiy. M 6am ynorpeGomM mpucTyma Koju ce 30B€ ,,iM3ajH JEKOBa 3aCHOBAH Ha
cTpykrypu (enen. structure-based drug design), moryhe je HampaBuTH mabI0HE MPOTCHHA
KOjH C€ 3aTUM KOPHUCTE Kao KaIylu y CTBapamy HOBUX JIeKoBa. VIcTpakuBame ce 3alounmbe
ca pauyHapCKUM MOJIETIOM CTPYKTYpE MPOTEHHA KOjH j€ 0J1 MHTepeca 3a HCTpaXUBame. Jenan
O]l HajIIO3HATHjUX TPUMEpa HANPaBIHEHOT JIeKa 3aCHOBAHOT HA CTPYKTYPH jeCy HEKH O
antuXMB 1nexoBa, TPOOWMHCKMX WHXHOUTOpA, HEYPONENTHIHUX HWHXHOUTOpA T
[To3HaBajyhu cTpyKTypy €H3MMa, HAyYHHUIM Cy YCTAHOBHIIM BPCTY MOJIEKYJa Koja OM Moria
na 3aycraBu najbe (yHknuonucame XMB mporease. Hayunuim cy mpu TOM KOPHCTHIIH
padyHapcKe MoOfelie 3a MPEHH3HO MOJeIIaBamke MOJEeKyJda Koju OM MOrao 1a 3aycTaBd
NpOoM3BOAKY BUpyca. OBO UCTPAXMBAKE j€ JTOBEJTO JI0 NPOM3BOAIE JIEKOBA KOjU CE 30BY
uaxubuTopu mpoteasza (Schlick, 2010; “Structural Biology - National Institute of General
Medical Sciences,” 2017).

VY OKBUpY HCTpaXXHBama y OOJIACTH CTPYKTypHE OMOJIOTHje KOPHCTH C€ HEKOJIHKO
TEeXHHUKa BU3yelM3alMje Aa OM ce yTBpAWia CTPYKTypa HMPOTEHHA M JAPYIMX KOMIUIEKCHUX
MoJiekyna. Kpro-enekTpoHckoM MUKpockonujoM (ewen. Cryo-EM) je moryhe na ce ,,Buae*
WH/IMBUYyAJIHU TIPOTEUHH Kao U Behe CTPyKType MOoIyT MOJEKYyJIapHUX KOMILUIEKCa, BUpYyca,
opranena wutna. Kpucraorpadpuja X 3pamuma ¥ CHEKTPOCKONHja HYKJIAPHOM MarHETHOM
pesonannioM (HMP) Takohe omoryhaBajy na ce mpoteuH ,,Bunu“. Jlo 1aHac oBUM MeTojama
U jOII HEKHM JPYTUM je pemieHa cTpykrypa mpeko 137 000 (23.01.2018.) Guomnomikux
MaKpOMOJIeKyJia U CTPYKTypa Koje cy ckiaaumTeHe y okBupy IIporenncke baze [lomaraka

(enen. The Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/) (“Structural Biology - National

Institute of General Medical Sciences,” 2017).
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6.3. In silico: moJieky1apHO ycuapaBambe, H3HAJIAKeH€ U IN3ajHIPambe JIeKoBa Ha
OCHOBY CTPYKTYpe

[Tojam ,,in silico® mpeacrassba u3pas Koju ce yrnmoTpedsbaBa Ja ce yKake Ja Ce HEITO
,A3BOJIM HA padyyHapy" WIH IyTEM ,padyHapCKUX cuMyJaiuja“. 300r BeIMKE KOJIUIMHE
noJiaTaka Koje ce cBaku JaH nosehaBajy oa crpaHe OuMo- Hayka, padyyHapcka OMoOiorvja u
OnouH(popMaThka cy OWIIE HEONXOJHE Kao HOBa TpaHE HAyKe KoOje IMPeICTaBbajy
MHTEPIUCHUILIMHAPHE HayYHe 00JIaCTH 3a OpPraHM3alyjy U 00paay BeJIHKE KOJIMYMHE U TaKBE
BpCTE OMOJIONIKMX TOaTaKa.

3a motpebe ucTpakuBama 00yxBaheHMX OBOM JHMCEPTAINjOM padyyHApCKa OMOJIOTHja
je MMana 3Hayaj y aHaJIM3H MOJICKYJIApHOT yCHApaBarma JUraHaaa y IpoTeHH.

**k*k

Merone MoseKyJapHOT MOJEIOBama IocedaH 3Hadaj uMmajy y (apmaneyTcKkum
UCTpaXHMBAabUMa TA€ Cy €0 PAa3IMYUTHUX TporpamMa OTKpuha JIeKoBa W HCTpaXMBamba
OMOJIOIIKKX U XeMHUjCKUX cucteMa. Criajame paquyHapCKOT ¥ €KCIIEPUMEHTATHOT IPUCTYTIA Ce
MOKAa3aJi0 Kao OJJIMYHA cTpaTervja 3a UACHTH(HUKAIU]y U pa3B0Oj HOBUX jequmbema. JlaHac, y
IHM3ajHUpamby JIEKOBA HA OCHOBY CTPYKTYpE, IIHMPOKY NIPUMEHY UMajy METOE MOJICKYIapHOT
ycuapaBama (enen. molecular docking) xoje uctpaxyjy koHbopMaIujy U MMOJIOKa] JIUTaHa
KOjU JIUTraHj 3a/1001je MPUINKOM BE3HMBamba 32 BE3HO MECTO IHJBHOT MakpoMmoliekyia. OBaj
NPUCTYNl Mpolewmyje (cno00aHy) €Heprujy Be3uBama JMraHjJa U peLentTopa IMpeKo
NpoleHhHUBakba KJbYUYHUX (EHOMEHa YKIbYYEHHX Yy MpOIlec HMHTEPMOJIEKYJapHOT

npeno3HaBama (Ferreira, Dos Santos, Oliva, & Andricopulo, 2015).

6.3.1. Juzajuuparse nexoea na ochogy cmpykmype

PasymeBamwe mpuHIMIA MO KOM Mald MOJIEKYIH TIpero3Hajy M pearyjy ca
MakpOMOJIEKYJIOM TMpeACTaB/ha BakKaH acmekT y (apMakoJIOUIKUM HCTPaKUBabUMA.
Jlu3ajHupame JIeKOBa Ha OCHOBY CTPYKTYpe TpEeACTaB/ba CHCTEMaTU4YHY yHoTpeOy
CTPYKTYpPHUX TojaTaka (IMJbHOT MaKpOMOJIEKysa, PEIENnTopa) KOju ce yriaBHOM J100Hjajy
eKCIIEPUMEHTATHO WM KpO3 payyHapcKo (XOMOJIOTHO) MojenoBame. Muaeja je ma ce
IU3ajHUpa JIMTaHa ca  CHeHU(UYHUM  ENeKTPOCTAaTUYKUM U CTEPEOXEMHU]jCKUM
KapakTepucTUKama Ja Ou ce TMOCTHUTao BHUCOKM aUHHUTET 3a BE3HMBAKE 3a PELENTOp.
[TocTojameM MOCTYMHUX TPOIUMEH3MOHAHUX MaKPOMOJIEKYJICKHX CTPYKTypa oMorheHo je
JIa ce y JeTajbe UCTpake Be3Ha MeCTa y MPOTEHHY, YKIJbydyjyhu NpHCYCTBO MIyIJbHHA,
MO/IIIETIOBA, ETEKTPOCTATHUKUX KapakTepucTuka. Ha oCHOBY HaBeqeHUX cazHama Moryhe je

3armovyeTd ca pas3BojeM Hjeja o u3rieay Jurannaa. llpomec nu3ajHupama je HUKIMYAH U
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Hajuerrhe ce 3amoYMmbe O] MO3HATE CTPYKType penenTtopa u in Silico merogama, a jeaHa ox
BUX j€ W MOJICKYJIADHO YCHApPaBame, KOJUM C€ HICHTU(DHKY]y TOTCHIMjaTHH JIMTaH]IH.
3atum Kkpehy mpolecu CHHTETHCamka HOBHX WIM MOAW(UKOBAImE MOCTOjehux jenumerma na
Ou ce Ha Kpajy CHOpOBeNe eBalnyanuje OWOJOIIKHX KapakTepuctuka. Mehyrum, kpo3
MO/ICJIOBaME j€ HEOMXOAHO OOPaTUTH MaXKkY Ha (PISKCHOMIIHOCT MHUJBHOT MPOTEHHA KOja ce
JelaBa y peaJHOM CHCTEMYy TMPHIMKOM Be3WBama JIUTraHaa 3a/y TpoTenH. 3a Ty
MpoOJIEeMaTHKY Cy BPJIO KOPUCHE aHaiu3e Kpo3 (hICKCUOWIHO YCHApPaBamkma U MOJCKYJIApHY

munamuky (Ferreira et al., 2015).

6.3.2. Moaexynapmno ycuopaearve

MosekynapHo ycuapaBame 300r CHOCOOHOCTHM Ja ca MNPWIXYHOM TadHOIIhy
npenBuIM KoH(GOpMaIlMjy JIMTaHIa yHyTap Be3yjyher Mecra, pecTaBiba jeHy o1 Hajuenrhe
KopuiheHHX MeTo/aa y JM3ajHUpamy JEKOBa Ha OCHOBY CTPYKType (ewmen. structure based
drug design) (Ferreira et al., 2015). MonekynapHO ycuapaBambe MOXKE Jia Ce MPEJACTaBU Kao
npoosieM ,,KJbyd-OpaBa™, y KOM 3allpaBO JKEJIMMO Ja mpoHaheMo TauyHy pellaTHBHY
opHjeHTaIujy ,.kbyda“ koja he na orBopum ,,0paBy™. Y OoBOM ciydajy MpPOTEHH IPEICTaBIba
OpaBy, a Imraan ,,kjpyd”. Tako Ja ce MOJEKyJapHO yCHIpaBame MOXKe Je(UHHUCATH U Kao
ONTUMHU3AMOHU MPOOIEM KOju OU ce omucao HajOOJbOM OPHjeHTAIIN]OM JIMTaH/1a y IPOTEUHY
o1 wuHTepeca. MelhyTuM, Kako cy M TpOTeMH M JUraHn (IeKCHOWIHM W Kako ce
npuiarohaBajy TOKOM Be3HMBamba, cMaTpa ce Jia je 6osbe mopeheme Kao ,,pykaBulla U pyka
Hero ,kbyd W OpaBa“ (Jorgensen, 1991). MHcrpakuBame y OKBHPY MOJIEKYJIAPHOT
ycujpaBama je GOKYCHpaHO Ha payyHapcKe CUMYJallyje Koje MMajy 3a IHJb Jja ONTUMU3Y]Y
KOH(OpMalKjy 1 3a IPOTEHH U 3a JIUTaH[ Kao U 3a penaTuBHY Mel)ycoOHy opujeHTalujy u To
TaKo Jla C€ TIOCTUTHE IITO Mamka CJI000JHA EHEPTUja CUCTEMA.

HajOpsku HaunH M3HAAXKEHka JIEKOBA MPEICTaB/ha BUPTYEIHO MPETPAKUBAE, KOje ce
KapakTepulle yrnoTpeboM 0a3a mojaTaka M y TOM CMHUCIY IOCTOj€ JiBa INpaBlia jelaH je
npeTpakuBame 0asa 1mojaTaka MajluxX MOJIEKyJa Ha OCHOBY jeHE MPOTEMHCKE MeTe, JIOK je
IpyTH OOPHYT, MaKje MpEeTpakuBamke MPOTCHHCKUX MeTa HACTIpaM MaJIOT MOJIEKYJIa ITO3HaTe
crpykrype (Ci. 31).

Camo TecTHpame WHTEpaKiMja pelenTtopa W JHraHia ce Hajuemhe He o0aBiba Ha
LIEJIOM NPOTEUHY (peuenTtopy), Beh ce ynmorpedoM nojaraka u3 JUTEpaType Wi pa3inauTHM
MeToaama uaeHTH(UKaIKje Be3yjyher Mecra, TeCTUpame Cy3u Ha oJpeheHn /1eo perentopa
(Hetényi & Spoel, 2011). MoxaenoBame HHTEpakiidja JBa MOJEKyJIa je BPJIO CIOXKEH MU

KOMIIJICKCAH MpPOoUeC, IMpe CBCra _]Cp CY MOJICKYJIM JUHAMUYHC CTPYKTYpPC KOjC Kao TaKBEC CYy
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CKJIOHE (hOpMUpamky pa3IUYUTHX THIIOBA Be3a, MOMYT BogHM4uHuX, Van der Waals-oBux,
€IeKTPOCTaTUUKKNX, XuApodoOHUX U ,,stacking” wWHTEpakiMja apoOMaTUYHUX IPCTEHOBA.
[Iponec ycuapaBama 3ampaBo MOKYyIIaBa Ja KMUTUPA CUCTEM KaKO U3IJIeAa Y IPUPOJIH, a TO
3HAYU KOMILIEKC Tpeba Ja mpecTaB/ba TEPMOCTA0OMITHO CTalkbe U TO TaKO Jla KOH(opMmaIuja
KOja ce 3a7100H1ja IPIIMKOM Be3WBama Tpeda Ja mpecTaBiba INI00ATHH MUHUMYM Cl10001HE

erepruje cucrema (Totrov & Abagyan, 2001).

Opabup meTe Opabup
(peyenTtopa) nuvradga

Y Y W e w L
Mpunpema mete Mpunpema CnoboaaH nuraHg, CnoboaaH nuraHg y
(peuenTopa) nuradga KoHopMaL iy 3a BesnBare 6;
.»- '
o8 ' ol \
MonekynapHo e s ' ).3 P, -\ =L\ » :7
£ ¥ -
cuapaeame - S g
Al "4 ) ) / b ‘ f / Komnnekc
ey (A
KN 4
_ A - é
/ -
Y Yo N 24
AHanusa pesynTar; AL
ycugpasta l CnoboaaH npoTenH Cnoﬁo,uah NpoTEUH y
KoHopmaLuju 3a Be3uBarbe

Ciuka 31. lllema u BU3yeNHH TIPWKa3 THUIIMYHOT TPOTOKOJIA 33 yCcHapaBame. KibydHH Kopamd o0yxBarajy
0J1abup CTPYKTYpe MaKpOMOJIEKYJIA M MalMX MOJIEKYyJa, 3aTHM EHXOBY MPHUIIPEMY M Ha Kpajy Hie aHaIH3a
pesynarara y3 koHcynrtamujy agureparype (Kitanovié, 2015).

AHanu3za ycuipaBamba MOJIEKYNIa y IPOTEUH, 3apaBo 00yxBaTa aHAJIU3Y PAa3IUYUTUX
opHjeHTaIMja W KoH(oOpMamMja JUTraHIa y BE3HOM MECTy IMPOTEHMHA Kao U MEPCHe
apuHUTETa Be3MBama cBake mo3e. OJHOCHO, MPOrpaMu KOJU C€ KOPHUCTE 3a aHaju3e ce
cacroje o1 JiBe IIaBHEe KOMIIOHEHTE a TO Cy aJIFOPUTMU peTpare U GyHKIH]je 32 BpeTHOBAbE
apuHMTeTa. ANTOPUTMH IpeTpare ImpejBubajy TeOMeTpHjy IMOTEHLHjAIHOT KOMILIEKca,
OJTHOCHO MOTYhHOCTH poTanuje MOJIEKyJa y X, Y M Z ocama, yTHUIla] CPEAUHE U CIHUYHO.
OyHKIM]Ee 3a BpeAHOBaWkE aQUHHUTETA MPEICTaB/bajy CKyN MAaTeMaTHYKUX METO/a Koje Ha
Kpajy npensulajy jaunHy uHTepakuuje. I'pyda mojena MeToga MOJIEKYIapHOT yCHApaBamba
Ou Moriza Ja ce CBele Ha: YCHApaBambe pHUTHIHMX KOH(oOpMaiuja, YycHApaBambe
¢benkcuOUIHUX KOH(OpMalMja M MOJEKYJIapHO YCHApaBamke IPUMEHOM CHUMYyJalyja.
VYceunpaBame purugHux KoHGopMalrja npeacTaBiba MpBe AITOPUTME KOJH Cy €€ KOPUCTUIN
Y 3aCHOBaHA je Ha HajjeHOCTaBHHjeM KOMIUJIEKCY Yy KOM C€ CBU JIeJIOBHM MOJIEKyJa
MocMaTpajy Kao puUrujHe cTpykrype. [Ipyra meroaa je Bpjio KOMIUIEKCa U3 pasJiora IITo je
BpJIO HE3rOJHO TpeABUACTH (IECKCHUOMITHOCT IEIOKYITHOT MaKpOMOJEKyla Kao IITO je
MPOTEHH, TaKO J1a C€ JaHac Hajuernthe KopucTe METO/AE Y KOM C€ JIMTaH/ TpeTHupa Kao Ja je

¢bnekcubuiaH, a MPOTEUH PUTHAAaH WIM OfpeleHe aMMHO-KUCENTUHe /a cy (IIeKCHOMIIHE.
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Ito ce Tuye anropuT™Ma YIrJIaBHOM C€ KOpPUCTE TPH aIrOpUuT™Ma MU TO AJITOPUTMHU

KOMIIJIICMCHTApPHOCTHU O6J'II/IKa, CUCTEMATHUYHC IIpETpare U COXaCTU4IKH.

6.4. IIpoTenHcka KpucTagorpaguja: KpUCTAJIM3alUja NPOTEHHA, PEHATeHCKA aHAIU3a
U pelIaBame CTPYKTYype

VY cBUM TeXHUKaMa MHKpPOCKOIIMj€ KOJIMYHMHA JeTJba WIH PE30JIylija Cy TUMUTUPAHU
yrnoTpebJbaBaHOM TaJACHOM JIY)KUHOM €JIEKTPO-MarHeTHOT 3padyema. Y OKBHPY CBETJIOCHE
MHUKpPOCKOIHje Hajkpaha TamacHa AyuHa Koja ce kopuctu je 300 nm u ca mom je Moryhe
BHJICTH TIOjeIMHAYHe henwje W HEKe ox opraHena yHyrap henuje. EnekTpoHcka
MHUKPOCKOIH]ja KOPUCTH TanacHe Tyx)uHe ucnog 10 nm u ca \om je Moryhe BuieTH y etabe
hemmjcky rpal)y m ob6nuk Hekumx Behmx mporemHCKHMX Moiekyna. Mehyrum 3a motpede
BU3yeJIM3alMje MPOTeHHa Ha aTOMCKOM HHBOY, HEOINXOJHO je Ja C€ paau ca EeJIeKTPO-
MarHeHTHHM TallacuMa TanacHe ayxuHe oko 0,1 nm, omgnocHo 1 A, apyrum peunma ca X-
3panmma. Mehytum 10K je y cBUM OOIHMIIMMa MUKpOCKomnHje mMoryhe mudpakroBaHe 3pake
doxycupaT n1a 6u ce mobmna yBehana cimka o0jexra, To y cinydajy X-3paka Huje moryhe,
Beh ce 3a Te MoTpede KOPHUCTE MAaTEMATHYKH U PAauyHAPCKH MPHUCTYNH (MHTEPHET CTpaHa:
“Summary of Protein Crystallography™).

VYkpatko kpucranorpaduja X 3panuma Oana cHon X 3paka Kpo3 TaHaK KPHCTal KOjU
je HampaBJbeH oJ OpojHux (Opoj y TpWIMOHMMA) WACHTUYHUX TMPOTEMHCKHX MOJIEKYJIa.
Kpucran pacejaBa X 3pak Ha €JIEKTPOHCKH JAETEKTOp, 3aTMM pauyHap MEpPH HHTEH3UTETe
pacejanux X 3paka Ja OM TO MPUIIKMCAO TMO3UIHUJH CBAKOT aToMa y KPHCTAIM30BaHOM
Mouiekynny. KoHauan pe3ynraT je TpoJMMEH3HOHAlIHA AUTUTalHa ciuka. OBOM METOJOM je
pemieno Buiie oj 85% mno3natux crpykrypa (Cia. 32) (“Structural Biology - National Institute
of General Medical Sciences,” 2017).

. Cnuka 32. YnpourtheH npukas
cHUMama Judpakiuje X 3paka.

X 3pak ce ycMepu Ha MMPOTEHHCKU
KpHCTal, Koju pacuna X 3pak y
BUAYy oapeheHor nmadiona rayaka

Oudbpakumonm
3paum

‘ W380p X-cpaxa /. y 3aBUHOCTH OJ1 CprIS:[yp?
@ ot kpuctanne pemetke (“Guide to
W —— Understanding X-ray
\ . Crystallography,” n.d.).
Kpucranucanu S e
MOneKyn
' ounm
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Kpucranuzanuja mpoTenHa npeacTaBiba mpoliec GopMuparma MPOTEHHCKIX KPUCTaa,
KOjU C€ KOPHCTE 3aTHM Y Hay4HE WJIM WHAYCTPH]CKE CBPXE M TO Hajuyemhe 3a UCTPaKHBAE
nyrem X 3paka. Kao u BehuHa apyrux Moliekylia ¥ IpOTEUHN MOTY Ja (GOpMHUPajy KpHUCTae
KaJla pacTBOp y KOM Cy pacTBOpeHH moctaHe npe3acuhen. [lox TuM ycnoBuMa, mojeiuHavYHA
MMPOTEMHCKH MOJIEKYJIM MOTY Ja Ce€ TaKyjy y nmoHaBJbajyhe jenunuiie, Mel)ycoOHO moBe3aHe
HEKOBaJICHTHM Be3ama. OBaKo yIaKOBaHU KPHCTAIN OHJIA MOTY Jla C€ KOPHUCTE Y CTPYKTYPHO]
OHMOJIOTHjH 32 UCTPAXKUBAKHE MOJICKYJIApHE CTPYKTYpe MPOTEHHA WU 32 Pa3HE WHIYCTPH]CKE
wu 6uotexHosonike cepxe (Rhodes, 2006; Sands, 1988).

Kpucranuzanuja mnpoTeMHCKMX MOJIeKyJa je mo3Hata Bume on 150 romuHa
(McPherson & Gavira, 2014). T'ogune 1934. Ilon Jlesmon bepnan (ewen. John Desmond
Bernal) u merosa crynaentkuma Jlopotun Xoaukun (ewer. Doroty Hodgkin) cy orkpunu nma
MIPOTEUHCKN KPHUCTAIM KOjU Cy OKPY)KCHH Ca CBOJOM TeYHOIIhy 3a KpHCTaau3aiujy aajy
6osby mudpaximjy Hero cyBu kpuctanu (Tulinsky, 1996). IIpBa my0irkoBaHa CTPYKTYpa je
Ouna CTpyKTypa MHOIIIOOMHA perieHa nmoMmohy kpuctanorpaduje X 3pauuma 1958. rogune
on crpane Ilona Kenmpyja (enen. John Kendrew) koju je 30or Tora 1962. rogune mo0u0

HoGenoBy Harpay kojy je aenuno ca Makcom Ilepyiiom (enen. Max Perutz) 3a oBo otkpuhe.

6.4.1. Ocnosénu npunyun npomeuncke Kpucmanozpagduje

PacTBOpJBMBOCT MOJIEKYJa NMPOTEHHA je YCIOBJbEHA ca MHOTO (pakTopa, MocedHO ca
WHTEpaKIfjaMa ca IpyruM KOMIIOHEHTaMa pacTBopa. Behwna mporewHa je pacTBopspuBa y
¢usnonomkuM yciaoBuma Mehytum ca nmoehameM KOHILEHTpalMje COJMM NPOTEUH MOCTaje
Mame PaCTBOPJPUB M MOUYHEE Aa (GopMHUpa UM KpucTaie Wi npeuunurare. OBaj peHoMeH
ce 30Be ucosbaBame (enen. salting out). Mehytum, pacTBOpJFUBOCT MPOTHHA CE CMakbyje U ca
CMamelkEeM KOHIEHTpalmje coiu. Jlakie y yclioBUMa ca HHCKOM KOHIEHTPAIHjOM COJIN
pPacTBOPJBUBOCT ce Moke noBehaTu moBehameM KOHIIEHTpaIMje coJid, Ta] (PeHOMEH ce 30Be
ycoJbaBambe (enen. salting in).

[lwb KpucTanuzanyje je Ja ce HampaBH J0OpO OpraHM30BaHM KpPUCTal KOjU HeMa
KOHTAMHHAHTE, a ¥ J1a j€ JIOBOJbHO BEIMK Ja 00e30eau nudpakimoHu MadioH Kajua ce
n3noxu X 3panuma. OBaj AMQPPaKIMOHU A0JIOH ce 3aTHM aHAIMU3Mpa J1a OM ce pacrmo3Haia
TeplLUjepHa CTPYKTypa npoTenHa. [IporenHcka kpucranorpaduja je y CyIITHHH MPUIHYHO
TEIIKa M 300T Kpxe MpHUpojAe MPOTEeHMHCKUX Kpucrana. IlporenmHun umajy Heypeheny
MOBPILIMHY, MITO oMoryhaBa ¢gopMupame BEIMKHX KaHajga yHyTap OWJIO0 KOT' IMPOTEHMHCKOT
Kkpucrana. [lakie, HEKOBAJICHTHE Be3€ KOje ApKe PEelIeTKy Mopajy 4ecto outu dhopmupaHe

KpO3 HEKOJHMKO cliojeBa Mojekyna pactBapada (Rhodes, 2006). Jla 6u ce mpeBasumum
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nmpoOJieMd KpPXOCTH KpHUCTajda W JOJATHH CIIOJbHOCPEAMHCKH (HaKTOpu Mopajy Outu
aziekBaTHU. bpojHU (akTopu yTHuy Ha BepoBaTHONY HACTaHKa KpUCTajla y MPOTCHHCKOM
pactBopy. Heku on oBux (akrtopa cy umcroha mpotewna, pH, KOHIEHTpalija IpOTEHHA,
TeMIIeparypa, NPeHunuTanTd ¥ agutuBu. 11ITo je mpoTenHcku pacTBOp XoMoreHuju Beha je
BepoBaTHOha ma he kpucramucatu. PH pacTtBopa Moxke na Oyne BeoMa BakKHa M Y HEKUM
cllyyajeBUMa MOXE Jla JOBele M J0 pa3jInYuTe OpHUjEHTAllMje MaKOBama IPOTCHHA.
[Ipenunuranty, kao mWTo je aMoHMjyM cyindar wimm nonueruien riukon (PEG) ce vecto

KOPHUCTE J1a MOTIIOMOTHY (popMupame nporenHckux kpucrana (Rhodes, 2006).

6.4.2. Kpucmanuzayuja npomeuna - memooe

CBUM MeTo/IaMa KOje TIOMaxKy KPHCTAJIM3allUjy MPOTCHHA MPETXOAU ONTHMH3AIlH]ja
eKCIIpecHje TPOTeHMHAa Kao W HEeroBo mpeunimhaBame, TEK ca J00po mpedrmheHuM
MPOTEHHOM je Moryhe MOKYIIaTH KPUCTAIN3aLH]y.

HOudys3nja ucnapaBamem (ewen. vapor diffusion). Oa meroma je Hajuernihe
KopuuheHa y IpOTEMHCKO] KpHCTalIM3aluju. Y OBOj METOAM Kall Koja CaJip’ku MpeuyuinheH
NpoTenH, mydep ¥ NPEHUNUTAaHT Ce SKBUIMOPUIIE ca BEJIHMKUM PE3epBOAPOM KOjU CaIPKH
cim4aH mydep W MpEerunuTaHT Kao U Kam, anu y Behoj xoHueHTpanuju. Ha moderky kam
MPOTEHHCKOT PAacTBOpa CaJAPKUA 3HATHO Maky KOHIICHTPAIW]y MPEIUIHUTAHTa U MPOTEUHA,
aJli Kako ce IOJIaKO Kall M Pe3epBOap EKBHIMOPHINY TaKO Ce€ MPEUUIHUTAHT U MPOTEUH
KOHIICHTPY]Y y Kamu. YKOJMKO je KopultheH ojroBapajyhu pacTBOp 3a KpHUCTAIM3AIHU]Y 3a
JIaTh TPOTEWH, 3auel Kpucrajga he ce mojaButh y kKamu. OBa MeTOZa ce€ KOPHUCTH jep
oMoryhaBa HeXHe M MOCTENIeHe MPOMEHE Y KOHIEHTpAlKju MPOTEeUHa U MPELUITUTAHTA LITO
JIOMIATHO TIOCTIEITyje pacT BEIUKUX M A00po opranmsoBanux kpuctaia (Rupp, 2009). ¥V
OKBUpPY OBE METOJIe MOCTOje JBE TEXHUKE 3a HKEHO crpoBoleme: Buceha xam u ceaeha kam
(Cn. 33). Ipunnun ¢(yHKIMOHKCAaka BHcehe Kamu je Ja ce Kall MPOTEHHCKOr pacTBOpa
MOCTaBH Ha MPEBPHYTH ,,IIOKIIOMNAI® KOjU Ce Kao TakaB Hanasu u3Haj pesepBoapa (Ci. 33/a).
Ceneha xan (yHKIMOHHIIE TaKO IITO C€ Kall MPOTEMHCKOT pacTBOPa CTaBU Ha MOCTOJbE KOje
je onBojeno of pezepBoapa (Ci. 33/6). OGe oBe MeTo/e 3axTeBajy na Oyay HM30J0BaHE O]
CIOJbHOCPEIMHCKUX YyCJOBa ,JielJbemeM mokionna (ynorpedboM BakyM MacTh WIIU
MOKJIONAllAa Cca 3aBpTHMMA), Ja OM JOUUI0 10 eKBUiIuOpaunuje u3Mel)y kamum u pesepBoapa
(Rhodes, 2006; Rupp, 2009).

Muxkporomuia (MHKpokambuua) (ewzn. microbatch). Meroga moapa3symesa
ypamarme Beoma Mmaiie 3anpemuHe nporterHcke Kamu (oko lul) y yme (Cu. 33/B). Vibe je

HEOXOJHO Ja OM yCHOpWJIO eBamopaiyjy y BOJCHO] CpeIMHU TakKo Majle 3alpeMHHE
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MpOTeMHCKOr pactBopa. Hajuemrhe ymorpeGspaBana yiba cy mapaduucko (Chayen, Shaw
Stewart, Maeder, & Blow, 1990) u cunukoncko (D’Arcy, Elmore, Stihle, & Johnston, 1996).
[IpexnocTn oBe MeTOZE Cy MOpE ynorpede BeoMa Maje 3allpeMUHE y30pKa M YUECHUIIA J1a
cy y3opiu 3amtuhieHn oJ Ba3aylIHUX KOHTAMUHAHATA jep HHUKAJa HUCY W3JI0XKEHH Ba3ayXy
TOKOM €KCIICpUMEHTA.

Muxpoaujanusza. MuKpoujaausza KOpUCTH OCOOMHY MOJIYIIPOITYCT/bUBE MEMOpaHe,
KpO3 KOjy MOT'Y MaJIi MOJIEKYJI ¥ JOHH Ja mpol)y, 10K TPOTEeHHU U BehH MOTMMeEpH HEe MOTY.
YcnocraBibakbeM TPaAJAMjeHTa KOHIIGHTpAIHje Kpo3 MEeMOpaHy M KpeTame CHUCTeMa IpemMa
EeKBIIIMOPHjyMy, CHUCTEM MOXE ToJIako na johe g0 mpesacuhema, rjie ce y TOM MOMEHTY
Mory (GopMHUpaTH KpucTaau. MUKpoaHjain3a MOXKeE Jia MOAYKYje KPUCTale OJICOJbaBAEM U

pebhe ycommaBamem (Cor. 33/1).

a) [ MoxposHo crakno G) [ Toxposo craino B)
T [MpoTenHcku (—‘
acTBo|
MpoTenHckn BakyM p p \ B Bakym
pactsop mact (/ —\ macT

Yroe

4 TpoTenHcKku
~ pacTteop

n MOKPOBHO CTaKINO
T Kp!

Crmnka 33.
nppz;ﬁﬁ:ﬂ_m Baiym MerTofe 3a KpUCTANM3aIM]y TPOTEHHA, Y3y KHHU TIpeceln GyHapa.
a) Buceha kar;
l 6) ceneha kam;
B) MUKPOKAIUJBHIIA U
MpoTemnHeky T') MUKPOJIHjajIu3a.
pacTBop

Avjanuann
Hocau

Mudy3uja npeko cjaodoaHe moBpmmuHe. OBa Merona ce Hajuenihe HW3BOAH Y
Kanuiaapama (ManuM kaHanuma). OBOM TEXHHUKOM C€ PAcTBOp MPOTEMHA M MperunuTara
crajajy 06e3 MpeTXOJHOr Melllamba U TO TaKO LITO C€ HaHOCE Ha pa3jMuuTe CTpaHe KaHaja
omoryhaBajyhu Ha Taj HaumH ekBuIMOpauujy npeko audysuje. KpajeBu ce 3aTBapajy,
arapo3zom, BockoM wiau ciauuHo (Cn. 34) (uareprer crtpana: “Hampton Research”; Rupp,

2009).
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3aTBapaq Ol BOCKa

Kanunapa ca nporennom

Araposa

[peunnurupajyhn xoxren

OTBOpEHU Kpaj

Ciuka 34. [TocTaBka eKCIIepUMEHTa 32 KPHCTATH3ALH]y
y karmmapama (Oberthuer et al., 2012).

CrneumjajiHe TeXHUKe KpHCTajau3aluje nMporenHa. Heku nmporenHu mpencraBibajy
MIPaBU M3a30B 3a KpUCTaIHM3anrjy. TakBU MPOTEHHM Cy HAa TpUMEp MEMOpPAHCKH, KOjU YecTa
3axTeBajy IMPHCYCTBO JETEPLIEHTa 3a W30JIALM]y M KPUCTATU3ALM]y M HUMajy TeHJEHIH])Y
dbopmHpama MaJaMX U clabuX KpUcTaia. JemqHa of MO3HATHjUX TEXHHKa je ,,TeYHO KyOMuHa
daza“ (enen. lipidic cubic phase) (Wallace, Dranow, Laible, Christensen, & Nollert, 2011).
3atuM TPOTEMHU KOjU (OpMHpajy BIAKHA MOpajy OUTH CTaOMIM30BaHH Y MOHOMEPHO]
¢dopmu. Manu mpoTeMHH MOTY JAa uMajy cialy pacTBOPJBMBOCT Y BOAM U Jia 3aXTEBajy
noceOHe TeXHUKE KpUCTalIu3aluje.

TexHuKe KOje TOTIOMaXXy KPUCTATM3aI|jy IPOTeHnHA!
1. Usnanmaxeme yciaoBa KpUCTaau3alnuje y Beaukom obumy (ewen. high through-put
crystallization screening). Metone BeaukKOr o0WMa CiIyKe Ja TOTIOMOTHY Ja ce
paroHanu3yjy OpojHH EKCIepUMEHTH KOjU 3aXTeBajy Ja Ce UCTpaxe OpOjHU pa3IHuuTH
YCJIOBH KOjU Cy HEONXOJHHM 3a YCIellaH HacTaHaKk W pact kpucrtana. [locroje OpojHU
KOMEpIINjaJTHA KOMIUIETH KOjU Y ce0H caapike pa3IuduTe pacTBOPE KOJH Cy Ce TTOKa3alld Kao
YCHENIHU 3a pacT Pa3IMUUTUX KPHUCTaNa, Ta j€ Ha OBaj HAYMH MOTYhe MCTPaKUTH BEITHKH
Opoj pa3IMYUTUX YCIIOBA 32 PACT KPUCTAJIa 32 KPAaTKO BpeMe.

VY 0BaKBUM €KCIIEPUMEHTHMA, IJI€ Ca PaJH ca BEJIUKUM OpojeM yciaoBa BElIMKYy moMmoh

npyxajy podoru (ewen. liquid handling robots) koju mocraBibajy u ayromarusyjy oxapehene
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KOpake y KpHUCTaJu3alMju KOju OW Jpyraudje OWIM BpJO CIHOPU M Ca TOTCHIIHM]aJTHUM
JbYJICKUM TpeliKkama Koje ce 3ao0mia3e ca OBaKBUM ayTOMAaTH30BaHUM MPOIECHMA.
Po6oTH30BaHN KpUCTAIM3AMOHU CHCTEM paJd ca HCTUM KOMIIOHEHTaMa Koje cy Beh
CIIOMEHYyTe, MehyTMM CBaKu KOpaK ce peanusyje Opke W ca BEIMKHM OpojeM Komuja
ucroBpeMeHo. Takohe ymorpebom poboTa je ¥ cMameHa 3alpeMHHa MOTPEOHOT y30pKa I0
YCIIOBY KOJU C€ TEeCTUpa, IITO noBehaBa U3HAIAXKEHE Y JeIHOM KOpaKy, a cMamyje noTpedy
3a JOJJaTHUM IpeunirhaBameM nporenHa. CBakM €CKIIEPUMEHT Ce YeCTO HaArIea Kamepama
KOj€ JIETEKTY]y I0jaBy KpHCTaJla ald M Py4yHO Ha OMHOKYJAapHOj Jdynu (MHTEPHET CTpaHa:
“The crystal robot”).

[Mpunukom pydHe OCTaBKe ceTa yCclioBa 3a KpUCTaIU3alMjy, TO ce Hajuenthe paay Ha
mwioyama ca 24 OyHapa, JOK ce NMPHJIMKOM pajaa ca poboTuMa Kopucte mode ca 96 u 324
OyHapa. bByHapu koje KopucTH poOOT Cy 3HATHO Mamke 3alpeMHHE, Mel)yTHUM CBaKU O]l TUX
OyHapa y OKBUpY CBOj€ jeJMHMIIE MOKE Ja UMa U JoaTHa Tpu OyHapa (moalyHapa) rae ce 'y
CIly4ajy jeHOT YCIIOBAa y pe3epBOapy MOTY HCIHTATH PA3IMYUTH OJHOCH Y MPOTEHHCKOM
pactBopy. Ilox TMM ce MuCIIM Ha OJHOCE MPOTEHH:CMEIa U3 pe3epBoapa Aa Oyay pernumo
1:1, 1:2 wnm 2:1 (Cn. 35). Metona koja ce oBae Kopuct je Hajuemrhe cenacha kam. [Tioge ce

Ha Kpajy MpeKpujy IPOBUIHOM JICIIJbUBOM TPAKOM.

Crmka 35. TIpukas jeHe mmode ca 96 /
GyHapa 1 TiocTerieHo yBehaHu JemoBu
IUIoye ca madIoHOM pacriope/a
nojdyHapa. Ha mabioHy je npukaszaH 1
3aIIPEMCKH OJJHOC CMeIIIe PACTBOPEHOT
MpOTEeNHA U TIPEIUIUTAHTa KOJU je
KopuIitheH 3a OBy Te3y.

Pesepeoap ca
npeyunuTaHToM

2. TlpoTenHCKH WHXXEHEPUHT. TeXHHKE MOJIeKyJapHe Ouojorvje, MmoceOHO MOJIEKYJIapHO
KIIOHHpamke, eKCIpechja PeKOMOMHAHTHUX TPOTeHHAa U ojpeheHe MyTareHe3e MOTY OWUTH
uckopuirheHe Aa u3MeHe ojpeleHe aenoBe MpOoTEMHA KOjU MOTy MOTHOMOhM Kako

npeuynmhaBame TaKo M caMmy Kpuctaim3anujy. [loBpemeHo mpobiaeM MOTy 1a mpaBe pe3uye
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[IUCTEWHA KOje MyTeM HaOpOjaHuX METOJia MOTY OMTH M3MEHCHE Y ajlaHWH U Ha Ta] HAYMH Ce
MOry mpeBa3uhu mpoOiieMu CTBapama IUCYI(GUIHUX MOCTOBa KOju oMoryhaBajy HacTaHak
arperata. HapaBHO u JApyre pesuaye y 3aBHCHOCTH OJf KOHIIENTa EKCIepuMeHaTa u

UCTpakuBama Mory outu mytupane (Forest & Schutt, 1992).

**k*

VY okBupy oBe Te3e je kopumiheHa Buceha u ceneha xam kao merona. Paheno je u

PY4HO 1 ca poOoTHUMa.

6.4.3. IIpuxkyn.samwe nodamaka u KOHCmMpyKyuja mooena

JloOujenu kpuctan ce Bamu (mela) M3 KalbHIe y KOjOj je HAcTao M TO MAalloM
HAajJIOHCKOM I€TJbOM, YKOJIHMKO j€ HOTPeOHO KPUCTaJ ce Mellla U ca KPUOIIPOTEKTaHTOM. Tako
MOJKE J1a c€ CKIIQJUIITH y TEYHOM a30Ty WJIM O/IMax IOCTaBH Ha TOHHOMETAp, MOMONy Kor je
Moryhe nojemnaBame Moyokaja Kpucrana y OZHOCY Ha X 3paKk M pOTHpame KpHcTaa, TIe ce

3aTuM cHrMa qudpakiuja (Ci. 36).

