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1. YBOAHO PASMATPAIBE

Ensumu u3 cynepdamunuje ango-kero peaykrasa (AKP) karanusyjy peayKuujy anaexuIHux
M KETO rpyna pa3IfuuTUX CyIcTpaTa, Meh)y Kojuma cy mpocrarjanInHu, CTEPOUIHA XOPMOHH
n kceHoOnotunu. MMajyhu y BUIy HIMPOK CIEKTap jeAM-EHa KOoja allIo-KeTO peayKTase
MPUXBaTajy Kao CyNCTpare, jacHO je J1a OBH €H3MMH UTPajy 3HAYajHy YJIOTY Y pPa3iuyUTUM
(U3MONOMIKUM UM TATOJIOMIKUM CTakbUMa OpraHu3ma. Y 37paBOM OpPraHHU3MY, OBU CH3UMHU
YYECTBY]Y Y METa0OIU3MY M CUTHATHUM ITyTeBUMa y henuju, ajau pu HapyIIeHO] XOMeoCTasH,
AKP cy ymiereHe y pa3inydra NMaTOJONIKA CTama, YKIbY4yjyhu 3amasbeHCKe mporece H
Meractarcke Oonectu. Heku umanoBu mordamunuje AKP ykipydeHu cy y merabonmzam
CTCPOMIHUX JeINEIha, 1A Ce Ha3WUBajy XUApPOKcUucTepoua nexuaporenasama (XCJI). Xymana
3a-xuapokcuctepon aexuaporenasa tumna 3 (3aXCJI-3), mo3HaTa u 1Mo Ha3UBOM aJI10-KETO
penykraza 1112 (AKP1L2) je eH3uM Koju peayKyje akTUBHE CTEPOUIHE XOPMOHE (€CTpaanoll,
MIPOreCTEPOH, TECTOCTEPOH, S0-TUXUJIPOTECTOCTEPOH) OO Mame I[OTEHTHUX aHajlora u
curHanHux Mosekyna. Jlame, 3aXCJ[-3 ydectByje y MeTabonm3My NpOCTariaHIuHA U
KceHOOMOTHKa, Mehy KojuMa Cy M HeKU IIMPOKO KopuirheHu xemuorepaneyTuiu. OcobuHa
30XC/-3, mo kojoj ce uzaBaja mehy octanmum AKP, jecte BHCOK auHHMTET 3a BE3UBAHHE

KYYHUX KHCEIIMHA, KOj€ Ta HAKOH BEe3WBamha HHXUOUPA]y.

VY HapesHOM MOIJaBJby JaT je Mperyied I0caJallllbhX Ca3Hamba O CTPYKTYPH U (PyHKIUjH
30XCA-3, Besu u3mely cTpykrype M (yHKIMje, Ka0 M IOBE3aHOCTH OBOI €H3uUMa ca
Pa3IMYUTUM MATOJNOUIKUM cTakuMa. Mnentudukanuja HoBux smranana 3aXC/I-3, koje je
JIOTHYHO TPaKUTH Mel)y nepruBaTiMa )KydYHUX KHCEIHHA, MOTJIa OH J1a TIPY>KH OCHOBY 3a OJIHKe
pacBeTI/baBame yJIore OBOT €H3uMa y (PM3HMOJIOIKUM U MTAaTOJIOLIKUM MTPOLECUMA, TPU ueMy Ou
Ce OH jaCHO MOTrao M3/BOJUTH OJ] APYTHX, CTPYKTYPHO U (PYHKIIMOHAJHO CPOJHMX €H3UMA.
Taxohe, HOBU nuranau Ou OWJIM OCHOBA 3a IM3ajH JIEKOBA KOJU O ce KOPUCTWIIM Y Tepanuju
MaTOJIONIKUX CTamkha M3a3BaHUX MPEKOMEPHOM ekcrpecujom mian aktuBHomhy 3aXC/I-3, kao
IITO Cy pa3IMYUTH TUIIOBU KaHIepa WK nopemehaju xoMmeocrase CTepouHUX XopMoHa. OBa
JIOKTOpCKa AMcepTanrja KoMOMHYyje HeKoauko iNn Vitro u in silico mpucryna 3a npoyuyaBame
€H3UMCKEe aKTUBHOCTM WM TpoTenH-IuraHn uHTepaknuja 3aXCJ-3 ca kpucramorpadckum
crynujama cpoanor ensuma 17BXCJ-5 (17B xuapokcuctepous AexujporeHaza tuma 5),
MO3HATOT M TOJ] Ha3UBOM anjo-kero peaykraza 1113 (AKP1I[3), na 6u ce nobuo yBupg y
CTPYKTYpPHE OCHOBE Be3HMBama JepHuBara >XyuyHuX kucenuHa 3a 3aXCJ-3 u yTunaj oBux

Jenumbema Ha ’heHY aKTUBHOCT.



2. HPETJVIE JIMTEPATYPE

2.1. Mecto 30XC/-3 y cyneppamuinju ajnno-kero peaykrasa (AKP)

Cynepdamunuja anmo-kero penykraza (AKP) oOyxBara okcuaopenykTa3e Koje KaTalau3yjy
PEAYKIN]Yy UIMPOKOT CIIEKTpa €HJAOTCHHUX U €r30TeHUX allieXuia U KeToHa 10 oaronapajyhux
ankoxouna. Peu je o NADH ninn NADPH 3aBucHuM eH3UMHUMa yKJbYYEHHM y MeTabosm3aM
pa3NMYUTUX YIIbEHUX XHUJpaTta, JUMHJA, IpocTarjaHanHa, CTepoua U KCeHOOMOTHKA, Kao

IITO Cy MOJIMIUKIMYHE apOMATHYHH yYTIbOBOAOHUIM (Adeniji u cap. 2013, Penning 2015).

Ensumu w3 cynepdpammnuje AKP cy excnpumupanu y henujama Ousbaka, XKUBOTHA,
poTO30a, IJbUBA, eyOakTepuja M apxea. Ped je yriaBHOM O MOHOMEpPHHM INPOTEHHUMA,
Mmoutekyscke mace 34-37 kDa. Cynepdamunuja odyxsara 105 no manac maeHTH()UKOBAHUX
4JIaHOBA, MOJIeJbeHKX Y 16 mopoauiia koje ce obenexanajy opojesuma (ump. AKP1) (Bohren

u cap. 1989, Hyndman u cap 2003).

VY okBHpY hamuiHja U3aBajajy ce MoT(haMuiIuje 9iju WiaHOBU UMajy Bute o1 60% cimaHocTH
aAMHHOKHUCEIIMHCKE cekBeHIle. [loTdamunmje ce obenexapajy ciioBuMa adereic HAKOH O3HaKe
damunuje (unp. AKP1L), ok ce mojenuHu eH3uMH obOelnexaBajy aparnckuMm OpojeM HaKOH

HazuBa norpammiunje (anp. AKP1112) (Oppermann 2007, Pennning 2015).

CrpykrypHo, AKP cy eH3umMu Koju cajapke ouyBaH MOTHB OypeHleTa TpHo30-(ocdaT
nszomepase (enen. triose phosphate isomerase barrel — TIM barrel). OBaj MOTHB ce cacToju 0O
8 aHTHMapajelHO TOCTaBJbEHUX [ Mmiao4a, M 8 o XeIMKca KOjU Cy MO3MLMOHHMPAHU ca
criojpaibe crpaHe mioda (ciuka 2.1). Kox mojemunux dmanoBa moryhe je MpHCYCTBO
JOJIATHUX XeIMKCa, a TPY MeTIhe Ha Tepudepuju OypeHIieTa yKibydeHe Cy y NMPerno3HaBambe U

crierduyHOCT Npema smranauma (Penning 2015).

V¥ aktuBHOM Mecty cBux AKP je ouyBaHa kaTamuTHuUKa TeTpaja, Koja ce cacToju O] OcTaTaka
THPO3WHA, IN3KHA, acriapTata u xuctuauna (Jin u cap. 2001, Couture u cap. 2005). Anm10o-KeTo
penykTase caapxke cienaehe pernone ca ouyBaHOM aMMHOKMCETUHCKOM cekBeHIoM: N kpaj ca
ouyBaHOM cekBeHIIOM LxxxGxxxPxxGxG u [eo akTUBHOI MecTa ca OYyBaHUM

GxxxxDxAxxY u LxxxxxxxxxDxxxxH motuuma (Pennig 2015).

Ho nanac je y IIIb 6a3y npunoxxena 381 cTpykTypa pazIuMuUTHX ajll0-KeTO pelyKTasza y

armonpoTeHHCKO] (hopMHu M ca uranauma (Berman u cap. 2014).



Hako AKP y in vitro ycinoBuma GpyHKIHOHHIIY Ka0 OKCHIAOPEIyKTas3e, y IiN Vivo ycioBuma
(GYHKIIMOHHIIY TOTOBO MCKJBYYHBO Kao peiykrase. HbuxoBa akTUBHOCT ycioBJbeHa je pH
Bpennoinhy cpenune y henmuju, kao u Behum apunurerom 3a penykoane dpopme kodaxTopa
(NADH wmu NADPH, y oxsocy na NAD™ wiu NADPY), Tako 1a 0OBU €H3UMH MPAKTHIHO

HEMajy OKCH/Ia3Hy aKTUBHOCT Yy )KUBOM opranusmy (Jez u Penning 2001).

Ciuka 2.1. Crpykrypa AKP na npumepy 30XC/H-3 y kommiekcy ca NADP* u ypcoaeokcuxoaaTom
(mpuctynan xon y I1]1b 6azu: 11HI, Jin u cap. 2001). Ilox a 1 6 npuka3aHu cy MOTHBH CEKyHIApHE CTPYKTYpE:
o XeJIMKCH (JpyOuuacTe crupase), f miode (3ejieHe CTPerIie Yhji CMep MoKa3yje OPHjeHTAIH]Y IJI0YE) U METIhe
(HapaHyacTe THHHjE KOje Crajajy o XelnuKce W [} miode), ca JUraHauMa KOjd Cy MPHUKAa3aHH y BHIY aToma
HOBe3aHMX KyTHM mranuhuma. [Ton B 1 T U3 ABa yria je npukasaHa Ban nep Bancosa noBpinna eH3uMa U3 Koje
BUpE XKyTH IITanuhy KOjU MPEICTaBIbajy MOJIeKyJie Ko(haKTopa U JIUTraH/a.

Jenna on KapakKTCPUCTHKA AaKTHBHOI' MCCTa aJJ0-KETO pCAyKTa3a jeCTC BCrosa
(baexcubunHoCcT, Koja omMoryhaBa mpHuXBaTame IIMPOKOr CIEKTpa CyIcTpaTa pa3inyuTe
XeMujcke cTpykType. Mehy pazmuuntum AKP eH3nuMuMa odyBaHu Cy I€I0BA aKTUBHOT MECTa

OKO KaTAJIMTUYKE TCTPAAC YKIbYUCHH Y BC3UBALC KO(I)aKTOpa, Z[OKje TICII 3a BE3WBAILEC JIMI'aHda

tonosoniku MHoro Bapujadbunuuju (Couture u cap. 2005).



2.2. KuHeTnka ¥ MEXaHU3aM €H3UMCKe KaTajlu3e ajJl0-KeTo PeayKTa3a

MexaHn3aM €H3MMCKE KaTalln3e KO aliJI0-KeTO peyKrasa je ypehen 6u-ou mexanuzam (Cimka
2.2), tae ce KodakTop MPBH Be3yje ¥ MOCIeAbU HamyiTa akTuBHO MecTo. Kodakrop (NADH
onnocao NADPH) ce Besyje y uznyxenoj kondopmanuju, Bupehu ca C kpaja eH3uMa, OKpEHYT

HUKOTHHAMUJIHUM IIPCTCHOM Ka aKTUBHOM MECTY aJI/IO-KE€TO pEAYyKTa3a.

peaykumja (pH 6.0) okeuaaumja (pH 9.0)
R Tyr55 Lys84 R Tyr55 Lys84
= f\@ N(@COO = NH(i %
HNE N-H- Qi H’H‘H > HN_ N OH-H""H O}—\
H o
His117 C ASPS0  is117 C ; Asp50
X 20
H@\ 5 (H g
[ ] N A
N" NADPH N~ NADP*
R R
Y55 y obnuky YOH, Y55 y obnuky YO

Cinka 2.2. MexaHu3aM KHceJI0-0a3He KaTajm3e ajaa0-KeTo peaykrasa (nprmiaroheno ox Penning 2015).

Jluranna je y onqHocy Ha KO(hakTOp OpHjeHTHUCAH MO MPaBUM YIJIOM (ciuka 2.3), Tako Ja je y
CITy4ajy CTEPOHIHOT JIMTaH/1a MOBPIIMHA A MPCTEHA CTEPOU/a, KOJH HOCH XUJAPOKCHUIHY WIIH
Kero rpymy Ha cBoM C3 aToMy OpHjeHTHCaHa Ka HUKOTHHAMHIHOM IIPCTEHY KodakxTopa

(Schlegel u cap. 1998, Sherbet u cap. 2007).

Cauka 2.3. AktuBHo MecTo AKP npuxa3zano u3 crpykype 17pXCJ-5 noa IIIb npuctynaum koagom 4DBW
(Liedtke u cap. 2013). 3enennm mranuhnma cy npukazanu kodaktop NADP* u 1Ba monekymna 2’-ne3MeTii
MHJIOMETaIMHA Kao Juranay. L{pBeHe nonTuiie npencTaBibajy MoJeKylie Bojie, KOju cy Hal)eHH y akTHBHOM MECTY
Yy TPeHYTKY CHUMama Judpakiunone civke. KommnoneHre eH3uma cy npukasase y 60ju myjepa.



OrpannuaBajyhu axTop Op3uHe peakiyje peaykiuje cyncrpara aenoBameM AKP en3nma je
KOpak Be3WBama U ociobahama kodakTopa, ¢ 003UpoM Ha TO Aa ce Ko(akTop MpBH Be3yje 3a

aKTUBHO MECTO €H3MMa, a nocieambu ra Hanyita (Couture u cap. 2005).

[len 3a Be3uBame TUTaHa CACTOJH C€ OJ OKCHAHjOHCKE pyTie, Y K0joj ce Hamaze Y55 u H117
U y KOjy ce CMeIlITa HUKOTHHAMUIHU NPCTeH KoakTopa, 3aTUM 000/1a aKTUBHOT MeCTa, KOjH
caapku ocratke AS2, L54, W86 u F118 xoju oapelyjy cmnenubuyHOCT NpHITaHUKA
notnopoauiie AKP11] npema Bpcrama cycnTpara, Kao U METJbH KOje YIOTIyHhaBajy aKTUBHO

mecto (Schlegel u cap. 1998).

Penykmmja cymcrpata mnompasymeBa 4-mpo—R  xuapumau  Ttpanchep ca C4  aroma
HukotuHamuaHor npcrena NADH ogqnocHo NADPH na yribeHuk anjiexugHe wid KeTo rpyme
cyncrpara. [Jlonop mporoHa kodakropy je Tyr55 w3 karanutuuke Tterpane. Peakmmja
peAyKLMje anio- U KeTo- CymncTpaTa 0 oAroBapajyhux ankoxojia moapasymeBa TpaHchep
MPOTOHA Ca PelyKOBaHOTI Ko(haKTopa Ha KapOOHWIHY IpyIy CYIICTpara MocpeacTBoM Y S5S5.
Karanmutuuky Terpany (cimka 2.4) ynne D50, Y55, K84 u H117. Ocratak D50 Huje Heonxonan
y KaTajau3u, ajdd yuBpinhyje Be3uBame Kodakropa, a Y55 ce moHamia Kao OIIITa KUCeInHa
360or OnusuHe H117 (koju mpu peayKiuju Tpenia3d y NpOTOHOBaHY (Gopmy), TOK ce KOJ

OKcHuIaIje moHaia kao 6asa 36or omusune D50 u K84 (Penning 2015, Schlegel u cap. 1998).

Ciuka 2.4. Kogpaktop NADP* y karanutnukoj terpaan akrusuor mecra 17pXCJI-5. HItannhu o3nauaBajy
ko(akTop (3€N€HO0) W AMHHOKHCEIMHCKE OCTAaTKe KaTAINTHYKe TeTpaje (0oja mynepa), MOK Cy JIMHHjama
00eJIeKeHN OCTAIM OCTAIMX aMHHO-KHCEJIMHA U3 aKTHBHOT MeCcTa M OKOJIMHE aKTHBHOT MecTa. L{pBeHe nontuie
TIPE/ICTaBIbajy MOJIEKYJIE BOJIE, @ PO3€ UCIPEKUIaHe JIMHYUjE BOJOHUYHE BE3€ KOje Ce OCTBApyjy Y aKTHBHOM MECTY
(cnuka je HampaBsbeHa of cTpyktype mo [1/Ib npuctymaum konom 4DBW, aytopa Liedtke u cap. 2013).



2.3. Mecto 30-XC/I-3 y nopoauuu AKP1 u normopoaunu AKP11]

Enzum 30XC/I-3 npunaga pamummnju AKP1, morpamunuju AKP1LI. ITorpamunuja odyxsara
4 muroconna ensuma: AKP 1114, xoju je ekcipuMupaH uckJbyunBo y henmjama jerpe u AKP 111
I, 2 u 3, KOju WMajy MIUPOK CIEKTAp EKCIpecHje Yy pa3IMuyuTUM TKUBHMA. EH3UMH
notnopoauiie AKP1L yuectByjy y peaykuuju 3—kero, 7-keto u 20-keTo crepowaa 10
3a/B—, 17—, omHocHo 200— xuapokcucteponna. HUBO CTPYKTypHE XOMOJIOTHjE WIAHOBA

notdamunuje AKP1I] je Beoma Brcok (84 — 98%, Rizner u Penning 2014).

VY nepucdepnum tkuBuma AKP11] ensumu, y npBom penxy AKP1L3 (17pXCA-5) yuecTtByjy y
pPEeNyKIMjH Mame NMOTEHTHHX aHAPOTeHa J0 TIJIaBHUX W Hajjayux MPHPOJHHUX aHIPOTEHa,
TECTOCTEPOHA U 50-IUXUAPOTECTOCTEPOHA, KAa0 U Y MHAKTUBALIU]U S0-IUXHUIPOTECTOCTEPOHA
10 HeakTUBHUX MeTabonuta (Ji u cap. 2003, cnuka 2.5). UnanoBu oBe notdamuinje Takohe
pPEeNyKyjy €CTPOH II0 TOTEHTHH]ET eCTPaauoiia, a MPOTEeCTEPOH J0 METabONIHMTa KOjH MOTY
nojacrahu wim cripednTd npoiudepannjy Tkuba nojke (Ji u cap. 2003, Lewis u cap. 2004,
ciuka 2.5). Ensum AKP1112 (3aXC/I-3) peaykyje MOTCHTHE CTEPOUIHE XOPMOHE, €CTPAINOI
U 50-TUXUIPOTECTOCTEPOH 10 Mambe MOTCHTHUX XOPMOHA U Mmetabomnuta (Jin u cap. 2001).
Ceu AKPIL| eH3umu nenyjy Ha o-miperHaHe y (GopMHpamby aloNperHEHONIOHa KOju je
anocrepHu moaynarop peuenropa 3a TABA u HMJIA y nepBHoM cucremy, a AKPII[I
YYeCTBYj€ Y PEeoyKIUjU alOMPErHeHOIOHA 10 HEaKTUBHUX jenumbema (Trauger u cap. 2002,
ciuka 2.5.). Enzum AKP 1114 yuecTByje y cuHTE3H )Ky4HUX KucenuHa y jetpu. Exsumu AKP1L]
noTgamMuiiije y4ecTByjy y NPUIPEMHU CTEPOUA 32 KOWbYTalujy U y peayKIHju KObYTOBaHUX
crepouna (Rizner u Penning 2014). MHOTH CHHTETHYKH CTEPOUIH, KAO IITO je THOOJIOH, KOjU
ce paHMje KOPUCTHO y TpPEeTMaHy €HJIOMETpHo3e M octeornopose, meradonumy ce AKP1L]
ersumuma (Ji u cap. 2003, Stecklebroeck u cap. 2004). MyTtanyje, HapylieHa eKcrpecuja u
aktuBHOCT AKP1 ensuma, noceOHo onux u3 norpamunuje AKP1L], norBphenu cy y Tkusuma
KaHIepa mpocTare, 0jKe, 1e0eNor 1peBa, Ko JISYyKeMHje, Kao U MIPH yHAIHUM TIpoliecuMa u

nopemehajuma cuHTese HeypocTepoua (Penning 2015).