Jerexrop

Xi1- kpyr

50keV
e/IeKTPOHa

®oxycupajyhe orenano
(MoHOXpOMaTop)

>

IIpinvapHn cHOM @oxycnpann
X 3paka CHOI

Porupajyha
anona (Cu)

# ‘& Ry ) 1 #
' _,?( '_ - ‘.‘-
34 é’ LY.
L o, =
Kpuctan LLlabnoH andpakumje Mana enekTpoHcke ryctuHe Mogen npotenHa

Cnuka 36. YrpouheH npukas anapatype U npoleaype CHUMama Kpucralia 1 aeTeknuje qudpaknuje (ropme),
penocie] Kopaka y peliaBamby CTPYKType NpoTeHHa ynoTpebom kpuctanorpaduje (mose) (MHTEpHET CTpaHe:
“X-Ray Crystallography - Crystal Production”; “X-ray Diffraction”).
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6. Texnuxe kopuwihere y ucCmpasicueary

Caumame nudpakimje MOXe J1a ce paad Ha MalloM IOCTpojemy X 3paka yHyTap
naboparopuje (y pamoBMMa 4ecTo HaBol)eH kao iN-hOUSe H3BOp) WM Ha CHHXPOTPOHY.
CuHXpOTpOH TMpelcTaB/ba BeomMa Mohan u3Bop X-3paka (Ca. 37). Tu 3paum Hactajy on
€JIEKTPOHA BHCOKE €HEprujeé KOju Kao TaKBHU HACTajy TOKOM HHXOBOT KpPYXEHa YHYTap
cuHXxpoTpoHa. OJTHOCHO, Kajla Ce EICKTPOHY KOjH je Y TIOKPETY IPOMEHHU IpaBail KpeTama, OH
eMHUTYje €HEeprujy, a CHUHXPOTPOH MOCTOju Ja Ou yOp3ao eJeKTpOHE /10 BeOMa BHCOKUX
eHepruja u 1a Ou MM 3aTUM MOBPEMEHO MEHha0 IpaBall KpeTama, Kao pe3yaTar eMHUTY]y ce X-
3panu. Jlakie, CHHXpOTPOH MpecTaBiba Moce0aH TUI HUKJINYHOT aKieneparopa (yop3usaua)

yectuila (MHTEpHET cTpana: “What is a synchrotron?”).

Cauka 37. Omwtu mnpuka3 rpaje u cTpykType jeaHor
cuHXpOoTpoHa (MHTepHeT cTpana: “What is a synchrotron?”)

Kaga ce xpucran mocTaBH M W3JI0KM MHTEH3UBHOM X 3paky, oH pacuma X 3paK y
mabJIoOH Tayaka OJHOCHO pediiekcHjy Koja ce JMEeTeKTyje Ha JACTEKTOPY KOjH Ce Hayla3W u3a
kpucrana (Cin. 38). Mehytum nsnarame kpucraia X 3paiuMa yHUIITaBa KPUCTA TaKo Jia je
HEOIXO/THO Ja ce 100po MCIUTaHupa BpeMe H3Jlarama U KOJIMYMHA 110/1aTaka KOjy )KeIUMO Jia
cakynumo. OlHOC MHTEH3UTETa OBUX Tayaka jaje HHpopMalnjy KojoM ce yTBphyje pacropen
W OpHjeHTAaIlja MOJIEKyJla YHyTap KpUCTaja Ha HUBOY aToMa. MIHTeH3uTeT 0BHX pedrekacuja
ce canMa Ha ortorpadckom pummy, gerektopy wim LI/] kamepu. Pednekcuje moa Mamum
yIJI0M OJIFOBapajy HHUCKO] PE30NYIHjH, JOK OHE KOje Cy MOJ BEIUKHUM YIIIOM IPE/ICTaBIbajy
BUCOKY PE30JIYLH]y, AaKJe TOpPHha TpaHuIla eBEHTYalHE PE30NIyLHje CTPYKTYpe MOXKe Ja ce
ycTaHOBU Beh M3 MPBHUX HEKOJWKO CMKa Audpakinuje. JeqHa cimka J00MjeHMX Tadaka je
HE/IOBOJbHA Ja OM MOTao Ja ce PEeKOHCTPYHIIE I1e0 KPUCTal, Jakje HEOIXOIHO je Ja ce

KpHUcTaa y oapeh)eHoM oncery potupa NpUIMKOM CHUMamba.
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Fle [dt View Process W | Cruka 38.
+ Zoom + Beam circle IIpuka3s expana ca
v Meavure v 3pot oirehe gl BC%e CHUMJbEHOM IH(paKiijom
i ’ ' nporensa AKR1C3.
o A LpBenu kpyrosu
AR 6RMY . HPEICTaBIba]y BPEAHOCT
- . ) pesomynuje y 3aBUCHOCTH
E_JE N — 3\ II0 Koje nanje nohy npHe
A - % Tayuke, KOje MPeACTaBIbay
Det dist: |00 JIETEKTOBaHY AUGPaKIH]y
Det swing: | 0.00 TECTUPAHOT KpHCTala.
Rot start: W
Rot end: W 2
Wavelength: m— X ?

Hakon nerexkroBama peduekcuje majba oOpasa mojaTaka M KOHAYHO pElIaBambe
CTPYKType ce BpLIM Ha pauyHapy. Llema mpoueaypa Ha padyHapy ce MOKE HOJCIUTH Ha
MHJICKCOBamhe, MHTErpalyjy, CKalupame, pelaBame (GasHor mpoOiema, rpaheme,
yTaumbaBame 1 BAIUIAIN]Y (M MyOJIUKOBaE).

e undopmammje je moryhe mobutu ox peduiekcuja ca ciuke audpakmnuja. [Ipsa
nHpopmanuja ce 00Wja O TEOMETPH]CKOT pacropena pediekchja Koja HaM Jaje CBe
uH(popMalldje 0 KPUCTAIHO] PELIETKH M CHUMETPHjU KpucTaja, OJHOCHO HHpopmaiuje o
jenuHuuHOj WM eneMentapHoj hemuju (ewen. unit cell). Ipyra undopmanumja ce mobuja oxn
WHTEH3UTeTa pedrekcuje, WTo naje Aeo uHpopMmaluje o caapxkajy pemerke. Mehyrum,
npyra uHpopmainuja, MOCTOju caMo JIEIMMHYHO jep cy HeomnxonHe ¢a3e ga Ou ce oHA y
MOTIYHOCTHU pemnia. TOKOM MHAeKCOBama, Tpeba 1a ce npoHal)y cBe Tauke, Koje ce 3aTHUM
uMeHyje (MHIeKcyje) ca 1eiauMm OpojeBuMa (koju ce obenexasajy h, k u I) u tpeba nma ce
reoMeTpHja KpucTajla TPEeIH3HO pelmIM TakKo Ja HWHTerpandja Moxe na Oynae TadHa.
Hurerpanuja oOyxBaTa [eTepMHUHAIIM]y HMHTEH3UTETa pediekchja Koja ce oriena y
yrBphuBamy Bpeanoct uHreHsurera (1) m mosaauue (cl). TokoM ckajdupama WHTErpPUILY
BPEJIHOCTH JIPYTUX CIIMKa J100UjeHUX y TU(PPAKIUOHUM €KCIepUMEHTUMA U KOMOMHY]Y ce Yy
JeIaH ceT CTPYKTYPHUX (PaKTOpa U HOPMaIM3yjy IIpeMa CUMETPHU]H.

®a3uu npobJieM je BeIUKH Tpodsem y kpuctanorpaduju. Jlerexkrop X-3paka Moxe
7a JIETEKTyje caMO HMHTEH3UTETE alh He W eJeKTpo-MaraetHe Tanmace. Caka pedriexcuja
TU(QPaKIUOHOr IIA0JIOHA MM CTPYKTYpHHM (aKTOp OAroBapajy jeJHOM Tajacy KOju ce
cacToju oJf amIuuTyAe M ¢aze. AMIUIUTYAa ce JaKko padyyHa H3padyHaBajyhu KopeH
UHTeH3uTeTa, Mel)yTum ¢aza ce u3ryom TOKoM cakymbama nojaaraka. dasza caapxxu kpydHe
nH(popMalmje 3a JeTEPMHUHAIN]Y TUCTPUOYIIH]je eIEKTPOHCKE TyCTUHE y Kpuctany. [locroju

HCKOJIMKO HAYHMHA KaKO CC MOXC ,Z[OhI/I A0 I/IHI/II_[I/IjaJ'IHC (1)3.36.
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6. Texnuxe kopuwhene y ucmpasjicueary

1. Hupexktnu Mmeroxn. Kopuctu ce camo 3a mane MoOJeKyje, KOjU Ce€ CBOIM Ha
,rorahame® dasza cTpykTypHHX (hakTopa.

2. MonekymnapHa 3ameHna (ewen. molecular replacement, MR). Ykonuko je mo3Hara
CTPYKTypa XOMOJIOTHOT TpoTenHa ca ciuyHouthy cekBenue Oapem oko 40%, onma ce Ta
CTPYKTYpa MOXe KOPHCTUTH 3a ojpehrBame npuoimkHe dase CTpYKTypHOT GakTopa.

3. Uszomopdua 3amena (ewen. isomorphous replacement, SIR, MIR). Hneja ose
METOZIE je J]a ce KPHUCTaJ YpOHHU Yy PacTBOP TEUIKOT METajla U J1a c€ MOTOM IU(PAKIUOHU
m1aJIoOH OBAKBOI KpHCTaja MOpead ca AU(paKIMOHUM HIa0JIOHOM HATUBHOT KpHUCTAja.
Temku MeTanu KOju ce Haja3e y CTPYKTYpU MMajy BEJMKH JIOTPUHOC Y TUPPAKIUjH IITO
omoryhaBa /1a ce \uxoBa qudpakigja JIako JeTeKTyje U pa3iuka y JUPPaKIMOHOM Ia0IoHy
MOXE JIa c€ U3padyHa.

4. Anomanna nucnepsuja (enen. anomalous dispersion, SAD, MAD). Mertona je Bpiio
CIIMYHA TIPETXOJHO], CaMO IITO CE€ y OBOM CIyd4ajy MpaTH aHOMalldja JUCIEep3Hje HacTaie
ycJIell TpaH3uIje 3paka u3Mel)y pa3iuuuTux eHepreTcCKuX HUBOa aToMa TEIIKOT METaa.

5. KomOunanwmja meroma. Hajuemrhe ce komOuHyjy nzomopHa 3aMeHa ca aHOMAJTHOM
JUCTICP3H]jOM.

I'paheme je pe3yarar TayHOr JACTEPMUHHUCAEKA CTPYKTYpHUX (akTopa y Maru
EJIEKTPOHCKE T'YCTHHE. ATOMCKH MOJIENI CTPYKTYpe Mopa Ja C€ yrpaad y MOMEHYTY Mairy.
Tauno rpaheme CTpyKType ce KacHHMje KOPUCTH TOKOM yTaumaBama Ja OM ce IolpaBuia
¢daza koja je paHHje ycTaHOBJbeHAa. HakoH WHHUIIMjAIHOT periaBama mpodiema dasze u
rpahema, MoJiesl IPOTEHHA je U Jajbe JaJeKo OJI CaBpIIEHOT, U3 TOT pasjiora ce KOpPHUCTE
METOZIe yTaumaBama Jla Ou ce mocremmie (aze U UHTEpHpeTanrja Mame eJIeKTPOHCKE
T'YCTHHE. YTaumaBambe Ce MOCTIKE KpO3 CTaTUCTHYKA INpriiarohaBama KOOpAWHATA aToMa
Tako Ja ce ykore jom Oosbe y maudpakiuone noxarke. aktop R ce kKopuctu kao mepa
yKIIanama.

Monen ocraje mozaen 4yak u npu Brcokoj pesonyuuju (Ci. 39) u nobpom ykinanamy
eNIeKTPOHCKe TycTHHEe. [locToje MHOTH pasjio3W 3a IMOCTOjarke IMOTCHIHWjATHUX Tpelaka
TOKOM TIpolleca pellaBama CTPYKType. MeToie Bajmuaanuje NeTeKTYjy HECTaTHOCT Yy
KOHAauYHOM MOJIeNIy 3aCHOBaHy Ha HMHQOpMalujama Koje HUCY KopuilheHe TOKOM mpolieca
yTauymbaBama. Tako Jia ce OBaK KOpaK MOXE CMaTpaTH U JIOJaTHUM KOPaKOM y yTadkhaBamby

(nuTepuer crpana: “X-Ray Crystallography - Crystal Production™).
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6. Texnuxe xopuwihene y ucmpasicusarby

Crnmka 39. Paznuka nsrnena nerasba y CTPYKTYPH IIPU Pa3iIMIUTHM PE30IyLHjaMa.
http://www.bmsc.washington.edu/people/verlinde/experiment.html

I[IyoaukoBame. CTpyKType NPOTEMHA CE€ YIVIABHOM CKJIAAMILTE Yy MPOTEUHCKY 0azy
nonataka (PDB) no 3axTeBy HayuHux ydaconuca. MHpopmanuje ce ckiaauiire y JBa jaena,
KOOp/IMHATe aToMa U Many eleKTpoHcke ryctuHe. [locroju Buie 6a3a nogaraka u mporpama

3a BU3yeIn3allijy MOJICKyJIa.
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7. HWBEBU NCTPAKUBAIbA

Cyneppamunmja AKR ce cacToju 07 HEKOJIMKO €H3MMa, KOjU Cy YKJbYYCHH Y
Karanu3dy peAaoKc TpaHchopMmaiuja y OHOCHHTE3HW, WHTEPMEIUjapHOM METadolu3My U
NETOKCU(DHKAIM]JU  BEJIMKOT Opoja  pa3MuuTUX Ccyncrpata. 300r CBOje  IIMPOKE
cneupuanoctu, AKR wmajy OutHy yiory y aAeTOKCH(HKAIUMjU BEIMKOT Opoja
(bapmareyTrka, JIekoBa U KCEHOOMOTHKA. Vako ce A0CcTa 3Ha O CyNCTPaTHO] CIeUU(PUIHOCTH
u tkuBHO] muctpuOymuju AKRIC eH3uma, muxoBa (PU3MOJIONIKA YyIOTa jOII YBEK Y
MOTIYHOCTH HUje pasjaiimeHa. EH3uMu oBe ¢ammuimje jaeie BHCOK CTENEH CIUYHOCTUH U
KAaTAIMTUYKUX KAapaKTEPUCTHKA, Jakjie OWTHO je ca3HaTh JIO0 KOje Mepe U ca KOjuUM
CYIICTpaTHMa OBM €H3MMH MOTY Jia 3aMEHe jefaH Apyror. Pa3Boj cnennuyHux HHXHOUTOpA
U CyICcTpaTa MOry OMTH OWTHHM 3a MCHHUTHBame yiore mnojeauHaynux m3odopmu AKRI1C
dbamunuje, MmehiyTum U Kao J00pH KaHIUIATH 3a moTeHiujanne oyayhe nexose (Barski et al.,
2009). 3a neke wianoBe AKR1C ¢amuimje je ycTaHOBIBEHO Jla YaK MHAKTHBUPAjy oapehene
JIEKOBE KOjH Cy YKJbYUCHH y aHTHKAHLEPOTEHE Tepariuje, a Kao TaKBH MPEJCTaBIbajy METY
3a MHXUOWIM]y TPWIMKOM MpHUMEHe Te Tepamuje, Melyrum 300r mocrojama pazIudauTHX
uzodpopmu AKRIC, muxubutopu Mopajy ma Oyay Bucoko cneuubuunu (Novotna et al.,
2008).

AKRIC Hema y mornyHoctu nedunucany yiory y hemmjckoj Ouonoruju. Nako je
noTBpheH HUXOB 3HA4Yaj Yy pa3Bojy oApeheHHX NaToJOUIKMX CTama, JOII YBEK Hema
PETUCTPOBAHOT JieKa KOjU TUPEKTHO YTHYe Ha NMPOTEHH, TaKO J1a Ce TEeK caja OTKPHBAjy HOBU

CYIICTpAaTH U I/IHXI/I6I/ITOpI/I " BbUXO0Ba yJiora Ha HOCTOjehy AKTUBHOCT CH3HMMa.

300r cBera HaBEIEHOT IOCTOJU JIYTOpOYaH MHTEPEC 3a HUCTPAKHUBABEM aJI0-KETO
penykTa3a W 300T TOTa M30JIOBAaH M aKTHBAaH MPOTEHH j€ HEONXOAaH 3a ONTHMHU3ALHN]y
€H3UMCKOT eceja Yy OKBHPY Kor he ce UCTpaXUTH M UACHTHU(PUKOBATU HOBHU JIUTAHIIU KOJU CE
Mory Be3atu 3a oapehene enszume uz AKRIC noadamunuje. Jlobujenu pesynratu he ce
KOPHUCTHTH 3a TECTHUPamke MoOJeia W yCHApaBame, 3aTUM 3a TpenBul)ame CTPYKTYpHO-
(YHKITMOHATTHE TIOBE3aHOCTH, MCTPAXKHMBame CIIEPUUHOCTH, KAa0 W YTHIdja WCITUTUBAHUX

JuraHajJia Ha CH3UMCKY aKTHBHOCT.

[{usp OBOr UCTpaXKUBama j€ ONTHMH3AIMja CH3UMCKOT €ceja U HCIUTHBAE
MOTEHIINjaTHUX JINTaHaJa U BUXOBOT e(eKTa Ha eH3UMCKY aKTHBHOCT oJipeh)eHmMX XymMaHHX
AKRIC en3uma. [la 6u ce peanm3oBao ONINTH IWJb, HEOMXOJHA j€ ONTHUMH3AIHja IIEJIOT
nporieca o Tpancopmaije 6akTepuja ca oapeheHuM TIasMUIOM 10 100Mjamka yCIeIHO

npeyrirheHor ¥ aKTUBHOI €H3MMa Ha Kpajy Ipolieca ca KOjUM ce Jajbe UCTpaxyjy edexru
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7. LHumwesu ucmpascusarsa

pa3NIMUYNTHX JIMTaHa/la Ha aKTUBHOCT eH3uMa. [lopea HaBeACHOT, IMJb HCTPaXHBamWba je |
HCIHUTHBAkC Be3e n3Mel)y CcTpykType ¥ (DYHKIMje TECTHUPAHHUX jeIuiberba (JIMraHaaa) mpema

€H3UMY, U TO KpO3 EKCIIEPUMEHTE MIPOTEUHCKE KprcTanorpaduje.
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8. MATEPUJAJI U METOJE

8.1. bakTepujcku cojeBU U MIA3MUAN

CojeBu OakTepuja koju cy Kopuiitheru y oBoj Te3u ¢y DHS5a, BL21(DES3).
HctpaxuBama y OKBHpPY OBE [OKTOPCKE Hcepraiuje cy oOyxBaTuia paja ca
HEKOJIMKO Pa3IMYUTHX IJIa3MUIa Ca Pa3IMYUTHM HHCEPTOM (CEKBEHIIOM IPOTEHHA OJl

MHeTpeca) Koju cy npukazanu y Tabenn 3.

Tab6ena 3. Hperne}l KOpI/IIHhCHI/IX jiasMuya 1 lbMXOBC OCHOBHC KapAKTCPUCTUKE

Inasmua  IIporeun OOenexuBauy Pe3ncrentHoct  Beanmumna Ilopexio BekTopa

37+23 = Jerzy Adamski (Gabriele
1. pGEX-2T  AKRIC3  GST AMIHIHITAR 63 kDa Moller) Minchen, Germany
35+4.0 = Chi-Ching Hwang,
2. pET28a(+) 17BHSDI N-Hisx 6 Kanamuiun o Kaohsiung Medical
39,2 kDa S .
University, Thaiwan
. Chris Bunce (University of
3. PpET28b(+) AKR1Cl1 N-Hisx6 Kanamunmx ~37 kDa Birginham), UK
. Chris Bunce (University of
4. pET28b(+) AKR1C2 N-Hisx6 Kanamumux ~37 kDa Birginham), UK
i Cris Bunce (University of
5. pET28b(+) AKR1IC3 N-Hisx6 Kanamunux 37 kDa Birginham), UK
6. pET28b(+) AKRIC4 N-Hisx 6 Kasamuias e o e (Unkemsiy of

Birginham), UK

8.2. UcnuTnBaHa jeAnmbemha U ON/bHU eKCTPAKTH

Y okBUpY €H3UMCKHX €ceja je TecTupan oapeheHu Opoj jeaumema 01 Kojux Behu 1eo
MIPEJCTaBJbajy CHHTETHCAHA jJEUICHa Ca CTEPOUTHHM jE3TrPOM, 3aTHM, TECTUPAHO j€ U
HEKOJIMKO KOMEpLHjaIHUX XeMuKaiauja (jenumema). Ilopen jenumema TecTUpaHU Cy U

OMJbHU CKCTPAKTH.

8.2.1. Jeoumerna

CuHTeTHYKA jeINhEeha YMHE jeANbEha Koja Cy CHHTETHCaHa y okBupy Jlabopatopuje
3a OpraHcky xemujy Ha JlemapTmaHy 3a XeMHu]y, OMOXEMH]y U 3aIUTUTY >KUBOTHE CPEIUHE.
CBa cHUHTETHYKA jeIUbCHha UMAjy CTEPOMIHY OCHOBY Ca pa3jiMYUTHM MojAM(UKalujama Ha
pa3nuuuTuM npcteHoBuMa. Y Tabenu 4 cy mpukasaHe CTPYKTYpE CHHTETHCAHHX jeIUI-CHa
Koja cy TecTupaHa. Jeaumema Koja Cy KopullheHa Kao IIO3HaTe KOHTPOJE CY

(beHaHTPEHEKUHOH, Kao cyrncTpar u noynpoden kao uaxudurop (Ci. 40).
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8. Mamepujan u memooe

Cruxka 40.

A — cTpyKTypa HO3HATOT CYIICTpaTa 3a
AKR, ¢eHaHTpEHEKBHHOH

(enan. 9,10-phenanthrenequinone, PQ);

OH B — cTpyKTypa Mo3HATOr MHXMOMTOPA 32
CHs AKR, uGynpoden (enan. ibuprofen,
S IBU).
H;C

[Topen cuHTEeTHCAHUX jenUbCHa KopHulltheHa u oapehena koMeplijaiHa jeIubemha, 10 KOJUX
ce jouuto AoaatHuM in Silico uctpaxkuBamuma yrnorpedbom mporpama idTarget (Savic et al.,
2013). Tecrupana jemumema cy 2-autpobensangexua (2-NBA), p-HEUTpOOCH3AIACXHT

(pPNBA) u 1-aurpoconadroin (2) (NSN). Jenumema cy npukasana y Tadenu 5.

Tabena 5. TecTupana KoMepLyjanHa jequmerba 2-aurpodensanaexun (2-NBA), p-uurpobensangexun (PNBA)
u 1-aurpocoradToin (2) (NSN).
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Hacmaeax Tabene 4 na napeonoj cmpanu
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Hacmasax Tabene 4.
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*(Penov-Gasi et al., 2007); **(Djurendi¢ et al., 2012); +(Djurendi¢ et al., 2009); £(Ajdukovié et al., 2013); ¥(Ajdukovi¢ et al.,
2015); &(Savi¢ et al., 2013); ?(Penov-Gasi et al., 2013); #(Jovanovi¢-Santa et al., 2015); ¥(Savi¢ et al., 2018); é(Nikoli¢ et al.,
2015); X¥(Jovanovi¢-Santa et al., 2003); §(Penov-Gasi et al., 2001); A(Sakag et al., 2005); p(Jevrié et al., 2017) , ? -
HOBOCHHTETHCAHA jeIUIbCIHA.
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8.2.2. Bubhu excmpaxkmu

Kopumnihene Omsbke 3a OBO UCTpaKHMBambe€ Cy cakylbeHe y majy 2017. romuHe Ha
Komnaonwuky y mecty bpsehe u y HoBom Can. Bayuep ox cBake OuJbHE BPCTE j€ CKIIATUIITEH
y Xepbapy BYHC na [lemaptmany 3a OuOJIOTHjy M €KOJIOTH]jY, [IpupomHO-MaTeMaTHIKOT
¢dakynrera, Yuusepsurera y Hosom Cany. Tectupane cy cienehe Ousbke U lbUXOBU JICJIOBU:

e Bupaxk (Alhemilla vulgaris, L.) — nena 6mmska (Konaonuk, 43.266400, 20.859271),
e Uwmena (Viscum album, L.) — nucrosu, (Hosu Can, 45.245520, 19.854779)
e Boposuuua (Vaccinium myrtillus, L.) — nucrosu, (Konaonuk, 43.284967, 20.887171).

IIpunpema OM/bLHMX eKcTpakaTa. EKCTpakTH HaBelIeHUX OMIbaka Cy MpPHUIIPEMaHU
Kao 4YajeBU M TO KAaKO je Y HaApOJHO] MEIUIMHH TIPEnopydeHo, MpeBacxoaHo Bojuehu ce
perientuma 4ajeBa ,Jocud Ilanumh® 3a mary Owipky. Y ciydajeBH Ja Cy IOCTOjau
Pa3NIMYNTH PEeLenTH HCIpobane cy paznuunte onnuje. Kako je 3a cBaky OMIBKY y pelentypu
Mmepa kamuka (1 - 2 g) gaja Ha 250 ml Boge, o1ydeHo je 1a eKCriepuMeHT Oyie IpuIpemMaH
ca 1 g Ha 25 ml Bome, mTo je 10X KOHIICHTPOBAaHHUje O peEIENTa, a MOpPed OBE Mepe
TECTUPAHU Cy U 4X pa30iaKeHU EKCTPAKTH.

3a mpurpeMy 4aja (€KCTpakTa) o BUpKa KOpHUIINeH je ocylleH! OUJbHE MaTepHjall Ol
nene OMJbKe KOju je mpeiauBeH ca 25 ml mpokspydasie Boje, OCTaB/beH Ja Ce MPOXJIaad U
3aTuUM je mporiehen.

3a npunpemy 4aja (€KcTpakTa) oJ] UMelle Cy KOpUlIheHn OCYIIeHH JIUCTOB umene. Yaj
j€ TpaBJbEH HA JIBa pa3jIMYMTa HauWHA. Y MPBOM CIIy4a]y JHUCTOBU CE€ MPEINBAjJy XJATHOM
BOJIOM U Tako OCTaBe MPEKO HOhM, JOK je JPYr'M HAuuH Ja ce JUCTOBH Npenujy Bpyhom
BoZioM U ocTtaBe 20 munyTa. Yaj u3 obe omuuje je mocie npouehene.

Yaja ox OopoBHHIE je MPHUIIPEMaH OJf OCYIIEHUX JMCTOBAa OOPOBHHIIE, KOJH CY
MIPETMBEHU XJIAJIHOM BOJIOM M OCTaBJEHU MPEKO HOhM. YjyTpo je 4aj CTaBJbEH Jia MPOKJbYYa,
HAKOH Yera je OCTaBJbEH JIa C€ OXJIaZH U 3aTUM IpoleheH.

[Topen excTpakaTta HacTaauX MPUIPEMOM OHMJbKE y BUAY Yaja TECTUPAHU CY U BOJCHU

eKCTPaKTH, HAIIPaBJCHHU OJ1 CTapHE KoJjiera ca JlemapTMaHa 3a XeMujy.

8.3. Ipunpema KOMNeTEeHTHUX GaKTepHja

[Mpunpema cBux kommnereHTHUX Oaktepuja Escherichia coli je pahena ymorpeGom
CaCl,. CBu xopunthern mMenujymu 3a rajembe OakTepuja Cy CTePHIMCAHH ayTOKIABHPAHEM.

[IpaBibena cy aBa pa3znuunTa coja komrnereHTHUX Oaktepuje DHSa u BL21.
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3a mpumnpemMy KOMIIETeHTHUX henuja, pBo ¢y OakTepHje 3acejane Ha cBexxy LB arap
noasory (1% tpunton, 1% NaCl, 0,5% exkcrpakT kBacua, 1,5% arap) u ocTaBjbeHE MPEKO
Hohu y unkyo6aropy Ha 37°C. Cnenehu naH je jemHa KOJOHH]a ca arap MOJUIOre 3acejaHa y 5
ml LB memujyma (Luria-Bertani, 1% Ttpunron, 0,5% NaCl, 0,5% ekcrpakt kBacia) u
ocTaBJbeHa Mpeko Hohu y nHKybaropy ca tpecuiunoM Ha 37°C. Cnenehu nan je 500 pulL oe
kyaType mpebadeHo y 50 mL cexer LB memujyma. bakrepuje cy rajene Ha 37°C y
MHKY0aTOpy Ca TPECHJIMIIOM JI0 TIOCTH3ama ONTHYKe ryctuHe (ewen. optical density, OD)
0,25-0,3, koja je mpahena Ha crekrpodoromerpy Ha 595 nm. Ilocie mocTu3ama ONTHYKE
TyCTHHE, OaKTepHje Cy ucrajgoxkeHne neHtpudyrupamem (5 min Ha 13 400 g, moxesbeHO y
Tybe ox no 2 mL). Hakon onnuBama cynepHaTanTa, Tajor 6akrepuja je pactBopeH y 1,5 mL
0,1 M CaCl; mo Ty6m m ocraBibeH Ha jeay 30 min. 3aTuM cy OakTepuje HCTaI0XKEHE
nentpudyrupamem 5 min Ha 6000 g u pactBopene y 300 puL mydepa (0,1 M CaClz, 15%

riuuepod). OBako npurnpemsbeHe 0akTepHje cy alukBoTUpaHe u yyBaHe Ha -80°C.

8.4. Tpanchopmanuja 6akrepuja

Ce Tpancopmamnmje OakTepHja ca pazIMUUTUM IDIa3MUIUMa cy paleHe uctum
MPOTOKOJIOM (TeMIlepaTypHH WIOK, ewen. heat-shock) ocum pasnmke y jemHoM Kopaky y
3aBUCHOCTH Cca KOjUM OaKTepHjcKUM cojeM ce paau. Pasnuka he OuTu HaBeiaeHa Ha
XPOHOJIOIIKH a/IEKBATHOM MECTY y HacTaBKy TekcTa. Onabup 0akTepujcKOr coja je 3aBUCHO
on motpeba camor ekcnepumenta. bakrepuje DHS5o cy kopumihene 3a yMHOXaBame
mwiasmuaa, a BL21 cy kopumhene 3a excrpecujy nporeuHa. Kopumrhenu BekTopu nmaju
pa3nuunTe aHTHOMOTCKE pe3ucTeHTHOCTH (oTropHocTH) (Tabena 3).

Komnerente 6axtepuje (100 pl) cy uzBahene ca -80°C u ctaBibeHe Ha Jeq Jia ce
ororie. Y mehyBpeMeHy y cTepuiIHy U Ha Jieqy oxiyaheHy TyOuiry ce ctaBu 1 L mmasmmuane
JHK u 3atum 50-100 pL. oTomsbeHUX KOMIETEHTHUX OakTepuje, TyOuiia ce 0garo mporpece
U OCTaBM Ha jeny 15-45 min. 3aTuMm ciieau TeMmnepaTypHH LIOK, TyOHIla Ce CTaBU y BOJIEHO
kynatuio 3arpejano Ha 42°C, u 1o 30 s 3a BL21 u 45 s 3a DH5a. [ToToMm ce TyOuiia Bpatu Ha
nen Ha 2 min. 3aTUM ce y TyOwWIly jgoaa mperxoaHo 3arpejanu LB memujym (500-900 ul),
0Jlaro ce HEKOJIMKO TyTa WHBEpPTyje W cTaBu Ha uHKyOanmjy Ha 37°C oko lh. Tlocne
uHKYyOa1uje ce TpaHchopmucane Obakrepuje 3acejy Ha uBpcte (LB arap) moiore koje y cebu
caapke oaromapajyhe KoHIeHTpanuje aHTuOMoTHKa (kaHamunuH: 50 Pg/mL, aMnunummH:
100 pg/mL) u ocraBe mpeko Hohm Ha 37°C y uHkyOatop. Komonuje koje ce cmeneher mana
BHJIC Ha IUIOYM TpEJCcCaTBIba]y TpaHchopmucane Oakrepuje Koje y ceOM Hoce TeH Ha

OTIOPHOCT Ha aHTUOMOTHK KOJU C€ HAJIa3H y MEAUjyMy.
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8.5. M3oaanmja naazmuane JJHK — Mmununpen

Munumpen je paheH MOTUGUKOBAHOM METOJOM JIKaTHE XUAPOJIU3E W TO Ha JiBa
HauynHa, jenaH je ynorpeoom QIAGEN komona, a apyru 6e3 ymorpebe konoHa (rmomohy
cunuka rena). [IpeuninhaBamwe ca QIAGEN kosonama je paljeHo 1m0 3BaHUYHOM MPOTOKOITY
KOjH Ta KOMIaHHja mpenopydyje. Y HacTaBKy he neTajbHHje OUTH 00ajIImheH MPOTOKOJ 3a
MPOTOKOJI O€3 yrmoTpede KoJIoHE.

Jenna xononuja TpaHchopMUCaHUX OaKTepHja ca YBpCTE MojyIore je mpedaueHa y 50
mL LB menujymMa M y 3aBUCHOCTH KOjU IUIa3MHUJ j€ y MUTAlkY Y MEIUjyMy c€ Halla3d U
onpeheHr aHTUOMOTHUK (aMOUIWIM, KaHAMHIIMH, XJopam$eHukoa). Memujym ca
TpaHchopMucaHUM OakTepujama je ocTtaBibeH mnpeko Hohu (16-18 h) y wuukybartop ca
tpecwuioMm Ha 37°C, 160 rpm. Crneneher jyrpa je campikaj W3 epiieHMajepa MCTaOKEH
nenrpudyrupamem (9300 g, 5 min) 2-5 mL no Tyou. Ilocie ombaueHOr cyrnepHaTaHTa
OakTepujcku Tayor je pecycrnenaosan y P1 mydepy (50 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8,0; 100
ng/mL RNAza A). Crenehu kopak je nusa henuja, nogaro je 250 pul P2 nydepa (200 mM
NaOH, 1% SDS) u u3Meniano HHBEpTOBamEM TyOHIIe 6 TyTa. 3aTUM CIIeIU HEYTpaTU3allnja,
nogaro je 350 puL N3 nydepa (4,2 M Gu-HCI, 0,9 M K-acetat pH 4,8), usmemano
WHBEPTOBalkEM TyOHWIle, Kao pe3yartar ¢dopmupa ce O6eo mpeuunutar. Caapxkaj Tyda je
ueHtpudyrupad 10 min, 9300 g na 4°C. CynepHaTaH KOju c€ O/BOjHU IOCIe LEeHTpudyre je
MUIIETOM TIPEHET y HOBY CTEPWIHY TyOy, Tako Ja ce TaJor He IMOpeMeTH. Y NpeHEeTH
cynepHaTaHT je goaaro 30 uL cumka rena (100 mg/mL) u Merrano je nHBepTOBameM 5 min.
Haxon Memama, nentpugyrupaso je 1 min, 9300 g 1 HakoOH Tora je OVIMBEH CylepHaTaHT, a
y TaJory ocTaje cuiamka rein ca BezaHoM miasmuaHoM JIHK. Crnenehu kopak je ucnupame, Ha
tayor ce goaa 500 uL PE nydepa (10 mM Tris HCI pH 7,5; 80% EtOH). Tyowura je 3aTum
WHBEPTOBAaHA HEKOJMKO IyTa W oreT HeHTtpudyrupana 1 min, 9300 g. 3atum je OHOBIHEH
MPETXOJHU KOpPaK, OJUIMBEH je cynepHaTaHT U nmoHoBo aoxaro 500 puL PE mydepa u 3atum
neHTpugyrupano. TyOuma je ocraBjbeHa Ja ce OCYIIM HAaKOH OJJMBama CyIepHaTaHTa.
[Tocne cymema, y Tyouiry Ha taior je gogato 50 uL EB mydepa (10 mM Tris-HCI, pH 7,5) u
CTaBJbeHO y BOJIeHO KymaTuiio (65°C) Ha 5 min. [Torom je craBibeHo Ha neHTpudyTy (1 min,
9300 Q), mocne dyera je cymepHaTaHT, KOjU TpeacTasba npeunmtheny miazmuany JIHK

MUIETOM IpedadeH y CTepHIHy TyOuIly U ckiaaumTer Ha -20°C.
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8.6. IIpoBepa MuHMIIpPena U PpeCTPUKIIMOHE TUTeCTHje MJIa3MHuIa

Arapo3HOM enekTpodope3oM je MPOBEPeH KBAJIMTET W KBAHTUTET MUHHIIPENA H
YCIICIIHOCT PECTPUKLMOHE TUTECTHje IulasMuaa. Y oba ciydaja je mpaBibeH 1% arapo3nu
reil. 3a aHAIM3y MUHHUIIPENa Ha Tell ¢y HaHeTH y3opiu miazmuaa (Tabena 3) ca pazaumautum
reauMa oj uarepeca npemumheru U ca QIAGEN konoHOM 1 MeTo10M 0€3 KOJIOHE.

PecTpUKIIMOHOM JUTECTHjOM je MPOBEPEHO IOCTOjabe PECTPUKIMOHUX MecTa Ha
OCHOBY HAaBEJICHE CEKBEHIIC 3a JIaTH IJIa3MHU]] U MPUCYCTBO U BEIMYWHA WHCEPTa (T€HA O]
uHTepeca). PecTpukiinona nurectuja ca CBUM JeTajbuMa je IMyOJIMKOBaHA y OKBHPY MacTep

pana Maptusne ['mymraeBuh (Gluscevic, 2014).

8.7. Unaykuuja ekcrnpecuje peKOMOMHAHTHHUX MPOTeNMHA

HcrpaxkuBama y OKBHPY OBE JOKTOPCKE AWcCepTaluje cy oOyxBaTwia paj ca
HEKOJIMKO Pa3IMYUTHX pekomMOmHaHTHUX mpotenHa: 17BHSDI1, AKRICI1, AKRI1C2,
AKR1C3 (17BHSDS5) u AKR1C4 (Tabena 3). Y cBakoM cily4ajy MHAYKIHja EKCIIPECH]je
nporeuHa je pahena ymorpebom IPTG-a (uzonponun B-D-l-tmoranmakronupaHosun, eHer.
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). Ontumusanuje paga ca 17p-HSD1 u AKR1C3 koju
je obenexen ca GST cy omucane y okBupy mMacTep panoBa pal)eHHX y HaIIoj JabopaTopuju
(Gluscevié, 2014; Kitanovié, 2015).

OntuMu3oBaH mnpoTokoa 3a HHAYKHMjy ekcnpecuje AKRIC3 ca N-
tepmuHaanuM HiSs oGene:xxkuBauem. [IpBu 1maH ce 3amounme ca NpeKOHOhHOM
0aKTepujCKOM KyITypoM, koja ce cactoju ox 10 mL LB memmnjyma, 10 pl xanamwummHa
(bunanna xonuentpanuja kanamuimHa 50 pg/ml) u on tpanchopmucane BL21(DE3)
Oakrepuje u3 rmueposickor mroka ca -80°C. Kynrypa ce mocraBba y HMHKyOarop ca
tpecunuiom Ha 37°C, 180 rpm. [dpyru nan, mocie 18 carm onx 3amodere mnpekoHohHe
KyJnType, KyaTypa ce paz0onaxutu. Pa3dnaxeno je tako mro ce 350 pl mpexkonohne kynrype
(uHokynyma) craBu y 100 ml (x2, ykynHo 200 ml) Mmeaujyma ca aHTUOMOTHKOM, 3aTUM Ce
pa3bnaxkeHa KyATypa CTaBU y MHKYOaTOp ca TPECWJIMIIOM Y HCTE YCIOBE O] IMPETXOTHOT
naHa. PasmHOkaBame (pacT) OakTepHja ce mpaTtd MpOMEHOM ONTHYKe rycThHe (enen. optical
density, OD) kynType, Koja ce mpaT Ha TajgacHoj ayxuau ox 595 nm. Kanma Bpeanoct OD
nocturne 0,6, KyAType ce craBe Ha Jiefl, Jja OM ce CIyCTHJia TeMIepaTypa y MHKyOaTtopy
(mpoctopuju) Ha oko 20°C, y mebhyBpemeny y kynrype ce aoxaje IPTG y ¢unamHoj
koHnentpanuju 0,5 mM u 3aTuM ce KynaTypa Bpath Ha Tpecwmiy. KynType ce ocraBibajy

HapeaHux 18 catu Ha Tpecununu. Tpehu nan mocie 18 caTu HHAYKIM]jE EKCIIPECH]e, KYIType
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ce nentpudyrupajy 10 min, 5000 g, 4°C, cynepuarant ce oxbairyje, a Tajgor (bakTepuje ca

IIPOTEMHOM Ol MHTEpeca) ce pecycrenayje y nydepy (25 mM Na-docdar, 150 mM NacCl,

pH 8) tako na ce tanor ox 200 ml kyarype pactopu y 20 ml mydepa) u 3amp3aBa Ha -80°C.
3a AKRICI, -2, u -4 npoTokox 3a MHAYKIH]Y ekcripecuje je uctu kao u 3a AKRIC3,

MehyTHM ca pa3InuuTUM IPUHOCOM (BUIETH MOTIaBsbe PedynraTn).

8.8. IlpeunmhaBame nporenHa

[TpeunmthaBame mpoTerHa MpENCTaB/ba MPOIEIYPY OJ HEKOJIHMKO KOpaka Koju he y

Ja7beM TEKCTY XPOHOJIOIIKUM PEIOCIEAOM OUTH HABEJICHU U 00jalllibeHU.

8.8.1. JIuzuparmwe u conuxkayuja

baktepuje koje cy mocine HMHAYKLMjEe W €KCIpecHuje  LeHTpudyrupaHe,
pecycrnieHioBaHe y mydepy U 3aTHUM 3aMp3HYTe, U3Bal)eHe Cy U3 3aMp3HMBava U CTaBJbCHE HA
nen na ce otanajy. Kana je moueno otamame 10aT je TU303UM Y KOHaYHO] KOHIEHTpanuju 1
mg/mL. Ox Tor MOMeHTa je Ty0a y K0joj cy OakTepuje U JU303UM, IOBPEMEHO HHBEPTOBaHA
u Bpahana Ha yieq y Tpajamy 10 1 h. Caapxkaj Ty6e je mocrajao ryumhu, BUCKO3HU]H yCIen
ocnobahama JIHK u3 henuja. ITocie KOMIJIETHOT TOIJbEa, Pa3rpamba MpeocTanux hemmja u
JIHK Mosiekyna je HacTaB/b€Ha Ha COHUKATOpy. Y 3aBHCHOCTH O] CiIy4aja JI0 Cirydaja
COHHKaIIHja je MoHaBJbaHa Bulle nyta 1o 30 s y3 mayse o1 10 UCTO TOJIMKO y KOjuUMa je Tyba
BpahaHna Ha sen. YoudaBame pa3OuCTpaBama M CMameHha BHCKO3HOCTH 03HAYaBalo Kpaj

COHHKAIIH]E.
8.8.2. I'pyoo paszosajare

[Tocne nu3uparma U COHMKaIMje, caapxkaj Tyoe je ueHtrpudyrupa Ha 4°C, 45 min,
11100 g. Hakon nentpudyre, ouekyje ce Aa je MPOTEUH Y CYNEepHATaHTy, Tako Ja Cy
CaKyIJbHU CBU CYIIEPHATAHTHU Y jeIHY TyOy, a TaJlo3U cauyBaHM y Cily4ajy Ja NPOTEUH HU]E
pacTBOPJBUB | Ja je popMUpao arperaiyje ¥ WHKIy3MOHa Tela, koja he ce y ToMm ciydajy

HaJIa3UTH Y TAJIOTY.

8.8.3. Apunumemmna xpomamoczpaguja ca umodouIU3I0BAHUM MEMATIOM

[Tocne rpybor pa3maBama, CyliepHATaHT je HAaHET Ha KOJOHY (3ampeMuHa KoJjoHe je 1
ml) ca umobmunuzoBanum mertaiom - HukioMm (Ni) (GE Healthcare Life Sciences, HiTrap

IMAC HP, 17-0920-03). Kosona je kopumrhena npemMa 3BaHUYHOM IIPOTOKOJTY KOMITaHH]€.
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[MpuHIM paga OoBE KOJOHE ce orjena y adUHUTETY XHUCTHAWHCKOT OOeexuBaya
PEKOMOMHAHTHOT TIPOTEMHA TpeMa jOHMMa HHUKJIA, IITO pe3yiryje (GopMHpameM
KOOp/MHATHE KOBAJICHTHE Be3e. Jlakie, NpuiIMKOM Mpojiacka CylepHaTaHTa Kpo3 KOJIOHY 3a
cam ren koJjioHe he ce Be3aTu MPOTEHH KOju je 00eNIeKEeH ca XUCTHANHNMA. Be3aHu mpoTenHu
ce enyupajy momohy KOMIETUTHBHOT MOJIEKYJa - UMHJA30j1a KOJU MMa jaud aUHHTET 3a
HUKJI O] caMKX xuctuauHa. [Ipotenn ce cakympa y et exymuja ox mo 1 ml (jep ce konona
ucrmpa ca 5 ml 0,5 M umunazona).

[IpeunuthaBame pexomOunantHor mporenHa AKRIC3 ce 3amoumme ucnmpameMm
KosloHe ca 5 ml mectuiioBane Boje, 3aTUM ekBuiMOpucameM ca 5 ml mydepa (25 mM Na-
docoharaun nmydep, 150 mM NaCl, pH 8). Hakon mnpumpeme KOJIOHE, HAHOCH CE €O
CyNEepHATaHT y3 CakylJbamke NpoTouHe ¢pakuuje. Koiona ca Be3aHMM HPOTEHMHOM O]
uHeTepca ce ucrnmpa npeo ca 5 ml mydepa, a 3atum ca 5 ml 40 mM umunazona (HanpaBsbeH
y HaBezgeHoM nydepy). [Iporeunn ce ckunaa (enyupa) ca koore ca 5 ml 500 mM umumaszona,
ellyHpame ce cakymba y 5 Tyouna mo 1 ml u tyOune ce craripajy y jea. Konona ce mepe
npBo ca 5-10 ml mectunosane Boje, a 3atum ca 5 Ml 20% eraHona, KOju ce OCTaB/ba y
kosoHu. [locne mocnenmer Kopaka, KOJIOHA ce y YCIPaBHOM T10J10Kajy Bpaha y Gpprkuiep.

[Ipe nasper paga ca y3opiuma, MpBO Ce MPOBEpaBa y KOJUM ellyaTHMa CE€ Haja3u
MPOTEHH, Tako mMTo je y3er 1 pl ox cBakor enyarta u nmomemad ca o 100 ul bpandopmosor
peareHca y pa3IMuUTHM OyHapuMa MUKpOTHUTap Iuiode. bpoj GyHapa (obenexaBajy ce mpeMa
Opojy enyara) Koju mpomMeHu 00jy y TJI1aBO, yKazyje Ha Opoj TyOe elyaTa KOju ce y3uMajy 3a

nasbu pan. Hajuenthe ce croje mpBa Tpu enyaTta M Tako CIOj€HA J1ajbe KOPHCTE.

8.8.4. I'en-ghunmpayuona xpomamozpaghuja

Konona koja je xopumrheHa 3a reix-QuiTpanujy je pydHo npaBjbeHa. Ty0a 3a KOJOHY
je mapke Carl ROTH (1516.1). IIpema npoTokojy Ha cajTy KOMIIaHHje U3padyyHaATo je 1a 3a
3anpeMuHy y3opka oa 3 ml motpe6Ho je 6 ml mMaTpukca. 3a MaTpUKc je KOopuIIheH ren ca
BEJIMYMHOM Iopa y Koje Mory aa yhy monekymu ox 15000 no 20000 Da monekynaphe
texxune (BIO-RAD, Bio Gel P-10), 3a morpebe OBOr eKCIiepMMEHTa M3padyyHaTo je Jaa je
notpebno 0,8 g rema. ['en je ocTtaBibeH /iBa JlaHa Ja XUIAPATHINE y JECTUI0BaHO] Boau. [Ipe
HaHOIICHkA XMJPATUCAHOT rena y TyOy, NMPBO je MOCTaB/beH (MITEp Manup HaBJIaXKeH ca
JIECTUIIOBAHOM BOJIOM M 3aTHM j€ Yy 3aTBOpEHY TyOy HaHeT reil. Tako mpunpeMsbeHa KoJoHa
j€ ocTaBJheHa U3BECHO BPEME Jla CBE CIIETHE W 3aTUM je KoJIoHa ucripaHa ca 20% eTtaHojaoMm u

OCTaBJbEHA y €TAHOJY JIO yrmoTpeoe.

83



8. Mamepujan u memooe

[TpuHIMT paga OBe KOJIOHE CE OTJie/la Y YHHCHUIIM J1a Mambi MOJICKYJIH yia3e y mope
reja y MaTpukcy, a camMuM TUM Behu Monekynu npBu u3al)y w3 komnone. [lopem oBor
JOJJATHOT KOpaka mpeuninhaBama, y CiIydajy ekcrepuMmeHara oOyxBaheHHUX OBOM Te30M,
KOJIOHA je CIy)XWjaa M 3a 3aMeHy mydepa y KOM ce y30paKk Hama3no, u3 mydepa ca
HMMHJ1a30JI0M y TTydep KOju je aJieKBaTaH 3a Jajbe MmoTpeoe.

Kosiona ce npku 3aTBOpPEHOM JIOK c€ OWJIO KOja TEeYHOCT HAHOCH Y By M 3aTUM
OTBOpU CBE JIOK MEHHUCKYC HaHETe TEYHOCTH He Jolje 10 rema kajaa ce MOHOBO KOJIOHA
3arBapa. OBaj MOCTYIaK ce IMOHaBJba MOCIIE CBAKE TEYHOCTHU Koja ce poaaje. Komona ce npBo
OTBOpHU JIOK MEHHCKYC eTaHoina (y KOM ce KojJoHa 4yyBa) He jaohe mo rema. Komona ce
IpUIpeMa 3a yrnorpeOy HaHOIICHEM 3 3arpeMuHe KoyoHe (exer. column volume, CV; 3 x 3
ml = 9 ml) necrunoBane Boje. Hakon ucnuparma KojioHe 3a paj, Hanece ce 3 CV nmydepa (3a
emsumcku  ecej: 25 MM  Na-dpocdar, 150 mM NaCl, 10% rmumepon, pH 8; 3a
kpucranuzanujy nporensa: 10 mM K-docdar, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7). Y3opak
(criojeHu enyaTH) ce HaHOCH MHUIMETOM (Ha4WH HaHomiewa: 2 Ml myctutu na yhy y ren ma
onna gonatu nmpeocranu 1 ml). 3atum ce Hanece 3 CV mydepa u 3amovne ca cakyrnsbameM 8-
9 dpaknuja o 1 ml, koje ce oaMax craBmajy Ha yen. [locne ymorpebe KoIoHa ce ucmupa ca
3 CV nydepa, 3atum ca 3 CV gectunoBaHe Boje M Ha Kpajy ca 20% eTaHOJIOM y KOM ce
KOJIOHA U OCTaBH.

[Tocne kosoHE MPBO j€ MPOBEPEHO Koje PpaKIirje caapke MPOTEHH TaKo IITO je y3eT 1
Ml ox cake ¢pakmmje u momemrano ca mo 100 ul BpaadopmoBor peareHca y pa3inauTiM
OyHapuMa MUKpoOTUTap Iuiode. byHapu y kojuMa je 0oja mpenuia y IjiaBo IMpeJICTaBibajy
¢dpakuuje xoje canpke mporeuH. Te ¢pakuuje cy crnojeHe. Y crnojeHe dpaximuje je goaar
koakrop NADP' y ¢unannoj konuenrpamuju 1,2 mM, koju mnosehaBa CTaOHUIIHOCT
MPOTEHHA.

8.8.5. Teuna xpomamozpaghuja nucxkoz npumucka - FPLC

FPLC (enen. fast protein liquid chromatography) je Bua Teune xpomarorpaduje Koju
ce KOpPHUCTH 3a aHANU3y WU npeduihaBame npoTerHa. MoOuiHa (as3a je Te4HH pacTBOp
(mydep), unja ce 6p3uHA MPOTOKA KOHTPOJIUIIE ITyMIIOM U YTJIaBHOM j€ KOHCTAHTHA, JIOK Ce
caupkaj mnydepa KOHTPOJIHMIIE YBIAYCHEM pa3IMYUTHX TEYHOCTH Yy Pa3IUYUTUM
IIpoNopIMjaMa U3 JIBa M BUILE pe3epBoapa.

IpeunmhaBame FPLC-om 3a TecTupame aKkTHBHOCTH NMpoTenHa. J[eo mporenHa
ca xojuM je paheno Ha DakynTeTy 3a XeMH]y U XEMH]CKY TexXHOJorujy y JbyOsbanu je

npeunirhaBaHd U ca OBOM METOJOM. Y OBHM €KcliepuMeHTHMa je kopuitheH nporeun ca GST
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obenexxuBayeM, Tako Ja je cucreM kopuinmheH 3a enynujy y3opka ca GST komone (GE
Healthcare Life Sciences, GST-HiTrap 1 ml) ca mydepom 3a enxyuujy (50 mM Tris, 10 mM
penykoBanu riryratuoH, PH 8.0) u 3a nomatHO npeunnihaBame reia-QruITPaOHOM KOJIOHOM
Superdex 200 pg ca nydpepom 20 mM HEPES, 200 mM NaCl, pH 7.4, ynotpe6om FPLC
cuctema Akta (Amersham, cana GE Healthcare, CAJ]).

IpeunmhaBame FPLC-om 3a mpoTenHCcKy KpucTaau3amujy. Y30piu IpoTerHa ca
kojuma je paheno Ha Muctutyry y Ilpary cy npeunmthenn y CpbOuju, a 3aTUM JTOJATHO U
ynorpebom FPLC y nydepy (10 mM K-docdar pH 7,0; 1 mM EDTA, 1 mM DTT) Ha ren
dunrpammonoj HiLoad 16/600 Superdex 200 pg xomonu, ynorpebom FPLC cucrema Akta
Basic (GE Healthcare, CAJT).

8.9. KOHHeHTPOBaH)e U CRJIAINIITEHC POTEUHA

VY [mpeTxoaHOM KOpaky CrojeHe Cy camo (pakmmje Koje caapke MpoTewH, MehyTum
nocje refa-QUITpalMoHe KOJOHE Y30paK je pa30iiakeH Ia je HEONXOJHO KOHIICHTPOBAHC.
[Ipe camor KOHIIEHTpOBama KOHIIEHTpAIlMja MPOTEUHA je u3MepeHa Ha HaHoaporny (BioSpec-
nano, Shimadzu Biotech, A115748). [lomanu koju cy yHeTH y codTBep HaHOApOIA je
MolneKyTapHa Texuna - 39016,56 Da u excruknuonu koeduuujent - 37360 Mtem™,

[lomaum cy pgoOWjeHM  yHOIIEWHEeM  CcekBeHIle mporenHa Ha  ProtParamTool

(http://web.expasy.org/protparam/).

CnojeHe ¢pakije Koje cy u3Menane ca KogpakropoM cy npeHere y Amicon tyoe 3a
KOHIIEHTpOBamwe nporerHa (Amicon ultra, Merck). 3anpemuna je crymirana 0 pa3iHYuTHX
BPEIHOCTH Y 3aBHCHOCTHM Ca KOJOM KOHIIEHTpAlMjOM j€ 3amo4yeTro. Y KOJUKO je Tyba y
MOTIYHOCTH HOBA NpPBO c€ MeMOpaHa yHyTap H€ HCIHpa ca JIeCTMIOBAHOM BOJOM IMap
MUHYTa, OKpETamheM Ty0e U ca MHUIETOM, MOCJe Ce calpxkaj ACKaHTyje, 3aTUM ce MeMOpaHa
ucnupa ca mydepomM (UCTUM y KOM j€ Y30paK) M 3aTUM KpaTKO UCHEHTpUdyrupa U oACTpaHu
canpxkaj. Kana ce Hanece y3opak Ty0Oa ce cTtaBu Ha LeHTpudyrupame (ako je Tyda ox 4 ml
onna 7500 g ako je puxcau porop, a 4000 g ako Huje; ako je Tyda ox 15 ml, 5000 g ako je
¢ukcHU potop U Ha HepukcoHoM potopy Ha 4000 g unu 3500 g ako je y30pak BHUCKO3aH).
Lentpudyrupame ce nmpekuIa Ha 1o Tap MUHYTa U MMUTIETOM 0J1aro pecycreHayje mpeocTatn
caapkaj ynyrap meMmOpane. LlenTpudyrupa ce cBe 0K ce He nohe 70 KeJbeHe 3arpeMuHe
yHyTap MemOpane. Ha kpajy canpxkaj usmel)y memOpana ce mpenocu y crepuiny 1,5-2 ml
tyouiy. Tyouna ce 3atum nentpudyrupa Ha 14 000 g, 1 min, cynepHaTaHT ce MPEHOCH y
HOBY TyOy. Ty0a 3a KOHIICHTpOBame Ce 3aTUM YHCTH HCIUpameM ca 2-3 ml gectmiioBane

BOAC 5-10 MHHYTa, PCECYCICHAOBAKLEM W 3aTUM [JCKAHTOBAKLC canpxcaja, IIOTOM C€
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nentpudyrupa Ha 5000 g 1 106po ucmepe ca JECTUIOBAHOM BOJIOM, OIET IEHTpUdyrupa u

nekantyje. Ty6a ce octaBspa y 20% etanony. Cxiiaguiremne:

1. 3a kpucranuzanujy: y30pak je mociie¢ KOHIEHTPOBamba AIMKBOTHPAH Y 3alpEMHHE O] TI0
50 ul u 3amp3nHyT Ha -80°C. Jleo y3opaka je 0cTaBJhaH YKOJIHMKO CE€ HACTaBJbaJIO OJIMAaX Ca
MIOCTaBJbAkhEM MIPOTEHHA 32 KPUCTAIIN3ALIN]Y.

2. 3a eH3MMCKH ecej: Yy CMelly MPOTEMHCKOI pacTBopa M KodakTopa ce noja INIHULIEpPOT Y

¢unamHOj KoHUEeHTparuju oa 50%.
8.10. Momakpuaamun exexkrpodopesa ca HaTpujym goaenmicyiaparom (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je xopuirhena 3a KOHTpOIy MpUCYCTBa U YncTohe MpoTEenHa OJ1 MHTEpeca
y CBaKOM KoOpaky y npeuuinhaBamy mnporenHa. Kopumihen je 12,5% ren, kao u omnpema o
Bio-Rad, Miniprotean Il u Ill. HeunaykoBanu y3opak (NI) u cBu Koju Cy y3umaHu 10 Kpaja
unnyknuje (+1, +3, +18 utn.) cy y3umanu no 1 ml, ueHTpudyrupanu u Tanor cauyBaH U
3amp3HyT Ha -20°C. Octanu y3opi, nusat (L), cynepuarant (SN) u cBu enyaru (E1-E5) u
dpakimje (FO-Fx, x - 6poj mocnenmwe dpakuuje) cy y3umanu 1o 10 pl aupektHo U3 y3opka u
Kao TakBW 3amp3aBaHd, JoK je tanora (T) xoju je ocTao oja cymepHaTaHTa 3aMp3HYT Kao
takaB. [Ipe came emektpodopese, je yciaeamia npumnpemMa y3opaka. Y3opiuu Oatepuja mpe u
nociie uHayknuje koju cy tentpudyrupanu (NI, +1, +3, +18) cy pactBoperu y mo 100 pl
nectunoBade Boge U 10 pl je y3ero 3a rem, mpyra rpyma ysopaka (L, SN, E, F) je npe
enekTpodopese caMo kpaTtko neHtpudyrupana, a tanor (T) je pecycrieH1I0BaH y 3alpeMUHU
JIECTUIIOBAHE BOJIC KOjy je y3opak uma mpe 1eHtpodyre u omer je yzero 10 ul. Ceaku on
y3opaka je nmomerias ca o 10 pl mactep mukca, koju ce cactojao o 5x mydepa 3a y3opke, f3-
MEpKanToeTaHoJda M JECTHJIOBaHE BojAe. Tako NPUIPEMIBEHM Y30pLU Cy CTaBJbEHU Y
TepMoOsiok Ha 95°C, 5 MuHyTa, 3aTUM KpaTKO LEHTPU(DYrUpaHW W HAHOIIEHU Ha TeIl.
Enextpodopesa je mymrena Ha 150 V npBux 15 munyTta, a 3aTuM je BoJiTaxka moBehaHa Ha
180 V. Kana je ¢pponT 6oje momao 10 kpaja reia, enekrpodopesa je 3aycraBjbeHa, reJIOBU Cy
u3Bal)eHn 1 Ha car BpeMeHa ocraBibanu y Ooju (Coomasie Brilliant Blue R-250), a nakon
TOra Cy npedadeHu y pacTBOp 3a 00e300jaBame Y KOM CY OCTaBJbEHU MPEKO HONM M CyTpaiaH

CJIMKaH Yy KOMOPH 3a CIIMKalkeC IeJioBa.
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8.11. EH3MMCKH ecej i KHHeTHYKHU napaMeTapu

3a aHanM3y aKTHBHOCTH €H3MMa KOPHUINNEHU Cy CH3MMCKH €CEjH, KOJ KOjHX Ce
AKTUBHOCT MpaThjia YIIOTPeOOM ONTHYKUX METOJa: CIeKTpodoToMEeTprje U (HIyopUMETpHje.
EH3uMCKHM eceju Cy ONTHMHU30BaHM KOMOWMHOBAHWEM JIMTEPAType M KOHCYJITOBAmEM Ca
ayropuma myomukoBanux pagoa (Moller et al., 2009; Schuster et al., 2011; Velica et al.,
2009).

8.11.1. Cnexmpoghomomempujcku npucmyn

Ensumcka aktuBHoct AKR1C1-4 (o6enesxenom ca 6XHis Ha N-TepMuHaIHOM Kpajy)
npoTerHa je MepeHa criekrpodoromerpujcku (Multiscan GO, Thermo Scientific, CAJI) u To
npahemeM MpoMeHe BpenHocTH amncopOaniie Ha 340 nm ycien okcuaanuje KodakTopa
NADPH. Kao mno3naru cymncrpar je xopumthen 9,10-penantpenexunon (ewen. 9,10-
phenantrenequinone, PQ) (Veliga et al., 2009). Peakimona cmemia koja ce cacrojana ox 200
uM xodaxtopa NADPH u 40 pg/ml pexombunantror nporenna AKR1C1-4 je unkyOupana
ca unu 0e3 TecTHpaHuX jeaumema (6,25 uM dunanHa KoHIEHTpalyja, pactBopeHu y 100%
DMSO, a y peaknnonoj cmer 110 4%) wim ca AKR1C3 uaxubutopom udynpoderom (ener.
ibuprofen, IBU, 6,25 pM) xao xoutpoiaom. PQ u IBU cy kopumihenu 3a Tectupame
akTHBHOCTH cBUX m30dopmu (Byrns et al., 2008). Cse 3ajenHo ce Hamazmwio y 75 pl 50 mM
Na2POs nydepa (pH 6,5) o Oynapy u npenunkyoupano je 15 munyra Ha 37°C. Peakuuja je
3arnoueta gonasameM PQ y konnentpanuju ox 0,39 uM, na remneparypu on 30°C. Peaknuja
je mpahena majoM y BpeHOCTH arcopOanie Ha 340 nm kodaxropa NADPH (6=6220 Mcm"
Y. Bpennocr ancop6aniie je Genexena y onpeleHUM MHTEpBAINMa, YKYIHO 0ko 30 MUHYTA.

CBa Mepemwa cy U3BEICHA Y TPUIUIMKATY.

8.11.2. @ayopomempujcku npucmyn

Oxkcupanuja cyncrpata karanmzoBana ca AKRIC3 (obenexxenum ca  GST)
npoterHOM je mepeHa Ha ¢uryopomerpy (Perkin Elmer LS55 Luminescence Fluorescence
Spectrometer), npahemem popmupama NADPH nyrem mopacra emucuje Ha 465 nm ycien
excuuTanuje Ha 340 nm. CBe peakiyje cy OTIOYHMbalie JOJaTKOM €H3MMa U OJIBHjajie ce Ha
37°C (mpotokoi je HacTao y3 KoHcymraimje ca p ['abpuene Mynep, Gabriele Moller). Ecej
je pahen y kuBetama, y ykymHoj 3anpemunu onx 300 ul u mpahen ox 30 mo 60 munyTta.
Peakimona cmera ce cacrojana ox 100 mM Tris-HCI, pH 9 mydepa, 200 uM NADP*
kogakropa u 100 pM ectpaamona kao KoHTpose u onpeheH Opoj pa3TMIUTHX NCITUTHBAHUX

jemumema y 100 uM konnentparuju (Tadena 5 u AKR-22 u3 Tabene 4), cBu JUTaHaN Cy
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pactBopeHH y etaHody. [Ipotenn konnentpanuje 1,717 mg/ml je mogaBaH y Tpu pa3inyuuTe
sanpemune: 30; 15 u 7,5 ul, koje oarosapajy kouuenrpamnujama 0,2; 0,1 u 0,05 mg/ml.

*k*k

[Tponienar muxubunuje aktuBHocth AKRIC3 je pauyHarT Ha OCHOBY BpEIHOCTHU
HaruOa mpaBe HacTajie 300T MpOMEHEe KOHIEHTpaluje peaykoBane (opme kodakTopa 3a
npBux 10 MuHYTa TOKa peakije ynorpedom nmHeapHe perpecuje GraphPad Prism Bep3uja

6.01 (GraphPad Software, Cau [qujero, Kanmudopuuja, CAJl, www.graphpad.com). [la 6u ce

M3padyHao MpOLEHAT MHXHOHWIMje, MPBO je padyHAT MPOLEHAT AaKTUBHOCTH, TaKO Ja je
BpenHocT HarubOa 3a PQ mpexacraBipasia 100% akTUBHOCT M MPOMOPIM]OM CYy H3padyHATH
MPOIICHTH aKTUBHOCTH 3a Jpyra TECTHpaHa jelIUECHha Ha OCHOBY HHUXOBUX BPEIHOCTH
Haruba. Jlakie, mporeHaT WHXUOHWIMje je padyHaT Kao pasnuka 100% akTmBHOCTH U
J00MjeHOT MPOIICHTa AKTUBHOCTH 3a JaTo jenumbembe. Koepunujent Bapujadunnoctu (CV) je
padyHaT Kao cpelliba BPEIHOCT Harkba rmojiesbeHa CTaHapIHOM JICBUjallMjOM U IIOMHOXEHO

ca 100.
8.11.3. Kunemuuku napamempu

En3uMcka kuHeTHka je onmucaHa Mwuxaenuc-MeEHTEHOBOM jE€HAYMHOM U3 KOje Cy
pauynatu napametpu Km 1 Vmax ymotpedom dopmyiie: Vo = (Vmax[S])/(Km+[S]). Bpennoctu
3a CBE KMHETUYKE ITapaMeTpe cy u3padyHate npeko nporpama GraphPad Prism, Bepauja 6.01.
Km je nobujen yknanameM (,,(puroBameM*) KpuBe 3aBUCHOCTH €H3uMcKe akTUBHOCTH (EA)
HaclpaM pa3IMYUTHX KOHIIEHTpallMja CyrcTpara. 3a aHanusy BpeaHocTu Km, Bapupana je
koHneHTpanuja PQ y oncery og 0 mo 200 uM (0; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50;
100 1 200 uM). En3zumcka aktuBHOCT (EA) je u3padyHaBaHa mpeko gpopmyse:
EA=(Ao-A10)/10min/3,37124, y kojoj 6poj 3,37124 mpeacraBiba MPOU3BOA E€KCTHHKIIMOHOT
xoedurmjenTa 3a kopaxrop NADPH (e = 6220 Mlcm™) u myxwume myra | = 0,542 cm, a Ao u
A10 mpencTaBibajy BpeaHocTH ancopbaniu y 0 u 10. munyty. Huje pauynara cnenuduyuna
€H3UMCKa aKTUBHOCT jep Y30pakK MpeCTaBsba MpeuuiineH MPOTEeHH U U3 TOT pasjiora 04eKyje
ce Ja je cBa JETeKTOBaHA AaKTUBHOCT HACTaja caMO 300T aKTHBHOCTH IpeYuInneHor
MPOTEHHA.

3a cBa Mepewa UHXUOMIMjE, TPOTEHH je ca KOo(aKTopoM M HMHXHOUTOPOM
npeauHkyoupan 15 munyta Ha 37°C. Henocpeano npe Mepema je 1ojasas cyncrpart PQ.

Ki je pauyHar uprtameMm rpaduka €H3MMCKE aKTHMBHOCTH HAcTaje y IMOMEHYTOM
OTICETYy KOHIIETpamuja cynTpata 0e3 U y TPUCYCTBY pa3IMUUTUX KOHIEHTpaIja

MHXUOHUTOpA, IrpaduI Cy UPTAHU U KUHETHYKU MapaMeTpu paduyHaTH yHoTpeOoM mporpama
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GraphPad Prism, Bep3uja 6.01. Bpcra unxubOunuje je ompeheHa HajOOBUM yKIIamameM
MoJI0Kaja KprBa ca ToOMjeHNM Tauykama Ha TpaduKy. YKIamameM KpUBE U Tadyaka IMoKa3aio
ce Ja ce MOJeN pacrojene HajooJbe yKIiiana y MOJEN 32 HEKOMIICTUTUBHY WHXHOUIIH]Y.
Bpennoct Ki 3a HEeKOMIIETUTUBHY HHXUOHIIH]Y je T0OUjeHa padyHameM Mpeko popmyre:

Vo = Vmax[S)/(Kmt+o’[S]), tme je o’ = 1+ [I]/K’i, a omatine ce pauyna K’i = [I]/(a’-1).
Konnenrpanuja naxuburtopa je Bapupana ox 0 1o 25 mM.

ICs0. 3a ompehena jemumema Koja Cy Mokaszaia go0ap MPOIEHAT WHXHOUIHUjE je
pauynara ICso (ewen. inhibitory concentration, IC) Bpemnoct. Oppehena jenumerma
(MHXHOUTOPH) Cy TECTHpaHa y pasauduThM KoHieHTpanujama og 0.1 nM go 500 uM (1,5;
3,12; 6,25; 1,5; 25; 50; 100; 200 u 500 uM) y 2% DMSO pactBopy, Impu KOHCTaHTHO]
koHleHTpanuja PQ koja je Omna jegHake Bpemnoct Km, 0,39 puM. Bpemnoctu ICso cy
padyHarte ykanamameM (,,puToBameM’) mojaraka W3 NpBUX 12 MuUHYTa MHXMOWIMjE HA
KPHUBY KOja ce€ OIUCYje Kao YeTBOPO-TapaMeTapHa JIOTUCTUYKA CUTMOUIaTHA KPUBa OATr0BOPA
3aBUCHOT 0j1 03¢ (enen. four-parameter logistic sigmoidal dose—response curve) ymorpe6om

GraphPad Prism Bep3uja 6.01.

8.12. Kpucranmu3zauuja AKR1C3 nporeuna

[TpunpemMa npoTenmHa 3a KpHcTanu3auujy oOyxBaTa HCTE€ WJIHM CIMYHE KOpake y
OJTHOCY Ha MPOTOKOJIE KOjU Cy HABEJECHU Ha MPETXOJHUM CTpaHaMma, ca MaJUM pa3jivKama,
Koje he y HacTBaKy TekcTa OUTH HaBe/ICHE.

Wuaykuuja U exkcrnpecuja NpoTeHHA jeé UCTa OCHM IITO C€ y LMJbY A0OHjama INTO
BHUIIIE IpOTenHa, noBehaBa 3ampeMuHa KyJIType y K0joj ce raje TpancopmucaHe Gakrepuje.
Hakne y cinydajy AKRIC3 npumpemaHor 3a KpucTalu3alujy, NpekoHOhHa Kynrypa je
pazbnaxena y 16 x 130 ml, mro je Ha kpajy mpeacTaBsbaio 3anpeMuny Kyiarype oa 2080 ml.
[Tocne nnayKIMje, €KCIIpecuje U eHTpudyrupama, Tajor je pecycnenaoad y 35 ml mydepa
u 3aMp3HyT Ha -80°C. Kopamu koju o0yxBaTajy npeunirhaBame NpoTeuHa cy UCTH, A0 CaMOT
Kpaja pama Ha ren-(puiarpanuoHoj kosoHu. Ilocne 3aBpiieHe KOJIOHE W TPOBEpPEHE
KOHIIEHTpallMje MPOTeHHa y y30pak je y oapeheHum ciaydajeBUMa Impe, a y APYTrUM Mocie
KOHIIEHTpOBama aoxaBaH Kodakrop NADP' y konaunoj koHuentpauuju 1,2 mM. Jleo
eKCIiepuMeHara je ypaheH ca HHXUOUTOPOM KOjH je JoJaT Kajl U KOaKTop y KOHIEHTpaIHju
0,4 mM, a neo exkcriepuMeHara je paljeH kajia je HHXUOUTOP J10/1aT HEMOCPETHO e MOCTaBKe
MpOTEHMHA 3a KPUCTAIW3alM]y Yy METOAM KOKpHCTainu3auuje y 5 MM KOHLEHTpauuju.
KonavHa KOHIICHTpaIMja MPOTEHHA je y ekcrepuMenTuma ouina o 24 mo 37 mg/ml. Cse je

anukBoTHpaHo y 1o 50 pl u craBbeno Ha -80°C.
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8.12.1. Ilocmaexka Kpucmanuzayuje pyuHom memooom

[TpoToKOII 3a KpHCTAIH3alKjy je MOAU(PHUKOBAaH y 0gHOCY Ha mybaukoBanu (Zhao et
al., 2015). Kopumrhena je merona Bucehe kanu ca earnoparujom (Crnuka 33/a, Hajmasu ce y
okBHpY yBoja). IlocraBibeHa cy 24 pasnuymra ycloBa 3a pacT KpHucTayia y Iuiouu ca 24
Oynapa. CBaku OyHap y cebu je caapkao 0,5 ml cmemre:

e mouu-etuieH raukoa (exen. PEG; Sigma P3640, monekynapua texuna 3015-3685), unja
KOHIIeHTpanurja y Oynapuma je Bapupana ox 20 10 25% (ox A no F Ha moun),

e NaCl, ¢punanna konnentpanuja 0,14 M,

e  JIeCTWJIOBaHa BOJIa Jojara o nmotpedu ao 3amnpemune oxa 0,5 ml,

e nydepu cy nonatu y puHamHoj KoHIeHTpauuju o S0 mM, mehyrum nopen PEG-a u pH
BpeaHocT nydepa je Bapupana (MES pH 6 u pH 6,44, Tris pH 7 u pH 8), on 1 1o 4 Ha
TUTOYH.

Canpikaj 3a cBaku OyHap je MPBO HANPaBJBCH y TyOWIIM M OHJA mpeHeT y OyHap. Ha py0

CBaKakor OyHapa je HaHeT Ba3eJIHMH U 3aTHM je CBaKH OyHap 3aTBapaH ca MOKPOBHUM CTAKIJIOM
Ha KOM je npeTxoaHo usMemniad 1 pl mporeuna u 1 pl cmemie u3 6ynapa. Tako mpunpemsbeHa

nnoqaje II0CTaBJbEHA HA CTA0MIHO MECTO Ca HpI/I6J'II/I)KHO KOHCTAHTHOM TeMIICPpATypOM.

8.12.2. Ilocmaska Kpucmanu3zayuje ynompeoom poooma

VY nmaboparopuju y okBupy MHCTHTYyTa 3a OpraHcky xemujy u Omoxemujy y Ilpary
(Yemka) je paheHo Ha npoTeuHy Koju je noHeT u3 Cpbuje. [IpoTenH je npunpemibeH Kako je
OIKCAa0 y MPETXOJHOM IOIVIaBJbY M CIOjeH ca Ko(pakTopoM M MHXuOUTOpoM. Ha ocHOBY
KOpaka ONTHMH3alMje KOJU Cy MPEeIXOJIUIM YCTAaHOBJHEHO j€ Ja YUCTOI MpOTeHMHa MUMa Y
BEJIMKMM KOJIMYMHUAMA M y UCTIHpamky ca MambOM KOHIIEHTPAIMjOM MMH/a30ja, TaKo Ja je Yy
cllyyajeBUMa MpUIpeMe MPpOTeHHa 3a KpUCTAIN3alU]y Y30paK MOAEJbEH Y JBE TpyIe, y30paKk
IIPOTEHMHA MOCIIe UCIIMpaha ca MabOM KOHILIEHTpAIMjoM (ucnupame 1) 1 ucnupame ca Behom
KOHIIEHTpanujoM umuaazona (emynuje). Oba y3opka cy mymTeHa Kpo3 Tel-(QUiITpariony
kosony (Sephadex 200 pg, loop 5 ml) ma FPLC-y, na Ou ce yKJIOHWIE MOTCHIIMjaTHE
arperanyje MpOTE€WHa, 3aTUM j€ KOHLEHTPOBAaH, U TOHOBO Yy HCTHM 3allpeMUHaMa J0jaT
KopakTop M MHXMOUTOp, MOTOM je anukBoTHpaH U cTaBjbeH Ha -80°C. Konauna
KOHIIeHTpanuja mporenna je ouna 31 mg/ml. Kpucranuzanuja je pahena y tpu paznuuuta
kpucrajgorpadcka cera: JCSG+ Suite, PEG (Qiagen) u Morpheus (Molecular Dimensions
Ltd., Vjemumeno KpasbeBcTBO), MeTonoMm cenehe kamu (ewen. sitting-drop vapor-diffusion
method) (Cn. 33, b) u na 291 K. Paljeno je Ha mumrkuM mioyama ca 96 OyHapa ca mo 3
nonoynapa (96-well sitting drop MRC 3-well plates, Jena Bioscience, Hemauka) (Cn. 35

nornasibe 6.4.). Kpucranorpadcku ceroBu cy HaHeTd Ha rwioue nomohy Gryphon-a (Art

90



8. Mamepujan u memooe

Robbins Instruments, CAJT), a nporeun momohy Oryx8 (Douglas Instruments, UK). Konauna
3ampeMHHa CMelle MoTeruHa U caapxkaja u3 oyHnapa je 300 nl y pasmepu 1:1, 2:1 u 1:2 (cBaka
pa3Mepa y noceban nmoadynap), y ongaocy Ha 30 pl cmemre y 6yHapy. [Iporniec kpucranuzamuje
je mpahen ayromarckum cucteMoM 3a mpaheme Minstrel™ DT UV ca Gallery DT xorenom
3a mioue (Rigaku, Jaman) and by Olympus SZX10 ontuukum mukpockornoMm (Olympus,

Janan).

8.12.3. lunamuuko pacunare ceemaocmu

Junamuuko pacunawme cBeriioctu (ener. dynamic light scattering, DLS) npencrasiba
(Gbu3MUKy TEXHUKY KOja C€ KOpUCTU 3a ojpehuBame AUCTPUOYIHje BEIMYUHE MAIIUX
naptukyna y pacteopy (B. J. Berne & Pecora, 2000). DLS ce noka3ao kao j100pa TexXHHKa 3a
MPOICHUBAKBE XOMOTEHOCTH MPOTEHHCKOT Y30pKa, INTO MpEICTaB/ba OWTHY CTaBKY Y
KapakTepucamwy M IpHUIpPEeMamy y30pKa MpoTeMHa 3a kpuctaimuzauujy (Proteau, Shi, &
Cygler, 2010). Y3opiu npoTerHa Koju Cy npedriiieHn, KOHIEHTPOBAHH U MPUIIPEMIbEHH 3a
KpHcTanu3anujy ¢y trectupanu Ha DLS-y, ynorpe6om RiNA Laser-Spectroscater 201 (RiNA,
bepnun, Hemauka). V crenujanne kuBere je craBjbeno mo 10 pl y3opka u craB/beHO Ha
canmame 30x 30 cekynau. CHUMIbEHA Cy 00a y30pKa, M y30paK O] MPBOT Hchupama (y

JTHEBHUKY - Wash 1) u y3opak oj enyuuje.

8.12.4. In situ npomeonu3a y Kpucmanu3zayuju

Jleo npoTerHa KOju ce MOCTaBJba0 3a KPUCTAIU3AIH]y j€ OMO TpeTUpaH U ca TPOMOUH
nporeazoM. CekBeHLla M3Mel)y XHCTUAMHCKOT oOenexuBada Ha N-TEpMUHAIHOM Kpajy U
CaMor MPOTEHHA MOCeyje PECTPUKIIMOHO MecTO 3a TpoMOuH. Metoza in Situ mpoTteosuse je
uckopunrheHa paay oTKIamama 00eneXnBaya Kao MOTSHIM]aJHOT OMeTaya KpUCTaIn3alyje.
Tpom6un (Bovine thrombin, Sigma Aldrich T4648-1KU, CA/I) je pactBopeH y BOaU Y
KoHIeHTpanuju o1 2,7 mg/mL u 8 UL oBor pactBopa je momato y pacteop ca AKR1C3 (200
pL) HemocpenHo mpe kpucranusanuje. KoHayHa KoleHTpanuja TpOMOMHA Y HPOTEHHCKOM
y30pKy Koju je kopuirheH 3a kpucranusanujy je mznocuna 0,1 mg/mL u momapHu ojaHOC

AKR1C3 npema tpom6OuHy je 6o 280:1 (Plavsa et al., 2018).

8.12.5. N-mepmunanno cexeenuyupare npomeuna

N-TpemMHHaJIHa CeKBeHIa poTenHa je pahena EqmanoBoM gerpaganujom, ynorpedboMm
Procise Protein Sequencing System (494 cLC Protein Sequencer, Applied Biosystems, CA/I).

VY cBakoM IUKIIYCy cekBeHIMpama, N-tepmunanuau kpaj AKR1C3 nmporenna je Tpetupan ca
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(heHUITM30THOIM]aHATOM M PE3yNTyjyhu cTaOmiaHU (PESHUITHOXUAAHTOH aMUHOKHCEIUHCKH
JIepUBaT j€ aHaJU3MpaH OOpHYTO (a3HMM TEYHOM XPOMaTorpadujoM BHUCOKOT MPUTHUCKA

(enen. reversed-phase HPLC).