JenuHcTBEHA KapakTepHUCTHKA [IeTla 3a Be3MBaWk€ JIMTaHJa KOJ allJo-KeTO peayKTaza H3
notnopoauiie AKP11] je mpucyctBo crepouHor kanana u tpu gemna: CII1, CI12 u CII3. Ilen
CII1 cappxu ouyBaHne octatke S118, N167, F306, F311 u Y319. Ilen CII2 canpxu ouyBaHe
octatke W86, C129, W227 u P311. Ilen CII3 caapxu ouyBane Y24, E192, S217, S221, E22,
W227 u F306. UnanoBu AKPI11] umajy okCHaHjOHCKO MECTO KOj€ MpeAcTaB/ba KaTAIUTUUKU

LIEHTap eH3uMa u caapxu Y55 u H117.



Crepounnu kanan caapxu W227 u L/V54 u kpo3 mera ce peryiuiine NpHUCTYI JUraHaa

aKTHBHOM MecTy eHs3uma (Byrns u cap. 2011, Flanagan u cap. 2012).

5a-AMXMAPOTECTOCTEPOH 3a-aHApocTeHaAUON

Sa-gmxuaponporectepoH TeTPaxuaponporecTepoH

O

nporecTepoH 200-XMAPOKCUNPOrecTePOH

Cauka 2.5. Heke o1 peakumja y MeTa00JIM3My CTEPOMIHUX XOpMOHA Koje kaTaau3dyjy AKP1Il en3umu koju
umajy pyHkuujy xuapoxcucrepoun aexuaporenasa (XCJI, mpunaroheno on Penning u cap. 2000).

Enzumu nordamunuje AKP1L tpancgopmunty 3- 17- u 20- ketroctepouse 10 oarosapajyhux
o (3-, 20-) ognocHo B (3-, 17-) xuapokcucreponna. Umajyhu y Bumy ymory AKPIL] y
CTCPONUIOTCHE3U U MCTaGOHI/BMy CTCPOUIHUX jCI[I/IH:CH:a, npocTarilananuHa, KCEHOOHMOTHKA U
APYyrux jeI[I/IH:CH:a, jaCHO je 3a10TO Cy OBM CH3MMM IOBC3aHHU Ca HACTAHKOM U pa3BojeM
pa34UTUX TUIIOBA KaHIIEPA, Y MPBOM peay KaHIEepa 3aBUCHUX OJ CTEPOUIHUX XOPMOHA Kao

IITO Cy pa3IuuuTH 00IHIIK paka faojke u nmpocrtate (Penning 2015).



[Tordpamunuja AKPIIl obOyxBata oko 35 wumaHOBa ca BHCOKHM CTEIIEHOM CTPYKTYpHE

xomoJoruje (84 —98%). UnanoBu cy cBpcTanu y cienehe uzopopme:

o Em3um AKPII[l, omHocHO 200-xuapokcucrepous aexuaporeHaze (200XCUH),
eKCIIPUMHUpaHe Cy y pasnuyutuM TKuBUMAa. CBojoM 20-KeTocTepou] peayKTasHOM
akTUBHOWINY yd4ecTByjy y TpaHchOpMaluju MpOrecTepoHa 0 HeakTHuBHOT 200-
XUJAPOKCUIIPOTECTEPOHA, YMME C€ DPEryJuiie KOHIeHTpaluja, na TuMe U MOryhHocT
JIeJI0Bama akTUBHOT XopMoHa. [lopemehena ¢yHKIM]ja oBOr eH3uMa MOXKe Ja JoBene 10
npeBpeMeHor nopohaja u engomerpuose (Ji u cap. 2003).

e Emnsum AKPI1II2, ogHocHO 30- Xxuapokcucrepoun aexuaporeHasa tuma 3 (3aXCJI-3),
HIMPOKO j€ eKCIIPUMHUPAH Yy 11eJIOM OpraHu3My, a HajBHIIIA CTOIA EKCIIPECH]je YOUueHa je y
TKHUBY THpocTaTe, Marepuiue M mosra. Y TkuBy mnpocrate 3aXCJ[-3 ydectByje y
TpaHchopMaHju So-IUXHIPOTECTOCTEPOHA, HAJIIOTCHTHHU]ET IPUPOIHOT aHIPOTEHA, 10
HEaKTUBHOT MeTabonurta So-aHapocteH-3,17B-nuona. Y HepBHOM TkuBY 3aXCJI-3
penykyje SP-XUAPOKCUMIPOTECTEPOH 10 AJIONPETHEHOJOHA. AJIONPErHEHONIOH e
HEypocTepou, ajmoctepHu moaynarop peuentopa 3a 'TABA u HMJIA, a meros
HE/IOCTaTaK ce JOBOAM y Be3y ca mopemehajuma pacroiiokerma, MOCEOHO TOKOM
npeaMencTpyanHor nepuoaa. Kapakrepucruka 30X C/I-3 je na Besyje )KydHe KHCEIUHE
KOje NMPUTOM HMHXHOUpPajy BeHy akThBHOCT. OBaj eH3uM crocoOaH je na pasrpabyje
pa3nn4yuTe KCeHOOMOTHKe, Mely KojuMa cy M HEeKM LuTocTaThl, Tako Jga 3aXCJ/I-3
cMamyje epUKacHOCT Teparuje OBaKBUM JICKOBUMA M JIOBOJAM JIO0 CTUIAHa OTIIOPHOCTH
henuja kannepa Ha ek (Jin u cap. 2001, Ji u cap. 2003).

e Ensum AKPI1II3, ogrocHo 17B-xuapokcuctepona aexuaporenasa tumna 5 (17pXCJ-5),
Takole je MMPOKO eKCHPUMHUpPAH Yy OpraHu3My, a HajBHILIE Yy TKUBY JOjKe, pocTaTe u
Mo3ra Tre yuyecTByje y peaykuuju A4-anapocreH-3,17-1uoHa y TECTOCTEPOH,
So-angpocteH-3,17-muoHa y S0-TUXUAPOTECTOCTEPOH, €CTPOHA Y €CTPAIHON, Kao M
npocrarnanauHa [1I'X2 u [IT'12 y TII'®2 ognocHo 11PRITD2a. [TpexomepHa ekcrpecuja
OBOI' €H3MMa JIOBOJIM CE€ Yy Be3y ca PasIYUTUM OOJIMIIMMa KaHIlepa, y MPBOM peay
KaHIepa J0jKe W IpocTaTe, YUjU je pa3Boj MOACTAKHYT CHHTE30M aKTUBHHUX (HOpMHU
MIOJTHAX XOPMOHA M CHTHAJTHUM ITyTeBHMa KOjU Cy TIOBE3aHU Ca pelenTopruMa 3a IMOJTHE
xopmoHne (Lewis u cap. 2004, Penning 2015).

e Enszum AKPII4, ogrocHo 30XC/I-1 je eH3uM Koja je €KCHpUMHUPAH UCKIbYYHUBO Y
XeraToLUTHMa TJe YYecTByje y OunorpaHcdopmaiyjamMa 1 MHAKTUBALMJU CTEPOUTHUX

xopmoHna (Penning 2015, Ugochukwu u cap. 2006).



2.4. 30-XUAPOKCUCTEPOM/I IeXUAPOreHa3a Tumna 3: CTpykrypa, GpyHkumja,

MOBE3aHOCT CTPYKTYype U PyHKIHje

XymMmaHa anio-kero peaykrasa tumna 2 (AKP1L2) wim 3a-xuapokcucreponi 1eXuaporeHasa
tuna 3 (3aXC/I-3) je enzum u3 cynepbamunuje AKP, unja je jennHcTBeHA KapaKTEpUCTHKA J1a
Be3yje Ky4HE KHCEIMHE, KOje MOTOM Jellyjy Kao MHXUOWTOpH OBOT eH3mma. KpucramHa
crpykrypa komiuiekca 30XCJI-3 ca kopakropom NADP' u uranioMm ypcoaeoKCHxoiaToM
onpehena je 1o pesonyuuje 3 A n o6jasmena 2001. romune (Jin u cap. 2001, ciuka 2.6). Baxno
je HamoMeHyTH n1a je 3 A ropma rpaHmma pesonynmje mpH Kojoj je mMoryhe mpoyuaBaTn
MPOTEHH-JIMTaHl HHTepakirje. OBaj eH3UM YUYECTBYj€ Y HEKOJIMKO peaKilija MHTEPKOHBEP3Hje
cTepouza: penykKyje So-AUXHIPONPOreCTepOH 0 AJONPETHEHOJOHA, 17-XUIpOKCH-Sa-
TUXUIPONPOreCTepoOH 10  17-XUAPOKCHU-ANIONPETHEHOJIOHa U aHJPOCTEHAMON  JI0
So-guxuaporecroctepoHa (Rizner u Penning 2014). HaBenene peakiuje HpencTaBibajy
KOpake y QITepHATHUBHOM TIyTy OHOCHHTE3€ S0-TUXHIPOTECTOCTEPOHA, HajMOhHHjer
MPUPOJHOT aHAporeHa. MyTaiyje y akTHBHOM MECTy OBOT €H3MMa JIOBOJIE /IO jeTHOT THIIa

CHHpOMa aHjaporene neocetsbuBoctH (Fliick u cap. 2011, Hornig u Holterhus 2021).

Canka 2.6. Crpykrypa xymade 30XC/-3 y komiuiekcy ca kodaxropom NADP' u jmmrangom —
HHXHOHUTOPOM YPCOAEOKCHX0JaTOM: yBehaHO je akTMBHO MecTo ca Juranaom (npucrynHu kon y I1/1b 6a3u
1IHI, Jin u cap. 2001). 3enenuM tanuhuma cy npukasaHy KOGakTop U JIMTaH/, & CHBUM JIMHHjaMa Cy NPHKa3aHH
AMHMHOKHCEJIMHCKH OCTall y akTUBHOM MecTy. CHBe crMpaie, CTpeiHle M Tpake IpelCTaB/ba)y MOTHBE
CeKyH/IapHE CTPYKType eH3UMa.



[Topemehena pynkiuja 30X CJ/I-3 moBoau ce y Be3y ca HapymeHOM (YHKIIHjOM perenrtopa 3a
I'ABA 3060r kojux [0ja34 10 pa3sIuuuTux nopemehaja pacmonoxema (Trauger u cap. 2002).
VY henmjama jerpe oBaj €H3UM TpaHCPOPMUIIEC CHHTETHCAHE KYYHE KHCEIMHE KaKko Ou X
MPUIIPEMUO 32 TPAHCIOPT M eKckpenujy. Y henmujama KaHiepa mpocTare JETEKTOBAHU CY
noBueHn HuBon AKP1112 TpaHckpumara, 4uju MpOTEUHCKH MTPOU3BOIN MOTY Jia YUECTBY]Y
Uy CUHTE3U U Y MHAKTUBALIU]U S0-TUXHUIPOTECTOCTEPOHA, ILITO OTBApa JOII jeJ]aH TeparujcKu

paBail 3a Jieuewe KaHiepa npocrare (Ji u cap. 2003).

Peueno je ma anmo-kero peaykrase, ykbyuyjyhu u 30XC/I-3, umajy yiory y aerpamamnuju
KCEHOOMOTHKA U IeTOKcu(UKanuju oprannsma. imajyhu y Busy npucycTBo u mreTHe edexre
KCCHOOMOTHKA HA JKMBE OpraHm3Mme, oOM4HO ce 0 oBoM edekty AKP ensuma roopu ca
MO3UTUBHOT acnekTa (Barski u cap. 2008). MehyTtum, y HeKHMM cUTyalujaMa Jerpajaaiuja
KCEHOOMOTHKAa MOe OuTH HemokesbHa. luTocTaTuiu cy JEKOBH KOjU oMeTajy henujcky
neo0y, umja je ctomna HajBeha koA ManurHux henuja, Tako Ja ce oBa Ipymna JIeKOBa KOPUCTH Y
Tepanuju KaHiepa. JeqaH oj HajIo3HATHjUX, HajepukacHUjuX W Hajuemhe KopUITheHHX

[UTOCTATUKA IUPOKOT CIEKTPA je JOKCOPYOHUIHH (cuka 2.7).

OH

il OH

- O/””'u,.

NH;

Cauka 2.7. JlokcopyOouuuH, CTPYKTYpa (JeBo) u komiuieke ca moJekyaom JTHK (mecuo) (Frederick u cap.
1990, mpucrynnu kox y IT1J1b 6asu 1D12). Ussop: I1J1b 6a3a (Berman u cap. 2014).

Benuku npobrnem npu ymnoTpeOu JOKCOpyOMIIMHA, Ka0 W MHOTHUX APYTHX ITUTOCTATHKA,
NpeJCcTaBba OTHOPHOCT Ha JieK Kojy henuje KaHiepa Bpio Op30 pasBHjajy, a Koja je
y3pokoBana nosehanom excrpecujom AKP11] enzuma y manuraum henujama. YTBpheHo je na
ce unxubumujom 3aXCJI-3 HekuM o0J HMHXUOUTOpA IIUPOKOT CIEKTpa (HECTEPOUTHU
MPOTUBYMAIHHA JIEKOBH, HIIP. HOYNIPOQeH) OCETIbUBOCT MAIMTHUX henuja Ha JOKCOPYOUIINH
BpJio 6p30 Bpaha. Cnennduunu naxudburopu 30X C/I-3 Moriu Ou ce KOPUCTUTH Kao JOIMyHCKa
Tepanyja y TpeTMaHy KaHIlepa, a Ta CHeUu(UYHOCT JOMpHHENa OM JaKIIeM IOCTHU3AbY

KeJbeHOT eeKTa 1 MUHUMH30Bamy criopentux edekara (Huang u cap. 2012).
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2.4.1. CtpykrypHe kapakTepuctuke 30XC/I-3

AmuHokucenuHcka cekBeHna xymane 30-XCJ-3 nmata je y ®ACTA dopmary (ewen. fast
alignment — FASTA) (Altschul u cap. 1990, Donkor u cap. 2014):

>NP 995317.1 aldo-keto reductase family 1 member C2Z2 isoform 1
[Homo sapiens] MDSKYQCVKLNDGHFMPVLGFGTYAPAEVPKSKALEAVKLAIEAG
FHHIDSAHVYNNEEQVGLAIRSKIADGSVKREDIFYTSKLWSNSHRPELVRPALERSLKNLQ
LDYVDLYLIHFPVSVKPGEEVIPKDENGKILFDTVDLCATWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNEN
HRLLEMILNKPGLKYKPVCNQVECHPYFNQRKLLDEFCKSKDIVLVAYSALGSHREEPWVDPN
SPVLLEDPVLCALAKKHKRTPALIALRYQLORGVVVLAKSYNEQRIRONVOQVEFEFQLTSEEM
KAIDGLNRNVRYLTLDIFAGPPNYPESDEY

Enzum 3aXCJI-3, kao u ocranu uwianoBu cyneppamunnje AKP, nocenyje kapakrepuctuian
motuB (0/B)s Oypeniera (Tpuo3o mzomepaze — TUM Oypenmera), koje je m3rpaheno ox 8
aHTHUIIAPAJIEITHO MMOCTABJFEHHX [} TUIOYA y YHYTPAIIHOCTH, OKPYKEHHX ca 8 0 XeJIMKca, Kao U
TpH IeTJbe Koje NenuMu4HOo nokpusajy C kpaj mpoteuHa. [lopen oBux MoTuBa CeKyHIapHe
cTpykType, Ha N kpajy eH3uma Hanase ce 18e f ioue (B1, B2) koje popmupajy N Tepmunamto
nHO Oypenriera, a Ha C Kpajy eH3uMa Hajase ce J1Ba TepMmuHanHa o xenukca (H1, H2) xoju

3arBapajy C repmuHaiHO THO Oypenuera (Jin u cap. 2001, ciuka 2.8).

H1, H2
o xenmken TUM bypeHueTa

B nnouye TUM BypeHueTa

B1, B2

Canka 2.8. Motusu cexkynaapue crpykrype 30X C/1-3 (ciuka je HanpaBibeHa KOpUIIThEmheM CTPYKype HOoA
npuctynHuM kogom y I1B 6asu 1IHI, Jin u cap. 2001).
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Anamuszom crpykrype 1IHI (Jin u cap. 2001) mory ce youuTH JeTa/bMi BE3HBamba
YPCOJIEOKCHXOJIaTa, jeHE OJf XYYHHX KHCEIHWHA, y aKTHBHO MecTo eH3uMma. Kodakrtop
(NADP™) u uaxuburop (ypcoaeokcuxoiar) Be3yjy ce y akruBHo mecto 30X CJI-3 Tako aa je
HUKOTHHAMHJIHU TPCTEH KO(AaKTOpa OKPEHYT Ka KapOokcmiaTHOM aHjoHy Ha C23 atomy
crepousHoT Mojiekyia. OpujeHTaruja kopakTopa 1 HHXUOUTOpPA je TaKBa J1a je HHXHOUTOP
okpenyT ka C kpajy, Aok kodaktop Bupu M3 N Kpaja eH3zuma. OBakBa OpHjeHTaIH]ja
YPCOACOKCHUXOJIaTa OCHTypaHa je 3axBajbyjyhW TpPOAMMEH3HMOHATHO] CTPYKTYPH OBOT
jenumema, 3aCHOBaHOj Ha CIS koHopMmaimju A u B mpcrenoBa. Kodakrop u uHXHMOUTOP
MOCTaBJbEHH Cy TaKO Jla je paBaH WHXHMOHWTOpa mapayienHa ca ocoM cumerpuje TUM

OypeHiieTa, 0K je paBaH KoakTopa mapanenHa y oJlHOCY Ha paBaH HHXUOUTOpA.

[To3unuja nuranaa u KodaxkTopa Koja je onucana 3a cTpykrypy 3aXC/I-3 y KoMIulekcy ca
YPCOJICOKCUXOIATOM KapaKTepUCTUYHA je U 3a Jpyre 00jaBibeHe CTPYKType OBOI €H3MMa ca
pa3IUYUTUM CTEPOMJAHMM M HECTEpOMIHUM JuraHauma (ciavka 2.9). Jlajbe, MCTH HauyuH
Be3MBama JIUTraHaa MoKe ce youuTtd u kox ensuma 17BXC/I-5, Ha mpumep, y KOMILIEKCY ca
CTEPOMIHUM HHXHOUTOPOM KoMe je monesbeH HasuB EM 1404 (nmpuctymuau xon y I11b 6a3u:
1ZQ5). Kopen cpeamer KBaapaTHOT pacTojama (ener. root mean square deviation — RMSD)
usmehy ose aBe crpyktype je 0,8 A, ca 320 Ca atoma koju ce mokiamajy, 10k ce Beha
ofcrynama Oenexxe n3mely mpBux 6 N TepMHUHAIHUX OCTaTaka, Kao U y CTPYKTYypH HETJbe

nurana Besyjyher mecra (Jin u cap. 2001, Qiu u cap. 2007).

Cinka 2.9. Be3uBame pa3inyUTHX CTEPOMIHHMX M HECTEPOMIHHUX JIMraHaja y akTuBHo Mecto 3aXC/I-3
(muHUje) y ogaocy Ha kodaxTop NADP® (3enenu mranuhn): a - ypcogeokcuxoar (Hapanygacty mramnuhu, ITJ1b
npuctynau kox: 1THL, Jin u cap. 2001), 6 - nporectepon (xytu mrraruhu, [1Jb npuctynuu kox: 4L1W, Zhang
u cap. 2014), B - nbynpoden (upsenu mrranuhu, I1/1b npuctynun xon: 4JTR, Yosaatmadja u cap. 2006), T -
tecrocrepoH (ITAB npuctynuu xoxa: 1J96, Nahoum u cap. 2001).

12



3a eH3WMCKY KaTallu3y HEONXOJHO je Ja ce opOurtane wHTeparyjyhux aroma nuranma u
kodakropa mpeknamnajy. OBo je moryhe kama je YIJb€HHK KETO WM ajIeXUJHE TpyIe
cymncTpaTa Ha yaakeHocTu oko 3 A ox C4 nupuamHCKOr IpcTeHa Ko(akTopa U Kaja paBHH
oBa sBa aTroMa 3akmamajy yrao ox oko 100°. 3a 3aXCJI-3 u wmuore apyre AKP
KapaKTepUCTUYaH je MeXaHW3aM WHJIYKOBAHOT YKIJanama IpH Be3UBamy KOpakTopa U
CYIICTpaTa 3a aKTUBHO MECTO CH3HMMa, IIITO 3HAYH J]a C€ AMHUHOKUCEITMHCKH OCTAIlX ¥ JIUTaH/Ix
y aKTHBHOM MECTY €H3MMa TIO3UIIMOHUPA]Y TaKo Jia C€ JeHH IpyruMa rnpuiarohasajy y mujby

0osber BesuBama (Couture u cap. 2005, Heredia u cap. 2003).

[Tpu BesuBamwy TectocTepona 3a akTuBHO Mecto AKP1L] nonasu no mame KoHpOpMaLmoHe
nmpoMeHe y netspu A. Mema ce opujeHTanuja 6ounx ocrataka Val54, Vall28, Ile129, Trp227,
Leu306 u Leu308 ma Ou ce akTHBHO MECTO NPHUJIArOWIO 3a MPHUXBATalkhe TECTOCTEPOHA

(Nahoum u cap. 2001, Sotriffer u cap. 2004).

[len 3a BesuBame nuranaa 3a0XCJ/I-3 cactoju ce ox 6 nerspu (H o3HauaBa o xenukce, a B
wioue): m3mehy H1 u B1, usmehy H2 u B2, uamehy H3 u B3 xao u netsbe A, B u C. Behuna
WHTEPAKIIHja KOje ce 0CTBapyjy u3Mel)y Jiuranaa u mpoTeuHa cy xuapohoOHe Mpupoe, U OHe
ce ocTBapyjy usmely xuapodobHor jesrpa crepouna u octaraka Tyr24, Val54, Tyr55, Trp86,
His117, Vall128, 1lel129, Trp227 u Lys308 aktuBHor mecra eHszuma. [lopen xuapodoOHUX
MHTEPAKIMja, UHXUOUTOP y aKTUBHOM MECTY OJp)aBajy U BOJOHHUYHE BE3€ ca MOJapHUM
rpynama Ha C23 u C7 aromuma crepomma. XuapokcuiaHa rpyma Ha C3 aromy crepomja
¢dopmupa BOIOHUYHY Be3y ca KUCEOHHKOM OouHor octatka Tyr24. Ha C17 aromy Hanasu ce
O00YHM HM3 Ha YMjeM Kpajy KapOOKCHUIaTHU aHjoH ¢opMmupa BogoHUYHE Be3e ca OH rpynom

Tyr55 u NH rpynom His117 xatanutuuke terpane (Couture u cap. 2005, Jin u cap. 2001).

Koensum ce Be3yje y akTUBHO MECTO Ha HauMH KOJjU je ouyBaH y cynepdpamminju AKP.
HukotuHamuaHu npcTeH KogakTopa oJpkaBa ce Y LEHTPY aKTMBHOT MECTa MOJIEKYJIapHUM
cnarameM (enen. Stacking mnrepakuuje) ca Tyr216, kao ¥ BOZOHHYHHM Be3ama ca OCTaluMa
Ser166 u Asnl67. ITupopocdarnu MocT kohakTopa Ap>KK ce BOAOHUYHUM Be3aMa U JOHCKUM
MocTtoBuMa 3a octatke Ser217, Lys219, Ser221 u Lys270. Kodpaktop NADPH uma jaum
aduHUTET Be3uBama 3a €H3uM y oxHocy Ha NADH 3axBasbyjyhu BOJOHMYHUM Be3ama U
JOHCKMM MOCTOBUMa Koje 2’ ¢ocdar aneHo3una dopmupa ca Lys270, Ser271, Tyr272 u
Arg276. AIeHUHCKM TPCTEH U XUIPOKCHIHE Tpyrne pudo3e OCTBapyjy BOJOHUYHE Be3e ca

GIn279 u Asn280 (Jin u cap. 2001).
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Tokom mokyimaja kpucranusanuje anonporentcke hopme 30XC-3 (Couture u cap. 2005) y
aKTMBHO MECTO €H3MMa YIIao jeé LUTpaT, KOju je OMO jeaHa O] KOMIIOHEHTH pacTBOpa 3a
Kpuctanuzanujy. Llurpar je OMO OKpYKEH aMHHOKUCEIMHCKUM OCTalliMa KOjU HHade
dbopmupajy xuapodoOHe MHTEpakuuje ca cymncrparom: Tyr24, Ala25, Val54, Tyr55, Trp86,
His117, lle129, Asn167, Tyr216, His222, Glu224, Trp227, Leu306, Leu308, 1le310 u Phe311.
VY cayuajy xomimiekca 30XCJI-3 ca kodakTopoM M LHMTPATOM, HABEIEHW OCTAIld Cy CE
OpHjeHTHCAITU TaKo Aa (GopMupajy y3aK I1eM 3a Be3UBambe JTUTraHaa. Y Jeiay akTUBHOT MeCTa y
KOM Ce€ IpH BE3UBamby CTEpOMJA BE3yje KETO Ipyla CyINCTpaTa CMECTHO ce KapOOKCHIATHU
aHjoH arerata u popmupao BogonuuHe Beze ca OH rpymom u3 Tyr55 u NH u3 npcrena His117.
[Iputom je yribeHuk anerara 6uo yjaambeH 3,3 A on C4 HUKOTHHAMUIHE jenuHuIe KodakTopa.
Myranujom Arg301 u Arg304 cmamyje ce MoryhHOCT €H3MMa Ja KaTau3yje PeAayKIHjy

aHJporeHa, mro je npaheHo nosehamem Muxaenuc-MentenoBe konctante (Km).

2.5. ®ynkuuje 30XC/-3 y meTadosimzmy

AHIPOTeHH XOPMOHH CE CHHTETHIIY y CTEPOUI0reHuM henmjama Tectuca, oBapujyma u Kope
HanOyoOpexHe xie3ne. Cekpernuja anaporeHa omoryhaBa pasBoj W OJp’KaBamke HOPMAITHE
(GyHKIMje MYIIKUX PENPOAYKTUBHUX TKHBA, Ia U MCIIOJHABAE MPUMAPHUX U CEKYHIapHUX
CEKCYAJIHUX KapaKTepHCTUKa MyKjaka. HapylieHa xomeocTasa aHIpOreHa BOJM Ka CTambUMa
Kao IITO Cy CHHAPOM aHApPOTeHe HEOCETIbUBOCTH U XUIOTOHAIN3aM y CIy4ajy CMambemha, HIn
XUNepIia3ije TKUBa MPOCTaTe M KaHIlepa MpocTare y ciiydajy noBehama OMOCHMHTE3E OBE
kiace crepounya. Ensnvu AKP cy ykibydenu y OuocunTe3y anaporesa, a 30XCJI-3 mpeBoau
MOTEHTHE aHJPOT€HE XOPMOHE Y Mame MOTEHTHE METa0O0NIUTE: Sa-TUXHUIPOTECTOCTEPOH Ce Y
aKTUBHOM MECTY OBOT €H3HMMa peayKyje A0 ciabor aHaporeHa Sa-aHapocreH-3a-17f-auona.
Ommika Sa-aHapocten-3a0-17B-nuona je n1a ce Be3yje 3a €CTPOreHU PelenTop B U akTUBHpa
CUTHAJIHE MMyTeBe KOj! MoJia3e 0/ €CTPOreHOT pelenTopa B, Koju MOTy UMaTH aHTH-OHKOTE€HO

nejctBo (Fliick u cap. 2011, Rizner i Penning, 2014).

VY T3B. KEHCKE MOJHE XOPMOHE CIajiajy eCTPOreHH XOPMOHH (E€CTPOH, €CTPaanoll, ECTPUOIL,
WMEHOBaHW TI0 OpOjy XHJPOKCHIHUX Tpyla y OCHOBHOM CTEPOMJIHOM MOJICKYIy) |
nporectrepoH. CHHTETHIIy C€ Yy OBapujyMHUMa, TECTUCUMa M KOpPTEKCy Handyopera.
[Ipexypcopu y CHHTE3U €cTporeHa Cy aHIPOTeHH, KOjU Cy CyICTpaT 3a €H3UM apoMarasy.
Apomartaza BpIIM KOHBEP3U]y alu(aTHIHOT A TIPCTeHA ca KETO TPYINOM y apoOMaTHYHU A
MIPCTEH Cca XHJPOKCHIHOM TpymnoM (Simpson u cap. 2002). EcTporeHu cy OITrOBOpHHU 3a

OprKaBamkC NPUMApPHUX U CCKYHIAPHX CCKCYAJTHUX KAPAKTCPUCTHUKA KO/ )KCHKHU, Y KOjC criaga
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U OJIpXaBamke TPYIHONE M HOPMAIHOT ECTPYCHOT/MEHCTPYaJTHOT ITUKIyca >KCHKH/>KEHA.
Enzum 30XCJI-3 kaTanu3yje peayKinjy HajIOTEeHTHH]ET IPUPOIHOT €CTPOTEHA, €CTpaInoia
no ecrpoHa. IlporectepoH ce peaykyje IO Mame MOTEHTHOT So-IHUXUAPONPOrecTepoHa
nejctBom apyrux AKPIII, a Sa-muxunpornporecrepon ce aejctBom 3aXCJI-3 peaykyje mo
aJlonperueHosona, Moxayinatopa peuentopa 3a 'ABA u HMJIA (Nelson u Bulun. 2001,
Trauger u cap. 2002).

Kana roBopuMo o crepouTHUM XOpMOHMMA, OUTHO je pehu Ja cBH HacTajy oJ XojecTeposia
Kao MpeKypcopa, Kao U Jia Cy aHAporeHu y oapeheHoj Mepu moTpeOHU 3/paBOM KEHCKOM
OpraHu3My, Kao IITO Cy W €CTPOT€HH M NMPOTECTHHU CEKPETOBAaHU y OApeheHO] Mepu KoJ
My>Kjaka/myikapara. CUTHaJIHM MyTEBU KOJU BOJIE OJ H-MXOBHUX peIenTopa ce Hekajaa
YKpIITajy Ma Jojla3d JO0 YHaKpCHE aKTWBallMje WIM aKTHUBallMje ojapeheHor peuenrtopa

ANITEPHATUBHUM CUTHAJIHUM ITyTEM OJI IPyror crepouaHor peuenropa (Miller u cap. 2011).

[IpocTaryiianAvHU Cy CUTHAJHU MOJIEKYJIM KOJU C€ CUHTETHIY OJi apaxHJIOHCKE KHUCEJINHE U
JIeTyjy Kao ayTOKpUHH H TIAPAKPUHHU PETYIATOPU MHOTHX MTPOIECa Yy OPraHUu3MYy, Y IPBOM PEIy
3almaJbeHCKUX TMpolleca W KOHTpakmuje riarke myckyinarype. Emsum 30XC/I-3 pemykyje
npocrarnagaud [II'X2 y TII'®2 u [IT']12 y 11BITI'®2a. [Ipoctarnanaun X2 ce cekperyje y
jerpu, OyOpe3nMa u CIe3UHH OJaKie OJIa3H Y HUPKYJIAIHjy, TIe je 3aAyKeH 3a KOHTPaKIH]jy

riIaTKe MyCKyJIaType KpBHHX CY0Ba U qucajHux nytesa (Ricciotti u Fitzgerald 2011).

[Tojam kceHoOMOTHIIM 00yXBaTa jeIUIBHCHA KOja JOCIEBAJy Y OpraHu3aM, a HUCY MPUPOITHO
MIPUCYTHA y BeMy. Y KCEHOOMOTHKE CI1a/1ajy JIEKOBU U TOKCUHH, KA0 U pa3He APYyTe CYTICTaHIIe
nopekinoM u3 okoiuHe. Exnzum 3aXCJ[-3 mMoxe aa npuMu y cBoje (hiIeKCHOMIHO aKTUBHO
MECTO Pa3JInYUTe KCEHOOMOTUKE, YHjOM PETyKIIM]jOM CE MOYKE CMAmbUTH WIH 110jadyaTH BHUXOBa
OuoJIONIKa aKTUBHOCT. Y JyBaHy je MpHCyTaH 4-METHJIHHUTPO3aMHUHO-1-(3-mmpumu)-1-
OyTaHOH, KOJU je jaKk KaHIIeporeH M Koju ce penykyje y jerpu aejctBom AKPI1I] u AKP1b
ensuma, mely kojuma je u 30XCH-3 (Atalla u cap. 2000). Pa3nu4yuti IEKOBH MOTY ce
WHAKTHUBUPATH pPENyKIHjOM, INTO je JeTajbHHje O0jallllbeHO Ha MpUMEpYy HEKOIUKO
XEMHOTEPAaIeyCKHX JEKOBa y TEKCTY KOjH CIIENIH, JIOK C€ HEKH JIKOBH MOT'Y YHETH Y OpraHu3aM
y HEaKTHUBHO], TpeKypcopckoj dopmu (ewen. prodrug) u moctaT aKTHBHH TEK HAKOH

moaudukammje ogpehernm ensumom y oapehenom tkusy (Denny 2001).
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2.6. Yaora 30XC/I-3 y HACTaHKY M Pa3Bojy NaTOJOIIKHUX CTAKHA
2.6.1. Kanuep

Kannep wim pak cnana y rpyny Hajuemhux 6osectu moaepHor nobda. Ilpouemyje ce na he
jenHa o Tpu 0cobe TOKOM CBOT JKMBOTa 000JIETH O] HEKOT 00smka paka. KaHmeporenesa je
1ojaM KOju IMpeJicTaBba mporiec Tpanchopmanje 3apase henuje y manuray. OBaj mporiec je
BHIIIECTETICH, TI0JIpa3yMeBa MPOMEHE Ha BUIIE NelljCKUX CUTHATHUX MyTeBa, U TOJl YTUIIAjeM
je MHoroOpojHux ¢akropa W3 yHYTpalllhe W CHOoJballllhe CpeluHe opranu3Mma. Jlanac je
npeBa3ul)eHO MHUIBEHE J1a je KaHIep jeaHa OoiyiecT, Beh ce 0Baj HAa3WB OJHOCH HA TPYITY
nopemehaja, Koje KapakTepHuile Heperynucana nponudepanuja henvja u \UX0Ba UHBA3Wja U
MUTpalja Ha Apyra mecra y opraammy. Oko 85% TumoBa KaHiepa MoTH4Ie OJ] H3MEHCHIX
henuja enuuepMaiHMX TKHBa M OHU C€ Ha3MBajy KapuuHoMuMa. KaHIlEpU MOPEKIOM Oj
Me30/IepMa Ha3uBajy ce capkoMuma. CBaky THIT KaHIIEPa KMa CBOje KapaKTEPUCTHKE, PaKTope
KOJU y Mam0j Wi Behoj MepH JTONPHHOCE HeTOBOM HACTAHKY, CUTHAITHE TIYTEBE YKIbYUCHE Y

0Baj mpoliec U Hajuerthe odpaciie MeracTasupama y apyra tkusa (Pecorino 2012).

KapakTepucTuka MaJIMTHAX TyMOpa, IO KOjOj C€ Pa3JIMKyjy oJl OCHUTHUX j€ MHBA3HUBHOCT U
IMpEHE Ha JIpyra TKUBa. BEHUTHU TyMOpW HEMajy CIIOCOOHOCT MHBAa3Hje M HE JOBOJE 0
HacTaHka kaHuepa. OBM TyMOpH Cy YIJIaBHOM OIIAaCHU CaMO YKOJIMKO ce Hal)y Ha JIoKaluju rjae

oMeTajy ouTHe QyHKIHje opranu3ma (HIp. Mo3ak, cpiie; Pecorino 2012).

Hanahan u Weinberg cy 2000. ronune nedunucanu mect odenexja Behune, ako HEe U CBUX
tunoBa Kanuepa (ciuka 2.10). IlpexuBipaBame u mnponudepanujy henuja Kanuepa
omoryhaBajy ayTOHOMHa MpPOW3BOJKa MPOIU(PEPaTUBHUX CHUTHAJIA ca jedHE CTpaHe, U
n30eraBame aHTU-TIPOIH(EPATUBHUX CHTHANIA Y KOMOMHALIMjHU ca n30eraBameM amornTo3e U
UMYHCKOT OJITOBOpa ca Jpyre cTpaHe. henuje kaHiepa UMajy HEOTpaHUYCH PEIPOyKTHBHU
MOTEHIIH]jall, & EHEPreTCKH MeTaboIM3aM TKMBA Y KOME Ce Hajla3e ce IpeycMepaBa y KOPHUCT
IUXOBOT PacTa, MpeKrBIbaBama U penpoaykiuje. OBUM ocoOMHAMa y HOBHjE BpeMe J10/1aTe
Cy joml JBe. TEHOMCKAa HECTAa0MIIHOCT M YMadHU TMPOIECH KOje IOMPUHOCE pa3Bojy
HEOIUTACTUYHOT TKMBAa. OBe JBE OCOOMHE Cy HEONXOAHE 3a pPa3BOj IIECT IPETXOTHO

neduHICaHNX KapakTepucTHKa BehinHe Mmanuraux npomena (Weinberg u Hanahan 2011).