8.12.6. Kokpucmanuszayuja AKR1C3 npomeuna ca unxuoumopuma

HakoH mperxoaHe omnTHUMHU3ANMje KpHCTalu3aiuje, paheHa je KOKpUCTaIM3aluja
nporernHa AKR1C3 ca onabpanum maxubutopuma. Ilocine HUKII KOJOHE je y30paK MoaesbeH
Ha MPOTEUH UCTIPaH ca HIKOM M BUIIIOM KOHIICHTapIIMjOM MMHa307a (ernyatn). 3a motpede
OBOT' eKCIIepUMeHar je pal)eHo ca MPOTEMHOM IOCIIe UCTIHpama ca HHKOM KOHILIEHTPAIH]OM
MMUJIa30J1a, a He ca enyaruMa. [IpoTenH je mpunpemibeH 1Mo Beh ommcaHoM MpOTOKOIy, ca
KOHAYHOM KOHIIeHTparmjoM 37 - 48 mg/ml, HakoH KOLEHTpOBama je J0AaT KO(aKTop
NADP" y konuentpanuju o 0,1 mM. CMelna nporenna u KopakTopa je 3aTUM MOJAeJbEHA Y
paznuunTe TyOe, a y CBaKky TyOy je IomaT jelaH oJf MHXHOUTOpa ca KOjUM c€ pajau
KOKpHCTanu3auyja y (puHalIHOj KOHLEHTpauuju y Tyou 5 mM. Cmele cy ocTaB/beHE TaKo Ha
Jeny Ja ce MHKyOupajy y nepuoay oxa 30 munyra. HakoH Tora je y cBaky TyOy HEMOCPEIHO
Ipe HaHOIICHkAa Ha IUIOYYy J0JaT TpOMOWH (KOHIeHTparmja mToka 2,7 mg/ml) y umcrom
onHocy kao u y onrtumm3anuju gakie 280:1 (AKR1C3:tpombun). Caapxkaj cBake TyOe je
noceOHO HaHEeT Ha 1104y ca Morpehus ycioBumMa. Y 3aBUCHOCTH 01 IOTpeda HEKH O] YCIIOBa

y O,[[pel’_)eHI/IM 6yHapHMa Cy IIOHOBJbCHHU Y MaHyeJ’IHOj HoCTaBII1 KpI/ICTaHI/BaHI/IjC IIPpOTCHUHA.

8.12.7. Caxyn.pamwe nooamaka ougpaxuuje u oopaoa

Kpucranu xoju cy pacaun y Morpheus ycnoBuMa cy cakymsbaHu 0Oe3 morpede 3a
JIOJaTHUM KPHUONPOTEKTAaHTHMa, JIOK Cy Kpuctaiu koju cy paciu y PEG  Suite
KPHOTIPOTEKTOBAHHM JI0JIaBalbeM Malle 3allpeMHHE TIIHIEposIa AUPEKTHO Y Kall ca KPUCTAJIOM
HETIOCPEIHO Tpe caKkymubama (renama). [logamu nudpakmuje X 3paka cy cakymbeHu Ha 100
K na mabopatopujckom mudpaxromerpy (MicroMax™-007 HF Muxkpodokycan X-3paunu
reneparop ca VariMax™ VHF Arc)SEC Koundoxamau Ontuuku Cucrem (Rigaku, Jaman),
AFC11 Partial-y 4-axis I'onnomerap (Rigaku, Jaman), PILATUS 300K nerexrop (Dectris,
Ltd., IIIBajumapcka) u Cryostream 800 cucrem 3a kpuo-xnaheme (Oxford Cryosystems Ltd.,
UK). Tomanu cy takohe cakymbanu u Ha cuHXpoTpoHy MX 14.1 y oksupy BESSY I
(bepnun, Hemauka) (Gerlach, Mueller, & Weiss, 2016). udpakiuonu mnomaim cy
nporiecoBanu yrnotpedom nporpama XDS (Kabsch, 2010).
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8.12.8. Pewasarwe cmpykmype Ha 0CHOB8Y OUPPAKYUOHUX NOOAMAKA

Crpykrypa xymanor AKR1C3 ce pemaBaa METO0M MOJICKYyJapHE 3aMeHE (eHell.
molecular replacement) ca nmporpamom MOLREP (Vagin & Teplyakov, 2000) kopuctehu
crpykrype xymanor AKR1C3 (PDB mmdppa 1ZQ5) kao momen (Qiu et al., 2007).
WuunnujaaHo yraumaBame Mojena je paheno ymorpeoom REFMACS (Murshudov, Vagin, &
Dodson, 1997) uz CCP4 Suite (Collaborative Computational Project, 1994).

8.13. Insilico

Awmunokucenunacke cekBeHile AKR1C u oapehenux enszuma 17B-HSD damunmje cy
npey3ere u3 National Center for Biotechnology Information (NCBI) 6a3e momartaka (ITpuior
1 u 2) (“National Center for Biotechnology Information (NCBI) [Internet],” 1988).

3a aHaNM3y M BH3YeNHU3allMjy CEKBEHIM KopuinheHu cy anatu u codpreepu: JalView
(Waterhouse, Procter, Martin, Clamp, & Barton, 2009), Clustal Omega (Goujon et al., 2010;
Sievers et al., 2011), SwissPDB viewer (Guex & Peitsch, 1997), FinchTV — Geospiza, Inc.
(“FinchTV”), BLAST - Basic Local Alignment Tool (Altschul, Gish, Miller, Myers, &
Lipman, 1990).

8.13.1. Ilpunpema cmpyKkmypHux Koopounama peuenmopa

Koopaunate pemeHnx kpucranmHux crpykrypa mpotenHa AKR1C3 cy mpeysere u3
ITporeuncke Oaze momaraka (PDB: www.rcsb.org) (Berman et al., 2000). 3a AKR1C3 y
KOMIUICKCY ca aHapocTeHennoHoM je y3eT PDB yrnoc 1XFO0, a y koMITIekcy ca cTepouIHuM
naxuouropom EM12404 je yzer ynoc 1ZQ5. KoopnuHare nuranma M MOJEKylna BOJAE Cy
YKJIOEb€HE PY4YHO M3 cBakor yHoca mpeko Notepad®™ mporpama 3a oOpamy Tekcrta. ATOMH
BOJIOHHMKA M TapifjagHa HaenekTpucama (Gasteiger) cy mara arommma perentopa
yrotpeboM receptor.c ckpunte y okBupy mnporpama VEGA ZZ 3.0.5.12 (Pedretti, Villa, &
Vistoli, 2004). Hakon Tora xoopauHare perenrtopa cy cadyBane y PDBQT c¢opmary 3a

notpede cuMysalnmje ycuapaBama.

8.13.2. Ilpunpema cmpyKkmyprux Koopounama 1uzanaa

Koopaunare nuranna koje cy M3BydeHe M3 IpeTxonHO HaBeneHux PDB yHoca cy
oTBOpeHe, mpoBepeHe y mporpamy Avogadro 1.1.1 (Hanwell M.D. Lonie D.C.,
Vandermeersch, T., Zurek E., Hutchison, G., 2012). /Ieo cuHTeTHCAaHUX jeNICHA j€ UMAO
pemeny kpuctainy ctpyktypy (oa1 AKR-1 1o AKR-8), a nmpeocrana jenumerma cy mpaBjbeHa

0]l HaJCIMYHUJUX KOJU UMa]y KPUCTAIHY CTPYKTYpYy. XEMHjCKa CTPYKTYpa CBAaKOT jJeUIECHA
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je mpoBepena y Avogadro mporpamy, J0JaTH Cy BOJOHHUIIM M ONTHMH30BaHa je T€OMETpHja
crpykrype (Force field: MMFF94; Steps per Update: 4; Steepest Descent minimization),
HAKOH TOTa Cy cTpyKType cauyBane y PDB ¢opmaty. [To3unuja Henmonapux atoMa BOJIOHHKA
je wurHopucana u Gasteiger mnapiujajsia HaeleKTpHCama Cy J0jJara aroMHMa JIMTaHIa
ynotpebom ligand.c ckpunre mporpama VEGA ZZ 3.0.5.12 u nobujeHe CTPYKTypHE
KoopauHate cy 3atuM cauyBane y PDBQT ¢opmary.

8.13.3. @opmuparme mana peuwiemku nomeHnyujaine eHepuje e3usara

Marne pemierku (enen. grid map) cy uspadyHaBane u (OpMHUpPAHE 32 CBAKU PELEITOP
ynotpedom AutoGrid 4 mpOrpama, Ha OCHOBY KOOp/JHMHATa KpHcTaia nmporerHa. dopmupane
Cy JIBe TpyIle PELIeTKH, jeJHa Koja o0yxBaTa 11e0 MpoTeuH, omoryhaBajyhu HempucTpacHO
yCcHIpaBame U jeqHa Koja o0yxBaTa aKTHMBHO MECTO KOje C€ HaJlla3W y LIEHTPY pelIeTKe ca
numensujama 50x50x50. Kopumhen je grid spacing y Bpemnoctu ox 0,375 A. Mane cy
U3padyHaTe 3a CBaKW THIl aTOMa Y JIMTAHAY, 33jeTHO ca eIeKTPOCTaTHYKOM MAarioM U MaroMm
JIONPUHOCA PACTBOpa Yy CHEPrHjH Be3WBama Y3 yHNoTpeOy CTaHmaplHe AWEIeKTPUYHE
BpeanocTH of -0,1465.

8.13.4. Cumynayuje ycuopasara

Cumynanuja MoOJIeKyJapHOT ycuapaBama je paleHa ymorpebom JlamapkoBor
TeHepHYKOr anroputMma. MakcumanaH Opoj MpolieHa eHepruja je mocraBbeH Ha Short
(2500000), a 3a 6poj jemunkn y GA momymamuju je oxapehen Opoj ox 150. VkymHo je
m3BpmieHo 10 xubpumanx GA-LS mwmkiyca 3a CBaky CHMYJIANH])y W TOJHKH Opoj
NOTEHIMjaTHUX MOoJoXaja M OpHjeHTauuja je ao0ujeH mo uukiycy. HakoH wusBpiieHe
cumynaiuje pesyiaratu ce nobujajy y dlg dopmary xoju ce konsepryje y pdb ynorpebom
ckpunte Dlg to pdb multimodel.c VEGA mnporpama. Pesynratu cy ananusupanu y PyMOL
nporpamy (“The PyMOL Molecular Graphic System”) u ymopehenu ca kpucraiHum
CTpyKTypaMa MNpOTEHMH — JIMIaHJA KOMILUIeKca Koje cy mpeysere ca PDB. AutoDock u
AutoGrid wu3pauyHaBama cy ypahena ymorpebom cepBepa y okBupy HarmoHnamHor
buomenumunackor Pauynapckor Pecypca (enen. The National Biomedical Computational

Resouce) (http://nbcr-222.ucsd.edu/opal2) u momohy PyRx BupTyentor codraepa (Dallakyan

& Olson, 2015). KonrponHe cumynanuje ycuapaBma cy ypaheHe ynoTpedom Jurania Koju
ce HajJa3W y KPUCTAJIHO] CTPYKTYypH NpoTerHa. Ha OCHOBY OBMX KOHTPOJHUX CHMYJalldja
npeaBulieHa eHepruja 3a BesuBame Tpeba ma Oyme < -9,47 kcal/mol, ma 6u mpeacrasibana

MHMKATOP jaKOT BEe3UBamba.
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9.1. OnTuMH3anMja U aHAJIU3A pacTa, MHAYKIMje, ekcnpecuje U npeuninhaBame
NpPOTenHA

9.1.1. Ananusza kopuwhenux niazmuoa

3a morpebe aHanM3e W CEKCHEPUMEHTAJIOHOT paja CBU JOOWjeHH IUIA3MUIU CY
yMHOKeHH TpaHchopmamjom E. coli coja DHS5a, HakoH uera je paljeH MuHHIpEI.
[lnasmMuau cy KBaJIMTATHBHO M KBAaHTHUTATUBHO aHalu3upaHe ynorpedbom 1% araposne
enekrpodopese. Jleo pesynrara 3a cBaku 1maa3Muj je npeacraBibeH Ha Crurm 41.

pPET28a(+)/17p-HSD1. Nako je mna3mua nobujen ca Tajpana, OpuruHai Iia3sMu/ je
on mpodecopa mp Buxka (Dr. Vihko, Biocenter Oulu and Research Center for Molecular
Endocrinology, Oulu University, ®uncka). CekBeHIla MPOTEHHA 3ajeJHO Ca Yy3BOJAHOM
CEKBEHIIOM 01 6 XHCTHAWHA U PECTPUKIIMOHMM MECTOM 3a TPOMOWH je KJIOHHWpaHa YHyTap
pectpukimoHor mecrta ECORI, BennunHa rutasmuia ca mHceptoM je oko 5000 bp (Chang,
Wang, Lin, Chuang, & Hwang, 2010).

[TpoBepa 1a3Muaa W TPUCYCTBO WMHCEpTA Yy IUIA3MUAY je MOTBPHEHO arapo3HOM
enekTpodope3om nocie aurectuje miazmuna ca ECORI pecrpukunonum enzumom (Ci. 41/a).
[MpucyctBo mia3muaa je nmorBpheHo mzonamnujom ca obe Merone (M cuimka resoM u Qiagen
KOJIOHaMa) Oe3 Jurectuje, ITO ce BUAM Yy BHAY Tpake BeiuunHe oko 5000 bp y mpyroj u
MeTOj KOJIOHU Ha reny. Tpeha u mecra KoJIOHA MPUKa3yjy y30pak HaKOH JAUTECTHje, BUIU Ce
npucycTBo aBe Tpake jeana usmelyy 5000 u 6000 bp, mro je mnasmung 6e3 urcepra (5369 bp),
JIOK je Apyra Tpaka BenuunHe oko 1300 bp Koiauko npuOIMKHO ¥ U3HOCH BETMYMHA HHCEPTA.
Pasnor mro Ha remy rurazmMua 6e3 MHCepTa u3riena Maito Behu oj rmasMuia ca MHCEpPOM je y
(bU3MYKOj CTPYKTYpH TUIa3MHJIa, TUTa3MI Oe3 HHCcepTa je 300T TurecTrje JuHeapaH, JI0K je ca
MHCEPTOM Yy CYNEpCHUpaIn3oBaHo] (GOopMH M Kao TakaB Ha Tely 3ay3uMa I0JIoXKa] Maylo
WCTIOJ] JINHEAPHOT KOjH TpHKa3yje TadaH IOJI0Ka] IJIa3MHIa Ha TelIy Y OJHOCY Ha HEroBY
BenmunHy (Tirabassi R.). Y cBakom ciyuajy Tpake miiasMuga HW30JOBAaHHX YIOTPEOOM
KOJIOHE ¢y Jie0Jbe M YKa3yjy Ha Behu mpuHOC IUIa3Muja y OJHOCY Ha M30Jalujy ca CHIIMKa
regoM. MelyTuM, jaunHa CUTHaJa Koja je MPHCYTHA 3a Y30pKe M30JI0BaHE CUIIMKOM yKa3yje
71a je ¥ 0OBa METOJIa aJieKBaTHA 3a M30JIAIH]y JOBOJbHE KOMMUMHE ma3mMuaa. OBo je OUTHO jep
J€ MeTo/la U30JIaIlHje ca CHJIMKA TeJIOM PHUCTYNavyHu]ja U TOIJI0KHK]a ONITUMH3aIjaMa.

PGEX-2T/AKR1C3. Ceksenna nporenna AKR1C3 je nyxune 972 bp u ydadeHa je
y OKBHpY BHIIECTPYKOT MeCTa 3a KIOHHMpame wu3Mel)y Mecra mperno3HaBama BamHI

(GM"GATCC) u Kpnl (GGTACAMC). Ox crtpaHe capagHuKa O KOjUX j€ IIa3MH/ U KOHCTPYKT
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nobujer (MHCTUTYT 3a eKciepuMeHTAIHY TeHeTHKY, MunxeH, Hemauka) je cyrepucaHno na je
XMCTHIMH Ha 5. MO3MIHUjU 3aMemeH ca KogoHoM 3a riayramut (CAG). I'en 3a riryratuoH-S-
tpancdepazy (GST) ce Hanmasm HCIpel] CEKBEHIE NPOTEHHA Y UCTOM OKBUpPY unTama (Ci.

41/6). lleo mna3mu ca uHcepTOM je oko 5900 bp Bennuune.

a) M SN SE QN QE 0) p M ', 5 QN

Veliina (bp)

10.000
8.000
8.000
5.000
4000

pET28a
pET282/178-HSD1

3.000

L pGEX/AKR1C3

2000

2000
1.500

175-HSD1

1.000 1800

800
800
300
400

200

Cls C2s C3s C4s C18sC1Q C2Q C3Q C4Q C18Q r) M (3Q C3Q C3Q C3sg C3sg C3sg

2500

Cinuka 41. Aranusza miasmuga yrnorpedom 1% araposHe enekrpodopese. S — cunuka ren, Q — Qiagen kosone,
M — mapkep. a) pET28a/17B-HSD1: 6e3 u ca aurectujom ca ECORI; N — neceuenu u E — ceuenn y3opum ca
EcoRI; 6) pGEX-2T/AKR1C3: * — mmasmun pET28a/17B-HSD1, 5 — mmasmua pGEX-2T/AKR1C3,
npeuninhen ca cuurka rejgom, QN — ncro kao u 5 anu npeuninhen ca Qiagen xosonom; B) pET28b(+)/AKR1C:

Cx — mnasmunm ca reHoMm 3a u3odopmy uuju Opoj je Hammcan. C18 Huje kopumiheH 3a OBy Te3y; T)
pET28b(+)/AKR1C3.

W y oBoM ciyuajy je moTBpheHo mpucycTBO IIa3Mua U30J1alnjoM ca 00e MeToe, y3

jaud CUTHAJI y Y30pKYy HM30J0BaHOM ca KojoHoM. Kao Mapkep je kopumrheH W TutazMu
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pET28a(+)/17B-HSD1. ¥V omnocy Ha 178-HSD1 Tpake 3a nzopopmy C3 mmajy jauu cUTHAI
KOjJH je KaKO je W OYEKMBAHO, Hajjaud y Ciay4yajy u3oyanuje ynorpedom kosione. [lopen
IJIABHUX Tpaka y KOJOHaMma Cy BUIJBHMBE M JIpYre Mame Tpake M pa3Ma3v KOjU C€ MOTy
o0jacHUTH uyum-eHULIOM Aa HHje Kopumhena PHaza, ma cy te tpake Bpio moryhe PHK
MoJieky. V3riien Tpake je y moclemne IBe KOJIOHE U3MEHEH, TaKO J1a HUCY paBHE JIMHH]C
Beh MmosykpyskHe, ITO MOXe fa Oyze y ciaydajeBuma Benmke konmunae JJHK monekyna.
pPET28b(+)/AKR1C1, -C2, -C3, -C4. (Cn. 41/8). [IpucycTBo mia3muaa je notspheHo
y CBUM KOJIOHaMma, JIakiie y o0e MeTojie u 3a cBaky uzopopmy, ocum 3a AKR1C3, 3a kojy je
nakHaaHo pahen munumnpen (Ci. 41/r). dayopecueniiyja Koja ce Halla3u y JOHEM eIy reda,
npencrasiba PHK monekyne kao u nerpamupany resocmcky JIHK koja Huje enmumuHMCcaHa

MPUWINKOM IpeunihaBama.

9.1.2. Ilpomeun 17pHSD1

[Tporeun 17BHSDL1 je y uenoj Te3u kopuiiheH 3a MOTEHIHUjaTHO Topeheme ca 1mo
¢byakmuju  Hajommxkum AKRI1C nporenmnuma. BberoBo mnpeunmthaBame u ymotpeba je
KopuimmheHa W aHAJIM3WpaHa JIOKJIe je Omio moryhe, 003upoM Ja Ha Kpajy HHUCY JOOHjcHE
aJIeKBaTHE KOJMYMHE NMPEYUIINeHOT TPOTEHHA.

Hako je myonukosan paa (Chang et al., 2010) koju je KOPUCTHO HABEICHH TUIA3MHU/I,
yCJI0BH y JabopaTopujMa HHCY MCTH Tako Ja je Mopaja Ja ce paau ontumuzanuja. [Ipeu
Kopaly y paay ca IPOTEHMHOM Cy OOyXBaTalld UCTpaKUBamke HAjOOJbET OJHOCAa TYCTHUHE
Oaktepuja, konmeHtpammje IPTG m Temmeparype 3a Bpeme ekcmpecuje mpoTewHa. Jleo
pesynrata je mpeiacTaBibeH Mactep paaoM [mymueBuh Maptune (Gluscevicé, 2014). ¥V
JUTEpaTypu Cc€ HaBOJM HEKOJMKO OINTHYKMX T'YCTHHA OaKTepHjCKUX KYITypa Koje Cy
ONTHMAJHE 3a UHIAYKIIN]Y eKclpecuje mporenHa u to cy Hajuemthe 0,4 - 0,6 u 0,8 mepeHo Ha
595 nm (untepuer crpana: “E. coli Growth and Induction with IPTG”; npupyunuk: “pET
System Manual”). V pany je nHIykoBaHa OakTepHjcKa KyJITypa y OICEry ONTHYKE T'yCTHHE
on 0,6 — 1 u xopumrhena konuenrpauuja IPTG je 6una 0,25 mM, nok je Temmeparypa
excripecuje 6ma 13°C. IIpBe ananuse cy oOyxBatwie uaayknujy Ha 0,4; 0,6 u 0,8 onTuukoj
ryctuHu ca koHueHtpauujama 0; 0,1 u 0,3 mM IPTG ananuzupane nocie jeaHor, Tpu u 18
caTu o MHAyKuuWje. Pe3ynTtatu cy BU3yenau3oBaHU aHaiu3oM y3opaka Ha SDS-PAGE reny

(Cr. 42).

97



9. Pesynmamu u ouckycuja

IPTG + 1h IPTG + 3h IPTG + 18h
r i 1 f 1
M 0 0.1 03 0 0.1 03 0 01 03
Veli¢ina (kDa) > JR— L T .
116
= - S S < 17B-HSD1
143
IPTG + 1h IPTG + 3h IPTG + 18h
r 1 T 1 T 1
M 0 0,1 03 0 0,1 03 0 0.1 0.3
Veli¢ina (kDa) m'_
.'.'.v. ——

S S —17B-HSD1

Cnuka 42. Y3opuu nporenHa Oakrepuja HakoH 1, 3 m 18 catm on mnaykunuje Ha 0,6
(ropwu ren) u 0,8 (nomu Ten) onTudke ryctuHe dakrepuja. M — mapkep; 0; 0,1 u 0,3 —
koHuenrpauuje IPTG m3paxene y mM. CTpenunomM IeCHO O Tena je IMpHKa3aH MoJoXkKaj
SKCIIPECOBAHOT MPOTEHHA.

Ha ocHoBy renoBa 3akJbyueHo je 1a he MHIyKIMja J1a ce paau y Tpajawy of 18 catu,
Ha onTHuKoj ryctunu ox 0,6, mehytum, pemieHo je na ce jour Bapupa KoHieHTpauuja IPTG.
3aTuM je aHalIu3upaH eeKar TeMIepaType aHaIu30M JIM3UPaHUX OakTepucjkux hemauja koju
Cy paciy Ha pa3IMYUTHM TeMIepaTypaMa, OJHOCHO aHAJIM30M MPOTEHHA Y Y30pIMa JIH3aTa,
cymepHaraHra u Tanora Tux 6akrepuja (Ci. 43).

[Tpernenom rena Ha Cnunu 43 ce BUAM ynajsbuBa pasiuka y konuuuau 17pHSD1
IpoTenHa y Tajlory usmel)y yzopaka rie je mpoteuH ekcrpecoBaH Ha 10 u 23°C. 3natHO
BHIIIC UMa TIpoTerHa y Tanory Ha 23°C, u caMuM THM Mamke y cynepHaranTy Ha 23°C, mTo
yKasyje Jia je IpOTEeUH eKCIPECOBaH y TUM yCJIOBMMA 3HaTHO Mamb€ PACTBOPJBUB U Ka0 TAKaB
(dbopMHpa MHKITy3HOHA TeJIa U arperare.

VY capaamu ca xomaboparopuma y JbyOsbaHu, MOKyIIaHa je HOBA TpaHChoOpMaIrja u
WHJYKIIM]a y 00Jb€ KOHTPOIMCAaHUM YCJIIOBHMA M TO CBE y TIOKYIA]y J1a c€ J00Hj€ IITO BUIIIE

pacTBOpEHOT MPOTEeHHa, AaKie 1a ra Oyne Buiie y cynepHaranry (Cu. 44).
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178-HSD1 — «— 17p-HSD1

Cnuka 43. Ilpuka3 npoTtenHa y y3opuuma koju cy uaaykosanu ca 0,1 mM IPTG, mpu 0,6 ontuukoj
T'YCTHHH, MHAyKOBaHH 18 cati u cBe To mpH Temmeparypama uaaykimje oq 10°C u 23°C. N (NI) —
HeMHIyKoBaHU y3opak, C — Hemmsmpane hemmje, L — ykymaH mm3at, S — cymepHAaTaHT JHU3HPaHUX
hemmja, T — Tanmor mmsmpanux hemmja. CrpennmaMa ca cTpaHe reja IMpHKa3aH MOJNOXKa] MHYKIN]jOM
€KCIIPECOBAHOT MIPOTEHHA.
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Cnuka 44. Ilporenn 17BHSD1 y paznuuautimM dazama nHayKmje u npeuninhaBama nprukasano Ha SDS-PAGE
rexy. M - mapkep, NI - HemnnykoBana xynrypa, +1, +18 — catm Hakon wmHmyknumje, L — musar, SN —
CylepHaTaHT, | — Tanor, 4-10 — exyaTu ca HUKJI KOJIOHE.

Pasmatpajyhu renose ca Cnuke 44, Ha JIeBOM Telly ce BUIM jada Tpaka HaKoH 18 catu
OJ1 MHAYKIIMje Ha 1moyiokajy usmelhy mapkepa on 35 u 45 kDa, mro oaroBapa o4eKHBaHOM
nonoxkajy nporenta 17BHSD1 (39,2 kDa). Meljytum, Ha OCHOBY mocieama aBa OyHapa Ha
JIEBOM Telly, BUJM C€ Jla je IJIaBHUHA NpPOTEHHA NPHCYTHA y HEPacTBOPJHMBOM OOJIHUKY,
OJHOCHO y Tanory. /lajbe mpeunmhaBame je HAacCTaBJbEHO Ca CYNEpHATAHTOM HA HHUKI
KOJIOHH, a pe3ynTaTd mpeuninhaBama MOTY Ja ce BHAE Ha JIECHOM Tely, Tpaka Koja
npencrasiba nporend 17BHSDI je mpucytHa, MehyTum y3opak 3a Ty KOJHMUMHY NPOTEHHA
HUj€ JI0BOJFHO YHCT.

Kako ce nmo Behe konmumHe 9UCTOT W pacTBOpspUBOT mpoTemHa 17BHSDI1 Temko
JIOJTa3WJI0 y OAHOCY Ha MPHCYCTBO MPOTEHHA y TAJOTY, OAYCTAJIO CE O JaJbeT Paaa ca OBHM

MMPOTCUHOM.
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9.1.3. AKRI1C3 obenesxcen ca GST

OnTumuszanyja pacra, HMHIYKIHUjE, EKCIpecHje M JAeTUMUYHOI TmpeuuinhaBamba
AKR1C3+GST je o6jaBsbeHo y Buay mactep pana Kuranosuh Hesene (Kitanovié¢, 2015).
Melytum, HakHaIHO je y Konabopamuju ca jmadboparopujoM y JbyOspaHu, HAcTaBJbEHO ca

npeunithaBamwem ynorpedbom GST u ren-¢puinrparmone koione (Co. 45).

kDa s M SN FT 12 13 12% 43¢

a)
Cmnka 45. 116 ; > -—
IpeunmrhaBare AKR1C3 obenesxenor ca 66 e i § 3 :
GST. a) ciuka SDS-PAGE rena ca -+
y3opima nocie GST kosone; M - mapkep, 45 B cnjety  — -3
SN - cynepHarnar, FT - nporouna .
dpaximja, 12 u 13 - enyaru. 6) 35 e .
XpOMATOTpaM MPHUINKOM TpeuunnhaBama _—— . "
y30pKa Ha rea-(QpuaTpairoHoj KOJIOHH, B) 25 BN
MPHUKa3aH Tell ca eqyaTHMa ca MPeTXOIHEe
KOJIOHE.
-
— i
* 3x the amount
o B M a4 5 6 7 8 9
6) |
|
I
{' 116
| ] 66
|
|\‘ 45
; \ 35
| \\! 25
\
= T LWl LA -

Ha mpukazuma Cnuke 45 ce Buau aa nocine GST kojioHE y30pak W HHje Oarn 4mcT
(GST+AKR1C3=66 kDa), mok je mocie ren-puiarpanroHe BeoMa YHCT, ca I0jaBOM jOII
jenHe Tpake HmXKe Koja mpezacraBiba cam GST (26 kDa) koju ce 01BOjHO O TJIAaBHOT
nporenHa AKR1C3. KorcraroBaHo je J1a je MpOTEeUH JOBOJHHO YUCT Jla C€ MOXE HACTaBUTH
BEroBa yrnorpebda y eH3MMCKUM ecejuma. lIpe camux eceja MpOTEHWH je KOHIEHTPOBAaH U

anukBoTUpaH. Ca OBUM MPOTEMHOM Cy paleHe peakifje OKCHAANHje Y OKBHUPY €H3UMCKUX

eceja.
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9.1.4. AKRIC obeneicenu xexca-xucmuounom Ha N-mepmuHainom Kpajy

AKR1C3. 3a paznuky oj mperxolHa JiBa NpOTEWHA, 3a NpeuuirhaBame MPOTCHHA
aJJI0-KETO pPeayKTa3a Koje cy obOenekeHe XUCTHIMHOM HHje OWiIo morpede 3a BEeITUKHM
ONTUMHU3AIMjaMa, TIPOIEAYpa je ONTUMHU30BaHa y3 yrnoTpedy pama oa mpodecopa boyHca u
konaboparopa (University of Birmingham, Yjemumeno KpabeBCTBO) 0/1 KOjUX CMO U J00MIH
wiasmuzge  (Velica, 2010; Veliga et al., 2009) (Cn. 46). OnTuyka rycTuHa OakTepHjcKe
kynrype je 0,6, kouentpanuja IPTG 0,5 mM, pact na 37°C, a ekcnpecuja Ha 21°C.

Cmuka 46. Ilpukaz AKR1C3 mporeuna (37 kDa) kpo3 pasmuumre (aze ox HEHHAYKOBaHE OakTepHjcKe
KyJlIType A0 eilyarta Tociie HUKI kooHe. M — mapkep, NI — HenmHaykoBanu y3opak, +1, 3, 18- catu mocie
nHayknuje, L — msat, SN — cynepnaranr, T — tanor, FT1 — nmporouna ¢paknuja, ucrnupame kosone, FT2 —
MpOTOYHA (ppaKiivja, UCIHPahEe KOJIOHE ca MajioM KOHIICHTpanujom umuaasona, E1-E5 — enyatu.

[Ipernenom y3opaka kpo3 pasnuuure ¢ase Ha reiy, BUJIU ce Ja je Hajseha ekcripecuja
MpOTerHA HAKOH 18 caTw W J1a Ta WcTa Tpaka HEIOCTaje y Y30pKYy HEHHIYKOBaHE KYITYpe.
VY30pak nuM3aTa MpencTaBba YKYIHY KOJIWYHMHY EKCIIPECOBAHOT MpOTeWHa, a cienehe nBa
y30pKa, OJHOCHO CYyNEpHATaHT M Tajor, IMpHKa3yjy y KOM Jely JM3aTa uMma KOJIHUKO
nporenHa. Kako mTo Moxe fna ce BUAM, JOCTa MPOTEMHA Cce Haja3d y Tajlory JAakie y
HEpacTBOPJbHMBOj (pa3w y BHIY WHKIY3MOHHX Tela, MehyTuM nasbuM mpeduinhaBameM ce
BUJIM J1a ¥ TO MTPOTEHHA IITO MMa Yy CyIIEpHATaHTY je JOBOJHHO 3a Jasbh pan. [IpoTenna Hema
y IPOTOYHUM (pakKiMjaMa U CKOpO 11€0 M3J1a3H U3 HUKJI KOJOHe y mpBa jBa enyara (E1 u E2
Ha reiy). Y ellyaTuma cy IpUCYTHE M JIpyre Tpake Mopei Tpake Koja MOTHYE OJ] MpOTeruHa
AKR1C3, MehyTuM BHX0BO IIPUCYCTBO je CKOPO 3aHEMAPJFUBO Y OJTHOCY Ha Je0JbUHY Tpake
on AKR1C3. HakoH HHKJI KOJIOHE mpeunmnihaBame MPOTEHHA je HACTaBJbEHO Ha Tel-
(GUITpallMOHOj KOJIOHH, KOja OCUM IITO MpeACTaBiba JI01aTaH KOpaK y npeuuiihaBamy CIyKu
U 3a 3aMeHy nydepa y KOM ce NMPOTEeUH Haja3d, OJHOCHO ITyTeM Te€ KOJIOHE OTKJama Ce

MMUIa30JT KOJU je TIPHUCYTaH y3 NMPOTEWH HAKOH HHKJI KOJIOHE y 3aMeHY 3a KOHadaH mydep.
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9. Pesynmamu u ouckycuja

Enyatn xoju MMajy NMpOTEeHH Cy CIIOjeHH 3ajeJHO M HAHETH Ha KOJIOHY. Y30pak ce y rell-
GUITpallMOHO] KOJIOHHU IoMepa NoMohy IpaBUTALIMOHE CUJIE U XUAPOCTATUUKOT IMPUTHCKA U

300r Tora Ha Kpajy npoTeuH usale pazonaxenuju Hero mnpe kosone (Ci. 47).

MW [kDa]
mn
18

43

Cnuka 47. Ilpuka3 mporemHa AKRIC3 y pasmuuutéM ¢paknujaMa HaKoH rei-
¢dunTpanmoHe KoloHe; rope — 6ojeme cBake (pakuuje u emyara ca bpandoprosum
pearercom, none — SDS-PSGE mpoBepa mpucyctBa W 4ucTohe mNpoTeHHa Yy
pasmmuutuM ¢paknujama. M6-mapkep, E4 — enyar 4, F1-F7 — ¢pakouje, FM —
crniojere dpakigje ox 1 10 4 3a gajbe moTpede CKCIepUMEHTA.

Haxon 6ojema ca Bpaadopmosum pearencom (Ci. 47) pemieHo je na ce Croje mpBe
yetupu ¢Qpaxiuje (F1-F4) 3a mabe ekcrepuMeHTE 3a aHAIW3y aKTHBHOCTH IMPOTEHHA.
Hapasno, moryhe je crojutu cBe (ppakmuje jep Kao IITO CIIMKA Tejia MpUKasyje, MpoTenHa
uMa U y JApyruM (Qpakuujama, mehyTuMm 3a Jajbe motpede mpoTenH Tpeba Aa je IUTO
KOHIIGHTPOBaHMjH, Ma OU JO0JATHO crajame (pakiyja 3ampaBo camo JOJATHO paz0iIauiio
y30paKk W CMamHIO KOHIEHTpalMjy TpoTeMHa. Y HAKHAJHUM EKCIEPUMEHTHMA CY
kopumrheHe TyOe 3a KOHIICHTPOBAmE IMPOTEMHA YKOJIMKO MPOTEMH HE OW JI0IIao [0
KOHIIEHTparje o oko 2 mg/ml.

AKR1 C1, C2 u C4. Ilpeocrane Tpu uzodopme Cy eKCIpecoBaHE M MpeduiineHe
CIIMYHOM TIporieypoM kao u m3odopma C3. Jlakire, mpu ontudkoj rycturu ox 0,6 je gonar
IPTG y xonaunoj xonmentpanuju ox 0,5 mM u ekcripecuja je 6wmra Ha 21°C. Ha Cnumm 48

Ccy IpuKa3aHe nu3odopme Ha refry y pa3inuuTuM (asama npedninhaBama.
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F6  Miks

L SN T T El E2 E3 E4 ES  MixF

L SN? T? FO Fi F2 F3 F4 F5  Fmix

Crnuka 48. I[puka3 ¢aza npeunimhaBama m3opopmu AKRICI1,2 u 4. TlpBu ren mpukasyje pasnuke m3mely
HEHHYKOBAaHOI ¥ MHIYKOBAaHOT y30pKa y cBe Tpu H3odopme. Ha HapenHuMm remoBuma cy mnpukaszane ¢ase
npeuninhaBama cBake uzopopme nocedHo u o perom C1, C2 u C4. L — nuzar, SN — cynepnatsat, T — tanor, FT
— npotouHa (pakuuja ca HUKI KosoHe, E1-E5 — emyatn, F1-Fx — ¢dpakuuje ca ren unrpanuone konoune, X —
mpasas OyHap.
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N3odopma C1 je y mamo] Mepu Ouja MpUCYTHA y TajoOry HETO Yy CyNEepHATHATY Y
omHocy Ha m3opopmy C3. [locne HUKI KOJIOHE MPOTEHH j€ M3aliao y IpBE TPH elyluje U
nocie ciuenehe kojoHe Ha ocHOBY mpomene 6oje bpaadopmoBor pearenca, cakymbeHe cy
npBe yetupu ppakmuje ox FO mo F3, koje cy moToM KOHIIEHTpOBaHE y3 J0JaTaK KoaKkTopa

n/uny rimneposta. Ciimyuno je 6uito u ca nzopopmama C2 u C4.
9.2. Enzumckn eceju 3a AKR1C: onTuMu3anuja eceja u TecTupame jequmbermnha

9.2.1. Onmumuszayuja peakyuje oxcuoayuje

[Ipoxykuuja, npeunimhaBambe W HMCIUTUBAKE OKCHUAATUBHE AKTHBHOCTH €H3UMa
AKR1C3 (ca GST obGenexuBauem) Ha ¢iryopumeTpy je paheno Ha DakynTeTy 3a XeMHjy U
XeMHjcKy TexHosordjy y Jbyossanu. Ecej je 3amouer y xuBeru y 3anpemunu on 0,3 ml.
Peaknmje okcupamnuje moapasyMeBajy OKCHIALM]y CYICTpara, a Kao IOCJIeauIla Tora
ko(axrop ce penykyje u3 NADP" y NADPH u npatu ce nopact onruuke BpeHocTi Ha 465
nm. Kao cymcrtpat y cBuM peakuujama je kopuirhen ectpaauon (E2).

[IpBu Kopanu cy OWIIM UCTPaKUBAE HajMambe MOTPEOHE KOHICHTPALMje IPOTEHHA Y
ecejy Kojy je Moryhe KOpUCTHTH 3a JeTeKToBame akTUBHOCTH. Ha Crumm 49 je mpuka3ana
MpoOMeHa arcopOaHIle TOKOM BpEeMEHa y Cly4ajeBHMa ca pa3IMYUTHM KOHIIEHTpaIfjama
npoTenHa oJf Hajehe (Mo pajoBUMa) mMa A0 JBa M YETUPH MyTa Mame Yy INPHUCYCTBY

€CTpaanoia paCTBOPCHOI y €TAHOTY.

200- 200+

© —— 0.2 mg/ml -] — 0.05mg/mi
S” —=— 0.1 mg/ml § = + EtOH
o —— 0.05 mg/ml O

0 200 400 600 0 200 400 600
Bpewme (cekyHae) Bpewme (cekyHae)

Cnuka 49. Tok peaknuje okcupanuje ectpaguona y Crnmka 50. Tox peakmuje OKCHAandje ecTpaguoiia y

NPUCYCTBY paznnuuTHX KoHIeHTpanuja AKR1C3. npucyctsy AKR1C3 wu pasnuuutux KOHLEHTpaIuja
eranoma. +EtOH — peakmnuwona cmema ca JgoAaTHOM
KOJIMYMHOM €TaHOJIa.

3aksbydeHo je ma je Moryhe JAeTeKTOBaTH aKTMBHOCT M Ca HajMamOM HCIHUTHBAHOM
KOHIICHTpalujoM mpoTenHa, nakiae ca 0,05 mg/ml u ca ToM KOHIGHTpamujoM Cy

HacCaTaBJbCHU aJbU CKCIICPUMCHTH.
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VY OBUM eKCIIeprMEHTHMAa CBH JIUTAHAM Cy PacTBOPEHH y eTaHoiy. Mehyrum, mopen
JUTaHaa KOjH j€ CYICTpaT 3a IPOTEHWH, J0/ajy CE€ M HCIHUTHBAHA jeAWmbCmha Takohe
pacTBopeHa y eraHoiny. Ypalhena je u mpoOa peaknuje ca moBehaHoM KOJMYUHOM €TaHOJA Y
CHCTEMY M KOHCTATOBAHO je Ja cucteM paau Uy tom ciydajy (Cia. 50). Hakon HaBemeHHX

3aKJby4yaka MIPUCTYIHIIO CE€ TECTHPAY JeIUbEha, MOTEHIIUjATHUX HHXUOUTOPA.

9.2.2. In vitro ananusza ehexma paznuuumux jeourerwa Ha okcuoyjyhy akmuenocm
uzoghopme AKR1C3

[IpBe peakuuje 3a MCOUTHBAKE NOTCHLHMjATHUX HMHXMOMTOpa Cy MMaje 3a Wb Ja
yCTaHOBE YTHIIa] MPEeIUHKYOanrje Ha e(pUKACHOCT WHXUOHMpamba akTUBHOCTH eH3uMma. Jla ou
Ce TO MPOBEPUIIO TIOCTABJbEHE CYy JIBE PEaKIlje jeaHa 0e3 W Japyra ca mpeauHKyOarujoM u

NSN jenumemeM kKao noTeHjarHuM naxuouTopom (Ci. 51).