Manurau TyMOpH pacTy U MeTacTa3upajy 3axBasbyjyhu 6p30j nponudepauuju henuja. Behuna
KaHIEpPOreHNX areHaca Cy 3alpaBO MyTareHM KOjU CBOj edekaT HCIoJbaBajy MHAYKYjyhu

myTtarje y monekyny JJHK. ¥V tymopckum henmjama HarommiaBajy ce OpojHE MyTaiwje,
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Ol jJeJHOCTAaBHUX TayKaCTUX MyTalja, 10 Belukux npekuna y monekyny JHK, kao u

XPOMO30MCKHX TPaHCJIOKAIHja U AYTUTHKAIH]ja.

ayTOHOMHa \I
KOHTpoO/a nsberasaroe
pacTta MMYHCKOT

oarosopa

UrHopucarbe
CUrHana 3a
penpecujy pacta

HeorpaHm4yeH

w noteHumnjan

yMHO)aBama [HK

npeycmepasarbe
eHepreTckor 3anasbeHCKU
meTabonunsma npouecu

Mmurpaumja u
MHBa3wnja
34paBuX TKMBA

UrHopucCamwe
CUrHana 3a
anonTtosy

Canka 2.10. Ocodune kanuepa (Mogupurosano usz Pecorino 2012 no Hannahan u Weinberg 2000 u 2011).
Wnycrparnuje cy mpey3ere ca cajra https://openclipart.org/ u umajy Creative Commons nuieHiry.

myTaumje n
HecTabunHocT
reHoma

aHrnoreHesa

MyTanuje ce HaKyIJbajy ¥ TOKOM BpPEMEHa JOBOJE JI0 HaCTaHKa TymMOpa, IITO 00jalimaBa
3alITO C€ TYMOpH uemihe jaBibajy Mel)y cTapujoM TMOIyJaIijoM, Kao M 3aIlTO Ce HHUXO0Ba
WHIHIeHIIa TToBehaBa Kpo3 UCTOPH]jY, Kao MITO CE MPOTy’KaBa U MPOCeYaH )KUBOTHHU BEK JbYTH.
3a jeman manu Opoj Tymopa, MehyTuM, 10BOJbHA je jeHa MyTalyja Jia 10Be/e 10 HUXOBOT
HactaHka. [Ipouemeno je aa 5-10% myTanmja XyMaHoOT T€HOMa JI0BOJIH IO OBAKBUX OOJIMKA
kaHnepa. [lanac ce kaHmep cmarpa reHckoMm Oosemhy Ha henmujckom HUBOY. OHKOTEHE
MyTallije Cy HaclieJlHe YKOJIMKO 3axBaTe repMuHaTuBHE henrje. OOMYHO OHE HE N3a3UBaJy paK

OJIMax, aJiu MPeACTaBIbajy (pakTop pusmka 3a meroB HactaHak (Vargo-Gogola u Rosen 2007).

bpoj hemmja oxapehen je cromom henujckor pacta OAHOCHO TMpodudepairje, CTOMOM
nporpamMupane heimmjcke CMpPTH OJTHOCHO arloNTo3€, W Yy W3y3€THUM CITydajeBHMa, CTOIIOM
HeKpo3e u cTornoM audepenujanuje. Tokom mudepennujammje henuje mory yhu y I'0 dazy
MHUpOBama, MU YyeMy Jajbe Hehe TONpUHOCUTH YKyNHOM Opojy henuja. [udepenuunjanmja je
OuTHa 3a pa3BOj HEKHUX OOJIMKA KaHIlepa Kao IITO je JeyKeMHja, TIe He3peau MpeKypcopu

JIEYKOLIMTa MacoOBHO yla3e y uupkynanujy (Pecorino 2012).
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VY obnacTtu KaHIeporeHese neuHuCaHO je HEKOJIMKO MT0jMOBa KOjU C€ OJTHOCE Ha TeHE YHja Cce
(dbyHKIHMja TOBOAM y BE3y ca HAaCTaHKOM KaHIepa. OHKOTeH je OHaj T'€H YHjU C€ MPOTEHHCKH
MIPOU3BOJI YCIIE] MyTalllje MPOU3BOAN Y Behoj KOJIMYMHN W/UIH W3MEHEHOM OOJIUKY, Y KOM
CTUMYJIUIIE pa3Boj Tymopa. TyMop Cynpecopu Cy OHM T€HH YHMjU MPOTEMHCKHU MPOU3BOAU
YYECTBY]Y y IIpolleCHMa Kao IIITO je peryaiyja heiaujckor MUKIyca v MonpaBsbamke omrehema
monekyna JIHK, u Ha Taj Haunn mtute henujy o HeormactuyHe Tpancdopmaryje. Myramuje
KOJUM TYMOp CYIIPECOpH I'yOe MM CMamyjy aKTUBHOCT JONPHUHOCE HACTAHKY paka. Tymop
CYIIpEeCcOpCKe MyTallije Koje JOBOJIE IO HACTAHKa PaKa Cy yIIaBHOM PELECUBHE, IOK OHKOT'CHU

Hajuerthe uMajy nomunanran edexar (Hanahan u Weinberg 2011).

Ce Tymopcke henuje jemHor kaHiepa MOTHYY OJ jeaHE Majke henuvje, OJHOCHO HMajy
KJIOHAJTHO Topekio. HemaBHO je noka3aHO NMpUCYCTBO T3B. MaTMYHUX henuja tymopa. Hekun
TyMOPH MOTY HacTaTH OJ aJyJITHUX MAaTWYHHX henuja, mpu 4emy HEKH O]l KIOHOBa Tyde
ocoOuHe MaTMuHUX henwja, IOK WX APYrH 3aapxkaBajy, o0e30ehyjyhu TymopckoMm TKHUBY

nomnyJanyjy Matuanux hemuja ca camoo6HaBbajyhumM noteniujanom (Pecorino 2012).
2.6.2. Yaora 30XC/I-3 y HacTaHKY M pa3Bojy KaHlepa JojKe

[Topen menanoma, Hajuemhu TUIT KaHIEpa KO JKeHa je KaHiep nojke. OBa Ooect je cliokeHa
U BCH HACTaHaK M Pa3BOj KapaKTEpHINE BEIUKHA OpOj CHIOTCHUX M er30reHux (hakTopa Koju
JIeNyjy TIPEKO CIOKEHE MpeKe CUTHAITHUX myTeBa y henuju. Kao u 3a Behuny npyrux tumnosa
KaHIIepa, HU KOJI KaHIlepa JI0jKe ce He TOBOPH O jeIHOj OOJIECTH, HEro O Pa3InYUTHM TUIIOBUMA
KaHIepa J0jKe, YMjU j€ pa3BOj 3aCHOBAH y Mam0] Wi Behoj Mepu Ha oApeleHuM CUTHaTHUM
nyteBuMa y henuju. CHTHAIHU MyTEBH KOjH TOJIa3e OJ pEelenTopa 3a €CTPOreHe XOPMOHE U
NPOTeCTEPOH WTpajy KJbY4YHY YJIOTy KoJ BehuHe THIOBa KaHIlepa I0jKe, ca HM3Y3eTKOM
TPOCTPYKO HeraTUBHOT KaHiepa aojke (enen. triple negative breast cancer — TNBC) 3a koju je
KapakTepUCTUYHO OJICYCTBO €CTPOTEHHX pELENTopa, IPOreCTEPOHCKOr pelentopa u
pelenTopa 3a XxyMaHu enuaepmantu pakrop pacta 2 (exen. human epidermal growth factor 2
receptor — HER2, Judes u cap. 2016, Sun u cap. 2017).

Ectporenn XxopMoHH ce cMmaTrpajy (hakTopoM pH3MKa 3a HaCTaHaK KaHIlepa JOjKe, JIOK
MIPOreCTEePOH MOKE€ UMATH IMPO- WM aHTU- OHKOT'€HO JI¢JCTBO, y 3aBUCHOCTU OJ1 KOHTEKCTa
NpyruX CUTHAJIHUX myTeBa y hemuju. CmaTpa ce Aa peaykoBaHM Sa- MeTaOoJINuTH
MPOTeCTepOHa, KOJH HACTa])y y TKHBHUMAa KOja EKCOPUMHPA]y Sda-peaykTazy, HuMajy

nponudepaTuBHU, MUTPATOPHU U cTuMynuinyhu edexar Ha henuje kaHuepa, 10K Cy HUBOH
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3a-xuapokcunporecrepoHa u 200-IuXUAPONPOreCTEPOHA BUILH Y 3APABOM TKHBY Y OJTHOCY

Ha MaJIMTHO M UCIOJbaBajy antukanieporene ebekre (Hudis u Gianni 2011, Sun u cap. 2017).

Enszum 30XCJI-3 uma yiory y peayKIHju ecTpaauojia, Hajjader MPUPOJHOT €CTpOoreHa Jio
ciabujer ecTpoHa, Kao0 M y HMHAKTHBAIMjU TPOTeCTEpPOHA O HEAKTUBHOT METa0OoJIuTa
So-auXuaponporecTepora. Y y3opuuMa TKuBa U Ha henujckuM Kyntypama npumeheno je na
KOJI HEKMX THUIIOBa KaHIepa JI0jKe J0Ja3u 10 CMamkema ekcrpecuje u aktuBHOCTH 3a.XCJI-3
3ajenHo ca 200XCJH (AKPI1Il1), macympor 17BXCJ-5, uumja ekcrupecuja MoOxKe OUTH
HenmpoMemeHa win crumynucana. [Tosehana ekcripecuja 30 XCJI-3 ko MuIieBa ycropuia je
pa3Boj KaHIepa JI0jKe y MPUCYCTBY HPOTECTEpOHA, IMyTeM HHAKTUBAIMje MPOTeCTepoHa 10
Mame akTUBHUX Merabonuta. Enzum 30XC/I-3 uma ynory y nHaKTUBalUjU [UPKYIHIIYhHX
€CTpOreHa U MPOrecTepoHa 1 BUXOBO] KOHBEP3UjU y Mame oTeHTHe obnuke, 1ok 1 7XC/-5
uMa cynpoTan edekar u (aBOPU30BAKBLEM MPOAYKIHjE €CTPAJMOIa MOXKE AKTHBHPATH

CHTHAJIHE IyTEeBE KOjU MOACTUYIY KaHueporenesy (Ji u cap. 2003, Lewis u cap. 2004).

[TomenyTo je na henuje TPOCTPYKO HEraTUBHOT KaHIepa A0jKe He eKCIIPUMHUPA]y HU ECTPOTCHH
HU TIPOTECTEPOHCKU perentop, kao Hu HER2 pemenrtop 3a xymanu emmmepmanHu ¢axtop
pacra. Mnak, [oka3aHa je yjiora aHAPOreHMX XOPMOHA y HACTaHKY M Pa3BOjy OBOI' KaHIEpa.
VYiora anaporeHa Ko TpOCTPYKO HETaTUBHOT KaHIEpa J0jKe MOKe OMTH CTUMYJIaTUBHA WIH
CYNIPECHBHA, IITO YIJIaBHOM 3aBHCH OJ] CTPYKTYpE aHIPOT€HOI XOPMOHA. YKOJIMKO je ped O
TECTOCTEPOHY, OH MOXKE Jla Ce apoMaTu3aljoM A MpCTeHa MpeBeAe y eCTpaauo, mHa Ja
IIOKPEHE €CTPOT€HM NPO-OHKOT€HN CUTHAJIMHT, JIOK C€ 3a 50-IUXUAPOTECTOCTEPOH cMaTpa Ja
IIPEKO JAPYTruX CUTHAIHUX IyTeBa MOXKE Jla cylpecyje mponudepaTuBHy akTUBHOCT henuja.
OBuU HaBOM HUCY CACBUM PaCcBETJbEHH, a JOIII Mame je nokazana yiora 3aXC/I-3 y onucanum
nporecuMa, Tako Aa y OyayhHOCTH MOXEeMO OYEKHMBATH pa3jalllkbaBarke OBOI IMpoliiema.
[To3HaTo je 1a ce CUrHaJIHM NMyTeBU MOCPEI0BAaHU jeJAPHUM PELEITOPUMa MOTY MPEIUIUTATH,
na je tako moryhe na ce Jecu Ja €CTpOreHH CUTHAJIMHI YyTHY€ Ha aHJIPOTreHM, WIM Ja ce
ITyKOKOPTUKOM/IHU CUTHAJIMHT yMeIlla y MPOrecTepoHCkH, U 00pHyTO (Hudis u Gianni 2011,

Ordofiez-Moran u Muiioz 2009).
2.6.3. Yaora 3aXC/I-3 y HacTaHKY H pa3Bojy KaHIepa nmpocrare

Pak mpocrare je TpeHyTHO Apyru Bojehu y3pok cMpTu Koja Mylkapamna. OBa Oojecr,
MOPEKJIOM OJ1 eNUTeNUjaIHuX henuja, CloXkeHe je eTHOIOTHje U 3aBUCH 0] OpPOJHUX €HI0T€HUX
U er3oreHux Qakropa Koju IONpHHOCE HWeHOM pa3Bojy. IloBehan HuBO mupkymumryhux

aH/JporeHa, y IpBOM pey So-AUXUAPOTECTOCTEPOHA, CMaTpa ce JeHUM O] TJIaBHUX (paxTopa
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KOJH JOTIPUHOCE HACTAaHKY M Pa3BOjy XUIIEpILIa3Hje U KaHIlepa TKMBa rmpocrare. OBH XOPMOHU
CBOj edekat ocTBapyjy Be3yjyhu ce 3a aHAPOTECHH PEIENTOP KOjU aKTUBHUPA MPEXKY CUTHATHUX

nyTeBa KOju CTUMyJHIy nposiudepaTuBHy aktuBHOCT henuja (Rawla 2019).

VY henujama kaHIepa mpocrare MOKa3aHa je cMameHa TpaHckpumiyja rera 3a 3aXCJI-3,
HacynpoT mnoBehanoj Tpanckpunuuju resa 3a 17BXCJ/I-5. Takole, moka3zaHa je AUPEKTHA
Kopenanuja y KOHIEHTpAlMjU So-AuXuaporecTocTepoHa u ekcnpecuju 30XCJI-3, ma je
moryhe na ce 3aXCJI-3 y mpocTaTd eKCIpuMHUpa Kao PEryJIaTOpHH MEXaHH3aM KOjUM ce
crpedaBa mpeBenuk edekat nupkynumyhux anaporena. Koy kaHuepa mpocrate ekcripecuja
30XC/I-3 ce cMmamyje, 1 U30CTaje OATOBOP HA TOjayaHy CHUHTE3Yy S0-TUXHIPOTECTOCTEPOHA.
Enzum 30XC/I-3 ydecTByje y AeakTHBAIjU TECTOCTEPOHA U S0-IUXUAPOTECTOCTEPOHA,
17BXCH-5, ¢ nmpyre crpane, mojactude mponudepaTHBHY aKTUBHOCT henuja, Tako IITO

daBopusyje cuHTesy noteHtHujux anaporena (Adenji u cap. 2013, Ji u cap. 2003).

3amaxkeHo je Ja ce crona obosieBamba U CMPTHOCTH O]l paka KoJ MyIlKapala MOpeKJIoM ca
Aswmjckor kKoHTHHEHTa ToBehaBa kaga emurpupajy y Cjenumene Amepuuke Jpxkase. [Topen
noehaHOT yHOCA MacTH U CMambeHe KOJIMYMHE BIaKaHa y UCXPaHH, 3HaYajHa pa3iinka umelhy
CeBEpHOAMEPUYKE U a3MjCKE KYXHUIbE Oriiefia ce y MPUCYCTBY OJJHOCHO OJCYCTBY ojpeheHux
TPaAULIMOHAIHUX 3a4MHa. MHOTH O]l OBUX 3a4MHA MMajy aHTHOKCHIATUBHA CBOJCTBA U MOTY
JIOHEKJIE IITUTUTH OJ1 HACTAaHKA KaHIIepa. JeTHO 071 OBAKBUX JeIHHECHA j€ KYPKYMHH, KOJH j€ Y
MocyeNilbe BpeMe y (POKyCy MHOTHUX HCTpakuBama. [IpeTxomHo je mokazaHo Ha hemujckum
KyJTypaMma KaHiepa Aa KyYpKyMHH MPOMOBHIIIE arloNTo3y, a y KIMHUYKUM UCTPaKUBAHUMA
MOKAa3aHo je Ja TpeTMaH KYpKYMHUHOM JTOBOJIU J0 CHU)KaBamha HUBOA aHTUTE€HA CHEUPUIHOT
3a npocTtary (enen. prostate specific antigen — PSA), koju je jenan o1 Mapkepa XUIepIuiasuje
npocrare. Excrpecuja Tpanckpunta 3a 30XCJ/[-3 uHAyKOBaHA je KYpKyYMHHOM, JIOK OBQj

edexar nuje 3amaxen 3a 17PXC-5 (Ide u cap. 2018).
2.6.4. Yaora 30XC/I-3 y HacTaHKY eHI0OMeTpHuo3e

Ecknpecuja tpanckpunarta 3a 30XCJI-3 moBehana je y TKHMBY €HIOMETPHO3E jajHHKA Yy
nopehemy ca 371paBUM TKUBOM €HIOMETpHUjyMa Mmarepuue. [IpermnocraBiba ce na ce pas3Boj
€HJIOMETpHOo3e 3aCHUBA Ha AenoBamy 30X C/I-3, Koju HHAKTUBHpPA IPOTeCTEPOH UYHja je yiIora
na ,,cMupyje’’ TKHMBO €HJOMeTpHjyMa U OanaHcupa mnposivdepaTUBHH epeKaT eCTPOTeHUX

xopmoHa (RiZner u Penning 2014).
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2.6.5. Yaora 30XC/I-3 y pa3Bojy OTIIOPHOCTH HA XeMHUOTePaNujy

Kanuep miyha je jenan on Boaehux y3poka cMpTH y cBeTy U unHU 20% 01 YKYIHUX CMPTHUX
ciydajeBa oJl KaHIepa. Yak U y ciyyajeBUMa Kajia ce paHo OTKpHje, POrHOo3a 3a 0Baj TUII paka
je nomia. Jeman of rIaBHUX pasjiora 3a JIOIIy IMPOTHO3Y je TO MITo henuje oBe BpcTe KaHIepa
Op30 cTUYY OTIIOPHOCT Ha XEMHOTEPAIICYTHKE U PaIUOTEpaIn]y, 1a HeMa HaurHa J1a Ce BbHXOB
pacT 3ayCTaBU WJIM OTPaHUYM. 3a OBY OTIIOPHOCT y BeNHMKO] Mepu cy oaroBopau AKP1L]

ersumu, mehy wuma u 30XCJI-3 (Bade u Cruz 2020, Pan u cap. 2005).

VY Ttepanuju paka miyha Hajuenthu u300p Cy XE€MHOTEPANCYTHUIM IIUPOKOT CIeKTpa mehy
KOjuMa ce Hayra3u JokcopyounmH. OBaj nek cnpedara perumkanujy JJHK monekyna tako mro
MHXUOMpa TOMOU30Mepasy 2 U Ha Taj HAYHMH clipeyaBa HOPMAaIHO o/iBUjame perumkanuje JTHK,

jep Joyia3u 10 HAaroOMUIaBama bEHUX CyIepCrupain3oBanux aenosa (Frederick u cap. 1990).

Kon kannepa miyha, moehan 0poj Tpanckpunara 3a 3aXCJ/I-3, kao u 3a ocrane AKP1I] ce
cMmarpa 3a Jjiowr nporHoctuuku Qaxrop. Excrpecuja AKP1L] eH3uma ce noBoau y Besy ca
MOCIICIINBAKEM M OJpKaBambeM 3allaJbeHCKUX Ipoleca KOjU Cy /€0 KaHIeporeHese, alnu U
XPOHUYHUX 3anajbeHCKuX OonectH (Kuang u cap. 2006). Ilokazano je na y henujama kanmepa
ruryha nponHdIaMaTOpHA HHTEPIACYKUHH, Kao mTo je |L6, crumymumy ekcrpecujy 3aXC/I-
3. C npyre ctpane, 30X C/I-3 MoXke y cBOje aKkTUBHO MECTO Jja IPUMH Pa3INuUTa jeIUbEHA,
Mely Kojuma cy M pa3IMuUTH XeMUOTepaneyTHIU Kao IITO Cy JOKCOPYOUIIMH, BUHKPUCTUH U
muctutatie (Penning u cap. 2021). Penykumja nokcopyourimua AKP11] en3umuma 1oBomu 10
IErOBE MHAKTHBAIM]je U HACTaHKa OTIOpHOCTH henuja kauuepa Ha tepanujy (Veitch u cap.
2009). C nmpyre ctpane, y henmjama paka Oemivke MOKa3aHO je Jia je CTOMa OTIOPHOCTH Ha
LUCIUIATUH JTUPEKTHO TMporopuuoHanHa HuBoy ekcnpecuje 30XCJI-3, BepoBaTHO jep
30XCJ/I-3 cmamyje HUBO PEaKTUBHUX KHCEOHHMYHUX BpCTa Koje Hacrajy y hemmju ycien
tepanuje ucmatuaom (Shirato u cap. 2014). Y o6a HaBesieHa ciy4aja y henujama KaHiepa
cMambyje ce ekcipecrja (akTopa 3a HHAYKIHMjy amonto3e (ewen. apoptosis inducing factor —
AIF). Edexre IL6 moryhe je noHekse 3aycTaBUTH HHXMOUTOpUMa MpoTerH kuHase L, xoja je

jenan ox edextopuux monekyna IL6 (Wakabayashi u Yasui 2000, Penning u cap. 2021).

IToehana excnpecuja en3uma u3 norpamunuje AKP1L] perucrpoBana je u koa paka nedesnor
1peBa, jerpe, wiyha u jenmaka, ¥ KOJ CBHX CE€ cMaTpa JIOIIMM IMPOTHOCTHYKUM (PaKTOpoOM.
[Topen xaHIIepa, OBU €H3UMU CY BUCOKO €KCIIPUMHUPAHU U KOJI jaKuX yrmana jenmwaka. Mmajyhu
y Buay nojayany excrnpecujy AKP1I] y TkuBuma kaHiepa, kao ¥ Kopenalujy ca eKCIpecujom

pouH(pIaAMaTOPHUX HUTOKKMHA Kao IITO ¢y nukiookcureHasa 2 (COX-2) u IL6, nouwto ce 1o
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3aksbyuka na 6u AKP11] en3umu morau Outy Be3a n3Mel)y XpOHHUYHOT 3anajbemha Kao CTamba

KOje MPETXOAM KaHIlepy, U camor KaHuepa (Kuang u cap. 2006, Wakabayashi u Yasui 2000,
Woo u cap. 2005).

busbka kunHecka kammmna (Scutellaria baicalensis, cnmuka 2.11) ce y A3sujckoj HapoIHO]
MEIULMHI KOPHCTH Y JIeUethy AJIEPTHjCKUX U yHaTHUX cTamba. CaapKu HEKOJIUKO jeIUbEmha
Koja cupedasajy ctumynauujy excrpecuje 3aXC/I-3 nocpenoBaHy MHTEPICYKHUHOM 6, Kao U
akTUBHOCT camor eH3uma 3aXC/I-3. V oBy rpyny jeaumema cnajaajy OaukanuH, OaukaieuH,

BOTOHHH, BOTOHO3H/I, AIMTCHUH, XpU3UH U cKyTenapeud (Wang u cap. 2007).
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Camka 2.11. Scutellaria baicalensis u jexan oa mWweHHMX aKTHBHMX Meradoaura, xpusun (5,7-
anxuapoxcudaaon) (13sop: https://www.eistria.com/).

[Tpoundnamaropau nutTokuH L6 Be3yje ce 3a CBOj perenTop MpeKo Kora akTHBHpA CUTHATTHE
nytese npeko JAK (Janyc kunaze), MAPK (MuTorenom aktuBupane npotenH kuHasze), PI3K
(pocharnaun-unosuton-3 kunasze) u nporend kuHaze L (PKC). dnaBoHcka jenumema, mehy
kojuma cy u ¢uasonu Scutellaria baicalensis, naxubupajy 6pojHe npoTenHCcKe KnHa3e, mna ce
Ha Taj HAYMH MOTY OOjaCHHTH FHUXOBH AHTHYNATHH €PEKTH, YKJbYdyjyhu M cIpedyaBame
excripecuje 30XC/I-3 cruMynrcane CHTHAJTHAM ITyTeBUMa KOjH ToJia3e of] perenropa 3a IL6

(Wakabayashi u Yasui 2000, Woo u cap. 2005).

I'enn 3a AKPII] nporeuHe cajpke CEKBEHIy €JeMEHTa KOjU OJAroBapa Ha aHTUOKCHIAHTE
(emen. antioxidant response element — ARE). OBaj eneMeHT ce aKkTHBHpPa BE3UBAHEM
TpaHCKpHUIIHOHKX (hakTopa kao mto je Nrf2 (enan. nuclear factor erythroid 2-related factor 2).
Tpanckpunumonu ¢akrop Nrf2 je jemna ox merta mpotewH kuHasze LI, xoja ra ocmobabha

KOMILJIEKCa Ca HHXUOUTOPOM, Te My oMoryhaBa TpaHCIIOKAIUjy y jeIpo TJe I0CTaje aKkTUBaH.
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Perymaropau enementu ARE cy kapakrepucTuyHu 3a T€HE YHjU MPOTEUHCKH TPOU3BOIN
YYECTBY]Yy Yy Jerpajanuju KceHoOnoTuka. Maxubunujom npotenH kuHa3e L[ monumTasa ce

edekar IL6 Ha nojauaBame excrpecuje 30X C/-3 (Wang u cap. 2007).
2.6.6. Yaora 30XC/I-3 y nopemehajuma cuHTe3e HeypocTeponaa

AnornperneHolioH (ciuka 2.12) je HeypocTepou ] KOju je HEOIXOAaH 3a perynanujy GyHKIuje
peuentopa 3a ['ABA u HMJIA. IloreHumjamujoM OBHUX pelENTOpa TOCTHKE CE
AQHKCHOJIMTUYKA W aHTHUKOHBYJI3MBHHM e(eKaT Ha IICHTpalHM HepBHU cucteM. CmameHa
KOHIIEHTpAllMja AJONMPETHEHOJIOHA yOoUueHa je y pasnuyuTuM nopemehajuma pacroyioxkema,
MOCEOHO TOKOM IPEIMEHCTPYATHOT TEPHOAA, alli U KO CTama Kao HITO je MOCTTPAyMaTCKU

crpecuu nmopemehaj (Agis-Balboa u cap. 2006, Pinna 2020, Reddy u Rogawski 2002).

CuHTe3a aonperHeHosI0Ha o1 MPOrecTEPOHa OBHja CE Y JBa KOpaKa: MPBO CE€ MPOTECTEPOH
pelyKyje A0 S0-TuXUApONporecTepoHa JejCTBOM CH3MMa So-pelyKTase, a 3aTHM ce Sa-
JTUXUIPOIPOreCTePOH peayKyje A0 anonperHeHoiona (So-mpernan-30-oa-20-0H) 1ejcTBOM
3aXCJ/I-3. OBa peakmuja oJBHja Ce y TKUBY MO3Ta, jajHHUKA U KOpe HanOyOpexkHe KIe3Je.
[Toka3aHo je 1ga HEKH CEJICKTHMBHM WHXHOWTOpPH yCBajama ceporoHuHa (ewen. Selective
serotonin reuptake inhibitors — SSRI), kao mito cy (hyokceTHH U MapOKCETHH, KOjH C€ KOPUCTE
y Tepamnuju Jenpecrje U cpoaHux mopemehaja, Mory na amocrepHo aktuBupajy 3aXCJI-3.
Wnak, pe3ynraTi pa3InduTUX UCTPAKUBAYKKX I'PYIIa JOII YBEK HUCY yCarialleHu ra ux Tpeda
y3eTH ca pezepBoM. [loTeHIMjaTHi MeXaHW3aM aKTHBallMje eH3uMa je cMambemhe Km enzuma

npema So-guxuaponporecrepony (Griffin u Mellon, 1999, Pinna 2020).

o)

HO™ HO""

Cauxa 2.12. HeypocTeponan ajJonperdHeHoJI0H (J1€B0) H TeTPAXUAPOIEOKCHKOPTHKOCTEPOH (IECHO).

[Topen anonpernenosnona, 3aXC/I-3 ydecTByje U y CHHTE3U IPYTHX HEYPOCTEPOHIa, Kao IITO
je TeTpaxuapoaeoKCuKopTHKocTepoH (cmuka 2.12). OBO jeauibee Ce CHHTETHINE O]
JICOKCUKOPTUKOCTEpPOHA Kao MpPeKypcopa, HCTUM HHM30M peakifja Kao MpH CHUHTE3U

AJIOIIPCTHCHOJIOHA. TeTpaXI/II[pO,Z[COKCI/IKopTI/IKOCTepOH je MO3UTUBHU AJIOCTCPHU MOIAYJIATOP
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I'ABAa penienitopa 1 UMa ceJaTUBHA, aHKCHOJIMTUYKA M aHTUKOHBYJI3MBHA CBOjCTBA, Ma CE
IErOB HEJIOCTaTaK JOBOJM y BE3y ca CTalkbUMa aHKCHO3HOCTHU, JENpecHje W eMHIIeIiCHje.
Edexar HemocTaTka aloONperHeHOJIOHA M TETPAXUAPOJCOKCUKOPTUKOCTEpPOHA MOCEOHO je
YOWBHMB TOKOM IPEIMEHCTPYaJHOI TMepHoAa W TpyaHohe, Kaxa ce JenaBajy HpPUPOIHE

BapHjaldje KOHICHTpaluje oBor Heypocrepouaa (Crawley u cap. 1986, Trauger u cap. 2002).
2.7. Aaxub6unuja 30XCI-3

2.7.1. HecTepouHH NPOTUBYNAJIHH JIEKOBH Kao uHXuOuTopu AKP

Hecrepouanu npotuBynainu jiekoBu (exer. non steroidal anti-inflammatory drugs — NSAID,
ciuka 2.13) cy xeTeporeHa rpyna jelumema Au3ajHUpaHa Ja cy30Hje crama TPO3HHUIIE,
MOBHUIIIEHE TeMIleparype, ymnaine u Oona. [IpuMapHu MexaHW3aM JelIoBaa HECTCPOUIHUX
MPOTHBYHAIHUX JIEKOBA MOJJpa3zyMeBa HHXHUOUIN]y eH3uMa nukiookcurenase 2 (COX-2), koja
YUYECTBYj€ y CHHTE3H IPOCTArNIaHINHA, TIABHUX MEIMjaTopa 3amnabeHcKuX npoieca (Desmond

u cap. 2003, Diaz-Gonzalez u Sanchez-Madrid 2015).

o, OO

O N

OH
Cl

Cauka 2.13. Ctpykrype nuéynpogena (Jieo) u qukiaodeHaka (IeCHO) Kao MPeICTABHUKA HeCTEPOUTHUX
MPOTHBYNAJHUX JIEKOBA.

VY nocneame Bpeme je nokazaHo ga COX-2 Hyje jenHa MeTa HECTEPOUIHUX MTPOTUBYIAIHUX
nekoBa y opranusmy. Haume, npumeheHna je aHTUTyMOpcKa akTUBHOCT OBHX JIEKOBa, JI0 TaJa
KopuIIheHHX 3a TpeTupame OCHUTHUX CTama MOMYT ylajia U MOBUILEHe TemrepaTtype. Jenan
O]l MEXaHM3aMma JIeJ0Balkba HECTEPOUAHMX NPOTHUBYNAIHUX JIEKOBA Ka0 AHTUTYMOPCKHUX
areHaca je cynpecHja 3anajbeHCKHMX Ipolieca, ¢ 003MpoM Ha TO Ja Cy YNaJHH MPOLECH jeHa
0J1 OCHOBHHX I10jaBa TOKOM KaHIeporenese (Diaz-Gonzdlez u Sanchez-Madrid 2015). Haume,
OBa jeIMbEeHha MOTY cy30uTH (pyH1H]y JI-cenexTnHa y HeyTpopuiarma U Ha Taj] HAUWH OMETATH
mpolec aaxe3uje henuja Koju je cacTaBHU JI€0 3alMaJbeHCKOorT mnpoiieca. [Ipyru HauuH Ha KOju
HECTEPOUIHU TPOTUBYMAIHHU JIEKOBU MOTY OCTBapUBaTH CBOj€é aHTUTYMOPCKO [€JCTBO j€
naxnonnuja AKP ensuma, ykipyayjyhu u 3aXCJI-3. Enzumu AKP cy mmpoko ekcipumupaHu
y pPa3MYUTHM TKUBHMAa OpraHu3Ma, TIJie IMOjeIMHH WIAHOBU JeNyjy CYIpPECHBHO Ha

mudepeHnrjanujy 1 CTUMYJIaTUBHO Ha npoiudepannjy henuja. HecteponHu npoTuBynaaIHu
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nekoBH Aenyjy kao naxuoutopu AKP y3 Bpio mano HexesbeHux edekarta. OBa jenumema ce
MOTY BE3HMBATH Y OKCHaHjOHCKY pyiy akTuBHOT Mecta AKP, wim amocrepHo, BaH aKTHBHOT
MmecTa. Jlo maHac cy o0jaBibeHe cTpykrype eH3uma 30XCJ/[-3 y KOMIUIEKCY ca pa3induTUM
HECTEPOMJHUM AaHTHUPEyMaTHIIMMa Y aKTUBHOM MecTy: uOynpodeH, ¢mypournpoden,
HAIPOKCEeH, HMHJOMETAIlWH, JIEPUBAaTH WHOJ-CHphEeTHE KHCENIHWHE, TUKIOPEHAK W JIPYyTH

(Lovering u cap. 2004, Yosaatmadja u cap. 2006).

2.7.2. Kyune kucejuHe kao uHxuduropu 30XCJI-3

XKyuHe KHcenMHE MPEACTaBibajy rpyny aMpUPHIHUX OPraHCKUX KUCEITHHA Ca CTEPOUIHUM
[UKJIONIEHTAHONIEPXUAPODEHAHTPEHCKIM  je3rpoM. [losa3Ho jeaumberhe 3a OHOCHHTE3Y
KYYHUX KHCEIHMHA, KA0 M CBHX JIPYTHX CTEPOHMIHHUX jEAUICHA Y OPraHu3My 4YOBEKa je
XOJIECTEpOJI, JOK HajBehu /€0 THEBHOT MNpPOMETa XOJECTepoja y OpraHu3My 3ay3uMa
OrocuHe3a )XyJYHUX KucennHa. JKydHe KUCeIHHE Ce CHHTETUINY Y jeTPU KHUMEHhaKa, 01aKiie
omtase y xkyd. JKydHe kucennHe GopMupajy aMuHe KObYraTe ca TaypUHOM, TITUIIMHOM W
CYMIIOPHOM KHCEIMHOM, Te (hopmupajy *kyuHe coiu. JKydHe KHCelMHEe HAcTaje y jeTpH
CHHTE30M O] XOJIECTepOoja Ha3WBajy Ce MPUMApPHHUM, JOK CEKyHIApHE JXY4YHE KHCEIHHE
HacTajy y TpollecCMMa KOmyrammje W JIeXHApOoKcwianuje. Pacmopen u opwujeHTanmja
XUPOKCIMHUX IPYIa, Kao U KapOOKCHITHA GYHKIIMOHATIHA IPyIia y 00YHOM JIAHITy CTEPOHTHOT
jesrpa, 4uMHE Ky4YHE KHUCEIMHE CHelNM(DUYHMM M HEONXOJHMM Y TpOIleCMMa Bapewma H

arnicoprrje munuaa (Nelson u cap. 2008).

Behuna xy4yHux kucenuHa ce pearncopOyje y TaHKOM LpeBy M Bpaha y jeTpy MOpTaIHUM
CHCTEMOM U TaKO C€ PELUKIUpA. Y JbyJICKOM OPraHU3My Haj3acTyMJbEHUje )KyuHE KHCEIUHE
Cy TaypoXOJHa, IIMKOXOJIHA, TAYPOXEHOJICOKCUXOIHA U TIIMKOXEHOAEOKCHXOJHA, JIOK CYy Y

Mam0j MEpH MPHUCYTHE U JICOKCUXOJIHA U JINTOXOJIHA KucenuHa (Staels u Fonseca 2009).

XyuHe KucenMHe CHHTETHCAHE Y JeTPU C€ aKTUBHO TPAHCIIOPTYjy KPO3 MEMOpaHe XenaToluTa
Y yIMBAJy y )Ky4dHE KaHanuhe, KOju ce HACTaBJbha]y HAa XEMAaTUYHU KaHAJI KOJHUM C€ )KYYHU COK
JoTIpemMa 10 Ky4yHe Kece, a 10 MoTpeOu ce M3uBa y AyOJAeHyM. 3HauajHa yJora >Ky4HHUX
KHCENMHA Ce HMCMOJbaBa yIPaBO y AYOJIEHYMY IJ/Ie OBa jeUIEHA YUECTBY]Y Y €MYITOBaKY
TUNHAa TOKOM Bapema xpase. llopex Tora, yuyHe KucenuHe (DyHKIMOHHINY Kao OWUTHU

curHaigau Mostekynu (Li u Chiang. 2014).

VY JbyICKOM OpraHu3My MPUMAapHE KyIHE KUCETMHE Cy XOTHA M XCHOJICOKCHUXOJTHA KHCEIIMHA

(cmuka 2.14). bakTtepuje MHTECTHHAJIHOI CHUCTEMa BpILIE AEXUAPOKCUIALN]Y NPUMAPHUX
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KYYHHUX KHCEJIMHA, KOje CY Y (PHM3HUOIONIKUM YCITIOBUMA JOHU30BAHE TE€ €r3UCTUPA]y Y OOJIHKY
HATPUjYMOBUX M JIPYTHX COJH. Y CEKyHJapHE >KydyHEe KHCEIIMHE CIajajy JUTOXOJHA U

JICOKCUXOJIHA KHcelnHa (cnuka 2.14).

Cauka 2.14. CTpyKType HeKHX KYYHHUX KHCEJIHHA: a - X0JIHA, 0 - JeOKCHXO0JIHA, B - TAYPOXO0JIHA (CTPYKType
cy npey3erte ca [1JIb 6ase, Berman u cap. 2014).