9 -o- KoHTpona
5 -= be3 npeguHkybaumje
o -+ Ca npeanHky6aumjom

90 T T T
0 200 400 600

Bpewme (cekyHae)

Cnuka 51. I'paduuku mpuka3 yTunaja MpeguHKyOanuje Ha HHXHOUTOPHO
nejctBo jenumberba NSN Ha aktuBHOCT AKR1C3.

Ha rpaduxy nma Cnunm 51 ce Buam Bpiio Mania paszivka u3Mmelyy ciaydajeBa ca u 0e3
peAnHKyOaIje U To TakBa Ja JIMHKU]a KOja MPeICTaBba PEaKIM]y ca MPEAUHKYOAIHjoM je
BPJIO MaJIO UCHOJ JIMHUje 0e3 MpeauHKyOaluje, a ITo je JMHUja HUKa OHA MpeJICTaBsba Behy
MHXHOMIYjy. MelyTuM HaKko je pa3iuka CKOpo HEPUMETHA, JIUTEPATypHH U3BOPH YIIIaBHOM
nMajy IpeAMHKYOaInjy Kao jeaan o Kopaka y eH3uMckuM ecejuma (Byrns et al., 2008), Tako
7la Cy JaJbH eKCIIepUMEHTH pal)eHu ca MpeIuHKyOaIjoM, Kao peIOBHUM KOPAKOM.

Tectupame jeaumema y OKBHPY peakiija OKCHIAIMje Cy IpelcTaBibajia IpBe
eKCTIIEpUMEHTE 3a TeCTHPAhe aKTUBHOCTU M U3 TOT pa3jiora je MpBO 3al0veTo ca jeIumbemhUMa
KOja JIn4ue 10 CTPYKTYpHU Ha Mo3HATH MHXUOUTOP n3odopme C3, onHOCHO OynpoheHom, uiu
PQ, a 1a cy mpu Tom u gocTynHa. TecTupana cy 4 jennmbemha U BPeTHOCTH Harnda KpUBH Kao

U TpolieHaT HHXUOHUIHMje je npuka3aH y Tabenu 6.
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TaGena 6. Bpenqnoctu Harnba KpuBe Koja MpeJcTaBiba TOK peaklyje OKCUIaLnje Y IPUCYCTBY
pasIMYUTHX KoMepluujanHux jeaumbemba (100 uM) u mporeHaT MHXUOHINjE OKCHIATHBHE
aktuBHOCTH AKR1C3 n3othopme Ha ocHOBY npBuX 10 MHHYTA.

Tectupano Bpennoct Haruba 3a: Wuxubumuja (%)*
JeIMmBemhe 60’ 10
EcTpagunon 0,05026 0,02323 * 8,598e-005 0
pNBA 0,04695 / /
2NBA 0,03355 0,01385 + 0,0001165 40,38+ 0,84
AKR-22 0,01916 0,007849 + 0,0001061 66,21 + 1,35
NSN 0,00492 0,005666 + 8,776e-005 75,61 + 1,55

10’ — epeonocm nazuba 3a npeux 10 munyma * xoeuyujenm sapujabunnocmu (CV), *¢pednocm nazuba
3a npeux 10 munyma E2 cy npedcmasmwanu 100% axmusnocm npomeuna, oaxne 0% unxubuyuje, ocmane
8peOHOCIU CY padyHame npeko nponopyuje u samum je uspauynam u dooam = CV.

YnopehuBambeM BpeAHOCTH HHXUOWIHMje y Tabenmu 6, HajO0/BY WHXHOUIHU]Y je

nokasano jenumeme NSN oko 75%, a 3atum AKR-22 oko 66%.

9.2.3. Onmumusayuja peaxyuje pedykyuje

Ontumu3anuja npexo uzopopme AKRIC3. Onrtummzamuja €H3UMCKOT eceja je
pahena ynorpedom AKR1C3 uzodopme nporenHa (00€IeKEHOT ca XEKCaXUCTHIMHOM) U Ha
OCHOBY YCTaHOBJbEHHX Iapamerapa cy ypaheHH €H3MMCKH eCeju ca IPYrUM HPOTEHHCKUM
n3odopmama.

Konunentpaumja mnporenmna. IIpBu Kkopak y onTUMHU3alMja €H3MMCKOI €ceja je
0o0yXBaTUJIO MCTPAaXUBAkE KOJUKAa KOHIIEHTpaluja MpedyuiIheHor peKOMOMHAHTHOT
AKR1C3 en3uma je nmoTpeOHa 3a ACTEKIUjy aKTHBHOCTH €H3MMa KOjH MPETXOIHO HHUje OMo
3aMp3HyT. Y JnuTepaTypu je HaBoheHa konueHtpauuja ox 0.02 mg/ml no peaxuuju.
Konrnenrpanuja mnporeunHa y 50% riunepoinckoMm mrToky je wusnocwia 0.93 mg/ml.
Hcnpobane cy paznmuuurte KoHneHTpamuje mpotenna (Ci. 52) ca (heHaHTPEHEKBHHOHOM Kao
CYIICTPaTOM.

Ha ocHoBy rpaduka (Cin. 52) ce Buau 1a je y3opak konuentpanuje 0,02 mg/ml ckopo
npaBa JUHHUja, KOja UMa WJEHTHYaH Harub Kao M ciena mnpoba koja je 0e3 eH3uMa, OJJHOCHO
JETEKIIMja aKTUBHOCTH TIPOTEHWHA ca OBOM KOHIIEHTparujoMm je cinaba. KonmeHrtpamuje ox
0,04 u 0,08 mg/ml mako mmajy aymny pas3iamky y BpeaHocTH, Mehyrum y HaruOy u Huje
TOJIMKA BEJMKA, JOK je KOJ jOII BHIIMX KOHIEHTpalMja JaKo BUAJbHMBA pa3luKa Y
aKTUBHOCTH, TJI€ y Clly4a]y HajBHILE TECTUPaHE KOHLIEHTpaluje Beh mocsae 4eTBpTOr MUHYTa

JI0JIa3M JIO TIaToa KOjH yKa3yje Jia j€ €H3UM MOTPOIIHO CaB KOPAKTOP Y PEaKIIMOHO] CMEIIIH.

106



9. Pezynimamu u ouckycuja

0.40 1

0.35 nli::““!!!!!““lllllllllllluu-nnnllIH:: e Cnena npo6a
LM

XXXxxxxxx,,,, E 0.02
xXxx
Aalmiisg AR TTTYYS N

A tmg il 0.04
2 0.30 A‘A.'I e, v 0.08
5 ° A,
<

0.16

+
++
+
++++++
+
A " + 0.2
0.254 - +

Trrag,, = 0.3

ESmgy A 05

0.20

Bpeme (MuHyTE)

0.40 1

ERLLITT T 1 1] 3 $3se $3? P94 .

0.35 H 333 ;“3“3" H

3 .

L L Y ®0%2005000 ®0%s00000, .

° ® 0.08
& 0.304
<

0.25

T T T 1
0 2 4 6 8

Bpeme (MuHyTe)

Crnuka 52. AxruBnoct AKR1C3 npotenHa y pa3nuuutuM KoHieHtpapjama (mg/ml), npukazana
npoMeHoM arcopbanie Ha 340 nM TokoM BpemeHa. ['opmH rpaduk NpencTaB/ba aKTHBHOCT
oaMax mociie npeuriihaBama NPOTEHHA, NOK AOKHU IpecaTB/ba aKTUBHOCT IHOCIE 3aMp3aBamba
nporerHa. Konuenrpamuja cyncrpara je 100 pM.

Ha ocHoBY n00MjeHHX pe3ynTaTa 3akJbyu€HO j€ Jla jé €H3MM aKTHUBaH OjAMax Iocie
npeunimhaBama U Ja 3a cajJa HajMama KOHIEHTpaIlfja MPOTEeMHA KOja MOXKE Jla JIETEKTY]e
aktuBHOCT je 0,04 mg/ml u W3 npPakTUYHOCTH y pajay je pelieHo Ja ce paad ca TOM
KOHIIEHTPALIH]OM.

3amp3aBame. Cienehn kopak je OMO Ja ce YCTaHOBM aKTHBHOCT IPOTEHHA IOCIe
3amp3aBama Ha -80°C, jep miaH je ga ce mociie mpevrinhaBama MPOTEHH AJIMKBOTHPA U
3aMp3He, JaKiie OUTHO je /1a MPOTEeNH OCTaHe aKTHUBAH U TOCIIe 3aMp3aBamba.

AHa3oM IpoMeHe arcopOaHiie y3opaka Ipe U Mocie 3aMp3aBamba, YCTAHOBJBEHO je
na y3opuu konuenrtpamuje 0,04 u 0,08 mg/ml umajy npuGimkHO UCTY BpEAHOCT arcopOaHIiie
n3Mepene y 8. mmHyry. [lakie, mocie 3amp3aBama eKCIIepUMEHTH he ma ce page ca
konnentpanujom AKR1C3 nporenna ox 0,04 mg/ml.

MuxkporuTtap miouya. Bpennocr ancop6aniie koja ce KOPUCTU 32 OBE €KCIIEPUMEHTE
HE CHaja y BUJJBMBH CIIEKTap, M3 TOT pa3jora je pemieHo Ja ce TeCTHpa pas3iuka y

BpEIHOCTHMA TIPOMEHE arncopOaHIle 3a HCTE€ Yy30pke paheHo Ha OOMYHO] TIIIACTUYHO]
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9. Pesynmamu u ouckycuja

MUKPOTHpAT TUIOYHM W Ha IUIOYM Koja mpomymTa YB cBernocT. Y OKBHPY HCTOT

eKCIIeprMeHTa je mpaheHa W pasMKa y BpPEIHOCTH TpOMEHe arcopOaHie 0e3 u ca

Pa3NUYNTUM BpEMEHHMa Tpajarka MpeInHKyOaIuje v To Ha pa3iuyuTuM Temmeparypama (Ci.

53).

300
250
200
150
100

a0

3a0
300
250
200
150
100

1200
1000
200
600
400

200

LW ws WIS blank

1 2 3 4 a

UWws VIS 0.0Tmg/mi

1 2 3 4 5

Y ws, VIS 0.04mog/mi

1 2 3 4 ]

Crnuka 53.

Paznuka y BpeqHocTHMa IpOMEHa
arcopOaHIM, MEPEHHUX HA PA3THYUTUM
BpcTamMa MUKPOTHTAp I1I0Ya, ca
Pa3ITUUUTUM [IEPUOAUMA
MIPEIMHKYOAHja, Pa3IHIUTHM
koHnentpaijama AKR1C3 npoteuna u
IPH Pa3IHYUTHM TEMIIepaTrypama
oJiBUjama peakiuje. Y CI0BH:

1 — cobHa Temmeparypa, 6e3
MpeINHKYOaIyje;

2 -25°C, 1 MuHyT;

3 -25°C, 7 munyTa,

4 - 30°C, 7 muHyTA;

5-37°C, 7 munyrTa.

3enena 00ja MpencTaBba BPEIHOCT
pasuke arncopOaHiy 100UjeHUX Ha
06uunoj mractuanoj (VIS), a upseHo Ha

VB (UV) mukpoTuTap miodu.

Ha ocnoBy mpBor rpadguka moryhe je youuTH na je maja pasidka y BPEJHOCTHMA

mmelhy YB u BUC mnoua 6e3 063upa Ha yciose. Hemoctatak Bpennoctu 3a oouuny (BUC)

04y Yy YCIOBY 4 ce HpUIUCYyje TEeXHUYKOj TpelIkd. Y OKBUpPY Jpyror rpadpuka ca

koHueHTpanujom nporeuna 0,01 mg/ml ce Bune Beha Bapupama y ycnoBuma 1 u 5, nok y

nocieameM rpaduKy ca KoHIeHTpanujom nporenHa ox 0,04 mg/ml, Bapupama cy mana y

CBUM YCJIOBHMA. YKOJHMKO C€ IocMarpa MPOMEHa BPEIHOCTH Yy Pa3IMYUTHM YyCIOBHUMA

(BepTHKaJIHO yriopehuBame) HajMame BapHpame je y yciaoBuMa 2 u 3.

**k*
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9. Pezynimamu u ouckycuja

HakoH OBOT M HPETXOJHHMX CKCIIEPUMEHATa PEIICHO jé Ja Ce MOXKe pPaJuTH Ha
00HYHO] IIACTHYHO] MHUKPOTHTAp IUIOYH, Ca KOHIIEHTpalujoM y3opka mportenna 0,04 mg/ml
U Ja MOXe Ja ce paau Ha TemmepaTypu on 25°C, 0Ge3 o03upa Ha IyKHUHY Tpajama
npenuHKyoanmje, MehyTuM oJUTydeHO je aa ce paau ca npeaunakyoanujom Ha 37°C y Tpajamy
oa 15 munyra.

Kodaxrop. IIpernenajyhu nmureparypy, A01UI0 ce 10 Ca3Hama Jia MPOTEUH MOXE Jia
uMa 00JbY aKTUBHOCT Y CIIy4ajy Kajga ce mocie mpeduinhaBama 3aMp3HE ca KOPaKTOpOM
(Qiu, Zhou, Labrie, & Lin, 2004). Kodakrop y oBoM ciy4ajy uMa (QYKIHjy OJpKaBarba
CTPYKTYpHE CTaOMJIHOCTH TPOTEMHA W Kao TakaB omMoryhaBa ja MpPOTEWH UCHOJbU U 0O0JbY
aKTUBHOCT y ecejy. Jla Ou ce oBO mcnuTasio jeJaH Aeo MPOTEHHa je Mmocie mpevyuninhaBama

samp3uyta ca NADP™ kodartopom (Ci. 54).

011

0.09 A

5‘5 0.07 1 ca NADP*
0.05 - 6e3 NADP*
no32

039 078 156 312 625 125 [PQIHM

Cnmka 54. Pazmiika y mpomeHH arncopOaHIle y nepuony mepema y 10 MunyTa
ca u 6e3 xodakropa NADP+ koju je OuMo goAar mnpe alMKBOTUpamba M
3aMp3aBamba MPOTEHHA.

Ha ocHoBY pe3ynraTta npukazanux Ha Cinunu 54, Moke ce BUJIETH Ja je Beha pa3nuka
y TPOMEHH arcopOaHIle TOKOM BpPEMEHa y TpHUMEpHMa ca CBUM KOHICHTpamujama PQ, y
y3opuuMa ca NADP™, nakiie mpoTeuH y TUM CiydajeBUMa je MMao Behy akTUBHOCT M 3aT0 je
nouuto o Behe nmpomene. Hakon oBor ciydaja 3akibydeHo je na he nasee na ce paau ca
IIPOTEMHOM KOjH j€ 3aMp3HYT ca KOPaKTOPOM.

Hoynpogen (IBU). Hapeanu koparu cy o0yXBaTHIIM NPOBEPY paja U aKTUBHOCTH
eH3UMa NPUIMKOM JojaTka rmo3Haror naxuouropa AKR1C3 y cucrem - ubynpodena (IBU)
(Byrns et al., 2008). [IpBo je mpoBepeHO KaKO pa3In4YuTe KOHIIEHTAPIINjEe HHXUOUTOpA JeTyjy
Ha CHCTEM Y 3aBUCHOCTH M Koja KoHueHTpayj PQ je y cucremy. Y npBuM MOKyIIajuma je
IBU Gu1o pacTBOpeH y €TaHOIy U Kao TakaB HUJj€ JaBao pe3yJiTaTe, TAako Ja j& OJTy4eHO J1a ce
y HapeIHHM ekcrnepuMeHTuMa pactBopu y DMSO kao m PQ, mehyrum na makcumamHa
KOHIICHTpallMja pacTBapaya y cucteMy (peakinoHoj cmenin) oyzae a0 4% (Byrns et al., 2011).
VY3 TakBa IpaBujia jeé OpraHU30BaH M UCIUIAaHMpaAH eKCHepuMeHT y KoM je PQ tectupan y

cnenehum konnentparmjama: 0; 1,5; 3; 6; 12; 25 u 50 uM (mo penosuma, Ci. 55). HajBuria
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ucnuTHBaHa KoHIeHTpanuja PQ je cmymrena ca 200 Ha 50 uM jep ce Ha OCHOBY rpaduka
(Cn. 56), BuIU na pelaTHBHO paHO J0JIa3d 10 IUlaToa KOju oO0yxBara Oap TpH MOCIEIE
HajBUILE KOHIIEHTpalyje cyncrpara. Mcnutuana konuentpanyja IBU je 0; 1,25; 6,25 u 12,5

uM (1o kononama) (Ci. 55).

IBU: 125 6.25 1.25 0

Cnuka 55. Pasnmmke y mamy KpuBe Kao OATOBOp Ha
pazmmunTy KoMOWHammjy KoumeHTpammja [IBU kao
uaxuduropa AKR1C3 ca PQ kao cymcrparom.

Kao mpoBepa pajga eHzuma Moke J1a ce BUAM Ja NpBU pex rae Hema PQ Hema HU
HarnOa xpuBe, 10K y kKosonu 0e3 IBU y cBum henumjama moctoju Haru6 xoju je Hajsehm y
nocneAmo] hemmju rae je m Hajpeha konmenTtpammja cymcrpata. Kako ce mosehara
koHneHTpanuja IBU moryhe je xpo3 pemose (Cn. 55) Bugetu u Onaro cMameme Haruoa.
Mehytum, uma oxacTynama y HekuM OyHapuma (henujama), a mpeTpakuBambeM JUTEpaType
(Berg, Tymoczko, Stryer, & Berg, 2002) yka3aHo je Ha MOTEHIIHjaTHE MPOOJIEME YKOIUKO
CYIICTpaTa MMa y BUIIKY, OJTHOCHO JI1a HHXHOUTOP HE MOXKE JIa TIOKaKe eeKaT YKOIUKO je y
3HaTHO Mam0j KOHIIEHTpAIMju OJ CYICTpaTa, IITO je MOXe Ja Oyne jedaH oJ TJIaBHHUX
npobiemMa y KOMIETUTUBHO] MHXUOUIMjU. Tako 1a je pemieHo ja ce ciejnehn eKcrnepuMeHT
nmpoba ca MamUM KOHIIGHTpalldjama cyrcrpata ga Oum ce 0oJbe BHUACO Mpesa3 y KPUBHU
WHXUOUIIH]E.

Km n PQ, AKR1C3. 3a ucnutuBame WHXUOUTOPHOT [I€jCTBA HEKOT jeAHHCHA,
YKOJIUKO je KOMIIETUTHBHA HWHXUOWIAja y NHUTalmy, MOXKEBHO je Ja CYICTpaT Oyne y
KOHIIeHTpanuju y Bpearoctr Km (Byrns et al., 2011). 3a ananusy Bpeasoctu Km, Bapupana je

kourenrpanuja PQ y omcery ox 0 10 200 uM (Ca. 56).
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0.00201

Km = 0.30 pM

0.00154

0.001019

0.0005

(AAz40/min)/(enappn’™)

0.0000+
0 5 10 15

9,10-phenanthrenequinone (PQ) [uM]

Cnuka 56. I'paduyku mpuka3 3aBUCHOCTH CH3UMCKE aKTHBHOCTH
AKR1C3 onx konnentpanuje cynctpara (PQ).

Ha ocHoBy yHeTux mapameTtapa 3a mepeme Km, 1o6ujene cy Bpeanoct oa 0,3240 uM,
IITO OJroBapa peay BenuuuHa u3 juteparype - uM (Byrns et al., 2008). YV wnaBemeHoM
cepujckoM pazonaxemy PQ-a, HajHIDKa UCIMTHBAaHA KOHIEHTpanuja je ouna 0,39 uM, koja
oarosapa BpegHoctuma Km, Tako pa je miaH Aa ce pamy ca TOM KOHIeHTpamujom PQ y
ecejuMa y Kojuma he ce UCIIMTUBATH YTUIA] IPYTUX JeIU-EHha HA aKTUBHOCT €H3UMa.

3atuM je TpoBepeHa ePUKACHOT pa3TUYUTUX KOHICHTpaiuja uoynpodena (1,2; 6 u
12,5 uM) y cucremuMa ca HajMamoM KoHIeHTpanujom PQ (0,39 uM) ca kojom je TuiaHupano

Jla ce paje Aajba UCIUTHBAKkA U NMPBOM HajBehoM KOHILIEHTpalMjoM Koja Mpeja3u y IUIaTo

(12,5 uM) (Co. 57) (2017_01_24).

0.360
0.340

o
=

<

0

AB‘O

0.34
0.320

520 0.300

0.300 0.280

0.280 —=0.39uM PQ 0.260 ——=12.5uM PQ

~f~1.2uM IBU ~=1.2uM I1BU
0.260 —4—6.0uM 1BU 0.240 e 6.0UM 1BU
w—12.5uM 1BU w—12.5UM IBU
0.240 0.220 -~ T T
1 3 s 7 9Bpeme (MUH)11 1 3 5 7 9 Bpewme (v

Cnuka 57. Ynopensun npukas uHxuOunuje noynpodena y npucycrsy 0.39 u 12.5 uM xouenrpanuje PQ.

Onpehen je mpomenat uHxuOuUIMje y cBakoMm ciydajy (Tabema 7). Ha ocHOBy
nojiaTaka u3 tabesue, Mmoryhe je BUIETH J1a je pa3iivKa y MpoLeHTHMa HHXUOuIje usmely ase
KoHIIeHTpauuje PQ penaTHBHO Mana y OJHOCY Ha TO Jia je pa3ivKa u3Mel)y KOHIEHTpaluje
gak 32 myra. Jlakne, konneHTpanyja PQ xoja oaroBapa Km u Koja je TONHMKO ITyTa Mama O
npBe HajBehe KOHIEHTpalMje I1aTod, j€ CcacBUM ojroBapajyha 3a mpaheme edexra

MHXUOMIIM]jE U TeCTHpama edeKaTa JPyTrux jeTUbEHha.
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9. Pezynimamu u ouckycuja

Tabena 7. Ilponenar wunxubunmje* AKR1C3 enzuma y
KOMOWHAIMjH pa3TuIUTHX KOHICHTpanuja ubynpodena (IBU)
u penanrperexsunona (PQ).

39.22 36.36
63.67 51.76
75.05 71.41

*unxubuyuja je pauynama nponopyuoHanHo y 0OHOCY HA
PAaznuKy epeoHocmu npee u nociedwe mauxe npase 3a PQ. Ta
pazauka je npedcmamana 100% axmuenocm, samum je 3a
ocmane pawynamo Kao nponopyuja u Kako je maj pezynmam
npeocmasbao akmusHoCm, 000ujeHa 8peOHoCm je 00y3ema 00
100 u pezynmam moea je y mabenu.

IBU, Ki. JIuteparypa HaBOAM J1a jelaH UCTH HHXUOUTOP MOJKE /1a UCTIOJbH Pa3IIHIUTY
BPCTY WHXHOUWIUje (KOMIIETUTUBHA, HEKOMIICTUTHBHA WJIA AKOMIICTHTHBHA) Ha WCTOM
€H3UMY Y 3aBHCHOCTH KOja je BpCTa CYyICTpaTa, IITO je MOKa3aHO Yy HEeKUM O] UCTPaKUBamba
kaza je paheno ca PQ wiu anapoctenennonom kao cymncrparuma (Byrns et al., 2011, 2008).
Jluteparypa HaBoau na je IBU xomnerutuBan naxuduTop (Jamieson et al., 2012), mehyrum
ca PQ kao cymcrpatoM je Ty BpcTy MHXHOUIMjEe Maio Texe mnoourtu. [lomanm mobujeHu u3
€H3UMCKOT eceja ca HMHXHUOMTOpOM Cy rjo0anHo ykinanaHu (,,(uToBaHH ) Ha Mojeme
KOMITETUTHBHE, HEKOMIETHUTHBHE W AKOMIETHTUBHE WHXHOUWIMjE, a pe3yaTaTH KOju Cy
MIPE3eHTOBAHU TPE/ICTaBsbajy Hajoosbe ykiamame (Ci. 58). Pesynratuma je mpeacraB/beHa

HEKOMIIETUTHBHA HHXUOUIH]a, ca BpeaHomhy Ki = 9,18 uM.

0.0015
— L] IBU:
x
§ 0.0010 B -0
< & 1.25uM
w
= v -~
S 0.0005 A A 6.25uM
% Vv % 125uM
S 0.0000 ' ' .
~ 10 20 30
[PQ] uM
-0.0005

Cmuka 58. HekomnerutuBHa wnxuOmnuja aktuBHoctd AKRI1C3. Ecej je
TecTUpaH ca 4 pa3nuyuTe KOHICHTparuje uoOymnpodeHa y KOMOWHAIMjH ca
pasMuUTUM KoHLeHTpauujama PQ kao cymncrpara.

VY pany bupHca u capagnuka (Byrns et al., 2008) je onoBprayra BpcTa HHUXHOHIIU]jE

KOJy Cy OHH JOOWJIM Y €H3MMCKUM ecejuMa ca Pa3IuIuTUM MHXHOUTOpHMA y KojuMa cy PQ
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KOPUCTHJIM Kao CYICTpaT, TaKo INTO Cy JMOOWIM KpHUCTal ca WHXHOUTOPOM KOJjU je y
AKTHBHOM MECTy M CaMHM THM yKa3a0 Ha TO Jia j¢ MHXMOWIIMja KOMIICTHTUBHA 32 HUXOB
naxuburop. lto ce Tnue IBU, nopen nureparype, mocTuju U KpUcTaiHa CTpykTypa Ha PDB
ca UM y aktuBHOM Mecty ensuma (PDB ID: 3R8G) mto uae y nputor unmeHunu ga PQ
Kao CYICTPAaT y CH3UMCKUM ecejuMa Mou(duKyje nHXHOUTOpHO nejctBo IBU-a.
**k*k

Ha ocHOBY onTmMH30BaHMX KOpaka EH3MMCKOT ece€ja Ha mpumepy uszodopme

AKR1C3, pemeno je na ce UCTH YCIOBM M 3aKJbydlld NPUMEHE M Ha €ceje ca JAPYruM

n3odopmama.

Penyknuja — AKR1C1

3a GH3UMCKH €cej y KOM je TecThpaHa { 2 3
mzopopma  Cl,  xopumhena  je  ucra
A
KOHIIEHTpallija CBUX KOMIIOHEHATa Y CUCTEMY H —

HUCTC KOMIIOHCHTC Kao0 Yy HIPCTXOJAHOM IPUMEPY.

Kopumhen je w wuctm cymncTpaT W HUCTH

naxuourop. IIpeunnrhenu H3UM | 1§
Gurop pe ¢ CH3 Je pe Cnuka 59. Ilpuka3 (He)mpomeHe arncopOaHIie

3aMp3aBamba M AIMKBOTHpAma IIOMEIIaH ca TOKOM  BpeMEeHa y  ciydajy — TecTHpama
aktuBHOCTH n3opopme Cl y Tpurunkaty ca PQ
NADP* kohakTopom. (pex A) u IBU (pex B).

Tectupame aKTUBHOCTH €H3MMa Yy TPHUIUTUKATy NPWIMKOM JOJaTKa CyIcTpara
(xonona A) m naxubuTopa (kosoHa B) HuUje moka3ano mpoMeHy arncopOaHIile TOKOM BpeMeHa
HU y jJeIHOM OJ Ta JiBa ciiy4aja, mTo ce Buau Ha Crnuiu 59. Kao nmoTeHuujanHu pasnor 3060r
HE/JOCTaTKa MaJa y BPEAHOCTH amcopOaHIle ce MpeTIOCTaBWIO Ja je mpobiieM Ouo y
HEAaKTUBHOCTH KodakTopa. VM3 HaBemeHOT pasiiora pemieHo je Ja Ce TeCTHUpajy KopaKTopu
pasnuuntux npousBohaya (Sigma u Carl Roth) mapanento u va C1 u va C3 uzodopmu (Ci.
60).

c1: Sigma C.Roth C. Roth: IBU

C‘3 2

Sigma B RN — Slepa proba
Cnuka 60. Paznuka y akrusHoctn m3mehy AKR1C1 n AKR1C3 uzodopme nporenna y
NpUCYCTBY KO(akTopa pasaIMIuTHX IpOou3Bohaya.

Anammzom Cruke 60 MoXxe ga ce ycTaHOBH BHINE CTBapu. YmopehnBameMm KooHa

MPBOT ceTa TPUILIHKATA, TIOTBPHEHO je na kodakTop npousBohada Sigma aktusan. Mehytum,
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y ciny4dajy uzopopme C1 Bpio 6p30 moyia3u 10 MpecTaHKa Iaja y ancopOaHIU W MOYeTHA
BPEIHOCT arcopOaHIle je HUKa y OJIHOCY Ha MOYeTHY BpemHocT y ciydajy C3. Jlpyru cer
TPUILIMKATA jaCHO IMOKa3yje y OJHOCY Ha IpBU ceT jaa kodartop mpoussohaua C. Roth Huje
aKTUBaH WM MMa 3HATHO CMameHy akTUBHOCT. Ha ocHoBy mopehema nzopopmu Cl u C3,
C1 je mokazao cinabujy aKTUBHOCT.

Pazjor 3a HEaKTUBHOCT APYror KOPaKTOpa je Y YNCHHUIU Ja Cy HErOBH aTMKBOTH
KOju cy kopuirhenu 3a oBaj ecej uyBanu Ha -20°C, a He Ha -80°C ka0 MpeTXOIHU KOjHU Cy

OWUJIM aKTUBHHU.
Penykuuja — AKR1C2

3a pasnuky on Cl, neo mpeuumtheHor mporeuHa C2 je 3aMp3HYT ca KO(haKTopoM
NADP*, a y neo nwuje. IlpoBepeHa je aKTHBHOCT INPOTEMHA y 00a cilydaja ca MCTHM
cyncrpatoM (PQ) u uctum unxuburopom (IBU) kao y nperxomnum ciydajeBuma (Ci. 61).

Anu oBor myTa 6e3 nmpeauHKydanuje.

C2+KF+BU C2+KF ' | c2bezkF SP: C2 bez KF

0.39

Crmnka 61.

AxtuBHocT AKR1C2 ca u 6e3 ngogaror
koakTopa npe 3amMmp3aBarba. Y CBHM
CITy4ajeBUM C€ HaJla3u CYNCTPAT OCHM Y
cieroj mpo6wu, KF — kodakrop, SP —
cierna mpo6a u IBU.

A340

0.2 C2+KF+IBU
= C2+KF

4 C2bezKF

019v sp:cC2bezKF
r

0 10 2.0 3.0
Bpewme (MuHyTe)

Ha ocHoBy cpenma 1Ba ceta TpuruMkaTa Buau ce aa uzopopma C2 nMa akTUBHOCT y
o0a cimydaja ca u 6€3 mpeTXoaHO aojaTor Kodakropa. Y cinydajy Kama ce 1oAa MHXHOUTOP
naJj ancopOaHIle je MamH, a y cilydajy clierne npode naj je jorr MambH.

Haxie, n3opopma C2 je akTHBHA, youyaBa ce pasiuka u3Mmely akTHMBHOCTH Kaja je
WHXHAOWTOp TPUCYTaH y OJHOCY Ha CHUTYaIlWjy Kaja je CyIcTpar caM, Kao M y OJIHOCY Ha
ciemy nmpoOy. AKTUBHOCT je ucTa 6e3 003upa Ja Ju je 1oaat KohaKkTop Mpe 3aMp3aBama WIn

HC.
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Penykumja — AKR1C4

N3odopma C4 je nena npe 3amp3aBama NoMenIana ca KopakTopoM, aJUKBOTHpPaHA U
3amp3nyta. Kopumihen je uctu u cyncrpar u mHXuOUTOp, 1 Omia je 15 min npeaunkyoarmja

npe aoaaBama cymncrpara (Ci. 62).

Aazao

0.21

- SP (PQ)
-= PQ
0.14 - I1BU

0 10 20 30
Bpeme (MuHyTe)

Cnuka 62. Ilpomena amcopbanie Ha 340 nm kao npukas
aktuBHOCTH TpoternHa AKR1C4 TectupaHnor ca cyncrparom PQ
n uaxuouTopom 1BU.

Ynopehyjyhu npomeny arncopbaniie Ha rpaduKy, BUIU CE Ja je ciiena mpoda paBHA JUHH]a,
OJIHOCHO J]a CKOpO HeMa MpoMeHe TOKoM BpemeHa, mehytum PQ u IBU ce nmoknanajy u To ca
MaJIOM TIPOMEHOM Y OJIHOCY Ha cJIely mpoOy, JaKiie MPOTEHH Y OBOM CUCTEMY HHje TI0Ka3ao

aKTUBHOCT, 0ap y TOj Mepu Ja OU ce KOPUCTUIIA 3 AaJbU pal.

9.2.4. In Vitro ananusa epexma paznuuumux jeourera na pedykyjyhy akmuenocm
AKR1C npomeuna

Ha ocHoBy mnokymiaja TecTupama MOCTOjakba aKTUBHOCTH CBHUX XyMaHUX H30(opMu
ynanoBa AKR1C noadamuimje (MpeTxoaHo MOriaBibe), HeKe 01 H30(hOpMH Cy TECTHpPaAHEe ca
CHUHTETHCAHUM jeIulbeHhUMa U eKCTPakTHMa, a Heke He. M3odopma C4 HUje nasbe TecTupaHa,
C1 u C2 cy tectupana ca HeKMM, 10K je C3 TecTupaH ca CBUM jeIMEHCHUMA U €KCTpaKTUMa

KOJU Cy KOpUIINEeHH Y OKBUPY OBE TE3€.
H3opopma AKR1C1

[TpunrkoM mpBOT TecTUpama akTUBHOCTH n3odpopme Cl ocum mrTo je nmpodaHo u ca
MO3HATUM MHXUOUTOPOM M CYIICTPATOM, OJMax Cy MCIUTaHa U JeAHHEHA Koja Cy Yy JAaTOM

MOMEHTY OHJIa pacCTBOpPEHA M CAMUM TUM JIOCTYITHA 3a Tectupame (Ci. 63).
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AR IEG? A e S

B

Cnuxka 63. Enzumckn ecej ca AKR1C1 u30hopMoM 1 pasimyuTHM jeumberbuMa. [Iprkas npoMeHe ancopbaHiie
TOKOM BPEMEHA y CBAaKOM OyHapy MHKPOTHTap Iutoue, OpojeBH Ha IUIOYM NPEACTaBJbajy MME jeAHmema 0e3
npsor aena (AKR-), Bumern mornasise Matepujan u merone, Tabena 3.

Crnuka 63 mpukasyje NMpOMEHYy arcopOaHIle TOKOM BpPEMEHa y CBakoM OyHapy Ha
MUKPOTHTAp TUIOYH. [[pHOM JTHHM]OM Cy OJBOjEHH PE3YJTATH 33 CBAKO TECTUPAHO jSIHHCHC.
Jenumema cy MCIUTaHa y TPUIUIMKATHMa, C THUM Jia TOPEHU pell MPeACTaBiba CIeNy Mpody
(MacTep MHKC 0e3 cyrncTpara), a I0bHU caM ekcriepuMeHT. OMax ce MOKe YOUUTH J1a CUCTEM
HUje mobap, jep HHje youeHa aKTHBHOCT Koj PQ, mpernemom ocramux OyHapa, BHIU ce Ja
CKOpPO HH y jeJJHOM HeMa IPOMEHe y BpemHoCTH arncopOanie, ocuM 3a AKR-9, -1, -20 u -2.
A Kako KOHTpOJIE HUCY TOKa3zaje OYEKMBAHU PE3YNATaT, OCTaTaK EKCIEepHMEHTa HUje
y3uMaH y 003up. I[locne HapenHuX ekcriepuMeHara Kako je Beh HaBesieHo y neny Penykuuja —
AKR1C1, ycraHoBsbeHO je n1a je aeo mpodiema 6uo kodakrop. Mehyrum kako je Gpokyc Tese

omo Ha m3odopmu C3, HUje HACTAaBJBEHO Jajbe ca pajgom Ha C1 m3odopmu.
HN3odpopma AKR1C2

3a TecTupame jeaumema KopuitheHn cy amukBoTH C2 KOjU Cy 3aMp3HYTH ca
kodakropom NADP™. Cnene mpobGe cy oaysere 0 CBaKOI €KCIEPHMMEHTa Y TPHUILIMKATY
mocebHo, na Ou ce A00Mo Tpaduk ca MPHUKA30M MPOMEHE arcopOaHIle MO TECTUPAHOM
jenumemny (Ci. 64). Jleo jenumemna KOju je TeCTHPaH Moceayje IUKINYHH ecTap — JakToH. Ta
jemumema Cy ce ToKasaja y HCTpaKMBamkbHUMa Kao OOOpH TOTEHIUjalHU HWHXUOUTOpHU
AKR1C3 u3odopme ma je 3aT0 ogabpaH CeT jeanbema Koju ra moceayjy (Byrns et al., 2008;
Qiu et al., 2007).
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Azao

0.30

0.254 0.25+
18

“

0 5 10 0 5 10
Bpeme (MuHyTe) Bpeme (MuHyTe)

Cnuka 64. Ilpomena amcopbaniie Ha 340 nm ycimen aktuBHoctH AKR1C2 wu3odopme ca nakronuma u @
jeaumemuMa (JIEBO) U ca MUKOJMMI M MUKOJMHUAWINACH (iecHo). BpojeBu mpescraBibajy UMe jenmbemna 0e3 mpBor
nena (AKR-), Bunetu nornasibe Marepujan u metoze, Tabena 3.

Ha o0a rpaduka ce moxe Bumetu aa cy peaknuje ca |IBU wnajBume mnxuOupane,
OJTHOCHO JIMHMja UMa HajMamH Maj. Y CeTy jeiiemha Ha JIEBOj IOJOBUHU CIMKE HHU JeTHO
jeIumbEHhe HUje MOKA3aI0 KapaKTePUCTUKE MHXUOWTOpA, jep je Mmaj ancopOaHIile ca CBUM
JIPYTUM jeTU-CHIMa OJIMKH WITH M CKOPO UCTH MPOMEHH arcopOaHile MPUINKOM TECTHPamba
no3uTuBHE KoHTposie — PQ. ¥V gecHoMm rpaduky je mano mupa IUCTpUOylHja BPEAHOCTH
naga y amncopbaniu, nocie IBU HajObosme ce mokazano jeaumeme 2. OHO 1ITO je
KapakTepucTtuka nzopopme C2 xoja ce BUAM Ha o0a rpaduka jJako y 0OJHOCY Ha KOHKPETHO
m3odopmy C3 jecre cBakako nosehan naja y ecejy u ca IBU, nok je xox C3 Taj man 3HaTHO
MambH CKOPO jeIHaK ciiernoj npobu. Ta unmeHHIla MoXkKe J1a yKa)ke Ha HEKOJIMKO CTBAapH, IPBO
na C2 moxna Hema ynctohy konuky u C3, 3atum na IBU Huje Tonuko jak naxudurtop C2 kao

mTo je y ciydajy C3.
H3opopma AKRIC3

Nzodopma C3 ce mokasana kao HajOoJka 3a CBa Jlajba JIeTajbHUja UCTPAKUBAKHA KAKO
WHXUOUTOPHOT TMOTEHIIMjalla HEKOT jeHhEemha TaKO M CaMUX KWHETHYKHX MapameTapa 3a
onabpane muxuoutope. Kako je Beh HaBeneHo takohe je m onmTmMH3aIMja €H3UMCKOT eceja
ypahena Ha oB0j n30hopmMH.

CBa tectupama cy ypahena y3 kontposinu cymcrpar (PQ) u maxuburop (IBU). 3a
MpBa TECTUpamka Cy OJadpaHu TPEACTABHUIM CTEPOUJHHUX JeIUIbEHa Ca PATUYUTHM
Moaudukanujama. Tako Ja cy y MpBOM M3HAJIaKEHY TecTupaHa jeaumema AKR-9, -11, -12,

-15, -17 u -18 (Tab6ena 4, Cnuka 65/a). Y onnocy Ha PQ cBa jeaumemna Cy CMambuia
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a) 0.384

0 5 10
6) Bpeme (MuHyTE)

0.34,

0.30.

0 5 10
Bpeme (MuHyTe)

® 22

-+ |BU & 23

* 16 < 24

- 21 ¥ 25
0.25 ' r
0 5 10

Bpeme (MuHyTe)

Cnuka 65. IlpomeHa arcopOaHIle MPUIMKOM TECTHPama peakiidja
peAyKImje y MpPUCYCTBY TPH ceTa MOAM(UKOBAHMX CTEpoHMIa Ha
nzopopmu AKR1C3. BpojeBn mnpejacTaBibajy HMe jenumema 0e3
npeor jgena (AKR-), Bunetu mornasise Matepujan u Metoze, Tabemna

AKTUBHOCT €H3WMMa, C TUM Ja Cy
AKR-9, -18, -17 ce noxazanu
kao Hajoossu, AKR-11 wuma
et Harmb kao um IBU, a
MpeocTala JiBa jeIubeha UMajy
Mmajio Behu Harm0® anu u 1majee
CBaKako 3HaTHO Mamu o1 PQ.

Jpyru ceT jenumerma
KOjH je TeCcTUpaH NpHKa3aH je
Ha Cmumm 65/6. Y oBoMm cety
camo jemumema AKR-13 u -14
Cy ce IMoKa3aja Kao Ciaduju
WHXUOHUTOPH, JIOK Cy CBa OCTasa
jenumbema MoKa3alla UCTH WU
jom  OobM  WHXMOUTOPHHU
norennujan oy 1BU.

Tpehu cet jeaumema cy
yIIIaBHOM jenumema ca
orBopeHuM D mnpcrenom. U3
Cnuke 65/B, ce BuUOM Jga HH
jemHo N[1121:89: 88 HEeMa
MHXUOUTOPHU TOTeHuujan. bap
y  cmydaJy  peaykyjyhux
peakiyja, TMOCEOHO Kama ce
obpatn mnaxma Ha AKR-22,
KOjU HHXMOUpa aKTHUBHOCT Yy
ciIy4ajy okcuayjyhux peakimwja.

[locne  ananu3mpaHux
MEIIAaHUX CETOBa jeIUIbEHha
IPUCTYITUIIO CE€ aHAJIU3U CETOBA

Jjenumbema TaKo na o

CTPYKTYpH U Mojaudukanujama npumnanajy jeaHoj rpynu ga 6u ce guHMje Morie BUIETH

Pa3jIMKC y NPpOMCHU Yy AKTUBHOCTU HNPOTCHHA Y 3aBUCHOCTHU OJ BPJIO MaJIUX Mehy006HI/IX

MouduKanyja Ha jenumeny. [IpBu ceT cy Ouna jeaumema ca MUKO WIN MUKOJIMHWINACH
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rpyrnom Ha C17 atomy D mpcrena crepouane ocaose, AKR-9, -16, -15, -1, -20, -2 u -21 (Cx.
66). OBakBa mmojena HUje jeauHa, Moryhe Cy W 10 Apyroj XeMHjCKOj OCHOBH. Pasior ma ce
TecTupajy oBa jenumema je y unmbeHnnu na AKR1C ensumu Hajuemhe moaudukyjy Ha
MPUPOJHOM CYIICTpaTy Tpyny koja ce Hanasu Ha C17 monoxkajy. Ha ocnoBy Cnuke 66,
jenumema Koja cy ce mokaszana kao uaxuoutopu cy AKR-9, -1 u -2. Ca majioM npoMeHOM Y
HaruOy, ajy Jakjie ¥ y TIOHOBJBCHOM TECTHpamy Cy C€ MOoKa3ald Kao HHXHOUTOpH ca

noTeHIHjaoM O6uckoM noreHujany 1BU.

0.324

SP

0.304 = PQ & 25
1= 1BU 19
0.28 - 24 > 17
- 23 - 18

- 5 Bpeme (Munyte) '° 0 5 Bpewme (MunyTe) 10

Cruka 66. I'paduuku npuka3 npomeHe arncopbanie (y-oca) kao oaroopa Ha ytuiaj Ha aktuBHOcT AKR1C3
€H3MMa MPUIMKOM TECTHPama Ca MHUKO U MUKOJMHUINICH jeINbehbUMa, JICBH TpaduK U ca jeubeniMa Koja
MoCeIyjy JaKTOH WK 0TBOpeH D mpcTeH ca XxuapokcuiiHoM rpynoM Ha C3, necHu rpaduk.

Tectupana cy y jeJHOM CETy H jelumbema Koja mocenyjy isakron (AKR-19, -17, -18)
U CBa jeJIMkhEha ca OTBOPEHUM D mpcTeHoM Koja moceayjy XMIpoKCHuIHy rpymy Ha C3 atromy
(AKR-23, -24, -25) (Cn. 66). Y oBoMm cery HajBehy WHXHOHIIM]Y je MMOKA3al0 jeAUICHE
AKR-19, ok cy ocranu 6w 6mmku HaruOy o PQ.

BepoznocTojHocT pe3ynrata ce moTBplyje 1 ’BUXOBOM MTOHOBJbUBOLINY. YHiopehenu cy
MoJI0%kaju Haruba J10 caja MpUKa3aHUX U TECTUPAHUX jeAumerma Ha uzopopmu C3, Koju cy
TecTUpaHu Oap JBa MyTa W HUCIOCTaBUJIO ce Ja ojapelheHa jeanmema He TMOKa3yjy HCTO
CBOJCTBO, OJIHOCHO Jia C€ y HEKOM ecejy IOHallajy Kao MHXUOUTOpH MehyTUM NpUITUKOM
MIOHOBHOI' TECTHpama Kao CYICTpaT MM Kao jJeIUEECHE Ca OCPEeIHhUM HHXHMOUTOPHUM
MOTEHIINjaJIoM. Jenmbeha Koja cy moka3ana uctu noteHnujan cy AKR-9, -12, -19, -2, -1, -
23, -24 u -25. Ocrana jequmbena Koja Cy Bapupaia ca CBOjJUM MHXUOUTOPHUM MTOTEHIIN]aJIOM,
MOTY J1a yKa3yjy Ha HECTaOUITHOCT CaMor jeINbEbha.

3a jenumema KOja HUCY Memaja CBOj MOTEHLHWjal je H3payyHaT IMpoLeHaT
uHXuOMIMje ynorpeboMm BpeaHocT Haruba on PQ xao 100% u mpomopruoHaTHO
u3payyHaTa BpPEJIHOCT AaKTMBHOCTHY CBUX OCTalIMX Haruba, ma 3atum oxysera ox 100%

(Tabena 8).
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TaGena 8. Muxubunuja akrusHoctd AKR1C3 nporenHa ynotpeOoM pasziM4HMTHX JEIUCHA, M3PAKEHO Y
nporenTuma (%).

PQ 0 AKR-12 15 AKR-1 50 AKR-25 /
1BU 60 AKR-19 65 AKR-23 28
AKR-9 48 AKR-2 45 AKR-24 25

*uHxubuYyUja je pauynama nponopyYUOHAIHO y 00HOCY HA PA3IUKY 8PEOHOCMU NP8e U NOCie0rme mauKe npage
3a PQ. Ta paznuxa je npeocmamana 100% akmusrocm, 3amum je 3a ocmaine pauyHamo Kao nponopyuja u
KaKo je maj peyimam npeocmasnsao akmuehocm, 0obujena epednocm je ooyzema 00 100 u pesynmam moea
je y mabenu. Konyenmpayuja mecmupanux jeourberoa je 6,25 uM.

[Tocrie oBUX TecTUpama, aHAIM30M HAjOOJbUX pe3ysiTara yCTaHOBWIIO ce J1a Ou Ouio
MHTEPECAHTHO TECTUPATH HOBU CET MHUKOJIMJI M MUKOJMHWINACH jelU-emha Koja MOoCcCeayjy
pasnuuute rpyne Ha C3 atomy, y3 aBa Beh Tectupana. Tako aa je HOBH ceT 0OyXBaTHO

jemumewa AKR-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 u -8 (Cx. 67).

0.36

o

>

<
Cnuxka 67.

0.34 I'paduuku npukas
npoMeHe arcopOaHie
yclen yTuiaja
TECTHPAHUX TTHKO
MUKOJIMHUIHICH

0.32 JepuBara ca

Pa3IUYUTHM IpynamMa Ha
C3 aToMy Ha aKTUBHOCT
AKR1C3 en3uma.

3 7 = PQ

®4 43 =I|BU

0 5 Bpeme (MuHyTe) 10

VY oBakBOM ceTy Haj0OJbYy MHXUOHIIH]Y je MOKa3allo JeIUEHhe -7, MOCle oaMax 3a
BUM jeumema -1 u -2, jemumene -3 je OIu3y 1o BpeAHOCTH H -8, Mel)yTuMm ca BelInKuM
bnykTyanujama y Mepemy. Jenumeme -7/ je JeIUHO JeIUbEemhe ca a30ToM Ha mosoxkajy C3
KOj€ je ToKa3aJio MHXUOUTOPHO cBOjCcTBO. O/ HaBelIeHa TpU Haj00Jba jeIUbCHa, TIPBA JBa CY
o0a ca nukoami rpynoM Ha C17 nonoxajy y oAHOCY Ha -2 Koje je ca nmukoauHuauaeH. 1ito
MOXE J1a c€ TyMaud Tako IITO (PeIKCHOMIIHOCT MUKOJWI Ipyne Moxkaa omoryhaBa GoJbe
YCHIpaBamke jeIHECHa Y MPOTEHHY U 00Jbe ,,3aKJbydaBame’ y BEITMKOM aKTHBHOM MECTY.
BpenrocTtu nporieHara HXHOUIMje Cy pHUKa3aHe y Tadbenu 9.

Tabena 9. Edexar naxubunuje (%) TeCTHPaAHUX MHUKOJIMI U NUKOJMHUIHICH jCIUbCHA
Ha aktuBHOCT AKR1C3*,

PQ 0 AKR-4 14.32 + 2.10
IBU 70.65 + 2.16 AKR-5 17.17+1.85
AKR-1 70.65 = 1.89 AKR-6 8.34£1.73
AKR-2 60.12 + 1.78 AKR-7 84.93 £5.62
AKR-3 49.43 +£2.09 AKR-8 60.00 = 4.75

*Bpeonocmu  npedcmasmajy  cpeowy  8pedHocm £ Koeduyujenm  eapujabunocmu, ca
KoHyenmayujom unxubumopa 6,25 uM, 3a demasme noenedamu noanasmwe 8.11.2.
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9. Pezynimamu u ouckycuja

9.2.5. In vitro ananusza epexma 6ubsnux excmpaxama na pedykyjyhy akmuenocm
uzogpopme AKR1C3

Penyknuja ca OuJpbHMM eKCTpakTuMa je pahena ca mzopopmom C3 Koja je mpeTXoaHO
anMKBOTHpaHa M 3aMp3HyTa ca kopakropom NADP' u rimueponom. YV BehvHu HapOmHUX
pelienara ce mpernopydyje jeaHa kammuuiia daja Ha 2,5 dl xmajgHe uin npokysaie BOJC ma je
pelnieHo 3a morpede eH3MMCKOT TeCTUpPama J1a ce npurnpemu 10X KOIEeHTpOBaHU]HU Yaj, JaKIie
1 g cyBor 6mipHOT Matepujaia Ha 25 ml Boze.

ITpBo Tectupame je paheno ca supkom (A. vulgaris) y pasnuuutuM paszdiakemuMa,
rae cy kao u no caaa PQ u IBU Ounm KOHTpONHH CYNCTpaT U MHXUOHUTOp, peaom. [lopen
HaBEJICHNX, KOPUIITNEH je Ka0 KOHTPOJa U BOJACHH €KCTPAKT BUPKA KOJH j€ MPHUIPEMIbEH O

cTpane Kojiera Ha Jlenaptmany 3a xemujy (Ci1. 68).

0.36
S
g Cr——t——p—— Crrixa 68,
0.34- I'pacdmuku npukas npeor
) I ]\E] TeCTHparba PeIyKIHje eH3MMa
ca eKCTPaKTUMa BHPKa
> 1 (A. vulgaris).
0.32- 1-3:1gcyse 6mwrke y 25, 50
2 u 100 ml npokyBane Boje,
S — BOJICHH SKCTPAKT ca
0.304 @ 3 SP (PQ) xemuje, SSP — crena mpoba
’ L s B PQ 6e3 eH3nuMa.
& sSP =+ BU
0.28 T T
0 5 10

Bpeme (MuHyTe)

Kao u 110 cana u Ha oBOM rpaduky je peaocie]] KOHTPOJIHUX eceja TIelaHo O]l rope
Ha jgoie Owo mobap: cierme mpobe (SP(PQ) um sSP), IBU u 3atum PQ. Csa Ttectupana
pazOnaxema Kao W caM BOJIEHU EKCTPAKT Cy IMOKa3alu CIWYHE WIH 00Jbe MHXHUOUTOpPHE
kapakrepuctuke oa IBU, ca Tum na je BoAeHH eKCTpakT HajOOJbH, IOK HHjE JIETEKTOBAaHA
BeJMKa pasnuka u3Mel)y pa3nuuuTux pazbnaxema uaja. OmiydeHo je ma ce y Oyayhe
TeCTUpajy camo jBa pazbnaxema, 25 u 100 ml mva 1 g cyBor OuspHOr MaTepujana. Ocraim
yajeBa Cy aJMKBOTHUpaHH W 3amp3HyTH Ha -20°C. Jla Ou ce ycTaHOBWJIA TOHOBJHHBOCT
eKCIIeprMEHTa Kao U edeKkaT 3amp3aBamba 4YajeBa Ha HHUXOBY WHXHOUWIM]Y aKTUBHOCTH
AKR1C3, ekcniepuMeHT je MOHOBJBEH, TaKO Ja Cy TECTHUPAHU 3aMp3HYTH YajeBH, 3aTUM
CBEXXE MPUIIPEMJbEHH YajeBU U OTIET CBE TO Y OJTHOCY HA pa3IMYUTE KOHIICHTPAIIH]je BOJACHOT

ekcTpakTa u nosHate kourpoisie PQ u IBU (Cu. 69).
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@ Azqo

Crmka 69.

I'padpmuku npukas TecTupama
penykiwmje eazuma AKR1C3 ca
ekcTpakTuMa BupKa (A. vulgaris), ca
3amp3HyTuM (VZ) u cBexe
npunpemibeHuM (VS) gajem.
bpojeBu y iereHnu npeacTaBibajy y
KO0joj 3armpeMuHu Boje je 1 g cyse
OMIbHE MaTepHje IPUIPEMIBCH; S —
BOJICHHU €KCTPAKTH ca XeMHje,
OpojeBu peACTaBIbajy
koHteHTpamjy mg/ml; SP — crena
npoba; PQ — cyncrpar; IBU —

HHXUOUTOP.

0.344

0.324

== 550 - PQ

== 5100 - |BU

0 200 400 600
Bpeme (MuHyTe)

Ha rpaduky ma Cimnu 69 ce MOoke BHISTH Jla CH3UM M JlaJbe HajBehy akTUBHOCT
ucroJbaBa y npucyctBy camor PQ, Hajeehy HHXUOUILY Cy MCIIOJBHIIN €CEjU ca BUPKOM KOjH je
pactBope y 25 ml Boje Ge3 003upa /1a JM je MPEeTXOJHO 3aMP3HYT MIIHA CBEKE MPHIIPEMIbEH.
[Mocne wux crnenehu no jaunHu MHXUOUNKjE cy YajeBu koju cy y 100 ml pacTBopenu u tek
3aTUM BOJICHH €KCTPAKTH, KOjU UMajy HHXHOUIH]jy Omrcky IBU.

VY3 HaBeJCHO TECTUPAE W 3aMP3HYTOT M CBEXKETI BHPKA, TECTUPAHH Cy U YajeBU O]
mumtha umerne (V. album) u mumha 6oposuume (V. myrtillus) (Cn. 70). 36or moctojarma
pa3IMYUTUX TPUIIPEMA Yaja o] UMelie, ucrpobane cy 00€e OIIHje U ca XJIaJHOM U ca TOIIOM

BOJIOM.

Cnuxka 70.

0.36
1] I'paduuky puKas TecTHpama
T * penyKIuje eH3uMa ca

gy 2 eKkcTpakTuMa BupKa (A.
0.34+ vulgaris), umeie (V. album) u
OOpoBHUIIE
(V. myrtillus). BpojeBu y
= JIETeHIH YKa3yjy Y K0joj
o 0.32- :
< —— |H25 3anpeMuHu BoJie je 1 § cyBe
- |H100 MaTepuje OHIbKe
npumnpemiseHo, IH — umena,
IT25
0.30+ T100 xnagHa npunpema; IT — umena,
ToIIa mpurnpema; B —
-®- B25 = PQ 6oposHuIa; PQ — KOHTPOTHK
= B100 == IBU cyrcrpar u |1BU xoutponunu
0.28 T T . UHXHOHUTOP.
0 200 400 600

Bpeme (MuHyTe)

Amnanuzom rpaduka 70 ce youaBa /a Cy CKOpO CBHM €KCTPaKTH IO Majay arncopOaHiie

ONMMCKYU BpeaHOCTH KpuBe ca PQ, IOK ce HajKOHIICHTPOBAaHUjH €KCTPAKT OOPOBHUIIE jEIHHU
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M3/IBOjHO M TO Y Buay nuxuouije aktuBHocTH AKR1C3 npoTtenna, moceOHO ako ce mopeau

ca IBU kao mo3Hatum HHXHOUTOPOM.

*k*k

CBU pe3ynratd Koju cy nobuwjeHn y3 ymoTpeOy OMJBHHMX eKCTpakaTa yKaszyjy Ha
MOTEHIMjaJTHM 3Ha4ya] W CaMUX YajeBa y KaKO CBAaKOJHEBHOM J>XHMBOTY TaKO W MOXIA Y
MEIUIIMHCKE cBpXe. MehyTtum, oBuM 1mTO je 00yxBaheHO y OKBHPY OBE TE€3€ j& caMO MOYeTaK
KOjH je MOoKa3ao Ha MOTEHIMjall KOji OMJbKE MOTY J1a IMajy U FlbUXOB 3Ha4aj Kao Takas, C TOTa
najba UCTpakuBama Ou Tpebana a ce (OoKycHpajy U Ha UCTPAKHMBaKke OMJbHUX EKCTpakara y
CH3MMCKUM €CejuMa, I’UXOBE aKTUBHOCTH M aHalu3e caapikaja (ppakuuHaimja) eKCTpakra
Koju uMma yTtunaj Ha eH3uM. [locebaH akieHaT Tpeba CTaBUTH Ha UYUILEHHUIy OOorarcraa
TUBEP3UTETA KOjU ce Hayta3u Ha bankany u camum M y CpOuju koju 61 Morao 300r Tora aa
UMa OpUTHHAIHE W JeIUHCTBEHE pE3yNTare y OKBUPY OBAaKBHUX, a MOXJa M MEIMIUHCKUX

UCTPAKHUBAA.
9.3. Kapakrepucruke yctaHoB/beHuX nHxuouropa AKR1C3 nporenna

IlperxogHo mornaBke ce OaBWIO TEHEPAIHUM MPETPAKUBAEKEM, OJHOCHO
W3HATAKEHEM CHHTETUCAHHUX jeIUIberha ca WHXUOMTOPHUM MOTEHIMjaJOM IpeMa €H3UMY
AKRI1C3. V oBoM mornaBby €y NpUKazaHe JOJaTHE aHAJIU3€ CIpPOBEAEHE Ha HajOobUM
MHXUOMTOpUMA U3 MPETXOJHOT MOIJIaB/ba U 3HAYaj TUX MHXMOMTOpA y IIMPEM KOHTEKCTY.
IToTeHTHOCT HEKOr HMHXHOMTOpa ce Jajbe orjena u3Mehy ocTamor u Kpo3 aHaIu3y

KkrHeTHYKHX napametapa monyT Ki u 1Cso.
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9.3.1. Ilpecneo cmpykmypa jeourera Koja cy noKa3aia UHXUOUmMopHU ROMeHUUja

On1 cBUX TECTHPAHUX jelUIbCHbA U3 MPETXOAHOT MOTJIaB/ba, 6 jeUmbCHa ce MoKa3aio
Kao MHXHOUTOP y peakifjama peAyKIHje U IBa jeAnmbemha Y peakiujama okcuaanyje (Tadema
10).

TaGena 10. CtpyKType TecTUpaHUX jenmbemna Koja cy y ecejuma ca AKR1C3 eH3umom mnoxaszana HHXUOUTOPHO
cBojctBo (AKR-22 1 NSN y okcuanuuju, a octay y peayKLuju)
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*(Penov-Gagi et al., 2007); **(Djurendi¢ et al., 2012); S(Ajdukovié et al., 2015); %(Savi¢ et al., 2018); €(Nikoli¢ et
al., 2015);

Ocum NSN cBa mpeocrana jenumema umajy A, B u C npcren, a ako ce uzy3me u
AKR-22 cBu octanu umajy u D npcren kapakTepucTryHa 3a CTepouIHA jennmbemha. Hajsehn
Opoj jeaumema uma nukonuia rpyny Ha C17 atromy D npcrena ca mel)ycobHOM pazinnkom Ha
C3 aromy (AKR-1, 3, 7, 9), 10K je jenumerme 2 UCTO Kao M | OCUM MUKOJUHWINICHA Ha
MecTy nmuKoyinia. ['1aBHa pa3iuka y pU3HUKOM CMUCITY Y OKBUPY NPBUX MET jeIUBCHA je Y
YUECHUIIM J1a j€ TTUKOJIWI rpymna Bpiio ¢uieKCHOUIIHA, TOK MUKOJIMHUINAEH 300T TBOCTpYyKE
Be3e Huje. Jenumeme 19 nma gonaTHU NpcTeH Ha A MPCTEHY, KOjU U3IJIe[a Kao MPCTeH U3

MUKOJIWII U MUKOJIMHWINAEH rpyne. OBakBa CTPYKTYpa jeUbCHA jeé OMOryhnia jeTumbeny

124



9. Pezynimamu u ouckycuja

na Oynme Bpiio He(IEKCHOWJIHO W IUIaHAapHO. 3a pa3iuky on 19, jenumeme 22 je 300r
OTBOPEHOT TpCTEHa BPJO (IIEKCHOMIHO M 300T TOra MOXE Jla 3ay3Me pa3JInyuTe Hu

OpHjeHTaI}]je U TI0J0XKaje y AaKTUBHOM MECTY.

9.3.2. In silico ananusa ycuopasarna unxudumophnux jeourserwa Kpo3 npumepe ca
cyncmpamuma

TpenytHo, Ha PDB cajty ox cBux crpykrypa AKR1C3 camo aBe cy ca npupoaHum
muranauma, 1XFO ca anapocteneauonoMm u 1RYO ca mpocrarmanauaom. Ha Ciumm 71 cy
MPHKa3aHe KJbYYHE Be3€ Y BE3UBamY CYINCTPAaTa y aKTHBHOM MECTY.

TyrasA

N HELTA
4
0 ﬁj/
i
H i
H

Cmuka 71. KipyuHe mHTepakuuje y Be3uBamy aHapocTeHemuoHa (yieBo, PDB ID 1XF0) m mpocrarmanmnHa
(mecuo, PDB ID 1RYO0) y aktuBHoM Mecty mpoTernna AKR1C3. IlpHe ucrnpekumane JMHHjE MPEACTAaBIbajy
BOJIOHMYHE Be3€, a 3€JICHE YHE JIMHH]jE PEACTaBIbajy XUuAPOPOOHE HHTEPAKIIH]E.

Ha ocnoBy Cnuke 71 ce BUAM Aa je 32 BE3UBAIE U IOJIOXKA] CTEPOUTHOT jeUECHA
OouTHO (QopMopame Kako XUIApOoPOOHUX WHTEpaKIMja MPeKo (eHWIAlaHMHA Tako |
BOJIOHMYHA Be3a ca cepuHoM 129 koju omoryhaBa crtepouay Ja octaHe y ojapeheHom
nojiokajy u opujeHrauuju. [lopea mpupogHHX CyncTpaTa HCTpaXuBamHUMa Koja cy Beh
nanomenyra (Novotna et al., 2008) je ycranoBbeHo ma AKR1C3 wu oxapehene
aHTHKaHIIEpOTeHE JIeKoBe oOpaljyje Kao a cy My CyNncTpaTH, KakO TaKBUX CTPYKTypa jOIII
Hema Ha PDB-y, Monekynapuum (pauyHapCcKuM) YCHApaBameM j€ IOKYIIaHO Ja ce
aHalM3Mpa Koje Cy TO MOTEHIMjaTHe HUHTEPAKIFje KOje Ce Y TOM clydajy AeliaBajy. Jegan of
TaKBHX CYIICTparta je u JoKcopyOounmH (koopaunare yzere u3 PDB ID 4ZVM) koju momohy
AKR1C3 npena3u y HeakTuBHY (opmy - mokcopyournuuon (Ci. 72).

[Topehemem monokaja U opujeHTAIMje TOKCOPYOUIIMHA Ca MPUPOJHUM CYIICTPATOM
MOJKE J1a c€ BHJM J1a U JOKCOPYOHUIIMH UMa MOTYhHOCT 3a MHTEpKaIMjoM ca cepuHoM 129 u
HCTO TaKO MOXE Ja ce MPUMETH Jla FleroBa KeTo rpyma kKoja ce peaykyje y -OH Huje manexo

0]1 TI0JI0Kaja KETO TPpyTe aHApocTeHenoHa. MelyTum, Mopa ce y3eTu y 003up MoJieKynapHa
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JTMHAMUKa W TIPOTEWHA U CYIICTpaTa y )KMBOM CHUCTEMY Koja omoryhaBa ga oapelheHu neinoBu

MoJieKya 1oh)y ¥ KOHTaKT.

Doxorubicin

Doxorubicinal

) o

Crnuxa 72. TIpuka3 cTpyKkTypa JOKcopyOuIiHa 1 pyouruHona (ciuka rope).Jlone: ITomoxaja tokcopyouuaa y
oIHOCY Ha aHznpocteHequoH y aktuBHOM Mecty AKR1C3 mporenna. JKyTto - aHapocTeHenoH, 0e10-3eJIeH0 —
JOKCOPYOMIIUH; * 1 **- [10J10Kaju LIMJBHKUX KETO IpyIa aHAPOCTEHEAMOHA U Aokcopyouiuna, PyMOL.

Y oxBupy PDB 6a3e mnocroju Bume crpykrypa AKR1C3 ca paznuuutim
MHXUOUTOpUMA O] KOJUX CY CKOPO CBE CTPYKTYpe Ca MalUM He-CTEPOUIHHUM MOJIEKYIUMa.
No6ynpoden, THXUOUTOP KOju je KopuiiheH y OKBUPY OBOT HCTPAKUBAHE j€ MAJH MOJIEKYIT
a Kao TakaB HUje TOTO/IaH 3a CTPYKTYPHO nopeheme ca jenmemMa Koja uMajy CTEpOUIHY
OCHOBY QJIl CBakako Tpeba oOpaTUTH Maxmy KOje Cy KJby4yHE aMHUHO-KHCEIMHE U y TOM

ciny4ajy (Ci. 73).

Cnuka 73.

Kipyune unTepakuuje y
Be3uBamy HOynpodena
y aKTUBHOM MECTY
AKRI1C3;

PDB ID: 3R8G.

PheZ11A
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OcaM jenumema Koja Cy y OKBUPY OBE Te3€ MOoKa3zaia MHXUOUTOPHU MOTCHUIIH]a Cy
ycugpaBana y crpykrypy AKR1C3 ca PDB-a (PDB ID: 1ZQ5) pmobujeny
Kkpuctaiorpadujom, mudpakujom X-3paka, CTPYKTypa je IMOXpameHa Yy KOMIUIEKCY ca
CTePOUIHUM JaKTOHCKUM uHXHOuTOpoM EM1404 (Cx. 81). OBa cTpykTypa je omabpaHa 3a
YCHIpaBamke M3 pasjiora MITO je HABEICHH JIUTaH/ CTCPOUIHH JEPUBAT KOjU j& 10 OCHOBHO]
CTPYKTYpU CJIMYaH jelUICHHMa KOja Cy TeCTHpaHa y OKBUPY OBe Te3e. Y aHallu3u
yCcHUIpaBama, PEIenTop je MPeACTaB/beH Ka0 PUTUIAH MOJICKY 06€3 (IeKCUOMITHOCTH OOYHUX
JaHana aMuHoO-KHucenuHa. CuMyrnanuja KOHTPOJHOT YCHIpaBama je Kao pe3yirar jana
RMSD y Bpexnoctu 0.812 A u eneprujy Besusama -12,27 kcal mol™ . Anmpocrenemmon,
cymncrpar nporenHa AKR1C3, je mociayuo 3a yHaKpCHO YCHAPaBamkE y OBOj CTPYKTYPH, Kao
pesynTar n06Mna ce eHepruja BesuBama y Bpemnoctr -9.47 kcal mol?, xoja je xopumhena
Kao pedepeHTHa BPEIHOCT 3a Mepy jakor Be3mBama (Savi¢ et al., 2018). TaGemapHo cy
NpHUKa3aHe HajHWXKE NOOWjeHEe BPEIHOCTH CHEPruje BE3HMBaIbE 33 MHXHOUTOPE Ca CIUKOM
MOTEHIIUjaTHUX WHTEPAKIMja Y aKTUBHOM MECTY Ca OpPHjEHTAI[joM KOja je MMaia HajHUXKY

eHeprujy Be3uBama (Tabema 11).

Tabena 11. Enepruje Be3uBama 3a jeuibemha ca Haj0oJbM HHXHOUTOPHUM MTOTEHIINjaJIOM U BbUXOBa
OpHjeHTAIlHja ca HajMamkbOM CHEpPTHjoM Be3uBama y aktuBHoM Mecty AKR1C3 mporenHa.

Wuxuburop u

SHEepruja Be3uBama
(kcal molh)

[NoTeHIujaaHe HHTEPaKIHje/

Cnrke MOTEHIIMjaTHUX WHTEPAKIUja
KOMEHTap

Cepun 129
-11,38 IIponun 318
~EM 1404
90° nacripam NADP

AKR-2

Xuctuaua 117
Cepun 118
Cepun 129

Acnaparun 167

NADP

-10,80

AKR-1
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Hacmaesax Tabene 11.

Cepun 118
-10,69 Cepun 129
NADP

AKR-7

Cepun 118
Cepun 129
NADP
~EM1404 (3eneHo0)

-10,32

AKR-3

Cepun 118
Cepun 129
NADP

-10,40

AKR-9

~EM1404
-9,83 90° nacipam NADP
(cuBo je ACJT)

AKR-19

~EM 1404

AKR-22
©
\l

Ha ocnoBy Tabene je wmoryhe 3ak/byduTH @ CBH HMHXHOUTOPH Ha OCHOBY
MOJIEKYJIapHOT YCHUJpaBama Moka3yjy 00Jby €Heprujy Be3uBama o] 3a0enexene pedepeHTHe
BpenHoctu. IlITo ce mokiama M ca pe3yiaraTMMa JOOMjeHHM y €H3MMCKHUM ecejuMa, Ha
OCHOBY KOJHX CY OBa je/IUICHha U U3BOjeHa Ka0 HHXUOUTOPH.

[Ipernenamem opujeHTAMje W TOTCHIHMJAIHUX WHTEpPAKIMja WHXUOUTOpa ca
AKTUBHUM MECTOM YCTAHOBJHCHO € HEKOJMKO XHuIoTe3a (OBO j€ WIaK pPavyHaApCKO

MoJiesioBamke). IHXubuTopu ce rpy0o MOTry MOAEIHIN Y TPU TpyIie, IPBY IPYILY YHHU U NIPBO
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jenumeme Ha Juctd - AKR-2 koje je W jenuHO jemumeme Mel)y MHXuOuTOpHMa ca
NUKoIMHUIUACH TpynoM. Jpyry rpyny uuHe cieaeha 4 jemumema (AKR-1, 7, 3 u 9) koja
MMajy MHUKOJIWJI TPYIY U MOCJeIba Ipyna cy nocieama asa jeaumema (AKR-19 u 22) koja
HEMajy CTPYKTYpHE CIMYHOCTH Ca IPETXO/IHE JIBE TPpyIIE.

Hpyra rpyna koja je U HajOpojHHMja CE€ NaKie, KapaKTEPHIIE MPUCYCTBOM ITHUKOIHI
rpyme, Koja je 3a pa3jauKy Oj MUKOJWHWIUACH Bpio ¢uiekcuOuiaHa u 300r Tora omoryhaBa
0oJbe ,,yBiIaueme ™ JIUraHaa 3a pasiivKy OJf MUKOJMHUIINACHA, ajli ca Jpyre cTpaHe Oaiml Ta
(haexcubuIHOCT 3a HHUjaHCY W moBehaBa eHeprujy BeswBama. OpHjeHTalUja jequmbemha ca
MMUKOJIMJI TPYIOM KOjU Cy MMalld HajHWKE €HEPruje Be3uBama cy MehycoOHo mopeheHu u
YCTaHOBJHEHO j€ MOCTOjarbe CIMYHOCTH Y TOJI0XKAjy Y OJHOCY Ha MPOTEUHCKO OKPYKEIbE.
CBa THKOIWII jeHbCHha MMajy OpPHjEHTAIU]y W TIOJIOXKA] CIMYaH jSTUHOM CTEPOUTHOM
naxuburopy Ha PDB - EM1404 (PDB ID: 1ZQ5) u mory na ¢popmupajy O6amr ucre Be3e Kao u
UHXHOUTOp, nakie ca cepuHom 118 u 129, jep cy u npubnuxHo ucre ayxune kao EM1404.
MelycoOHa pa3iuka jeIumelha Y OKBUPY OBE IpyIe je YINIaBHOM caMO Yy (DYHKLIHOHAIIHO]
rpynu Ha C3 aromy A mpcreHa, ocuMm usmeh)y AKR-3 u -9 koju ce pasznukyjy y mojoxkajy
JBOCTPYKE Be3e u3 nmpcTeHa A y npereH b, mro ce u Buau Mel)ycoOHO HajMamoM pa3IiuKoM y
€HEepruju Be3uBama. JeIumbema U3 MPEeOCTAIUX Tpyla UMajy clIuYaH moyioxaj mehycobno y
OJIHOCY Ha KO(aKTOp, OJHOCHO MOMPEKO CY MOCTaBFEHU Y OJHOCY Ha KO(PAKTOP U TaKO Kao
Jla ra CBOJOM CTPYKTYpPOM M30J1y]y O]l HOTEHLHUjaTHUX APYTUX KOHTAKaTa.

Mebhytum, oHO mTO TMOCEOHO Tpeba y3eTh y O03Hp je YMIEHHUIA Jla je BE3UBAE
auragaa y in Vivo ycioBMMa TECHO MOBE3aHO ca KOH(OPMAIMOHMM MpOMEHaMa Camor
aKTUBHOT M Be3HOI MecTa. IIpucyctBo OpojHuX Be3zyjyhux mecrta, Benuke (GpaekcMOMIHOCTH
Besyjyher mecra m moTeHIHjal 3a edekar ,,MHAYKOBAaHOT ykiamama™ y ciydajy AKR1C3
3HauM jaa pesynatare in Silico cumynanuja Tpeba MaxJbMBO MHTEPIPETUPATH U MOBE3ATH Ca
JAOCTYITHHM N Vitr0 ¥ CTPYyKTypHHM TMojaluMma Ja Ou ce MACHTH()UKOBAIM WHXHOMTOPU
AKR1C3. MehyTtum, cBe HaBeJACHO HE yMamyje 3Haua] MOJEKYJIapHOI YCHJpaBama Kao
no0pe MeTojie 3a TpeaBuhame U QUIATPUPABE JeIUBECHA KOja MMajy TOTEHIIHjal 3a JTajbe

CKCIICPUMCHTAJIHO TECTUPAK:E.
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9.3.3. Kunemuuke kapaxmepucmuke jeoursera Koja cy noKazana uHXuoumopHu
nomenyujan

Onpehusame K; i 1Cso, ICs0 ipeicTaB/ba KOHIICHTPAIHM]Y HHXHOUTOPA KOja HHXHOMpa
50% aKTHMBHOCTH TIPOTEHMHA, J00Wja C€ TECTUpPAmEeM pPa3IUYUTUX KOHIICHTpaIldja
MHXUOWTOpA MPU KOHCTAHTHO] KOHLEHTpaIMju cyrncrpara. Kije paBHOTE)KHa KOHCTaHTA U
Kao TakBa MpeJCTaB/ba KOHCTAHTHY BPEAHOCT oApeheHor jenumema ca eH3umMoM, oK |Csg
MPEICTaBJba PEIATHBHY BPEIHOCT YHMja MarHUTY/A 3aBUCH O] KOHIICHTpAIUje CYIICTpaTa Kao
Y KOJMYHMHE €H3MMa Koja ce Kopuctu y ecejy. Cmarpa ce na je mo6ap MHXUOUTOpP OHAj KOjU
uma Kj Bpeanoct y NM oncery. Mehyrum kako je Beh HaBeeHO y IPETXOAUM IMOTJIaBJbUMa
oBe Te3e, ICso je mapamerap kKoju je y OMOMETUIIMHHU dYemhe KOPUCTH 3a H3PAKaBAHE
MHXUOUTOPHE jadrHe TECTUPAHUX jenumberba (Tadena 12).

Y Tabenu 12 cy mnpukazane BpenHoctd 3a ICsp MepeHe ca pazTUUUTUM
KOHIICHTpaldjama CyICTpaTa, I/Ie C€ MOXKe BHJICTH pa3ihKa Yy BpEIHOCTUMA CaMoOT
napaMmerpa y OJHOCY Ha KoHIeHTpaiyjy kopumhenor PQ. JlecHe BpemHOCTH Cy J0OUjeHE
kana je PQ umao xoHnentpanujy jeanakoj Km. [la Ou ce moOujeHe BpenHOCTH MOpEIUie ca
JUTEPATypOM HEOIMXOIHO j€ Ja CKCIEPUMEHT OyJlie CIPOBEICH IOJ] MCTUM YCIOBHMa ca
WCTHM KOHIIEHTpAIMjaMa, IITO jeé MPWIMYHO TEHIKO, ali OHO IITO MOXKE JIa C€ 3aKJbY4H O
BEPOJIOCTOJHOCTH €KCIIEPUMEHTa OBE TE€3€, jecTe BPEIHOCT Koja je mobujena 3a IBU jep je
KpO3 Iperieamke TUTEPAType YCTAaHOBIHEHO J1a CY BPEIHOCTH UCTE WM Y UCTOM OIICETY pefa
Benu4KHe. Y mopehemy ca ocTanuM BpeIHOCTHMA U3 Tabese MOXe Ja ce BUAU J1a Cy U OHE y
HCTOM peny BenudynHa kao u 3a ubynpoden. C Tum na Hajumke BpeaHoctu uma AKR-7, mro

ra KBaIM(UKyje Kao Hajjauer THXUOUTOpa y 1aTUM yCJIOBHMA.
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TaGena 12. [Ipyka3 BpeAHOCTH KUHETHYKHX Mapamerapa 3a HeKe 0J] HajOoJbUX MHXMOUTOpa 1 rpaduuKu
NIpUKa3y pa3nnuuTux Mepema |Cso BperHOCTH.

. . |C50 (uM)
, * &
Jenumeme Ki(uM) Tun naXnOUIHje [Ipouenar nHXUOUIH]jE PQ: 50 / 0.4 uM
IBU 16.56 75 9.9**
AKR-1 21x05 HK 75.65 + 1.89 / 31.69
AKR-2 13'2186 + HK 60.12 + 1.78* 1.4 /
AKR-3 / HJI 49.43 £2.09 / /
AKR-7 0(')7fgi HK 84.93 £5.62 / 14.44
AKR-9 / HIL 48 / /
AKR-19 / H]I 64.35+1.02 34.2 18.15

*HK-nexomnemumusna, & - gpunanna konyenmpayuja 6,25 uM, **(Byrns et al., 2011), / - nuje mecmupano, no —
Huje demepmuHnucano, 3a demase pawynarna Ki u unxubuyuje noenedamu noaiaemwe 8.11.2.

0.00151 . <+ Inhibitor
*‘E § o = control
(=]
<L
=
L 0015,
=. 0.0010+
=
“_E‘ 20010,
(=]
s
3 - Inhibitor % 00005
~ pooos4 O control
T T T 1 0u3000,
-6 -5 -4 -3 A0 5 ]
[AKR-”, M [AKR-2], M
ICso (AKR-1) = 31.69 uM ICs0 (AKR-2) = 1.4 uM
—~ 0.0015-
*
I
o
(=]
<
=
w
=" 0.00104
£
£
(=]
=T
o)
< 00005{ - Inhibitor 7
= 0O control
5 5 4 3
[AKR-7], M
ICs0 (AKR-7) = 14.44 uM
0.0025,
— 0.00144
* [ ]
o 0.0020, !
(=]
ey 0.00124
=
=
E WHslbik 0.00104
£
(=]
%’, 0.0010 0.0008+
~ ! 0.00064
6 4 3 2 10+ 10 104 107
[AKR-18], M [AKR-19], M
ICs0 (AKR-19) = 34.2 uM 1Cs0 (AKR-19) = 18.15 pM
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Tabena 13. Ynopeanu npuka3s pasiiMuuTUX BPEAHOCTH U3 Pa3IMYUTHX EKCIIEpHMEHaTa U3 JIMTepaType U U3 eKcrepuMeHara y

9. Pezynimamu u ouckycuja

9.3.4. Ynopelhusamwe pesynmama ca numepamypHum nooauyuma 0 mecmupanum
jeoumwerwuma

Jenumwema kopuihieHa y OKBHPY UCTPaXUBama TEME OBOI' JJOKTOpaTa Cy YIJIaBHOM
Beh myOimkoBaHa Kazxa cy HPBH IYT M CHHTETHCAHA. Y OKBUPY THUX MYyOJHKalHja IOpeN
mpoleca CUHTETHCama 00jaBJbeHa Cy W JI0JlaTHA HCTPaKMBamba Koja Cy Y MOJIEKYJIapHO-
OMOJIOIIKOM CMHCITY crpoBefeHa. JlogaTHa wHCTpakuBamba Ccy Hajuemhe oOyxBaTana
[UTOTOKCHYHOCT CHHTCTUCAHHX jeIHIbCHha, MHXUOUTOPHE KApaKTEPUCTUKE M PadyyHapCKO
MOJICKYJIaPHO YCHIpaBame y OKBHPY HOBHUjHUX pazoBa. Y Tabenu 13 cy mpukasaHe yrnopeno
BPEIHOCTH 32 HajOOJbE TECTUPAaHE MHXUOMTOPE W3 PA3IUYUTHX CKCIepUMeHaTra U3
JUTEpaType ca BPEAHOCTHMA 3a HCTa jeAUbema Koja Cy Jo0HMjeHa Kao pe3ynrar

CKCIICpUMCHATa Yy OKBHUPY OBC I[I/IcepTaHI/Ije.