PerymaropHa ¢yHKIHja )KydHIX KHACEIIMHA OTJIE/Ia Ce Y MPOIeCuMa peryJialyje MeTabormu3Ma
JUMHJA, TIYKO3€e, KCeHOOMOTHKA, Ka0 M Y MOAYJIAINjH UMYHCKOT oaroBopa. OHe Mory 1a ce
Be3yjy 3a ¢apuezounnu peuentop (FXR), X npernancku peuentop (PXR), peuentop 3a
sutamuH /[ (VDR), kao u Heke perentope Be3ane ca I'-nmpotennom (enen. G-protein coupled
receptor — GPCR). Mopynanuja cuHTe3e )KyYHUX KACEIIMHA MToKa3alia ce kao Moryha tepamnuja

MeTabomukux mopemehaja u 3anasbeHckux nporeca (Li u Chiang, 2012, Li u Chiang, 2014).

CuHre3a JKYUHHUX KHCCJIIMHA PCryJjincaHa je HEraTUBHOM IMOBPATHOM CIHPCIrOM KOBYIOBAHUX

KYYHUX KUCEIHHA Ha OMOCUHTE3y Xonectepoina y jerpu (Staels u Fonseca 2009).

Ensum 30XCJI-3 Ha3mBa ce W MPOTEHMHOM KOjU Be3yje JKy4YHE KHCEIMHE W IO TOME je
jenwHCTBEH Mel)y XyMaHUM XHIPOKCHUCTEPOU IEXHIpoTeHa3amMa 1 aliIo-KeTo peayKTa3ama.
Kyune xucenune Ha 30XCJ/[-3 nenmyjy kao jaku MHXHOUTOPH, a KOHCTaHTE AUCOLIMjaIHje
m3melhy 3aXCJl-3 u JXKyuyHHMX KuCelMHa cy 3HayajHo Behe y oOJHOCY Ha KOHCTaHTe

JUCOIIHjalli]e 32 HeKe APYyTe MPOTEeHHE KOJU BE3Y]y KyUHE KUCEIHHE, KA0 MITO CYy IIyTaTHOH-
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S-tpancdepase u Be3yjyhu npotennu 3a macHe kucenune. OBaj mojaTak ykasyje Ha TO Ja Ou
30XC/-3 morao OMTH YKJbYYEH Yy TPaAHCHOPT JXKyYHHMX KHcenwHa. Takohe, crnenmdpuyHa
naxuomnuja 30 XCJI-3 >xyuyHrM KucennHaMma Moriia O ce KOPUCTUTH y TEPAIHjy MaTOIOMIKUX
CTama KO KOjHX j€ JIeJIOBAmhE OBOT €H3MMa HEMOKEJHHO, 8 y UCTPAKUBAYKOM Pajy MOXKe OUTH
anmar y pacBembaBawy crnenududde ¢ynknuje 30XCJI-3 u pasrpaHuyYaBamy HETOBE
aKTUBHOCTH 0] akTuBHOCTH Jpyrux AKP ca kojuma fenu BeNUKH MPOIEHAT CTPYKTYpHE

xomoJioruje u Mmoryhux cyncrpara (Jin u cap. 2001, Li u Chiang 2012).

2.8. Teopujcke ocHOBe TeXHHKA KOPUINhEeHUX Y HCTPAKUBAILY

2.8.1. PekoMOUHAHTHA XeTePOJIOTHA eKcnipecuja mpotenna y E. coli

XoMoJIoTHA EKCIIpecHja MPOTEUHa je MPHUPOAAH TPOIEC KOjU IMOoApa3ymMeBa MPOTECHHCKY
eKCIpecHjy y TKMBMMa KOjUMa jé OHa NPHPOJIHO CBOJCTBEHA. 3a MOTpede MCTpakuBama U
Tepanuje Hajyenrhe HUje Moryhe MpedYncTUTH T0BOJbHE KOJTHUMHE JKeJbEHOT IPOTEHHA Ha OBaj
HauWH. XeTepoJIorHa PeKOMOMHAHTHA EKIpecHja NMPOTEMHa 3aCHHBAa C€ Ha TEXHOJOTHjH
pexombunantHe JIHK, xojoM ce reH Koju Koaupa KeJbeHU MPOTCHH KJIOHHUPA y BEKTOp, a
IIOTOM YHOCH y OpraHH3aM KOji eKCIIPUMHUPA KEJbEHH MTPOTENH, HaKO My OBa €KCIIPECH]ja HUje
CBOjCTBEHA Yy MpPUPOAHUM ycioBuMa. CHCTeMH KOjU ce Hajuemrhe KOpUCTE 3a XETepOJIOTHY
ekcrpecujy cy Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, uncekarcke u cucapcke henmje.
Kana rox je To moryhe, Texxu ce ekcripecuju nporerta kopuinhemeM E. coli kao nomahuna.
Kox oBor opranusma o1HOC IIeHE U e(PUKaCHOCTH je HajIOBOJBHU]H, TIOpe Tora renom E. coli
j€ 0/1aBHO CeKBeHIMpaH U 100po npoydeH. Hekana excrnpecuja GyHKIMOHATHOT NPOTEUHA Yy
6akrepujckuM henujama Huje Moryha, ma ce kao qomahuHu Kopucte henuje kBacua, UM y
CIIO)KEHMJUM Cly4ajeBUMa HMHcekaTcke U cucapcke henmuje. To je Hajuemhe ciyuaj xaga
MPOTEHH 3aXTeBa EyKAPHUOTCKE MOCTTPaHCIAMoOHe Moindukanuje. Bektopu koju ce kopucre
y PEKOMOMHAHTHO] €KCHPECHju Mopajy oAroBapatu JoMahuHy Koju Tpeba Ja X NMpHUMH, a
YKOJIMKO Cy y NMUTalky €yKapHOTCKH CUCTEMH, BEKTOp ce IMPBO YMHOXaBa Kopuurhewmem E.

coli, a 3atum ymorpebspaBa 3a xeTeposiorny ekcrpecujy (Baneyx 1999).

DYHKIIMOHUCAHE CHCTEMA 32 XETEPOJIOTHY €KCIpPecH]y O0jallllbeHO j€ Ha TMPHUMEPY KOjH je
kopuirheH 3a motpede ekcrnepuMeHara oBe aucepranuje. Ped je o ekcripecuju Kopuihemem
E. coli xao nomahuna u pET28b(+) mnmasmuna. [Tnasmunm pET cagpke Lac omepon koju
(GyHKIMOHMIIIE Kao perynarop ekcrnpecuje. Lac onepoH je mox KoHTposioMm Lac mpomoTopa,

KOJU C€ Y IPUPOJIHUM YCIOBHMA aKTUBHpA Y MPUCYCTBY JIAKTO3€, a OACYCTBY IIyKO3€.
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Lac omepoH je y pekoMOMHAaHTHUM CUCTEMHUMA MyTHPaH J1a Ou GyHKIIMOHUCAO U Y TIPUCYCTBY
rIyko3e u o3HayaBa ce kao LacUVS. Ilog kontponom Lac mpomoTopa Hajaze ce Tp I'eHa:
LacA, LacY u LacZ, 4dumja ekcmpecuja JOBOAM 10 CHHTE3C €H3MMa KOjU YYECTBY]y y
MeTabonu3My JIaKTo3e y OakTepujckoj hemuju: B-ramakTo3us TpaHcaleTUIas3a, B-ralakTo3uI
nepMeasa u [-ranmakro3umasa. [lopea oBHX I'eHa y BEKTOp j€ JI0JaTO MECTO 3a KIIOHHPAHE
(eren. multiple cloning site — MCS), koje mpeacTaBjba HU3 CEKBEHIM KOje IPEMO3HAjy
pa3nuynTe PECTPUKIIMOHE eHI0HYKIea3e. Ha oBaj HaunH je Moryhe KIIOHUpaTH CEKBEHITy reHa
3a JKeJbeHU MPOTEUH, TaKO Jia Heroa ekcrpecuja Oyae moa kontpoiom IPTG omepona. 3a
MOKpETamhe PEKOMOMHAHTHE EKCIIPECHje MOXKE CE KOPUCTUTH JIAKTO3a, alli ce vyenthe KopucTu
IPTG — wuzonponun-B-/-tuoranakronupano3uy (ciuka 2.15). OBo jenumeme je aHaior
rajakTo3e u Besyje ce 3a Lac mpomorop, aktuBupajyhm ekcrpecujy reHa MO HErOBOM
KOHTpoJIoM, Meh)yTum OakTepuje ra He KOpUCTe Kao U3BOp €HEepruje, na My KOHIICHTpanuja y
henuju ocraje KoHCTaHTHA. Y OKBHpPY Lac onepoHa, mopen HaBeIeHUX eJIeMEHAaTa Halas3e ce U
onpehenn obenexuBaYM KOju oaKinarajy npeurnihasame (HiSs, ManTo30-Be3yjyhu nporeuH,
TIIyTaTHOH-S-TpaHc(depa3a), Ka0 W MecTa Iperno3HaBamba pa3IMYUTHX [poTeasa Koja

omoryhagajy ykiamarme odenexusaua (Browning u cap. 2019, Hansen u cap. 1998).

CH,0H
o OH CHZOH

CH,OH 0 3
OH o o)

Canka 2.15. Ctpykrype Moekya Jdakrose u IPTG (mpeysero ca http://www.measurebiology.org/).

Bekropu pET cagpxe M TeH uuju NPOTEMHCKH Mpou3Boj o00e36elyje oTmopHOCT Ha
aHTHOMOTHKE, IITO oMoryhaBa CeleKI1jy yCIeHO TpaHC(HOPMHUCaHUX OAKTEpPH]ja I'ajeheM Ha
CEJICKTUBHOM MeEJMjyMy ca aHTUOMOTMKOM. BekTop Takohe caapXu IOYETHO MECTO
perunkanmje, Koje oMoryhaBa meroBy pervimkanujy yHyTtap Oaktepujcke hemuje. Ilmazmung
PET28b(+) (cimka 2.16), xopumhen y oBoj Te3m, mocenyje T7-Lac mpomorop, MCS,
N-TepMUHATHH XEKCaXUCTUAWHCKH obOenexuBay (ewen. his tag), Mecro mpemno3HaBama 3a
TpoMOMH, C-TepMUHAIHA XEKCAXUCTHINHCKU 00eIe)KUBay, TeH 3a OTIIOPHOCT HAa KaHAMHIINH

u F1 mecro 3a mouerak perumikanuje (Rosano u Ceccarelli 2014, pET System Manual).
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Kommarubunmunoct Bekropa u nomahmHa y pET cucremmma o6e3behyje ce cucremom
npomotopa T7 6akrepuodara. I'en LacUVS5 nanasu ce u3a mpomoTtopa koju npernosznaje PHK
nonumepasa Oakrepuodara. OBa nojauMepasa ce eKCIpUMHUpPa IPEKO IPYror IIa3MuIa Uil je
uHTerpucana y 6akrepujcku renom (ADE3 mpodar), Tako na camo 6akTepuje Koje mocenyjy
T7 PHK mommumepasy Mory ga eKCIpUMHUPAjy KeJbeHH NMPOTeHH. Lac mpoMoTop akTHUBHpa
tpanckpunnjy T7 PHK monumepase nakon momatka pactBopa IPTG, a T7 mommmepasa

aktuBupa T7 npomoTop koju nokpehe TpaHckpuniujy xesbeHor resa (PET System Manual).

(166) EagI - Notl HindIII (173)
(158) PaeR7I - PspXI - Xhol Sall (179)
(80) BlpI | / MCS
(5127) Dralll | Eco53kI (188)
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BamHI (198)
Nhel (231)
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(4426) AsiSI - Pvul

(4300) Smal
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(4117) BspDI - Clal —
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5369 bp

(3772) Acul

(3640) AlwNI

(3397) BssSal / ‘ PshAI (1968)

(3224) Pcil f BglI (2187)
(3108) BspQI - Sapl FspI - FspAI (2205)
(3028) Tatl PpuMI (2230)
(2995) BstZ171
(2969) PFIFI - Tthi1il

Camnka 2.16. Mana pET28b(+) Bektopa. M3Bop: Novagen pET System Manual, SnapGene software.

3a nmoTpebde XeTeposIorHE EKCIPECH]je MOTPEOHO j€ YMHOXKHUTH KEJbEHU TUTa3MHUJI, a TIOTOM ca
Bera eKCIPUMHUPATH KEJbEHU IMPOTEHH, IITO CE€ TOCTIDKE YIMOTPEOOM pa3IMYUTHX COjeBa
henuja. Y cBakom cityuajy, Iiia3Muj Kao cTpaHo Teno Mopa yhu y henujy, mro ce moctmxke
kopumthemem kommereHTHUX henuja. Kommerentne henuje cy MoaupukoBaHe Tako Ja
MOCTaHy CIOCOOHE Ja YCBOj€ CTpaHW IUIa3MHUJl W3 CHOJbAIbE CpeauHe. XeMHjcKa
KOMIIETEHTHOCT TOCTHXKE C€ TpeTUpameM henuja KadlujyM-XJOPHJIOM Ha HUCKUM
temneparypama. Ilopen oBor HaumHa, ctpaHa JIHK wmoxe ce y hemuje ynetn u

eJIEKTpOIopanujom, rae ce hemuje TpeTupajy eNeKTpUYHOM CTpyjoM na O6u ce mosehana
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MPOMYCTJEUBOCT MEMOpaHe, OJJHOCHO Jia Ou ce opMupase npuBpemMeHe nope kpo3 koje JJHK
Moxe na yhe. Y ob6a ciydaja hemujcku 3un u henmmjcka mMeMmOpaHa TOCTajy IMOPO3HU U

omoryhaga ce ycBajamwe ctpane JIHK (Chan u cap. 2013).

3a motpebe ekcriepruMeHaTa y 0Boj aucepranuju kopuirhene cy 6akrepuje E. coli coja DH5a.
OBaj coj campxu Tpu KibyuHe myranuje: RecAl, EndAl u LacZMI15. IlpBa myranmja
CIpeyaBa aKTUBHOCT peKkomMOMHa3e RecA, koja BpIIM XOMOJOTHY PEKOMOHWHANH]Y ca
ycBojenom JIHK. [pyra myranmja moraha ren EndAl, koju komupa yHyTaphenwjcky
SHJIOHYKJICa3y M HeroBa JIeakTHBaIMja crieuaBa pasrpaamwy ycojeHe iasmuaae JJHK. Tpeha
MyTalja je Ha TeHy 3a [-rajJakTo3ujaa’y, y KOjU Ce€ YHOCH MECTO IIpero3HaBama 3a
PECTPHKIIOHE €HIOHYKIIea3e, 1a ce OBa MyTalllja KOPHCTH 3a IUIaBO-O0ETN TECT MPHUCYCTBA
KEJbEHOI MHcepTa y BekTtopy. Hamme, henmje TpaHchopmucaHe BEKTOPOM KOJH CaJIpKU
uHCEpT ocTajy Oene 60je Ha X-ran moano3u, JoK henuje Tpanchopmucane BeKTOpoM 0Oe3
MHCEepTa 0CTajy IUIaBe, jep eH3uM pasrpal)yje xpomorenu cymncrpar X-rai (5-6pomo-4-x10po-
3-ungonmi-B-D-ramakronupano3na) Koju ce Hajga3u y MOJUIO3U, Ta Kao pe3yiTaT HacTaje
o0ojeHu MPOaYKT Tu1aBe 0oje. Renuje koje cy TpaHnchopMHCcaHe BEKTOPOM Ca JKEeJbEHUM TeHOM
¥UMajy HeyHKIMOHAIHY TaJlakTO3HM/1a3y, jep jelaH leH CerMEeHT OMBa MPEKUHYT MECTOM 32

Nperno3HaBame PECTPUKIIMOHUX eHaoHYKIea3a (Rosano u Ceccarelli 2014).

3a onTUMalHy XETepoJIOTHY €KCHpecHjy KeJbeHUX mporenHa kpeupan je BL21 (DE3) coj
E. coli. OBaj coj campxku wommjy T7 PHK momumepase, koja omoryhaBa mMOKpeTame
Tpanckpurnuje rena noxa T7-LacUVS npomorepom y okBupy DE3A npodara. OBaj coj nma
neakTuBUpaHe reHe 3a lon u ompT mnpotease Koje OM JAerpajaupaie XeTepoJOTHO

ekcripuMupanu npoteut (Rosano u Ceccarelli 2014).
2.8.2. IIpaheme ensumcke aktuBHOCTH AKP Mepemsem norpomme NADPH

Anno-keTo penykTase Cy €H3UMH Koju kao kodaktop kopucre NADPH, mto omoryhasa
npaheme HBUXOBE aKTUBHOCTH INpeko Npahema moTpolrme KodakTopa. Y OBOj Te3H je 3a
oJlpehuBame aKTUBHOCTH NpeyuIIheHor akTUBHOT eH3uMa kopuiitheH ¢peHantpeHxuHoH (PQ),
jenumeme Koje je cymcrpar 3a cee AKP (Velica 2010). Konnenrpanuja PQ y peakiujama,
YKOJIMKO HHMje M cama IpeaMeT HCTpakuBama, Tpeba aa ce ojapkaBa Oiau3y Mwuxaenmuc-

MeHTeHOBE KOHCTAHTE 32 UCIIUTHUBAH C€H3HM.

30



Muxaenuc-MeHTeHOBa KOHCTaHTa MPEACTaB/ba OHY KOHIIEHTpAIM]y CyIcTpaTa MpHu K0joj ce
MOCTH)KE TIOJIOBMHA MaKCUMallHe Op3MHE CH3MMCKE peaklldje U 3a CBaKHu €H3UM ce onpehyje

CKCIICPUMCHTAJIHO:

vmax [S]

" K+ 181

rne je V Op3uHa peakimje, Vmax MakcMMaiHa Op3uHa peakuuje, Km Muxaenuc-MeHTeHOBa

KOHCTaHTa, a [S] kounenrpanuja cyncrpara (Nelson u cap. 2008).

Kao xodakrop xopuctu ce NADPH koju mma kapakrepucTHyaH MaKCUMyM allCOpIIIHje Ha
340 nm (cnuka 2.17), mo yemy ce penykoBaHa (Gopma KodakTopa pa3iuKyje O] OKCHIOBAHE
dopme, NADP'. OxcumoBana ¢popma koeHsuma Ha 340 nm He ancopOyje CBETIOCT Y
3HA4YajHU)j0] MEPH, OJHOCHO HE TOKa3yje MaKCHMMyM allCopIiliKje Ha TOj TalacHO] IIy>KUHHU.
[Tpahemem amncopbanne Ha 340 nm MOXe ce OIPEAWTH pelaTHBHA AaKTHBHOCT €H3UMA Y
pa3NMYNTAM YCIIOBMMA: TPHIMKOM TIpOMEHE Temreparype, pH BpemHocTu pacTBopa,
KOHIICHTpAaLlMje CYICTpaTa WIH YBOhEHmEM IOTCHIMjATHUX HHXHUOUTOpA y peakuujy H

BapupameM BUXOBUX KoHIeHTpanuja (De Ruyck u cap. 2007, Velica 2010).