OKBHUPY OBE JUCEPTAIHje 3a HajOOJbUX 7 jeAMIbCIbA.

. Enepruja
Jenumeme ELs Gl LT Be3MBAa MOJI 1Cs0 (uM) hesmjcke KyJaType
% ma 1Csp (UM) .
ycHIpaBamba
AKR- CYP17% 17bHSD = CYP19 = AKRIC3% CYP17 AKRIC3  PC-3 MRC-5 ﬂpyfﬂf{‘;'}‘:a”e
1 -10.9+8.9* 37.6£1.1* 51.5+0.3* 75.65 + 1.89 HB% -10.80 >100** >100** >100**
2 14.4+50% | 18.9+-48* @ 67.9+09* = 6012+178 @ -1219%  -11.38 129w >100%* >100%*
MDA 3.8
A N B 5 ,
3 69+12 / / 49.43+2.09 / 10.32 223 >100 HoLa 2607
7 / / / 84.93+5.62 / 21069 / / /
9 / 63+5°% -28.9+15.7* 48 HB -10.40 6.3** >100** /
MDA-MB-231
19 / / / 64.35 +1.02" / -9.83 >100" >100" 9.13,
Hela 11.77"
MDA 0.11,
22 / / / 66.21 +£1.35 -10.09n -9.70 70.85n >100 & MCF 0.52
Hela 12.49 n

Bpeonocmu 3a AKR1C3 cy pesyimamu excnepumenama y okeupy ose oucepmayuje; Renujcke aunuje: MRC-5 — nexanyepozena, PC-3 —
xkanyepa npocmame, MDA-MB-231 — enumen xanyepa oojxe, HeLa — kanyep yepsuxca, MCF — kanyepa oojxe, HB — nema gezusara, | —
Hema nodamaka, ypeeno — snauajue epeonocmu. *(Penov-Gasi et al., 2007), **(Djurendié¢ et al., 2008), $(Kovacevié, Podunavac-

Kuzmanovié¢, Jevri¢, Djurendié, & Ajdukovié, 2014), &(Ajdukovié et al., 2013), B(Djurendié et al., 2012), A(Szab0 et al., 2015), y(Savic et
al., 2018), n(Nikoli¢ et al., 2015)

Y rtabenu cy mnpukazane u Bpeanoct 3a CYPL17 (17,20-nmmjasy) m CYP19

(apomaTasy), kao Jo/aTHA JBa KJbydHa eH3MMa y mporecuma crepougorenese (Ci. 8 u 18),
MOopeJ] Tora MpuKas3aH je W Iperyie]] NOTEHIMjaTHUX UHXUOUTOPHUX CBOJCTaBa TECTUPAHUX
jenvmema 3a HajOOJbMM MHXMOMTOPHHMM MOTEHIMjaoM y okBupy oBe Te3e. AKR-1 ce
Hajoosbe mokazao kao uHxuoOuTop nujaze, AKR-2 Ttakohe xao mobap MHXUOUTOp NHjaze U
mmopeJ] Tora kao j1ooap maxuouTop y hemujckoj kynrypu PC3 kannepa mpocrate, 3a AKR-7
HEMa JIMTEpaTypHHUX TOJaTaka OBE BPCTE jep je y JIMTEpaTypH NpPEACTaBIba0 CMEIIY
nzohopmu kao mehyjenumeme y naboj cuHTE3W. Y uHxubunuju hemmjcke kynrype PC3
KaHIlepa Mpocrate nmocebHo ce a00po u3nBojuio jeaumere AKR-9. Ha ocHoBy mpernena

BpenHOCTH y Tabenn 13 M WHXMOMTOpPHMX CBOjcTaBa MCTHX jenumema npema AKRI1C3,

132



9. Pezynimamu u ouckycuja

jenumeme AKR-2 ce moce6Ho m3aBojuino. Ha ocHoBY monataka ce ucnoctaBuio ga AKR-2
naxuoupa henuje PC3 kanmepa mpocrare, ajii Kao MOTSHIIM]aJIHH Pa3Jior Tora MOTy aa Oymy
O6am wHXxuOUTOpHa cBOjcTBa mMpemMa AKR1C3 u CYPL7, koju mpencraBibajy jemHe O
IUJPHUX METa y TepanujaMa KaHlepa nmpocrare u kao TakaB naxuourop AKR-2 6u morao na
ce cMmarpa TOTCHIMjaTHUM JIyaJHHM HHXHOUTOPOM, OJIHOCHO jEIMI-EHE KOje MOXe Ja

yCIIEITHO MHXHOMpA J1Ba IMJbHA €H3UMA Y Tepamnujamal
9.4. Kpucrammsanuja AKR1C3

9.4.1. Yucmoha u xomozenocm y3opka

ExcniepumeHTH KpucTaim3anyje nporeuHa cy pahenu ca ekcrpecoBanum AKRI1C3
nporeuHoM ca PET28b(+) Bekrtopa. Ilporemn je oGenexxeH ca N-TepMHHATHUM XeKca
XUCTUAMHCKAM OOelIe)KrBavyeM, a u3Mel)y cekBeHIe oOelie)knBaya U MPOTEHHA Ce Haja3uia
nperno3HaBajyha cekBenna 3a TpomOuH. [IporenH je mpeunntheH KOMOMHAIM]OM HHUKII U TeJ-
¢dunrpannone koioHe ca mpuHocoM oa 20 mg no 1 L 6akrepujcke kyntype. Ha ocHOBY rein-

duntpanmone kosone (Cn. 74), mpoTeHH je y MOHOMEPHOM OOJIHMKY, INTO U TMPEACTaBba

ouonomiku obsmk nporenna (Penning et al., 2000).

3400

Wash

Elution

2800 H

2200 H

Asgonm [MAU]

1600 H
1000 +
400 A

.

-200 T T T T
20 40 60 80 100 Volume [mil}0

Crnuka 74. Aranutnuka ren-gunrpanuja AKR1C3 nporenna (1ipBeHa TUHMjA) ca jeJHAM BPXOM
Ha 88,9 ml.

Yucrtoha npotenHa je omma >95%, mro je ycranoBibeHo Coomassie Blue 6ojemem
SDS-PAGE rena (Cin. 75).
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Crnuka 75. Yucroha nporenna AKR1C3 npunpemanor 3a
KPHUCTaIIM3a1]jy Tocie rei-puiTpannoHe KoJoHe. 1 — y3opak npe rei-
¢dunTpanmoHe KojaoHe, 2 — MpoTouHa (pakimja, 3 — y3opak mocie
KOJIOHE U 4 — OyIuio pa3diakeHH y3opak 06poj3. M — mapkep, OpojeBu
ca JiecHe cTpaHe cy uzpaxenu y kDa.

Jla 6u ce ycTaHOBHIJIa XOMOT€HOCT IIPOTEHHCKOT Y30pKa y pacTBOpY, KopuiiheHa je
MeToJla JUHAMHYKOr pacumama cerioctd (DLS) (Ca. 76). DLS anamuse ce Kopucre
PYTHUHCKH y OHMOJIOIIKMM JilabopaTtopujama jJa OW ce JETEKTOBAJO0 MPUCYCTBO arperara y
MaKpOMOJICKYJJapHUM pPAacTBOpUMA, 3aTHM Jila OM Ce YCTAaHOBHJA BEJIIMYMHA MPOTEHHA,
HYKJICMHCKMX KHCEJIMHA M KOMILJICKCAa MIIM Yak U 3a npaheme Be3uBama Juranaa. Meroja je
3aCHOBaHA Ha YWICHHIIM Ja TIOMEpamke MOJIEKyJia BOJE MOMepa W MOJICKYJe KOjH CY
pactBopeHu y Boau. Kapakrepuctika oBakBor bpayHOBOT KpeTama je Ja ce Majli MOJICKYJIH
nomepajy Opxke ox Behux Moiekyrna. HakoH 3padema ca BHIJBUBOM MOHOXPOMATCKOM
cemiomhy Mana Qpakiuja CBETIOCTH je audpakThBaHa. VHTEeH3UTET Te MUpaKTOBaHE
CBETJIOCTH C€ MEHha Y BPEMEHCKH 3aBUCHOM MaHUPY 300T KOHCTAHTHE MPOMEHE Y TUCTAHIU
u3Mel)y maptukysina. OBO JOBOJU WIN IO KOHCTPYKTHBHE WM JIECTPYKTUBE HHTEPPEPEHITH]E.
WNuTensurer (aykTyaryje CHUMJBEH TOKOM aHAIHM3e CaApXKU WHPOPMAIUjy O BPEMEHCKO]
CKaJM TMoMmepama gudpakmnuje. ,,Pacmagame” Kopenanuje je MUPEKTHO IIOBE3aHO ca
nmoMepameM MapTHKyla U caMHM THM ca muxoBoM aumensujom (Lorber, Fischer, Bailly,

Roy, & Kern, 2012).
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Cnuxka 76. [Ipuka3 xomoreHor 1 HexoMoreHor y3opka nporernHa AKR1C3 npunpemibeHor 3a
KpHCTaM3alLHjy ¥ IpoBepeHo ynotpedom DLS-a.
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VY30pak Koju ce moKazao Kao xoMoreH npuiankoM DLS ananmuse je HacTaBJbeH 1a ce

KOPUCTH 3a Jlajby IOCTaBKYy 3a KpHUCTamu3anujy. Mame XOMOreH (HEXOMOI€H) y30pakK je

KopuurheH 3a MokyIiaje py4He NocTaBke KpucTalin3aluje.
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9.4.2. Xucmuouncku obeneixcusay npomeuna u in situ npomeonusa

Y mperxogaum pagosuma je yriaaBHOM AKRI1C3 koHCTpykT ca N-TepMHHAIHUM
XUCTHJIMHCKUAX OOeNeXrBaueM KOpHIINeH 3a EH3MMCKE eceje, JOK ce 3a CTPYKTypHa
UCTPaXKMBamka KOPUCTHO KOHCTPYKT ca XUcTuAnHNMA Ha C-TepMUHaIHOM Kpajy (Jamieson et
al.,, 2012). Camo tpu ox 43 crpykrype AKRIC3 ma PDB-y cy pemeHe ymorpebom
KOHCTpYKTa ca N-TepMHHAIHMM XHCTHIMHUMA ca pesonymujama 2,0 A u 2,3 A, Tabena 14
(Zhao et al., 2015), nok je 29 crpykrypa pemieHo ynorpedboM C-TepMHHAITHUX XUCTHIMHA Ca
onceroM pesoiynuja ox 1,2 A (Lovering et al., 2004) mo 2.8 A. Tpu crpykrype cy pelene
yrotpedbom GST obenexknBaya Koju je 6Mo OTKIOmkeH npe kpucranuzanuje (Qiu et al., 2007,

2004), nok cy mpeocraie pelieHe CTPYKType MOPEKIOM 0/ HE00EIS)KEHOT MPOTEHHA.

Jlakiie, y OBOM HCTpaKHBamy je MoauuKoBaHa MeToda IN Situ mporeosuse Koja je
nHaue KopumheHa 3a  HecnenU(UYHO  OJBajame/Tpecelabe  HECTPYKTYpUpPaHUX
npoaykeraka Wi (QETKCHOMIHHMX JIeJioBa MPOTEHWHAa ca [WbeM Jia ce T000JbIa
kpucranuzanuja (Dong, Xu, & Edwards, 2007; Wernimont & Edwards, 2009). Ynorpebom
TpoMOMHA 3a Mpecename creruduuHe nperno3HaBajyhe cekBeHile 3a TpoMOuH je in situ
OJICTpamkbeH N-TepMUHAIHU XUCTHIUHCKH 00CJIe)KMBAY Y €KCIIEPUMEHTATHUM MTOCTaBKaMa 3a
kpuctanuzanujy. OBO TpeACcTaBlba MpaKTHYaH TMPUCTYI KAKO BPEMEHCKH TaKO U
(UHAHCHjCKM y OJIHOCY Ha CTaHJapJHE HAuWHE OTKJIamama O0ele)kHBaya y KOjUMa ce
KOPHUCTHU BEJIMKA KOJIMYMHA XUCTHUIUHOM OOEJIeKEHOT TPOMOWHA M Yy KOJUMa j€ HEOIXO/aH

JOII jeiaH Kopak npeunirhaBama.

TaGena 14. XpoHoJomky u ynopensu npuka3s crpykrypa Ha AKR1C3 na PDB, ca nadopmanmjama o pe3omynuju,
o0enexuBaydy, BEKTOPY U MPOCTOPHO] TPYIIH.

AyTop ¥ roguHa PDB Pezonynuja Oo6enexnBau Bekrop (mutazmum) II:Ipp;(l)Ic:opHa
1RY8 1.69
Komoto et al. 2004. pUC-hLuFS P1
1RYO0 1.69
1s2C 1.8 P212121
) 1S2A 1.7 . P212121
Lovering et al. 2004 C-His6 pET21b
1S1R 2.0 P3221
1S1P 1.2 P212121
Qiu et al. 2004. 1XFO 2.0 GST P63
Komoto et al. 2006. 2F38 2.0 Hema pUC-hLuFS P12:1
) 2FGB 1.35
Qiu et al. 2007 GST P21212;
12Q5 1.3
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Hacmasax Tabene 14.

Chen et al. 2012/3 #D8Y 253 Hema P1
4DBS 1.85
3R58 2.3
3R43 2.0
3R94 2.01
3R8H 19
Flanagan et al. 2012 SREG L8 C-His6 pET21b P21212;
3R7M 21
3Ré6l 1.95
3UGR 1.65
3UG8 1.73
3UFY 19
Jackson et al. 2012. 3UWE 1.68 C-His6 pET21b P212121
4FAM 2.0 P12:1
Jamieson et al. 2012 4FAL 2.0 C-Hisb pET28a P212121
4FA3 2.2 P212121
Liedtke etal. 2013.  4DBW 18 Hema S S P1
Heinrich et al. 2013. 4H7C 1.97 C-His6 P2:12121
Flanagan et al. 2014. 4HMN 2.4 C-Hisb pET21b? P212121
4XVE 155 P212121
4XVD 2.81 la
Amano et al. 2015. AWDX Lo C-His6 PET22 Prad
4WDW 194 P1
4WDU 1.7 P21212;
AWDT 15 P212121
4YVV 2.3
Zhao et al. 2015 4ZFC 2.0 N-His6 FulenGene Co. P1
4YVX 2.3
Huje myOmukoBaHO
Squire 2013 4DZ5 1.7 P21212;
Yosaatmadja 2014 4WRH 1.6 P212121
Li 2017 PHNY 20 P12:1
SHNT 2.0
He 2017 5JM5 1.99 P12:1
Squire 3QUU /

9.4.3. Ymuuaj in situ npomeonuze xucmuouHckoz odenexcusaua Ha Mopgonozujy
Kpucmana

JIBa cera KpHCTaIM3allMOHHX YycCJOBa Cy mocTaBbeHH ymorpedbom PEGs Suite
(Qiagen, USA) u Morpheus (Molecular Dimensions, Ltd.,, UK) ca AKRIC3 ca u 6e3

npucyctBa TpomOuHa, Mmonapau ogHoc AKR1C3 u tpombuna je 6uo 280:1. Ilorenumjanan
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KPUCTAJIM3AIIMOHN  yCIIOBM Cy TIperyienann y OpojHUM yciaoBuMa y o00a ceTa
KpUCTaJIM3allMOHUX YCJIoBa U BehrHa KpucTaia ce nojaBuia npeko Hohu (Ci. 77). Huje 6una
3Ha4ajHa pasiuka y Opojy ycioBa y KojuMa cy J00HjeHH KpucTanu u3Mely yciosa ca u 6e3
tpoMOuHOM (17, omHOCHO 16, pemom, @1). MelyTum KprucTamu Cy ce BU3YEITHO Pa3IMKOBAIIN
y MOp}OJIOTHjU Y 3aBUCHOCTHU OJ1 IPUCYCTBA WJIK OJICYCTBA TPOMOMHA. Y HEKHM OJ] YCJIOBa
M0jaBUJIM CY C€ KJIACTEPU MUKPOKPHCTAIA Y OOJIMKY MIJIH, 0K Cy IPYTH YCIOBH (OpPMHpAIIU
BEIIMKE KpHCTaje TOroJHE 3a CaKylUbame (,lename’). Kpucramu cy yrnaBHoM Owiu
TPOAMMEH3UOHAIHH, U3IyKEHH 1 4ecTo ca Behum Opojem menrtapa nykiearje (Cn. 77, 78).
Kpucranu xoju cy u3paciu U3 y30pka TPETUPAHOT ca TPOMOWHOM Cy BU3YEITHO MMaJIH Mambe
ciojeBa Hykieauuje. OBM KpHCTalu Cy Takohe OMIIM JaKIIy 3a OfiBajame 01 KJlacTepa TOKOM
nerama Wi UM je 6ap Omiia Jrakia mocraBka MOHOKPHCTAIHOT JieJla HaclpaM CHoma X-3paka

3a aHanmM3y qudpaxiyje.

Morpheus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A
B
C
D 24
E 2.0
F 2.8
G
H
E1(1:2)-T B8 (2:1) +T D1 (1:1) +T

I(OIMMO|O|w|>

Cnuka 77. Pesynratu wu3Hanaxema Kpucranusauuje w3 Morpheus (rope) u PEGs Suite (mosne).
[IpencraBibeH je mieMaTcKy NpUKa3 KpHUCTaJIM3alMOHE Iutode; 0oja mpeacraBba OyHape KOju Cy MMain
KpPHUCTaJle y3 OJICYyCTBO (JKYTO) M NpHUCYCTBO (3eneHo) TpomOuHa. Bpennoctu y onpelhennm OyHapuma
mpencTaBbajy Haj6osby mocTHTHYTY pesonymmjy (A) y TectroBmma jumbpakimmje Ha cakymbeHHM
KpHucTanuMma. PerpeH3eHTaTHBHE CIIMKE KpHCTalla Cy IpHKa3zaHe HCIoJN Imema, obenexene Opojem OyHapa,
3aPeMUHCKAM OJHOCOM MpoTewmHa mpema mnperunurtadty (1:2, 1:1 wmm 2:1) m oacyctBom (-T) wmmm
nmucyctBoM (+T) TpoMOuHa.
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9.4.4. Ymuuaj in situ npomeonusze xucmudunckoz ooenexcusaua Ha Keaiumem
oughpaxuuje
CBU KpuCTaM KOjU Cy OWIM yHEelaHW Cy MOHTUPAHU y IeTJbe, KpHo-3amTuheHu
ykosuko cy paciu y PEGs Suite u oxyahenu y teuHom a3ory. CBH yCIEHUIHO CaKyIJbeHU
KpUCTAJIA Cy TECTHPAHU Ha CHOMY X-3paka Ha JlabopaTopujckoM audpakromeTpy. Kpucramu
KOjU Cy M3paciii y IPUCYCTBY TpoMOMHaA cy (GopMupanu ciuke nudpaxiuje ca reHepasTHo
00JbMM KapaKTEpUCTHKaMa Ha OCHOBY BH3yasHor mnopehema. Y cymTwHH y30pumu ca
TPOMOMHOM Cy UMAaJId BHIIY PE30JIYIHjy, 00JbHM OOJIMK Tauaka U BHILNY MPEBAJCHILY Tadyaka

jeIHe KpHUCTaTHe PENIeTKE MITO j& OJaKIIao HHIEKCUPamhe TU(PAKIIMOHUX TadyaKa.

-Thrombin + Thrombin

_'.A/

00 pm

Crnuka 78.

[opeheme mopdooruje u kBanuTeTa TUdpaxiyje Kpucraia
KOjH Cy HACTaJIM Y HEAOCTATKY (JI€BO) M IPUCYCTBY (JIECHO)
TpoMOuHa y Morpheus ycmosuma D1, ogrOC mpoTenHa
npeMa npeuunuTaTy y Buny kamsune 1:1 (a), D4, 1:1 (b), u
F1, 1:2 (c).

Kpucranu xoju cy uzpacu y PEGs Suite cuctemy cy mopanu OUTH Kpro-3amTHheHH,
TaKko Ja je TO MOIJIO Ja yTHue Ha KaBiuteT audpaxiuje. Kpucramum xoju cy uspaciu y
Morpheus koMIuteTy HUCY 3axTeBaiu goaaTHy 3amtuty (Gorrec, 2009), a Heku 01 ycioBa y

HCTOM KOMIUIETY Cy (pOpMUpalii KpUCTajle U y IPUCYCTBY U y 0JIcycTBY TpomOuHa. Tako na
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j€ Ha OoCHOBY Tora Omio moryhe HampaBUTH TUPEKTHO nopeheme Mopdosioruje kpucraia u
kBanuTeTa nudpaknuje y Hekoauko ciydajeBa (Ci. 78). OBo mopeheme jacHO mpuKasyje aa
je in situ oTkiamame XUCTHIUHCKOr oOeliexkuBaya ca oJpeheHOM KOJUYMHOM TPOMOHMHA
pe3ynToBaio 60550M MOP(OJIOTHjOM KpHCTaia U 00JbUM KBAIUTETOM AUQPPAKIIH]E Y CMUCITY

JJUMUTA pe30JIyque, BEJIMYMHE Ta4aKa U lbHUXOBOI 00IHKA.

9.4.5. Eghekmuenocm in Situ mpomouncke npomeonuse y pacmeopuma npeyunumanHama

Kpucranuzanponu  yclOBM  yIJIaBHOM  CaJIp)Ke€  MEIIABUHY  Pa3IUYUTHX
MpeUuIUTanaTa, mojapasymMeBajyhu BUCOKY KOHLEHTPAIM]y COJMM M TOJHMAIKOXOJIAa BEJIHKE
MOJIeKyJapHe TeXuHe W ciauuHo. OO3upoM jJa OBM ycinoBH He oMmoryhaBajy onTHMaiHe
yCIIOBE 3a paj TPOMOWHA, KPUCTAIM KOjH cy m3paciu y Morpheus ycioBuMa U KOjU Cy
TpeTHpaHu TpoMOMHOM N Situ cy aHamusupanu EnmvanoBum  N-TepMHHAIHUM
CeKBEHIMpameM. Pe3ynTraTd CceKBEHIMpama 3ajeJHO ca cacTaBoM ojoromapajyher
KpUCTAIM3AIMOHOT yciioBa je mpuka3al y Tabenu 15. KonTponHo cekBeHnmpame je ypaheno
Ha y30pKy KOjU HHUje TpeTupaH TpoMOMHOM U jnodujeHa je ceksenua 'GSSHHHHHHSSG',
Koja oaroBapa N-tepmuHanHoM Hise-o0enexxuBauy. Ilocime cexBenne His-obenexnBaua
ciemu cekBenna LVPRGSH, koja 6u Tpebana ga Oyne npeceueHa rpombunom m3mehy R u G.
Ananuza pe3yirara KpECTalU3allMje jaCHO yKa3syje Ja je TpPOMOUH eHUKacHO YKIOHHUO in Situ
His-o0enexxuBay y Kpuctanu3annoHoM Kokteny. Odekyje ce 1a OBaj MPHUCTYI MOXe 1a Oyze

reHepaIHO MPUMEHIBHB 32 KOHCTPYKTE n1o0ujeHe ca PET28(+) BekTopa.

Tabena 15. EnmanoBo cexBernmpame AKR1C3 kprcTana u3pacimx/HaCTaauX y IPUCYCTBY TpPOMOHWHA

Bpoj . N-repMuHaIHa
Gy Capxaj KpUCTaIU3alUOHUX PacTBOPA cexBenma®

10% wi/v PEG 20 000, 20% v/v PEG MME 550, 0.02 M cBakor ajikoxoJja
D1 (1,6-xekcanmuon, 1-6yranon, (RS)-1,2-nponanauon, 2-npomnauou, 1,4- GSHMDSxQQxV
oyranauon u 1,3-nmpomananon), 0.1 M MES/umunaszon pH 6.5

12.5% wi/v PEG 1000, 12.5% w/v PEG 3350, 12.5% v/v MPD, 0.02 M cBakor
D4 ankoxoJa (1,6-xekcanmuon, 1-6yranon, (RS)-1,2-nponananon, 2-npomnanosn, GSHXDSXQ
1,4-6yranguon, and 1,3-nmpomananoi), 0.1 M MES/umunazon pH 6.5

10% wi/v PEG 20 000, 20% v/v PEG MME 550, 0.02 M cBakor
F1 monocaxapuia (D-rimykosa, D-mano3a, D-rajgakrosa, L-gpykosa, D-kcunozau  GSHMDSXQQxV
N-aretun-D-riayko3zamun), 0.1 M MES/umunazon pH 6.5

$Pesudye obenedcene ca X nuje buno mozyhe uoeHmupurkoeamu, MEMuoHuH 00206apa NPE0j AMUHO-KUCETUHU
00 AKR1C3, a npemxoone mpu — GSH, npedcmasmwajy pezudye xoje ocmajy Hakon npeceyarba ca mpomouHoM.
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9.4.6. Pewasamwe cmpykmype

Kpucranu koju cy nobujenm u3 Oynapa D1 u3 Morpheus cera (Tabema 15) cy
nudpaxToBamu 10 pesonymuje oa 2.0 A Ha nudpaxromerpy y 1a60paTopuju, a HAKHAIHO CY
aHAIM3UPAHU YIIOTPEOOM CHHXPOTPOHCKOT 3padyeha U MOCTUIIIH Tudpakiujy pesonynuje 1,5
A. Jludpakuyonn mojamy cy cakymjbeHM Ha Temmeparypu ox 100 K wma MX 14.1
pykoBohenum ox crpane Joint Berlin MX-Laboratory (BESSY Il electron storage ring,
Berlin-Adlershof, Hemauxka) (Gerlach et al., 2016). CraTucTrka cakynbeHUX TUPPaKIIMOHUX
mojaraka je npukazana y Tabenu 16, a mopehemeM ca ApyruM CTpyKTypama YCTaHOBIJBEHO je

Jla cy mapameTpu eleMeHTapHe henuje uCTH WK BPJIO CIUYHH.

TaGena 16. CraTucTrka cakymybeHUX AN(PaKIUOHKX [T0JaTaKa
Bpennoctu y 3arpaiama npeicTaBibajy HajBUILY TIOCTUTHYTY PE30IYIH]jY

Tanacha xyxuna (A) 0.9184

IpocropHa rpyma (enen. space group) P1

[Tapamerpu enemenrapHe henuje

a, b, c (R) 39.36, 51.43, 75.96

a py () 76.88, 84.26, 77.69
JInmut pezonyuuje (A) 45.59-1.50 (1.54-1.50)
Bpoj jemunaCcTBeHNX pedIaekimja 87,396 (5,588)
Kowmmnernocrt (%) 96.3 (83.4)
MynrummamatHocT (enen. multiplicity) 3.3(2.8)

IMpocex 1/o(1) 4.07 (0.76)

Rmeas (%0) 1 17.0 (89.1)

CC(1/2)8 98.6 (53.6)

I'enepannu B dakrop u3 BuiicoHoBor mioTa 25.76
(Wilson plot) (A% '

I Rmeas = Yia {N(hKI/[N(hKI) — 1132 3 [li(hk1) — <Z(hkD)> |/ na i li(hkl), 20e je
li(hkl) u I(hkl)»> cy demexmosanu u npoceunu unmensumemu, pedom, u N je
npouse00 pegnexcuja hkl. §llepconos koeuyujenm xopenrayuje
OemepMUHUCAH HA OCHOBY Cema NOOAMaKda HACYMU40 NOOebeHUX HA NOJd.

[opamnu cy cakyImbeHH 0 Hajumie pesonymuje ox 1,5 A. Camo 4 crpykrype ox 43
AKRIC3 crpykrype Ha PDB umajy ucry wim 60spy o HaBeaeHe. OBO mojapa3ymeBa JiBe
CTPYKTYpE KOj€ Cy JETepMHUHHCaHE (perieHe) yrnorpeboM KoHCTpykTa ca C-TepMHHAITHUM
His-obenexusauem (Lovering et al., 2004) u nBe CTpyKType Koje Cy pelieHe KopHihemeM
GST-o6enexuBaya, rae je GST oTkinomeH mpe kpucranuzaimje (Amano, Yamaguchi, Niimi,
& Sakashita, 2015). Jenna on cBera Hekonmko AKR1C3 cTpykTypa je perieHa yrnotpedom

KOHCTpyKTa ca N-tepmuHamHuM His-oOenexxnBadeM, HajOOJba MyOJIMKOBAaHA PE30JyIHja j€
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2,0 A (Zhao et al., 2015). Behuna AKR1C3 crpykrypa Ha PDB, ca pe3oiyuujoM o Wi
ucrox 1,5 A, mpunana npoctopHoj rpynu (enen. space group) P212:21. Kpucranu no6ujenu
OBHM HCTpaXHBamkeM Iocenyjy cumeTpujy Pl mpocTopHe rpyme, mTO HpeacTaBba JIpyry
HajupucytHHjy npoctopHy rpyny AKR1C3 mpucyrny y 9 AKR1C3 crpykrypa y PDB-y. Ce
crpykrype nobujere ox N-His-ooenexxenor AKRI1C3 koHCTpyKTa MpHUIanajy MmpoCTOPHO]
rpynu P1 (Zhao et al., 2015), mehytum renepanno 6osbe perrene P1 ctpykrype cy nobujene
yIIoTpe6oM HeobeIeKeHOT MPOTeHHa ca HajboskoM pesomyrmjom ox 1,69 A (Chen et al.,
2012; Komoto, Yamada, Watanabe, & Takusagawa, 2004; Liedtke et al., 2013).
Tpuknuanuku  (ewen. triclinic) kpucramum cy caapxkamum 37% pactBopa ©u 1Ba
IPOTEMHCKAa MoJIeKyJa y acuMmeTpuyHoj jeaunuuu. Crpykrypa xymanor AKRI1C3 vy
xkomiuiekcy ca NADP* u nmorenimjanuum AKR1C3 unxubutopom (Plavsa et al., 2018) je
JeTepMUHKCaHa 10 pe3oiynuje on 1,5 A MeromoM MonekymapHe 3ameHe ynoTpeboM (asza
u3BeneHuX u3 nperxoaHo pemenux xymanux AKR1C3 crpykrypa moctynuux Ha PDB mon
mmppom 1ZQ5 (Qiu et al., 2007). TTocne uHUIMjATHOT IMKIyca yTadmbaBama R-daktop je
cnao Ha R = 26.5% u Rfree = 29.4% 1 xBanuTeT HHULIUjATHE Marie eeKTpoHcke ryctune (Cir.

79) nmpukasyje Ta4HO PEIICHE 32 CTPYKTYPY.

-
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<

Cnuka 79. VHunujanHa wama eNeKTPOHCKE TyCTHHE 3a
AKRI1C3. Ilpukazana je mama enekTpoHcke ryctune 2Fq-F
HI0CJIe IPBOT LUKITyCa yTaumbaBamka, KOHTypUCamke Ha 1 G.

Huje nasme HacTaB/beHO ca yTaumbaBambeM MOJENa U3 pasjiora IITO HHje AeTeKTOBaHA
€JIEKTPOHCKA T'yCTMHA KOja OM yKa3uBajla Ha MPUCYCTBO MHXHOWTOpa y aKTUBHOM MECTY
CH3UMA.

Jlakne, OBMM HCTpaXMBambeM je KopuinheHa TexXHHKa MoaudukoBane in Situ

npoteonnze Jga Ou ce crneuuduyHo OTkiIOHHO N-repmuuanau His-o0enexuBau on
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pekomOunantHor AKR1C3 nmnporemna ymorpeboM  TpomMOWHA TOKOM  TOCTaBKe
eKcIiepruMeHara 3a Kpuctanuzauujy. [Ipuctyn je pe3ynToBao kpucraiuma ca mo0o0JbIIaHOM
MopdosiorujoM ¥ KBanuteToM jaudpakuuje. JlerepMuHUCaHA e TPOAMMEH3MOHAIHA
crpykrypa AKR1C3 nporeuna ca npocroprom rpynom P1 ca 1.5 A pesonoymmjom, mro
[peaCTaBba Haj0oJby pe3onynnjy mocturayTy 3a AKR1C3 y oBoj kpucrannoj ¢popmu. In situ
MIPOTEOIMTUYKO OTKIamame His-obenexkuBaua ymorpeboM TpoMOHMHA je jeAHOCTBAHO H
MpaKTUYHA MpoIeypa Koja OM MOIIa TeHepaaHo aa Oyae MpUMEHJbUBA 32 KPUCTATU3AIH]y
npoTenHa excrpecoanor ca PET28(+) Bekropa.

[Topen HaBeneHOT, OBM pe3yiATaTH MPENCTaB/bajy U IMPBE MPOTEHHCKE KpUCTAIE Y

41jOj MPOIYKIIMjH j€ YIeCTBOBAO CPIICKU THUM.

9.5. Kokpucraauzanuja AKR1C3 nporenHa ca HHXUOUTOpHMA

ExcniepuMeHTH KOKpHCTaNIH3anrje Kao U Kpuctaiu3amnuje cy paheHu y Konadopanuju
ca JlabGoparopujoM 3a OHOXeMH]y U CTPYKTYpHY Ouojorujy Ha WMHCTHTYTy 3a OpraHcky
xemujy u Omoxemujy, Ilpar, Uemka. Merona kokpucranuzanyje je kopuirhena na ou ce
nobmia KpUCTallHAa CTPYKTypa KOMIUIEKca TpoTenHa ca JmragoM. OBa  MeTona
(GYHKIMOHHMIIE Ka0 CTaHAAPAHE METOJE KPUCTAIHM3AIHje OCHM ILITO CE JIUTAaHI MOXeE J0JaTH
y Pa3IMYUTUM MOMEHTHMA pajia ca MPOTEHHOM. Y ClIydajy OBOI' HCTPAKMBaWa, JIUTAHIU CY
ce Hajuemrhe nonaBanu 30-60 MuHyTa Mpe MOCTaBKe MPOTEMHA HA MJIOYY 3a pacT KpUcTaia u
Jp’KaHHU 3a CBE TO BpeMe Ha jeny. [lokymaju kokpucranuzanuje cy paheHu ca JuraHguma
KOjuU Cy ce Tokasanum y eH3uMckuM ecejuma ca mnporemHoM AKRI1C3 kao HajOosmm
uaxubutopu (Tabena 10). Ox ocam HHXHOUTOPA U3 HaBelIeHe Tabese KPUCTAIH Cy TOOHjeHN
ca cBuM nnxudburopuma ocuM ca NSN jenumemem. Jlo cana (25. jyn 2018) ox npeocranux 7
KOMILJIEKCa, 33 JIBa Cy pEIIeHE CTPYKType ca MHXHOUTOPOM Yy aKTHBHOM MECTY, 3a TpHU
KOMIUIEKCa HUje MOTBpHEeHO MPHUCYCTBO MHXUOMTOpa (JUraHza) U MpeocTala IBa oIl HUCY
cunmana (Tabena 17). 3a pemaBame CBUX CTPYKTypa je KopuiihieHa METo/a MOJICKYJapHe
3aMeHe, TJie ce Kao MabJIoH 3a 3aMeHy KopucTuia crpykrypa ca PDB-a. TpenyrHo Ha PDB
MIOCTOjM CaMo jeJHa CTPYKTypa ca CTEPOMIHUM HHXHOHUTOpOoM H TO jomr u3 2005. romwne
(PDB ID: 1ZQ5), ¢ Tora oBu pe3y/iTaTi MpeACTaBibajy MPBE HOBE CTPYKTYPE Ca CTEPOUTHUM
uaxuoburopom nocie 2005. ronune 3a AKR1C3 nporeun. [lakne, u3 pasnora mro je TO
jeIMHa CTPYKTypa ca CTEpOMJIHUM HHXMOUTOPOM, PELIeHO je Ja ce Oaml oHa y3Me Kao
mabjioH 3a METOJy MOJIEKyJIapHE 3aMeHe. MeToIoM MOJEKylapHe 3aMEeHE C€ 3alpaBo

u3padyHaBa (azHU PoOJIeM 3a U3pauyHABAKE MPEIUMUHAPHE Malle eJICKTPOHCKE I'YCTHHE.
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Tabena 17. Cricak TeCTHpaHUX MHXUOUTOPA Y KOKPUCTAIM3ALIU]H, PE30IyLHja
CTPYKTYpE U CTamkbe Y BE3HOM MECTY.

Pezonmymuja Besno Pezonymumja Besno
Jenumeme A) MECTO Jenumeme (A) MECTO
AKR-1 1.5 [pasHo AKR-2 / /
AKR-3 / AKR-7 1.7
AKR-9 / AKR-19 1.6
AKR-22 1.7 IIpasHo

Ha ocHOBy pemieHe CTpyKType KOMIUIEKCa ca JHraHauMa 3 U 7, YCTaHOBJbCHA je
pasnuKa y OpHUjEHTalUju U MOJ0XKajy Y OJHOCY Ha NPUPOJIHU JIMTaHI U Ha HaBEICHU

MyOJIMKOBaHU CTEPOUTHU UHXUOUTOD.

9.5.1. Kpucmanna cmpykmypa komniaexca AKRI1IC3-NADP*-AKR-7

Crpykrypa xomiiekca AKR1C3-NADP*-AKR-7 je peurena ca pesonyuujom on 1.7
A ynorpe6om monekynapHe 3amene. I'eHepaaHo, CTPYKTypa je CIAUYHA JAPYTUM KPUCTATHUM
crpykrypama ca TIM OGyperom, Koju je KapaKTepuCTHYaH 3a aljo-KeTo penykrase. Konaunu
Mozen oOyxBara JIBa MPOTEMHCKAa MOHOMEpA Yy CBaKOj eleMeHTapHoj hemuju, a cBaku ce
CacToju O]l CBUX aMHHO-KHcennHa 5-323 u ca 1enom nerjboM y nopehemy ca npyrum PDB
YHOCHMa KojuMa HejocTaje (Ha mpumep y PDB 1ZQ5, y metspu Henoctajy aMHHO-KUCEITMHE
131-133) koja uMa jacHy ENEKTPOHCKY TYCTHHY IITO omoryhaBa mnpuka3z CBHUX aMHHO-
KHcenuHa, kodakropa u jenumema AKP-7, jenan monekyn Br (6pom) u 609 monekyna Boae

(Cn. 80).

Cimuka 80. Panna Bep3uja yraumaBama komiuiekca AKR1C3+ NADP*+AKR-7. IlnaBa Mpexa mpeacTaBiba
enexkTpoHcKy ryctury AKR1C3 nporenHa ca jenumemneM 7, a TMHUjE YHYTap MpeXe IPe/ICTaBIbajy YKIOIUbEHY

CTPYKTYPY aMHUHO-KHUCETIMHA U jeTUHCHha.

[To jeman monekyn jenumema AKP-7 je mpucyran y cBakoM Be3yjyhem mecty 3a
crepouzie. MIHTepakumje jeiumema ca MPOTEMHOM C€ MOTY MOJIEJIUTH MpeMa Tonorpaduju
BE3HOI ME€CTa Ha MHTepakiuje y okcuaHjoH Mecty (OX), crepougHom kanany (SC) u/unu Tpu

noayena (SP1, 2, 3). V okBUpy OKCHaHjOH MeCTa jeUbEHE NMa BPJIO CIEU(PUUHY ITO3ULIN]Y
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Yy OJHOCY Ha KO(aKTOp, TaKO J1a A MPCTEH CTEPOUIHOT je3rpa MHXHOUTOpA je mapayiesiaH ca
HUKOTHHAMHJIHUM TIpcTeHOM Ko(dakTopa, Tako 1a HON= Ha C3 je ycMepeH Ka MO3UTHBHO
HAEJIEKTPUCAHOM HHUKOTMHAMHJIHOM NpCTeHY, Gopmupajyhu Ha Taj HAUYWH NOTEHLH]jATHE
HaeNeKkTpucaHe uHTepakuuje (charge-charge interaction). Y crepougHoM KaHaiy cy moryhe
n-(xuapodobHe/apoMaTHUHe-apoMaTHdHe) nHTepakimje ~4.4 A, ca ouyBanum TpunTohanom
227, KOju je mapajelHO MOCTaBJbeH Y OJJHOCY Ha CTEPOMIHO je3rpo mHxuOuTOopa. [Tukomwn
rpyna uHXuOuTHOpa ce mnpoctupe y SP1 moapemy, ca moryhwMm uHTepakuujama ca
tuposuHoM 319. SP2 uma jegan monekyn Boae (37) koju Ou Morao OWTH KOOPAWHHCAH Ca
aMHHO-KHCEJIMHaMa OBOT TOJIerna, Takole Taj MoJIeKyJ Boje uMa MoryhHocT na opmupa u
untepakuje ca OH rpynom Ha C17 no3unuju nuxudburopa. [loayen SP3 uma nBa Monekysna
Boze (71 u 378) koja Mory ga cTBapajy untepakiyje ca azorom y NOH neny Ha C3 nonoxajy
MHXUOHUTOpA, TOpe Tora A IpPCTEeH MHXMOWTOpA HABEACHU IOJIOKA] MOXKE Jla 3ay3uMa He
camo 300T HUKOTHHAMUIHOT IpcTeHa KodakTtopa Beh u 300r mpcreHa Tupos3uHa 24 Koju je
napaienan ca A npcreHoM. Jlakiie, jeJiHa of OMIMja je Ja je A MPCTeH KOOPIUHKMCAH ca JBa
Jpyra TpCTeHa, jejaH O apOMAaTHYHOT OJ THpo3MHA (mucranua je 3-5 A), a jeman on

nupHIEHA o1 KodakTopa (4.5-5.5 A).