2.0-

s
t
1

ancopbaHua
(=]
L

]
300
TanacHa oyxuHa (nm)

T T
200 250

Ciuka 2.17. Ancopnuuonu cnektpu NADP* u NADPH (De Ruyck u cap. 2007).
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CrnekrpodoromeTpujcko oapehruBame KOHIICHTpalUje jeIMbeha 3aCHOBaHO je Ha JlambOep-
bepoBom 3akony:

A=¢c-c-l

rae je A ancopbanIia, & MpeaCcTaB/ba MOJAPHU EKCTHHKIIMOHU KOS(PHUITU]CHT jeIHHCHha Y TATOM
pacTBapauy, C je KOHIIEHTpaIMja jeIuibeba, a | TyKruHa myTa Kojy CBETJIOCT Ipelje y TEUHOCTH.
Ha oBaj HaunH moryhe je Ha OCHOBY HM3MepeHE ancopOaHIle W MO3HATOT €KCTUHKIMOHOT
Koe(uUIMjeHTa OJpeIUTH KOHIICHTPALIU]Y HCIIMTUBAHOT jefumbetba (Mayerhdfer u Popp 2019).
CyKiecuBHUM MepemeM amncopOaHIle M NPUKAa3HBamkbeM HhEHE MPOMEHE TOKOM BpeMEHa
Moryhe je mpaTUTH pellaTUBHY KOHIICHTPALH]Yy jeAUEHa, Y OBOM CIydajy KodakTopa, ma

WHIUPEKTHO U PETaTHBHY aKTUBHOCT €H3MMa Koju Taj kKodakrop kopuctu (Velica 2010).

2.8.3. YrumaBame ¢uiyopecueniuje Tpuntogana y akTHBHOM MeCTy eH3uMa

OBa meToa 3a Mepeme aKTUBHOCTH €H3MMa je 3aCHOBaHA Ha MPUPOAHO) (iIyopecreHuuju
MPOTEHHA TIOPEKJIOM O]l EKCIHTAalfje apoOMaTHYHUX aMHHO-KHCEIHHA, Y TPBOM pexy
tpuntodana. [lopen Tpuntodana, apomMaTHuHe AMHHO-KHUCENMHE Cy W (DeHWIaTaHWH U
TUPO3MH, aly (peHUJIAIaHMH UMa HU3aK Y/€0 Y YKYIHO] (IyopecleHIMjU MPOTEenHa, JI0K ce
¢ryopecueHIja TUPO3WHA YTJIABHOM YTHIIABa MPUPOAHO. TpunrodaH ce y MpOTSHHHMA
Hajuenrhe Hamasu y XuapoGoOHUM [IETTIOBUMA, T/IE ca JUraHAnMa Hajuenthe ocTBapyje m-m THIT
UHTEpaKidja MoJeKylapHor ciarama (ewen. stacking). Tpunrodan ce moxe crerudUIHO
eKCIIUTOBaTH M3JIaraleM Y30pKa MpPOTEeHMHa CBETJIOCTH TajacHe AyXuHe 295 nm, mpu yemy
Jlaje eMHUCHOHM CIIEKTap ca MakCcUMyMoM emucuje Ha 355 nm. CTpyKTypHE NpPOMEHE Yy
OJM3UHU OcTaTaka TpunTodaHa, KOjeé HACTajy Kao pe3yJsiTaT MPOTEHH-TUTaH]l HHTEPAKIIH]ja,
Ka0 M TPOMEHE TeplHjapHe CTPYKType MOry JOBECTH [0 MpPOMEHa HHTEH3UTETa
¢dyopecuieHIje WM TOMEPUTH MAaKCUMyM €MHUTOBAaHE CBETJIOCTU. [IpmiMkoMm Be3uBama
nuranaa, Tpuntodad octBapyje XxuapohoOHe UHTEPAKIIHM]Ee ca JIMTAHI0M, TaKo Ja J0JIa3u 110
CMamemha WHTEH3WTETa (IyOpecleHIrje WIH /0 MOMEepama EMHCHOHOT MaKCHMyMma Ka

1aBoM ey criekrpa (Yammine u cap. 2019).
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lameme Quyopecuiencuje TpuntodaHa MOXKE C€ YIMOTPEOUTH 3a M3padyyHaBambe KOHCTAHTE

paBHOTEXe BesuBama jgurana (L) 3a nporeun (P):

P+L e PL

Koncranra aconujanuje (Ka) nedunuiie ce nzpasom:

rae je [X] koHIeHTpal1ja mpoTerHa, JIUraH/Ia, OJHOCHO MPOTEUH-JTMTaH]] KOMILICKCA.

Koncranra muconnjarnuje (Kd) mpeacraBiba pelHMIpoOYHy BPEIHOCT KOHCTAHTH aCOLHjalIlH]je

(Yammine u cap. 2019):

K, =—=—-
47K, [PL]

VY aktuBHoM Mecty 30XCJ[-3 Hanaze ce nBa ocrarka TpunTodana, Ha no3unujama W86 u
W227, na je crora Mepeme yTulllaBama IpupoiHe (hayopecieHiyje TpuntodaHa moroIHo 3a

UCIUTHBAKEC Be3MBarbha JIMTaHa1a 3a oBaj eH3uMm (Jin u cap. 2001).
2.8.4. MoJieKyJICKH TOKHHT 32 npeBul)ame NPOTeMH-JIMraH/] HHTEPAKIMja

Mornekyiicku gokuHT je in SilicO MeTona 3a MCIUTHBake MHTEpakija u3mely mporerHa u
nuranga wid usmely nBa mporemHa. OCHOBHE TIPEIHOCTH MOJICKYJICKOT JOKWHTA CY
eKOHOMHUYHOCT (HeMa ynoTpede XeMHUKallija HUTH EKCIIEPUMEHTAIHUX OpraHu3ama), Kao U
Op3uHa M MOryhHOCT TecTHpama BEJIMKOr Opoja KaHauaata y ucTo Bpeme (ewen. high
throughput), ma ce 3aro oBa MeTO/1a Y€CTO KOPUCTH y IPBUM KOpalluMa JIU3ajHUpPamka JIEKOBa

Ha OCHOBY cTpyKType (enen. structure-based drug design, Meng u cap. 2011).

MosnekyJICKu JOKMHT TIOJIa3u Off CTPYKType MpPOTEHHAa — pelenropa, Koja je Hajuemrhe
MPEJCTaBJbeHA KPUCTAIHOM CTPYKTYpOM NPOTEUHA. YKOJIMKO HE MOCTOjU PElIeHa CTPYKTypa
’KEJHCHOT MPOTEHHa, Mpuderasa ce Kopuihemy Moena 100ujeHnK xoMonoruM miu ab initio
npeasuhameM. JeTumbemhe — MaId MOJICKYJT UHje Ce BE3UBALE 3a PEIICTITOP UCIIUTYje, O3HaYaBa
ce kao juranj. Kao pesynarar MosiekyscKor JOKMHTa 1001jajy ce npeaBul)eHe opujeHTanmje u
KoH(poOpMalyje JUraHaa, Ha OCHOBY KOjUX je Moryhe NpeaBHIETH CTPYKTYPHY OCHOBY
NPOTEUH-JINTaH]] MHTEpakKifje, Kao W IMPOLUEHUTH a(UHUTET pelenrtopa MpemMa JIUTaHTy
U3pAXEH KpO3 CHEprHjy Be3uWBamba WM TMpoMeHy ciobomHe eHepruje (AG). Peuenrop
ucnosbaBa Hajehn auHUTET mpema JIMTaHAy KOJU MMa HajJHUXKY €HEprujy BE3uBama y

cuMyanuju Mosekysckor nokunra (Dias u cap. 2008, Shoichet u cap. 2002).
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Cumynanyje MOJEKYJICKOT JIOKMHTa OJBHjajy c€ y IHMKIyCcMMa, Ha OCHOBY ojapeheHux
alropuTama, TJle CBaKM LUKIYC INpEJICTaB/ba KOPAaK OJIMKEe Ka CTalky HajHU)KE CHEPruje
BE3MBama. Y CBAKOM ITUKIIYCY M3JIa3HH MOJALHU Ce BPEAHY]Y GYHKIMjaMa BpeaHOBama (exnai.
scoring functions). C 003upom Ha TO Ja MOCTOjU BEIMKHU OpOj cTeneHu ciobojae cucrema, y
MOJICKYJICKOM JIOKHHTY C€ YBOJE OIpaHW4YeHa, Kao INTO Cy PUTHIHOCT pelentopa u

orpanuyaBam¢ (GraekcubuaHocTu auranaa (Dias u cap. 2008).

Pesynrare monekyJckor JOKHHra Tpeda y3eTH ca pe3epBoM, ¢ 003UpOM Ha TO Jia je ped o in
silico mpucrymy, Koju ce KOpUCTH y paHUM (a3amMa HCIUTUBAKA IPOTCHH-JIUTaH]T
MHTEpaKiyja. Y CBpXy MOTBpJE pe3yiTara Hajuemhe ce paad KOHTPOJIHM JOKUHT, TIE ce
y3UMajy KOOpJHHATE JIMTaH/1a U3 KPUCTAIHE CTPYKTYpe M JIMTaH/ Ce MoABpraBa KopuurtheHnm
aNTOpUTMHMa JIOKMHTa Ja OM ce BHIENO Ja Ju he 3ay3eTH OYCKHBAaHHU II0JIOXKAj, IITO Ce
kBaHTH(DUKY]je kpo3 RMSD (eren. root mean square deviation). Bpeanoct RMSD nipezacrasiba
KOPEH Cpelier KBAaJPAaTHOT OJCTyIama CBAKOT aTOMa OJ] IOYETHOT T0JIOKaja M U3padyBaHa

ce npema GpopMyIu:

2
n_ (7 (t) — (7))
RMSD,(t;) = =i (a(6) = (7))
Ne
rae je N, 6poj aToma umje ce mo3uiyje nopeze, N 6poj BpeMEHCKUX KOpaka 3a Koje ce MO3UIje
nopene, 7', (t;) Ho3uIKja aTOMa 0 y MOMEHTY t;, a (T',) pellaTHBHA TO3KIIMja aTOMA oy OJHOCY

Ha KOJy ce aToM y MOMeHTy t; mopeau. Ona ce 1obuja no cienehoj jennaunnu [3]:

N¢

o 1.
(Ta) = Ezra(tj)

j=1

(Dias u cap. 2008, Shoichet u cap. 2002)

Nmajyhn y BuIy na MOJIEKYJICKM JOKMHT Toceayje OpojHa orpaHudema (PUTrHIHOCT
perienTopa, OJICYyCTBO pacTBapaua, E€HTPOIHUJCKH e(eKTH), 3a peaHujy KOH(OpMAalUOHY
aHanM3y U npaheme moHamnama IPOTEHH-IUTaHI CUCTEMa TOKOM BpeMeHa KopucTu ce in silico

MOJICKYJICKA TUHAMHKA.

34



2.8.5. MoJiekyJ/icka TMHAMHKA MPOTEHH-JIMTaH] KOMILJIeKca

Mortekyiicka AMHaAMUKa TpejicTaBiba in Silico metony 3a npaheme eBoOyIHje cucTeMa aToMa
TOKOM BpeMeHa. Y cumyJalijama MOJIeKyJICKe JUHAMUKE Hajuelihe ce uCTpaXKyje MOoHAaIllake
OmomnoimMMepa Kao MTO Cy NMPOTEHHH M HYKIECHHCKE KHCEWHE, Ka0 M FHHXOBU KOMIUICKCH

(Karplus u McCammon 2002, Philips u cap. 2005).

Csaku aTom cucrema kpehe ce nomryjyhu npyru BbbyTHOB 3aKkoH:

5 a - .
MmyTy, = —a—FnyynHo(TpTz” v Ty),d €N
a
rJe je mMaca atoma o m,, MO3WIHja aToMa o Ty, a U mpeactaBiba YKYIHY MOTEHIIUjaIHY
eHeprujy cucrema. lloTeHIMjanHa eHepruja je y CHUMyJalldjaMa MOJIEKYJICKE IMHAMHKE
mpejcTaBibeHa Kpo3 mosba cuie (ewen. force field) m padyna ce mMaremMaTHYKu Kao cyma
MHTepakiyja u3mel)y cBakor mapa aroma. 3a CBakd aTOM y CHCTEMY C€ MPETIIOCTaBba Ja Ha
Bera Jienyje cuia JepHuHUCcCaHa oJpeheHMM moJbeM CHile, KOja INPEelCTaB/ba PE3yJITaHTY
MHTEpaKLFja ca APYTMM aToMHMa. YKyIHA IOTEHIMjalHa €HEepruja cucTeMa CacToju ce O[]
cienehnx KOMIIOHEHTH: CHEpPrHje Be3a, CHEepruje yrioBa, CHepruje nuenapa, kao u Ban nep
Bancosor u KynonoBor notennujana. Enepruja Be3a oapelyje ucresame, eHepruja yriona
poranujy, a eHepruja auenapa Top3ujy Besa usMel)y nBa (Bese, yIJIOBH) WM TpU (AUEOPH)
aroma. KoMrnoHeHTe NOTeHIMjallHe eHepruje cucTeMa payyHajy ce Kao CyMa €Hepruja CBUX

aToma cuctema no cieaehum obpacuuma:

Ugesa = Z k?em(ri - TO)Z

Bese [
rae je U moTeHIWjaaHa eHepruja Bese, [ MHJACKC [-Te Be3e, K KOHCTaHTa Be3e, a 1; U 1

MpeACTaBJbajy TPEHYTHY M TIOUETHY NYKUHY Be3e u3Mmelyy n1Ba atoma, u

Uymosa = Z kglma(ei - 90)2

yriaai
rae je U moTeHuujanHa eHepruja yria, i MHAEKC i-TOr yria, k KoHcTaHTa yria, a 6 u 6

MPEJCTaBJbajy TPEHYTHU U IMIOYETHH YTao KOjU 3aKiamajy Tpu aToma, U
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k"1 + cos (ng; —y;) 1, akon; # 0

kAP0, — y)% akon = 0

U,zmeaapa = Z

auenpa i

rae je U moTeHIMjaaHa eHepruja auenapa, [ HHACKC [-Tor auenpa, k KOHCTaHTa Auenpa, ¢ uy

MIPOCTOPHU YTJIOBH KOjU YMHE TUEap, a N je IpupoaaH Opoj KOju 03HAYaBa MEPHOTUIHOCT.

Ban nep Bancos u KynoHoB noTeHujan ogHoce ce Ha aToMe Koju Hucy Mel)ycoOHo BezaHu:

12
| [ Tij 0ij
U = 4eij || — — (—)°
vdw é E J T (Tij)

i j>i 4
Ucoutomp = Z Z ﬂ
— L ATTE T
i j>i
rae je U norennujan Ban aep BancoBux ognocHo KynoHOBUX HHTEpaKIUja, [ ¥ j CYy HHICKCH
JIBAa HECyceJHa aTOMa, g je HaeJCKTPHUCAe JaTe YeCTHlle, I je pacTtojame m3Mmely nBe nmarte
YECTUIIE, € NIPEICTaB/ba AUEICKTPUYHY KOHCTAHTY CPEOUHE a £y AUEIEKTPUYHY KOHCTAHTY
BakyyMa. O3Haka o npejcraBsba Jlenapa-Iloncos morenimjan u3mel)y Ba HecyceaHa aToma.
Ban nep Bascose cuie anpokcumupajy ce Jlenapa-IloncoBum morennujamoM, a KynoHose

HHTEPAKIIMje eIeKTPOCTaTHYKUM noTeHuujasioM (Nelson u cap. 1996, Philips u cap. 2005).

3a cBaKM aToM y CHMYJIAllMju HEONXOJHO je 0be30eautu oarosapajyhe mapamerpe 3a moJbe
cuiie. OBU MapaMeTpu 3aBUCE OJ1 TMIIa aTOMa, OJHOCHO HETOBMX MHTEpAaKIMja ca CyCeAHUM
atoMuMa. [lapamerpu 3a cBaku aToM ce 100Mjajy MOJYEMIIUPH)CKU, KBAHTHO MEXaHUYKUM
M3padyHaBamkbKUMa, a JaHac j€ JOCTYMaH BEIWKH Opoj pauyyHapCKUX cepBepa, KOju OBa
pauyHama U3BOJIE Ha HM)KEM HUBOY TEOpHje, a KOjU je IMpUKIaaaH 3a BehuHy cuUMyIanyja.
JlobujeHu mapaMmeTpu 3a oapeheHe THIOBe aToMa MpoBepaBajy ce y cUMyJlalijama CUcTeMa

MaJIiX OPraHCKHX MOJIEKyJIa YHje je MmoHamame no3Haro (Philips u cap. 2005).

VY cumynanjaMma MOJIEKYJICKE TUHAMUKE ce TeXH n30erapamy eekara MOBPIIMHCKOT HAIIOHA,
na ce mnpuOeraBa KopuIIhewy NEPUOJUYHUX TPAHWUYHHX YCIOBA, IITO IOApa3yMeBa
YMHO)KaBamb€ CUCTEMa TPAHCIALMjOM, J1a OM cUCcTeM OMO OKpPY)KEH MACHTUYHUM CHUCTEMHUMA.
AKO HeKa YecTHIla HAIyCTH CUCTEM, HEHO MECTO C€ YMOTIYHYje HCTOM YECTHUIIOM U3
CyCemHOT cucTemMa. Y TEOpHjH, IPU TOCTABJbaby MEPUONNIHAX TPAaHUYHUX YCIOBA ITOCTOjU
0EeCKOHaYHO MHOTO OBaKBHX HJCHTUYHHX cucteMa. C 003MpOM Ha TO /Ja Cy CBH CHCTEMH
JeIHaKH, JOBOJHHO je BUXOBA CBOJCTBA Je(UHHCATH CAMO J€THOM. Y CBAKOM CHUCTEMY KOjH
KOPHUCTH TIEPHOINYHE TpaHIuYHE ycioBe aedunuie ce cut off BpennocT Ha kojy ce nmumutupa

nejctBo Ban nep Bancosux unrepakumja (Philips u cap. 2005).
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N3a30B cumynaimja MOJICKYJICKE TMHAMUKE j€ JOOUTH IITO MPEIU3HU]e pe3yliTaTe ynoTpeoom
pasyMHE KOJIMYHMHE KOMIIjYTEPCKUX pecypca y OTrPaHHYCHOM BpPEMEHY, MaKO CE paad o
CHUCTEeMHMa KOjU CE CacToje OJi CTOTHHA XMJbaJa aToMa, Koje je OTPeOHO MmocMaTpaTy Kpo3
MUJIOHE BPEMEHCKUX Kopaka. OBO ce MOCTHKe KOpUIThemeM alpoKCHMaIlija Koje JOHEKIIe
CMamyjy MPEUU3HOCT TpajeKTopHje, 4yBajyhu MOy3maHOCT pe3yirara. Y cuMyJalyjama
MOJICKYJICKE JIMHAMHKE KOPUCTE CE Pa3IMYUTH CHCTEMH y KOjUMa C€ KOHCTAaHTHUM Jp)Ke
onpehenn mapametpu: 3a NVE 10 je 6poj yectuiia, 3anpeMuHa cucrema u enepruja, kogx NVT
YMECTO €Hepruje KOHCTaHTHA je TeMIepaTypa, a kog NPT cucrema koHCTaHTHH Cy Opoj aToma,
MPUTUCAK U TemIieparypa. Y UCTpakKMBameUMa OIMCAHUM Y OBOj Te3u kopuinheH je NVT

cucteM (Nelson u cap. 1996, Philips u cap. 2005).
2.8.6. OcHOBe peHAreHcKe KpUcTaJorpajuje nporenna
2.8.6.1. Kpucranu3zanuja nporenna

[Mpouec kpucranuzanuje je oapeheH TepMOIMHAMUYKAM M KUHETHYKUM (aKTOpuMa, IMOJ
KOjMa Ce MOJISKYJH INPOTeHHA OpraHu3yjy y ypeheHe TpoAMMEeH3HOHAIHE pEeHIeTKacTe
CTPYKTYpE ca MOHaBJbajyhuM elleMeHTHMa, KOje Ha3uBaMo eJIEMEHTapHUM hemnujama (ciuka
2.18). Kpucranuzanuja moapasymena aBe (asze: HyKIeanujy u pact kpuctaina. Hykieanuja je
novertHa (a3a, rie MOJEKYJIH MPOTEMHA M3 PacTBOpa MOYHIbY Ja CE CKYIJbajy Y PernoHe KOjU
uMmajy Behy KOHILIEHTpalujy MpoTeMHa Y OJHOCY Ha OKOJMHY M KOjU 3ay3umajy
TEPMOJWHAMHYKHA METAacTaObMIHO cTame. OBakBH PETHOHU PACTy M YKOJIUKO JTOCTUTHY
ozpeheHy KpUTHYHY BEJIMUMHY, TTOCTa]y cTabuiiHa je3rpa kpuctana. Heka jesrpa nehe moctuhu
KPUTHYHY BeTMUMHY U pacTBopuhe ce. Jla nmu he nohu 10 Hykiearuje, 3aBUCH 0/1 CIIOJbaIllbUX
¢dakTopa Kao IITO je TemImeparypa, cactaB npenunutupajyher pacrsopa (pH pactBopa,

aJIATHBH, MPELUITUTAHTH ), KA0 U O] KOHIIeHTparuje nporerna (Bergfors 2009).