IMopehewe AKP-7 ca EM1404

Nuxuburop EM1404 je no cana jenunu crepouanu naxuoutop Ha PDB-y y AKR1C3
nporeuny. bberoBa crpykrypa je Beh npukaszana y oksupy Cauke 17, a y okBupy Ciuke 24 je
MpUKa3a OKBUpPAaH TI0OJ0Xaj Yy aKTUBHOM MecTy MpoTenHa. Jenumewe EM1404 uma
CTPYKTYpPHY CIUYHOCT Ca jeUI-eleM 7 U 300T Tora je OMII0 OYEKHMBAHO Ja OyJe U CIUYHO
BE3MBaE U OpMjEHTallMja Yy aKTUBHOM MecTy. O0a MHXMOUTOpa MMajy 4YeTHpPH OCHOBHA
cTepouHa npcreHa, Ha C3 uMajy onaTke W J0AAaTHU IpcTeH Ha D mpcereHy crepougHOr
jesrpa (Cm. 81, nero).

@dnaHaraH ¥ capaJHULM Cy HaBenu ja nodap naxuburop AKrlC3 uma TeHneHIM)jy
3ay3umama SP1 noanena (Flanagan et al., 2012), mito ce u Bunu Ha npumepy EM 1404, rue

C€ JIAKTOHCKH IIPCTEH U HAJIa3u y OKBHUpY noayena SP1.
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Cnuka 81. Crpykrypa maxubutopa EM1404 ca okpyxemem y aktuBHom Mmecty AKR1C3. JleBo: mpukas
crpykrype EM1404 ca nmemoMm WHTEpakiyje W ca POTHPAHUM jeOHCHEM 7 HCION, Paad CTPYKTYPHOT
mopehema, 3ermeHa cTpennia ykasyje Ha (GiIeKkcHOMmIHy TuKoami rpymy. [JecHo: momoxkaj EM1404 y aktuBHOM
mecty (Byrns et al., 2011).

[Mpenoknanamem Hamie ctpykrype ca 1ZQ5 (Qiu et al., 2007) HeKOIUKO CTPYKTYpHHX
U CIIMYHOCTHU W pa3iHKa je ycTaHOBJbeHO. [IpBo, momokaj] MHXUOUTOpA je 3HATHO Apyrayuju
0J1 OYEKHBAHOT, OJIHOCHO OKOMHUTO Cy NOCTAaBJbEHH jellaH IpeMa APYroM, Ha TaKaB HauWH Jia
je A mpcTeH jenumema 7 OKpeHyT Ka kodakTopy, Tako na ce C3 A mpcreHa npyska ka pudosu
(Cn 82). Uctu xpaj EM1404 ce Hana3su y OKBHPY CTCPOMIHOI KaHaja, MOTCHI[H]aHOT
KaHaya 3a yJja3ak CTepoH/a y Be3HO MecTo mpoTenHa. Mehytum, GriekcnOmiIHOCT jequmbena

7 je moxJia omoryhuia jenumemy 1a 1yosbe yhe y IynjbuHy U 3ay3Me HaBeJIeHH M0JI0Ka].

N

SRYAT

) ¢ WA

AT
- - #é 7

Cmuka 82. Ilonoxaj jemumewa 7 u EM1404 (PDB ID 1ZQ5) y Be3yj.yheM> mecty AKR1C3 mnocne
npenokianama. 3ejaeHo u oeno — 7, poze — EM1404, rope — NADP*. PyMOL

P

[Topen HaBeneHe pasznuke, 00a jeHmHEHA UTIAK UMAjy M HEIITO 3ajeJHUYKO, a TO j€ Ja
MIPCTEH KOjJU je moaat Ha D mpcTeH cTrepouaHor je3rpa y oba cirydaja ce Hamasu y SP1 mecry!
Jlakie, Ha OBaj HAYWH j€ M MOPE]l EH3UMCKHX €Ceja U CTPYKTYPHO MOTBPH)EHO aly U MOKA3aHO

3alITO OBO jeAMIbEHE MMa MHXUOUTOPHHU MOTeHIjaln. MelyTum, oBae Mopa Ja ce Harjacu u
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OTpaHUYEHOCT yroTpede MoJekynaHor ycuapaBamwa. Ha Crounu 82 ce Buam na je mMAKOIUIT
rpyna jeIumbemha 7 OKpeHyTa Ha CyMPOTHY CTpaHy OJ MoJioXkaja KodakTopa, 0K je y Cirydajy
npeaBuhama jauyrHe BE3MBamba y OKBUPY moriaBma 9.3.2. TabGema 11, opujenHTtanuja Ouna
CKpo3 00pHYyTa, Oap 3a ciydaj KOju je mpuKa3aH y HaBeaeHoj Tabenwu. IllTo wae y mpuior
HaBEJICHOM J1a MOJICKYJIApPHO YCHJIpaBame je 100p0 KOPUCTUTH Y KOMOUHAIM]H Cca TOJJaTHUM
nH(popMaljama, Moyt MyOJTMKOBaHUX PaJoBa.

[Tpomena y Besyjyhem mecty AKR1C3 mpotenHa ce He orjiena camo y MojoxajuMa
MHXHOUTOpa Beh U OKJIOHUX aMHUHO-KUCEIIMHA, TOCEOHO OHUX KOje MMajy WM KaTATUTUYKO
niu (U3MYKO CBOJCTBO Y (YHKIIMOHHMCAamy eH3uMa. YmnopehuBamem Oene CTpyKType Ha
Cmumn 82 ca pose (1ZQ5) 6Gojom, Buae ce pa3nuuuTe OpHjeHTauuje xuctuauna 117,
¢denmnananuna 306 u 311 u Tpunrodana 227. Tpunrodan u (eHWITATAaHUH TIPEICTABIbA]Y
aMUHO-KHCEJIMHE ca BHIIOM XuapodoOudHomhy, nakie HHXOBAa OpHjEeHATIH]C je Y
CarjJjacHOCTH ca IMOJIOKajeM KOju MMa Behy yJaajbeHOCT Ol CTePOHIHOT, XUIpohoOHOr

jenumbema KOjU ce Halla3u yHyTap Be3yjyher mecta

9.5.2. Kpucmanna cmpykmypa komniaexca AKR1C3-NADP*-AKR-19

Crpykrypa kommiekca AKR1C3-NADP*-AKR-19 je pewena ca pesonyuujom o 1.6
A ynorpe6om merone monekynaphe 3amene (Crn. 83). M oBa cTpyKTypa Kao U MpeaxoHa je
TeHEpaJHO CIIMYHA CBUM CTpyKTypama Koje uMmajy TIM Oype y CB0jOj CTPYKTYpH, Koje
Mpe/ICTaB/ba M CTPYKTYPHY KapaKTEpUCTHKY aljo-KeTo peaykraza. KoHauHa cTpykTypa
oOyxBaTa J1Ba MPOTEMHCKAa MOHOMEpPA y CBaKO] OCHOBHO] henuju, CBaKu MOHOMED CE CacTOjU
on 5. 1o 323. aMHMHO-KHMCENIMHE M TO 0e3 MpeKHJa, OAHOCHO Ca €JIEKTPOHCKOM T'yCTHHOM
NPUCYTHOM Yy KOHTMHYHMTETY 3a CBE aMHHO-KuceluHe. TakBa CTpyKTypa IpelcTaBba
MpeIHOCT y onHOCY Ha BehuHy npucytHux Ha PDB kojuma moHekan HeAOCTajy HEKE Off
aMUHO-KHcenuHa y diekcuOumHuM netpama (Ha npumep y PDB 1ZQ5, y netsbu HenocTajy
amuHo-kucenuHe 131-133). Ilopen mpucytHux 318 amMuHO-KUCENMHA Y KOHTHHYMTETY,

MIPUCYTHA j€ U jacHA eJIEKTPOHCKA T'yCTHHA 3a Ko(aKkTop, U 663 MoJeKysa Boje.
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Cnuka 83. PajgHa Bepsuja yraumapama komiuiekca AKR1C3+ NADP*+AKR-19. IlnaBa Mpexa mpencTaBiba CICKTPOHCKY
ryctuny AKR1C3 mporenHa ca jemumerbeM AKR-19, a nuHMje yHyTap Mpeke MpeicTaBibajy YKIOIUBEHY CTPYKTYPY aMHHO-
kucenuHa u jenumemha AKR-19, PyMOL.

[To jeman monekyn jenumema AKP-19 je mpucyran y cBakom Besyjyhem mecty 3a
crepousie. MIHTepakuyje jeinmema ca MPOTEMHOM €€ MOTY IOJEJIUTH MpeMa Tororpaduju
BE3HOI MeCTa Ha MHTepakiuje y okcuaHjoH mecty (OX), crepounnom kanany (SC) u/unu 1pu
noarena (SP1, 2, 3). V okBUpy OKCHaHjOH Jelia Be3yjyher MecTa HHXHOHUTOP je IajIeKo O
KaTAIUTUYKH OMTHOT TUpo3uHa 55 anu u xuctuauna 117. Illto ce Tuye crepouHor kanana,
MHXUOUTOp je Yy pelaTUBHO NapajeiaHoM Monoxajy ca npcreHoBuma C u D y oxgHocy Ha
noJyioxkaj Tpunrtodana 227, mTO HAE Y MPHIOT MOCTOjamby MOTCHIMjaTHUX XUAPOHOOHHUX
apomatuuHux uHTepaknuja. Ilonygen SP1 je oxkynupaH NUPUIMHCKUM NPCTEHOM (KOJHU je
(dy3uonucan ca A npcreHoM) naxuouTopa. SP2 je mpazaH ocuM MOCTOjama JeHOT MOJIEKYJIa
Bosie (476) u cnuunHo je 3a SP3 koju Takohe caapku jenaH a0 JBa MOJIEKyJa BOJE.
[TorennujanHa nHTEpaKkiyja Koja OM Moria Jia crabuiansyje Mojioxkaj MHXUOUTOpa y BE3HOM

MecTy je u3Mel)y KeTo rpyre JaKTOHCKOT IPCTeHa MHXUOUTOpa U acrapTtaTa 224.

ITopeheme AKR-19 u EM1404

Kako je Beh HaBeneno y nopehewy ca AKR-7, unxuburop EM1404 je no caga jeaunu
crepounaun uHxuOutop Ha PDB-y y AKRIC3 mnporeuny. HberoBa crpykrypa je Beh
npukazaHa y okBupy Ciuke 17, a y okBupy Cnuke 24 je mpukaza OKBHpPaH IOJIOXKaj] Y
aKTUBHOM MecTy npoTenHa. Jenumeme EM1404 nma CTpyKTYpHY CIMYHOCT Ca jeAUHEHEM
19 u 300r Tora je 610 OUEKHUBAHO J1a Oy/e U CIMYHO BE3UBAHE M OPHjEHTAIMja Y aKTUBHOM
Mmecty. O0a MHXMOUTOpA MMajy JJAKTOHCKU NPCTEH Ha jeHOM Kpajy, a jenumeme AKR-19
¥MMa ¥ JOJIaTHH MPCTEH Ha JPYTroM Kpajy ca a3oToM y meMmy, 1ok EM1404 uma kero rpymy

KOja Ha jeJITHOM CBOM Kpajy uma takohe azot (Ci. 81, necto u 84, rope 11eBo).
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Cnuka 84. Tlopeheme jemumema AKR-19 ca EM1404. Tope,
o neBo:  ymopemHH Tpukaz  cTpykrypa AKR-19  (Topme
jemmmeme) u EM1404 (mome jemumeme); Joie, JIEBO;
MPeKIOUbeHn KoMmIuiekcn 1ZQ5 u Hami, 3ereno — AKR-19,
po3e — EM1404, mapero — ko¢akTop; AoIe, AeCHO: IPOMEHE Y
MTOJIOXKAjiMa OOYHMX JIaHAIla AMHHO-KHCEIHHA KOje YIHE BE3HO
MECTO M OKpyXeme HHXHOWTOpa, MOJ0XKaju y LpHO] Ooju
omromapajy BesmBaky AKR-19, nmok mnukimama onrosapa
noJoxajy kazna je EM1404 Be3aH y akTUBHOM MecTy.

Melhytum 1osioka] MHXHOWTOpA jeaH y OIHOCY Ha JPYrH C€ Mall0 Pa3iIuKOBaO, ald U

opHjeHTaIMja, JIAKTOHCKH npcTeH EM1404 ce namasm y momgeny SP1, MOK JTaKTOHCKH
npcreH AKR-19 je opujeHTHCaH CKpo3 Ha CYNpPOTHY CTpaHy, 6jaro ka nojaueny SP3. Jlakie,
NUPUAMHCKU TpcTeH uHxuOutopa AKR-19 je ynyrap SP1 y omHocy Ha JIaKTOHCKH OJ
EM1404. Tlopen pa3nuke y MOJNOXajuMa ¥ OPHjCHTAIMjH CAMUX HHXUOWUTOpA M HEKH O]
OOYHMX JIaHAIla aMUHO-KHCEIINHA KOje OKPYXKY]y HHXUOUTOpPE Cy MPOMEHHITU CBOj€ MOJIOXKA]e
u/unu opujentauuje. Hajehe npomene nmajy 6ounu nanuu ¢penunananusa 306 u 311 xao u

y cianuajy BesuBamwa AKR-7, ca mpomenom 3a 180° y opujeHTaIM]jH.
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9.5.3. llopehewe nonoxncaja AKR-19 u AKR-7y AKRIC3

[Ipexnonsbene cy crpykrype nporeuHa ca uaxudutopuma AKR-7 u AKR-19 panu
nopehema OCHOBHIX KapaKTepHCTUKA KOje Cy UM oMmoryhusie HHXHOUTOPHO CBOjCTBO Kao U

panu aHajm3e 3a noTpede Au3ajHupama oynyhux crepounux jeaumerma (Ci. 85).

Cruxka 85.

[MpeknonsbeHe CTPyKType
KOMIUIEKCa MPOTEHHA
AKRI1C3 ca xopakropom
NADP* (cuBo-HapaHiacTo)
u naxnouTopuMa AKR-7
(3eneno) m AKR-19 (kyT0).
Jloma cmuka je 3a 180°
pOTHpaHa y OTHOCY Ha
TOpIY.

AHaIM30M MMoJIOKaja HHXHOUTOpa Ha ocHOBY Cimke 85 BuaM ce 1a o0a HHXUOWTOPA
3ay3UMajy pelaTHBHO CIWYaH MOJI0%kKaj Y OJHOCY Ha IeJI0 BE3HO MECTO MpoTenHa. MehyTum,
opHMjeHTalja UM je oOpHyTa, A NIpPCTeH jeJHOI MHXHOUTOpa je y OOpHYTOM IOJIOKAJy Y
OJJHOCY Ha A TIpCTEH APYror MHXHMOWTOpa, anu y o0a ciy4aja MUPUAWHCKM TPCTeH 00a
WHXUOUTOpA j€ OPUJEHTHCAH Yy HMCTOM CMEpYy HaKo je€ y Clydajy jelumema / TPCTeH
(dbnexcubunan, oaHocHO 00a mpcreHa cy y SPl momuyemy, mTo ce cmarpa J00poM
KapaKTEpPUCTUKOM jeINbeha ca MHXHOMTOpHUM ToTeHIrjagoM nmpema AKR1C3 (Adeniji et

al., 2012; Flanagan et al., 2012).
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9. Pezynimamu u ouckycuja

Jama uctpaxxuBama Ha OBUM HMHXHOWUTOpHMa OW Tpebana ga oOyxBaTe mpe cBera
yTBphUBame HHUXOBE CHEIU(PHUYHOCTH Y OJHOCY Ha MpeocTayie Tpu U30popme mpoTenHa. Y
CBaKOM CIIy4yajy TpEeACTaBjbajy J00py OCHOBY 3a Jajbeé HCIHUTHUBAKE U CHHTETHCAHE
jemumema ca CIMYHUM CTPYKTypama. 3a cajga wm3riefa ga u (ukcan W ¢uiekcuouiaH
MUPUIMHCKH TIPCTEH UMajy Mo0py OCHOBY Ja ce cMecte y momuen SP1, Tako ma maee
MOU(BUKOBakHE MOXKE J1a OyJie KaKo Ha CYIPOTHHM KpajeBHMa jeIMbEha TaKo MOXK/Ia 1 Ha B
IpcTeHy, jep je y paxy AneHuja M capaJHUKa YCTaHOBJBEHO Ja BEJIMKA WJIM IOoJapHa
(yHKIIMOHATTHA TPYyMa Ha TOM MPCTEHY KOja je CrocoOHa Ja MHTepearyje ca pe3uayaMa u3
SP1 moayena mMa 100Opy OCHOBY Ja MpPEICTaBJba J00ap CEIEKTUBHU HMHXHOUTOP IpeMa
AKRI1C3 wusodopmu (Adeniji et al., 2012). Takohe, Tpeba cmpoBecTH U J0AaTHA
UCTpaKuBama ca epexkroM (pyHkuuoHanHe rpyne Ha C3 MOJI0Kajy CTEPOUTHOT jeIUHCHA.
[IpenoxnanameM oBa JBa KOMIUIEKca (IpoTenHa, KodakTopa u jenumema AKR-7 nmn AKR-
19) ananu3upaHu Cy W TOJIOKAjH MOJIeKyJa Bojae. Mako je reHepaiHO TJIeIaHO Majo OHUX
KOJU ce IperoKyanajy umak y Besyjyhem MecTy uma MoJieKysa Koje Cy jelaH Hmopea APYror,
ma caMMM THM HMMajy MOTEHIHjal Ja NpPEeACTaB/bajy O4YyBaHE IIOJIOKAje MOJIEKyJa BOJE,
CBaKako OM MMOCTOjame AOAATHUX CTPYKTYpa MOTJIO JIa TOJATHO MpunoMorHe aHamus3u. OBe
noOujeHe CTpyKType he yHampeauTu Aajba MOJIEIOBamba U ycHapaBama Ja Oyay Mperu3Huja

U jOIII Ta4HH]a.
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10. 3AK/bYYUIIU

Y 0BOj aAucepTanyju je TpelIcTaB/beHAa ONTUMH3AIMja YUTABOT Ipoleca, Ol
TpaHcopmanmje KOMIIETEHTHHX OakTepuja ca ojpeheHuM I[Ia3MuioM 10 Jo0ujama
aJIeKBaTHUX KOJWYHMHA MpeuuInheHor 1 akTUBHOT eH3uma. [lopen HaBeneHoOr, mpeacTaBbeHa
je ¥ onTHMHU3aIMja SH3UMCKOT €ceja y OKBUPY KOT' Cy MCITUTHBAHH ITOTEHIMjaTHU JIMTaHAN U
IbUXOBU €(PEeKTH Ha EH3UMCKY aKTHBHOCT oJpeleHuX XyMaHHX H30(QOpMU IMPOTEHHA U3
nondpammnuje AKR1C, ca akiienrom na AKR1C3.

VY OKBUpY €H3MMCKHX €ceja TeCTHpaHe Cy HEKe KOMEepLHjalIHe XEMHUKAIUje, 3aTHM
OMJPHM EKCTPAKTH, a TIIaBHU (POKYC Ccy OMiIa CHHTETHCAaHA CTEPOM/IHA jelubea. EH3NMCKH
€ceju Cy ToKa3aJd J1a KoMeplujainHo jenumee NSN numa nodap MHXHOUTOPHU MOTCHIIH]AI.
Opn aHanmu3upaHux OMJBPHHMX EKCTpakKaTa, eKCTPaKT BHPKA ce MOKa3ao kao oOechapajyhwm, a 3a
BUM M eKkcTpakT Jjuitha OopoBHuue. OBM pe3yiTaTH yKa3zyjy Ha HOTEHIMjal U 3Hauaj
OMJBPHOT AMBEP3UTETa HA OBUM IIPOCTOPHMA KOjU MOXKE Jla MPEACTaBiba OJUIMYaH MaTepHjal
3a Jajka apMarieyTcKa M Teparmjcka HCTPaKHBamba.

Kpo3 eH3umMmcke eceje cy ce M3ABOjHIIa M CUHTETHCAHA CTEPOUIHA jeUbEHa KOja Cy
ce nmokasana kao n106pu naxuoburopu aktuBHoctd AKR1C3: AKR-1, -2, -3, -7, -9, -19 u -22.
Jenumwewa Ccy MO jaynHH HHXUOHWIMje Ouia y paHry ca TIO3HATUM HHXHUOUTOPOM
ubynpodenom mwim u 00ospa o1 mwera. [lopehemem ca IuTepaTrypHUM U3BOPUMA UCIIOCTABUIIO
ce J1a HeKa 0]l jeIMkhEeha MOTy Ja MMajy MOTeHLIMjallHy IPUMEHY Yy Tepanujama pa3inunuTuX
6onectu. [loceban 3Ha4yaj O MoOrja 1a UMajy y aHTUKAHIEPOTeHUM Tepanujama (Ha nmpumep
npocrare), OUJI0 Kao A€o IJIaBHE Tepanuje WIM Kao ajjyBaHT. 3a jeaumere AKR-2 ce
WCIOCTaBUJIO Ja MMa NOTEHLHWjad Aa Oyle AyadHH HWHXUOUTOpP Yy aHTUKAHLEPOTCHUM
TepanuvjamMa XOPMOH-3aBUCHOT KaHIEpa MpocTare, jep MHXHOWpa JBa IJIaBHA MPOTEHHA Y
6uocunresn anaporeHa, CYPI17A1l u AKRI1C3. OsakBu pe3yntaTH yKa3yjy Ha BEIHKH
3Ha4aj OBUX jeIU-CHA M MPEJICTaB/bajy ¥ OJUIMYHY OCHOBY 32 JJaJbU pa3BOj M MCIIUTHBAKE
CIIMYHUX JeIUHEHHA.

3atum cy pal)eHH eKCIIepUMEHTH KOKpPHCTaJIH3alHje MPOTeHHA ca jeINBbEmhIMa Koja
Cy Mmokaszaja J00pe HHXUOMTOpPHE KapaKTEPHUCTHKE Ja OM Ce YCTAaHOBHWIIE TaYHE MOJICKYJIapHe
MHTEpakKifje KOMIUIEKCa MPOTEUH-IUTaH] U ca TUM Ca3HambHMa yKa3ajo Ha MOTEHIIMjaTHa
Jajba MOOU(UKOBamka JIMTaHaga y LMWJbYy YyHampehema HHXMUOUTOPHHUX KapaKTEpUCTHKA.
[IpBuM ekcrnepumMeHTHMa je MOAU(GUKOBaH U ONTHUMH30BaH mpouec aodujama AKRIC3
kpuctaga ca pET28 rumasmumma in situ mporteonmmszom. Kao pesynraT HaBeaeHHX

CKCIICpUMCHATa KOKpI/ICTaJ'II/BaL[I/IjC yCceurHo Ccy I[O6I/IjCHI/I IMPOTCUHCKHU KPUCTAJIIN 3a CBC
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10. 3axwyuyu

KOMIUIEKCE TMPOTEHHA H cenam HaBeneHnx AKR-jegumema ca WHXUOHTOpHUM
noteHijaaom. O cegaM KOMIUIEKCAa 3a TpU Cy Jo0WjeHe W JUQpaKIUje U PEIICHEe
CTPYKTYpE, a OJ1 TOTa JBE CTPYKTYpe Cy ca jaurananma y Besnom mecty AKR1C3. Jlobujene
pesoayimje ¢y y panry Hajoossux y [Iporennckoj 6a3u nogaraka (PDB), nakie, npoteun 6e3
NUraHa je uMao pesonyuujy ox 1,5 A, 1ok je mporenn ca murangom AKR-19 umao 1,6 A u
nporenn ca AKR-7, 1,7 A. Tlopen o/utn4HEX BPEIHOCTH Pe30iyIMje, pelieHe CTpyKType ca
MHXUOWTOpUMA YHYTap BE3HOT MECTa Cy NpPBE CTPYKType ca CTEPOUTHHM HHXHOUTOPOM Yy
PDB-y, mocne camo jenHe koja je meno3utoBana 2005. rogune. CTpyKType Cy Mmokasajie Ja
JeNIOBH 00a WHXMOHMTOpA OKYNHUPAjy €0 BE3HOI MECTa €H3MMa Koju ce 30Be momuyen SP1,
ITO ce cMaTpa KJbYYHOM Ja Ou ce jenumeme cmarpano nodpum umuxuobutop AKRIC3.
Jlakiie, OBO Cy IPBH pe3yiTaTH yCIIEIIHE KPUCTAIH3aINje TPOTEHHA, PelIaBamka CTPYKType U
yTaumaBama y KojuMa je yaectBoBao TuM u3 Cpouje.

Pe3ynrtatu nmpukasaHu y OKBHpPY OBE JOKTOPCKE JMCEpPTAIMje MPEICTaBIbajy I00py
OCHOBY 3a cBe Oyayhe in vitro u in silico ekciepumenTe. 3Hauaj CBUX OBHX pe3ylirTara je y
TOME IMTO Cy m3Mely ocranor ykaszaiawm Ha MOTEHUHWjan OWJBHOT Marepujana, o0e30enniu
OJUTMYHY OCHOBY 3a Oynyha nusajaupama 1 MoIu(HUKOBama HOBUX jeIHbCHA M OMOTyhvim
Jla Tajba MOJICIIOBakha U MOJICKYJIapHa YCHIpaBama Oyay MpeIr3Hija U joll TAYHH]ja, a CBE TO
ca uubeM yHampehema WHXHOMUTOPHUX KapaKTCPUCTHKA jEAMEbCHA, IMOTCHIH]aTHUX

TepaneyTHKa.
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[pusor 1. AMuHOKHCenHHCKE cekBeHIe XyMannx m3opopmu nmoadamummje AKRIC u 17HSDI

>NP 001344.2 aldo-keto reductase family 1 member Cl [Homo sapiens]
MDSKYQCVKLNDGHFMPVLGFGTYAPAEVPKSKALEATKLAIEAGFRHIDSAHLYNNEEQVGLATIRSK
TADGSVKREDIFYTSKLWCNSHRPELVRPALERSLKNLQLDYVDLYLTIHFPVSVKPGEEVIPKDENGK
ILFDTVDLCATWEAVEKCKDAGLAKSIGVSNEFNRRQLEMILNKPGLKYKPVCNQVECHPYFNQRKLLD
FCKSKDIVLVAYSALGSHREEPWVDPNSPVLLEDPVLCALAKKHKRTPALIALRYQLORGVVVLAKSY
NEQRIRONVOVFEFQLTSEEMKAIDGLNRNVRYLTLDIFAGPPNYPFEFSDEY

>NP 995317.1 aldo-keto reductase family 1 member C2 isoform 1 [Homo
sapiens]
MDSKYQCVKLNDGHFMPVLGEFGTYAPAEVPKSKALEAVKLATIEAGFHHIDSAHVYNNEEQVGLAIRSK
TIADGSVKREDIFYTSKLWSNSHRPELVRPALERSLKNLQLDYVDLYLIHFPVSVKPGEEVIPKDENGK
ILEDTVDLCATWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNFNHRLLEMILNKPGLKYKPVCNQVECHPYEFNQRKLLD
FCKSKDIVLVAYSALGSHREEPWVDPNSPVLLEDPVLCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSY
NEQRIRONVOQVFEFQLTSEEMKAIDGLNRNVRYLTLDIFAGPPNYPEFSDEY

>NP 003730.4 aldo-keto reductase family 1 member C3 isoform 1 [Homo
sapiens]
MDSKHQCVKLNDGHFMPVLGFGTYAPPEVPRSKALEVTKLAIEAGFRHIDSAHLYNNEEQVGLATIRSK
IADGSVKREDIFYTSKLWSTFHRPELVRPALENSLKKAQLDYVDLYLIHSPMSLKPGEELSPTDENGK
VIFDIVDLCTTWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNENRRQLEMILNKPGLKYKPVCNQVECHPYFNRSKLLD
FCKSKDIVLVAYSALGSQRDKRWVDPNSPVLLEDPVLCALAKKHKRTPALIALRYQLORGVVVLAKSY
NEQRIRONVOVFEFQLTAEDMKAIDGLDRNLHYEFNSDSFASHPNYPYSDEY

>NP 001809.3 aldo-keto reductase family 1 member C4 [Homo sapiens]
MDPKYQRVELNDGHFMPVLGFGTYAPPEVPRNRAVEVTKLAIEAGFRHIDSAYLYNNEEQVGLAIRSK
IADGSVKREDIFYTSKLWCTFFQPOMVQPALESSLKKLQLDYVDLYLLHFPMALKPGETPLPKDENGK
VIFDTVDLSATWEVMEKCKDAGLAKSIGVSNENCRQLEMILNKPGLKYKPVCNQVECHPYLNQSKLLD
FCKSKDIVLVAHSALGTQRHKLWVDPNSPVLLEDPVLCALAKKHKRTPALIALRYQLQRGVVVLAKSY
NEQRIRENIQVFEFQLTSEDMKVLDGLNRNYRYVVMDFLMDHPDYPFEFSDEY

>g11313104233|sp|P14061.3|DHB1 HUMAN AltName: Full=17-beta-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1;
MARTVVLITGCSSGIGLHLAVRLASDPSQSFKVYATLRDLKTQGRLWEAARALACPPGSLETLQLDVR
DSKSVAAARERVTEGRVDVLVCNAGLGLLGPLEALGEDAVASVLDVNVVGTVRMLQAFLPDMKRRGSG
RVLVTGSVGGLMGLPEFNDVYCASKFALEGLCESLAVLLLPFGVHLSLIECGPVHTAFMEKVLGSPEEV
LDRTDIHTFHREFYQYLAHSKQVFREAAQNPEEVAEVFLTALRAPKPTLRYFTTERFLPLLRMRLDDPS
GSNYVTAMHREVFGDVPAKAEAGAEAGGGAGPGAEDEAGRGAVGDPELGDPPAAPQ
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[Mpunor 2. HoMeHKIaTypa ¥ CTPYKTYpe aMUHO-KUCEIIMHA Ca JeJIHO- M TPOCIOBHOM 03HAKOM
(https://en.wikipedia.org/wiki/Proteinogenic_amino_acid)

@) Fositive (S Negative
- Side chain charge at physiolagical pH 7.4

A Amino Acids with Electrically Charged Side Chains

Positive Megative
Argining Histidine Lysine Aspartic Acid Glutamic Acid
[J’trgle His) m U—}'SJG (Asp) @ (Glu} G
xfo 203 J‘;"C}' pKa 170 &Dp&a?ls &D pka 1.05 &O pka 216
0O O o
NH, NH, NH,
pka %00 pka 503 plu!l 15 p[a !IJGG pka 558
——
@H H 0 @ pn a7 D
NH gka s.mw @
FgN*( pRa 415
NH2® pKa 10.67
[LLORFRL
B.  Amino Acids with Palar Uncharged Side Chains €. Special Cases
Serine Threanine Asparagine Glutamine Cysteine Selenocysteine  Glycine Froline
ESEFJB [Thr} o {Asm) m [GIn?@ [Cys]@ (Sec) 0 [Glyl @ (Praj 0
pKuZ13 i 2 20 ;i;.ll& pka 218 ,1<_,|q| :mal‘il_g’, wz-‘“.‘f DK-!'WSI“?
%o 0 2
D Gi pm AT H
pKaS.IH pha 295 pm:us BKa %00 N|.|2
NHz pHa 1'&123 pka |u pka 958
I-D
u*fa B 14
NH,
D.  Amino Acids with Hydrophabic Side Chain
Alanine Isoleucine Leucine Methionine Phenylalanine Tryptophan Tyrosine Valine
o YO0 0o ™ O™ e MO ™o “'Q
pka 118 P““-“ wz“ J(’, pa 227
¥a 1.16
pka 212 ﬁr ’{fo
ph 233 D
0 HHz ,E':E._, pHa 9541 P“'-W'J“ pu‘i‘ﬂ
H, pHa 908
[ AL
pla 9T
pka 10,10

pHa Data: CRC Handbook of Chamisory, w2010
Dran Copoceani, Daparimant of Medical Bogiwaics, University of Torento, 2010
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buoepaghuja

buorpagmja

Jopana IlnaBma je pohena 21.05.1989. rogune y CyboTuim.
Y Hosom Cany je 3aBpiinia OCHOBHY IIKOJY U TMUMHAa3ujy
kao Hocuian Bykose nurmmome. OCHOBHE CTy/uje OHOJIOTH]E
je ymucanma 2008. romuue Ha IlpupogHO-mMareMaTHUYKOM
dakynrery y HoBom Cany u 3aBpmmna 2012. ca mpocexom
9.65, ucTe roauHE je ymucajga MacTep CTyIdje Ha MOIYIY
MoJieKyapHu OuoJor u 3aBmmia ux 2013. ca nmpocekom 10.
3atuM, ynOucyje W JOKTOPCKE CTyIuje, CMep JOKTOp
OMOJIOIIKKX HAyKa, CBE MCIHUTE j€ MOJNOKUIIA Ca IPOCEYHOM
orenoMm 10.00.

loguae 2014. je m3abpaHa y 3Bamke HCTPOKHUBAU-TIPUIPABHUK 33 YKy HaydHy O00JIacT
MoJIeKyJapHa Owuosioruja, 1ok je 2017. u3aOpaHa y 3Bame HCTPAKUBAY-CAPATHHUK Y
Jlaboparopuju 3a OMOXEMHjy W MOJICKYJapHY OHOJIOTHjy. 3a BpeMe IOKTOPCKUX CTyIuja
y4eCTBOBaa je y u3Bohemy MpakTHUHE HACTaBe Ha KypceBMMa buoxemwuja, MosekynapHa
Ouosioruja eykapuora, Merojie y CTpyKTYpHO] OMOJIOTHjH U IPYTUM.

Tokom crynuja O6una je crumeHaucta MunucrapcrBa mnpocBere PenyOmmke CpOuje u
MuHucTapcTBa 3a CHOPT W OMIaAuHy. Bumectpyku je noOutHuk I3y3eTHe Harpaze
Vuusep3utera y HoBom Cany 3a MOCTUTHYT ycleX y NPETXOJHUM TOAMHama CTyauja U
Wzy3erHne Harpane 3a 3aBpiieHe ctynuje. JloOuTHUK je Harpanae ,MBan Daja“, 3a HajOo0BU
MacTtep pajJ u3 obsactTu Ouoxemuje U (GU3NOJIOTHje )KUBOTHIA, KOJY 10/1eJbyje Y HUBEP3UTET
y beorpany.

3a BpeMe CBOjUX cTyauja OopaBuiia je U pajauia Ha YHuBep3urery y Jlozanu, y llIBajiapckoj,
y LleHTpy 3a MHTErpaTWBHY T'€HOMHKY, 3aTHM Yy OKBHpPY IpOjeKaTa 3a BpeMe JTOKTOPCKUX
cTyauja je OopaBuia W paaumia Ha DakylTeTy 3a XeMH]y U XEMHJCKY TEXHOJOTH]Y Y
JbyOspanu, y CnoBeHHjU U BUIIE IyTa Ha VIHCTUTYTY 3a OpraHcky xemujy u Ouoxemujy, y
[Ipary, y Yemkoj. [Topen nctpaxupaukux 6opaBaka, JoBaHa je cBoje oOpazoBame OoraTuia u
pa3nuYNTAM Mel)yHapOIHHM KypceBHMa M3 MaKpOMOJIEKyJIapHe KpucTajorpaduje u mpoTeH-
JUraH] WMHTEpaKIMja OPraHU30BaHMX 0]l TMOKPOBUTELCTBOM Denepalnje eBpONCKUX
OuoxemMHuapa M 3a CBaKM Kypc Ouna Harpal)eHa cTumeHaujoM. 3aTHM, Ha KypceBHMa O
nu3ajHupamy JiekoBa y Yemkoj m Ha TRAIN kypceBuMMa 3a ycaBplllaBame akaJeMCKOT
oco0Ospa Ha YHuBep3utety y HoBom Cany.

AyTop M KOayTop je ueTHpu pajna y MelyHapoqHMM yacomucuma, TpU paaa y JoMahum
Hay4HHM dvaconucuMa u 18 caommrema ca gomahux u mehyHapomHux koHbepeHIH]a.
JlobutHuk je U Harpaxe 3a HajOoossu moctep Ha 25. KoHdepeHuMju cprickor
Kpucrtamorpadckor ApPyIITBA, a UCTE TOAWHE je MoOwmia u cTuneHAujy oa MehyHapaone
yHHUje Kpuctasorpada 3a ydyemnrhe Ha HaBeJIeHO] KOH(epeHLnju.

Uman je Cprickor OmoJomKOT ApymTBa, buoxemujckor apymrBa CpoOuje, Yiapyxkema 3a
nporeomuky, Cprckor kpucranorpadckor apymrTa U Cprckor APYIITBa 3a MOJEKYIapHY
ouoiorujy.

Hosu Cag, 2018. Jopana ITnaBma(-ITyx)
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HzBoa, U3:

UctpaxkuBame nma GoKyc Ha XyMaHUM €H3MMHUMA U3 cynephamuimje
aNJI0-KEeTO peAyKTasa, Koje NMajy BeJTMKH METa0OJMIKH 3Ha4aj 3a
XOMEOCTAaTCKO (PYHKIMOHUCAme opranu3ma. Heku of1 unanosa
noadamuuje 1C ango-kero penykrasa (AKR1C) umajy yiory y pa3sojy
oapeheHNX NaToJOLIKUX CTarba, Kao IITO Cy JIEyKeMHUja, TYMOPH IIpOCTarte,
JI0jKe W EHJIOMETPHUjyMa, Kao U 'y CMambuBamky edekra xemorepanuja. J{o
caJia HHje PETUCTPOBaH JIeK KOjU IMPEKTHO yTUYE HA TIPOTEUHE OBE TPYIIE U
CaMMM THM je aKLEHAT Ha N3HAJIAXKEHhY CeUn(pUUHNX JTUraHaa
(cyncTpara, nHXHOUTOpPA), KOju OM MOTIIH J1a UMa]y (hapMaKOJIOIIKY
MpUMEHY, aJli ¥ Ha YTBphUBamy Be3e u3Mmel)y CTpyKType U QyHKIIHje
WCTIIMTUBAHMX JIMTaHaja mpeMa ensumy. Tesa je nmaina Gokyc Ha MpoTenHy
AKRIC3. Y 0B0j aucepTainuju je npeicTaBbeHa ONTUMH3ALN]ja €H3UMCKOT
eceja M HCIUTUBAKE MOTESHIINjTHUX JIMTaHa/la 1 BbUXOBOT e(eKTa Ha
€H3UMCKY aKTHBHOCT ofipel)eHnX XyMaHuX n30QopMHU MPOTEHHA U3
noadamunmje AKR1C. Tectupana cy CHHTETHCaHA CTEPOH/IHA jEIHICHA,
KOMepLHjajHa jeInmbeba U OMIbHU eKCTpakTu. CTepOUIHY JTUTraHIu
(AKR-1, -2, -3, -7, -9, -19 u -22) koju cy mokaszaiu 100pe MHXHONUTOPHE
KapaKTEPUCTHKE CY JeTaJbHUjE OMMCaHM opeljeHuM 1001jeHuM
KMHETHYKUM [IapaMEeTPUMa 1 3aTUM Cy KOKPUCTAJIM30BaHU Ca IIPOTEMHOM U
kodakTopM. O 7 pa3auyuTHX KOMILIEKCA MPOTEHHA ca HajO0oJbHM
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HHXHOUTOPOM, 3a JIBa KOMILIEKCa Cy no0ujeHe qudpakimje ca
MHXHOUTOPOM M pelIeHe KPUCTATHE CTPYKTYpE ca JIMTaHIOM y BE3HOM
MecTy U BpiIo 106poM pesomyrmjom, AKR-7: 1.7 A, AKR -19: 1.6 A. Ou
pe3yNITaTH MPEeACTaBIbajy MPBE NPOTEHHCKE KPHUCTAJIE YHjy CY CTPYKTYPY
pemmy ucetpakuBaun u3 Cpowuje, a y HAyYHOM CMHCIY U OJUIMYHY OCHOBY
3a JaJbU IM33jH U TECTHPAIHE jeANHEHha U KOKPHCTAIU3ALIH]C.

JlaTym npuxparama TeMe 01
crpane Cenara, AI1:

13.04.2017.

Jlatym onbpamne:

Unanosu komuchje, KO: Ip I[aHHj eJa Kojnh,

[Ipencennuk: BaHpenHHU npodecop, emaprman 3a Ouonorujy u exonorujy, [IIM®, Hosu
Can

Ynan: ap HAymko biarojesuh,
Hay9HH CaBeTHUK, MHCTHTYT 3a OwWoOJOmKa HCTpaxuBama ,,CHHHIIA
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BaHpenHU npodecop, emaprman 3a Ouonorujy u exonorujy, [IIM®, Hosu
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BaHpenHU npodecop, Jemaprman 3a Ouonorujy u exonorujy, [IIM®, Hosu
Can

Ynan (MeHnTOD) Hp Ensapp Ilerpu,

BaHpeHu npodecop, [IpupnaHo-maremMaTruku hakyaTer,
VYuusepsutet y HoBom Cany
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