KpUcTanHa
pelleTKa
acMmeTpu4Ha N
jeavHuua
enemeHTapHa

henwja

Cinka 2.18. CTpykTypa KpuctaiaHe pemerke nporenna (Rupp 2009).
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3a notpebe KpHucTanu3alyje NpoTerH je Hajyemhe moTpeOHO MPeYucTUTH 10 HajMame 90%
yucTtohe, au HeKaaa je U cama KpucTajau3aluja Kopak y npedunirhaBamy nporenHa. OOUYHO
ce moJia3u O] KoHIeHTpamuje nmporenHa 10 mg/ml, a KoHIEHTpalrja Mpu KOjoj J0Ja3u 110
KpUCTaJIM3allije 3aBUCH OJI CBOjCTaBa MPOTEHWHA, TaKo Ja he 3a MpOTEeWHE KOjU Cy BHIIE
pacTBOpJbMBU OWTH MOTpeOHA Beha KOHIIEHTpaIyja 1a Ou Jouwio A0 Kpuctanu3anuje. Jla ou
JONUIO 70 KpHCTaNM3anuje OWIo KOr MOJIEKYJa, Ia ¥ MPOTEHHA, HEOIXOJHO je Ja Ce Taj
MoJiekys Hahe y cramy cynepcarypauuje (ciauka 2.19, Bergfors 2009). Cynepcaryparuja
MPOTEHHA MPEICTaB/ba TEPMOAMHAMUYKHA HECTAOMIIHO CTalkhE Y KOjeM j& KOJMYMHA MOJICKYJIa
y pactBopy Beha 0/1 pacTBOPJEUBOCTH JIaTe CYICTAHIIE, 1A Y [IWJbY YCIIOCTAaBIbabha PABHOTEXKE
J0J7a3u 10 TpPEUUNHTalje OJHOCHO Tajokema. Kpucramuszanuja je mocebaH BHI
MPEIHIATAIIjEe ¥ KOjeM ce MPOTEMHCKH MOJICKYJIM OpraHu3yjy y IMoHaBJkajyhe jemuHuIe
BE3aHEC HEKOBAJICHTHM WHTEpaKkiyjaMa. TOKOM KpUCTAIM3ANMje J0JIa3M JI0 HETaTUBHE
npomene enrponuje (AS) u mosutuBHe npomene ['mbcose cnoboane enepruje cucrema (AG)

YUME CHCTEM MocTaje TepMoarnHamudku (asopusosan (Rhodes 2006).

\
30Ha | 30Ha 30Ha
pacta \ Hykneaumje \ amoptpHe
' o npeuunuTaumnje

KOHLUEeHTpauuja npoTenHa >

KOHLIeHTpauuja npeuunuTaHTa

Cuamnka 2.19. ®@a3uu qujarpam Kpucrajiuszanuje nporeuna (mudysuja ucnapasamem) (Rupp 2009).

PacTBOpJEMBOCT MpOTEHHA 3aBUCH OJ1 MHOTO (pakTOpa KOju YTHUUy Ha MHTEPAKIUje MPOTEenHa
ca KOMITOHEHTama pactBopa. Behuna nportenna je pacTBopsbuBa y GU3NOIOMIKIM YCIOBUMA,
ma ce 3a MmoTpede KpUCTaIU3allije TeXXH CMambemhy PacTBOPJFUBOCTH. To ce Moke mocTuhu
J0JIaBa-EM COJIM Y BUCOKO) KOHIICHTpAIUj1, n3MeHama pH BpeTHOCTH pacTBOpa, BapUpamEM
TeMIeparype, I0/aBalkbeM TMpeluNuTaHaTa, HyKIeaHaTa W aJuTHBa, alld U CMambEeHEeM
KOHIICHTPAIIH]€ COJIM MCTIOJ OHE KOja IMOT0/Tyje PAaCTBOPJHUBOCTH MPOTEHHA. 32 CBAKH MMPOTEHH

y CBaKOM OJ1 OBUX ycJioBa oTpeOHO je Hahu oxroBapajyhy KoHIEHTpamujy pH kojoj he ce
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dhopmuparu kpuctanu. [Ipu HeTOBOFHO] KOHIICHTpaLUj| NTpoTerHa Hehe gohu 1o arperanwje,
JOK he mpu MPEeBUCOKO] KOHIIGHTpAIMju 1ohu 1o mpenunuranyje amopdHor tanora. Jla ou
JOIIUIO IO KPUCTallM3allkje, MPOTEHH KOju ce KpucTamuiie Tpeba aa Oyne 3amoBosbaBajyhe
gricrohe, ga Oy/e XOMOTEH W J1a HUje Aerpaaupad. Y oapeheHuM ycioBrMa Kao IITO je, Ha
nmpuMep, BUCOKa Temmeparypa, he gohum no mojayane Hykieanuje, ma he ce QopmupaTn
cepyIuTH, MUKPOKPUCTAIIH, UTIIUIE WU jekeBU. OBaKBU HaJla3W TOBOPE Yy MPHIIOT TOME Ja
j€ ucTpakuBad Ha TOOpOM MyTy JAa T00u]je KpucTalie Koju Tudpakryjy, aliu caMu 1o ceOu HUCY

o1 kopucTu 3a kpucranorpadeke cryauje (Bergfors 2009).

Jla 6u xpuctan npoTeuHa 6uo ynorpeOJbUB y KpucTanorpadCKuM CTyaujama moTpedHo je na
TO Oyne uucT, ypeheH, T0BOJbHO BEJIMK MOHOKPUCTAN U a HeMa apTedakara Koju Ou oMeTanu
mudpakuyjy. [lojenuHayHu OCTalld aMHHO-KHCEIMHA Ka0 M MPOTEHH-JMTaHIl WHTEPAKIH]je

MOT'y ce yOUUTH TIpu pe3onyLuju Huxoj o 3 A (Rhodes 2006).

[Toctoju HekoMMKO MeTo/1a 3a ToOUjame KpucTala, a Hajuenrhe ce KOpUCcTU MeToaa nudysuje
ucnapaBameM (enen. vapour diffusion). Y oBoj MeToau, KarubHIla Koja caapKu mpedunrheH
MPOTErH y oAroBapajyhem nmydepy u pacTBOp 3a KpUCTAIH3AIN]Y CE SKBIIMOPHUIIIC ITPeMa T3B.
pesepBoapy. IlocraBsbajy ce Bucehe wim cenehe xamum pactBopa mporeMHa MOMENIAHOT ca
pacTBOpPOM 3a KPHCTAJIM3AlMjy y 3aTBOPEHOM CHCTEMY ca pesepBoapoM. PesepBoap
MPEJCTaBJba PACTBOP 3a KPHCTAIM3ALHMjy BHINECTpyKO Behe 3ampeMuHe o7 3ampemMuHe
Karpuile. Y TakBOM CHCTEMY JielllaBa C€ EKBUIMOpalMja 0 MOMEHTa H3jeHadaBarba
OCMOTCKOT TPUTUCKA Yy KalJbUIM U pe3epBOapy, TAaKO Ja c€ MPEHUNUTAHT U MPOTEHUH
KOHIIEHTPY]Y Yy KaIlJbUIIM, JIOK BOJa OJJIa3U y pe3epBoap. YKOJIUKO Cy yCIOBH oAroBapajyhu,
nohuhe 1o cymepcartypaiuje U cTBapama Kpucraia nporenHa. JloOujeHn kpucraia npoTenHa
ce XBaTa W3 KalUBbMIE y KOjO] j€ M3pacTao HajJOHCKOM MEeTJhOM OAroBapajyhe BenuuuHe,
MPOBJIAYM CE€ KPO3 PACTBOP KPUOMPOTEKTAHTA U CKIAIUINTH Yy TEYHOM a30Ty JO TPEHYTKa

CHUMama audpaxiuone ciuke (Sands 1993).
2.8.6.2. OcHoBe Teopuje Auppakumje X-3paKka Ha KPUCTAIMMA

Kana mocmarpamMo mpoOTEMHCKE KpHUCTaje MM MOJEN KPUCTAJHE CTPYKType, IocMaTpamo
JIUpEKTaH WM peajaH IpPOCTOp. ATOMH Y OBOM MPOCTOPY CYy Je(hUHHCAHU DPEATHUM
KOOpAMHATaMa X, Y U z U (GOpMHpajy €IeKTPOHCKY TYCTHHY p(X,y,z). Jla Ou ce ompenuna
CTPYKTypa KPHUCTAJIMCAHOT TPOTEHWHA, KPUCTANl ce MOoCTaBjba HAa TOHHWOMeTap ypehaja 3a
cHUMamwe audpakuuje. To Moxxe Outn audpakromeTap, rlie ce Kao U3BOp X-3paka Hajuemnrhe

KOpUCTH poTHpajyha 6akapHa aHOa, MITH CHHXPOTPOH, TJI€ CY U3BOP 3paka eJIeKTPOHHU KOJHU ce
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KPY’KHO yOp3aBajy U IpH TAaKBOM KpeTamy eMuTyjy X-3pake (Rupp 2009). Kpucran nporenHa
MOCTaB/ba C€ HA TOHHOMETAp TaKO Ja KpO3 Hera mpojia3d CHOIl X-3paka. X-3paiu ce
yCMepaBajy ca U3Bopa, MpoJiaze Kpo3 MOHOXPOMATOp U HauIasze Ha Kpuctail. [Ipu uaTepakumju
€JIEKTPUYHOT W MAarHeTHOT I0Jba X-3paka ca MaTepHjoM jeJaH AeO 3paka Mpojia3u Kpo3
KpUCTaJl, IPYyTH JIE0 ce arncopOyje U m3a3uBa (POTOEICKTPUYHH edeKar, JOK Ce jedaaH J1eo
pacejaBa y paznmuuutuM mnpaBiuma. OBakBu 3panmu uHTepdepupajy (KOHCTPYKTHBHA WIIH
JNECTPYKTUBHA MHTEP(EpPEHIHja) U Kao PEe3yJITaT Ha JIETEKTOpY ce Jo0Hja HU3 Tadaka Koje

npeacTaBibajy nudpaknnony ciauky (Rhodes 2006, Rupp 2009).

JludpakToBaHU X-3pally Maiajy Ha AETEKTOP U HACTA]y Tauke qudpakiuje — peduekcuje, Koje
ce Oenexe M YMju UHTEH3UTETH ce oapel)yjy copTBepcku. Pedekcuje moa Mamum yriaioBuma
najy HUCKY pe30NylHjy, MOK pedieKcHje MOJA BEIHKUM YIJIOM Jajy BUCOKY PE30NIyIH]Y.
Kpucran ce porupa nma Ou ce JBOJUMEH3MOHANHE ciuke audpakiuje oOjeauHHIe y

Tpoaumen3nonaaau moen (Rupp 2009).

Hudpakimona cinuka je pesynrat uHTepdepenurje nuppakToBaHUX X-3paka 1mo bparoBom
3akoHy (ciuka 2.20):

nAd = 2dsinf

rae je 6 yrao audpaxiuje, d pacrojame u3mel)y 1Be KpUCTalIHE paBHH, A TajlacHa AyKHHA X-

3paka, a N je npupoaan 6poj (Rhodes 2006).

P2d sin 6
@ g @

Camuka 2.20. Bparos 3akon (npey3seto ca http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/).

Kao pesynrar caumama nudpakiuje 1001MjaMo HU3 TBOJIMMEH3UOHAHUX CITMKa TU(paKIuje,
KOj€ HaCcTajy CHUMAabEeM M3 Pas3IHIYUTUX YIJI0Ba U KOje ce 00jeIubYjy Y TPOIMMEH3UOHAIHY
ciuky. OBa clIMKa ce cacToju U3 HM3a Tayaka pa3IdUTUX MO3MIMja U UHTEH3UTETa, Koje ce
Ha3uBajy peduekcujama. Crnuka mudpakiyje je y peuumnpodHOM MPOCTOPY, a jeAUHUIHE

henuje y 10j cy nmpukasane kao perunpoune hemuje (Rhodes 2006).
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JlupexTaH ¥ peruIpodan MpocTop y MOTIYHOCTH KOpenupajy u Moryhe je TpanchopMucatu
jeman mpuka3z y gapyru. OBO ce TOCTHXKE MareMaTHukd mpuMeHoM @DypujeoBux
tpancopmanuja. Mako Ha cnuiy aupakiuje MOKEMO Ja M3MEPUMO HMHTCH3UTET CBaKe
Ta4Ke, TOKOM CHUMama ce ryou mojarak o (as3u tanaca (@) u oBaj ¢aszHu mpodiem ce Mopa
pemuTH aa Ou npeBoheme PEIHUIPOYHOT Y AUPEKTAH MPOCTOP U PEIIABAKE CTPYKTYpe OHIIO
moryhe. ®a3um npobiaem Hajuernrhe ce pemraBa MOJEKYJICKOM 3ameHoM (ewen. molecular
replacement — MR), kajiia moctoju peiieHa CTPYKTypa CIMYHOT MPOTEHHA. Y OBOM CIIyd4ajy
KopucTte ce (paze mo3HaTe CTPYKTYpe U OHE ce KOMOMHY]y ca MHTeH3UTeTUMa Hero3zHaTe. Kaia
oBO HHje Moryhe npuberaBa ce HEKO] O/ APYTHUX METO/Ia Kao IITO je o0eekaBame MpoTeHHa

temkum atomuma (Rhodes 2006, Rupp 2009).

PemaBamem @ypujeoBor HH3a audpakuuoHe ciuke (copTBepcku) ngo0uja ce Mama

€JIEKTPOHCKHUX I'yCTHHA!

o

p(xyz)zl Z |F(hkl)|e—2ni[hx+ky+lz—g0(hkl)]

hkl —oo

<

IJIe JIeBa CTpaHa jeTHAKOCTH MPE/CTaB/ba CIEKTPOHCKY T'YCTHHY y peaHoM mpoctopy (X,Y,2),
F(hkl) je ctpykrypHE (akTop 3a paBaH pacejama omnucany MuiiepoBuM uHaekcuMa h, k u 1
(BexTOpckH 30up 3paka IU(paKTOBaHHX Ca CBAKOI aromMa elieMeHTapHe hemuje y aaTom
npasuy). [dame, @(hkl) mpeactaBba ¢ase cTpyKTypHUX (akropa audpakuuje, a V je

3anpemuHa jenquanune hemuje (Rupp 2009).
2.8.6.3. OnpehuBame cTpyKTYpe NpoTenHA

Haxon no6ujama mare eneKTpOHCKUX TYCTHHA MOJIEIN Ce yTaymhaBa U BpLIM C€ MUHUMM3AIH]ja
eHepruje. TokoM yTaumaBamka BOJM C€ padyHa Ja KOOpAUHATE aromMa OJAroBapajy
€JIEKTPOHCKO] TYCTHHHM, aJld M JIa CHEPTreTCKH U APYTH TapaMeTpH CUCTeMa Oyay MOBOJHHH.
[Totpe6HO je Hahu kommpomuc u3mMel)y moBoJpHE Ay KHHE Be3a U YIJIoBa, KoHGopMaIja Koje
Cy J103BoJbeHE PaMauaHJpaHOBMM JWjarpaMoM U T€PMOAMHAMHUYKH (haBOPHU3OBAHUX CTama
eHepruje. 3a oBe MoTpede JOCTYIMHO j€ HEKOJIMKO copTBepcKux makera. Kao pesynrar memnor
nporieca 1001ja ce MOAEI CTPYKType MpoTerHa. Moienn KpUCTATHUX CTPYKTYpa JICTIOHY]Y ce
y ITIIb 6a3y y Buny .pdb dajna koju cagpxu KoOpAWHATE CBAKOr aToMa, U .mtz (ajia, Koju
callp’)kl Mary eJNeKTPOHCKMX TyCTHHA Jo0ujeHy HakoH @DypHjeoBUX TpaHCcopmalrja

mudpakimonux ciuka (Bergfors 2009).
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3. HUJBEBU PAJTA

Y UeHTpy HCTpakuBama OBE JAHMCEpTallMje Hala3d C€ E€H3UM 30-XHAPOKCUCTEPOU]T
nexuaporenaza tTuna 3 (3aXCJI-3). [lo3HaBame cTpyKType U (QYHKIIHM]E OBOT €H3MMa, Kao 1
BUXoBe MeljycoOHEe MOBe3aHOCTH AONPHUHOCH (YHIAMEHTAIHUM Ca3HambUMa y 00JacTH
Oumosoruje, aam MoOXe OWUTH KOPUCHO W y OMOMEIMIIMHCKMM Haykama, ¢ 003upoM Ha
noBe3anocT 30X C/I-3 ca HacTaHKOM U pa3BoOjeM Pa3IUIUTUX O0JIECTH, Y IPBOM Py KaHIIepa.
VY3umajyhu y 003up OTUBEp3UTET METACTATCKUX OO0JEeCTH, KOMIUIEKCHOCT CUTHAIHUX ITyTEBa
VKJbYYEHHUX Y bMXOB HAacTaHaK, Kao M 4YecTe MyTalMje y TeHOMY TyMOpcKux henuja,
HEOIXOJHO j€ KOHCTAaHTHO NMPOHAJIA3UTH HOBE METE 3a JIEKOBE, KOjU OM Ce KOPUCTUIIH Kao
jemHa oj CTpareruja y jJedewy Maauraux Oosectu. MmMajyhu y BUIy cBE HaBeIEHO, IIUEBU

UCTpa)KMBama Koja cy ypaljeHa y OKBUPY OBE AucepTaluje Ouiu cy:

e Xereponorao ekcripumuparu xymany 3aXCJI-3 kopuntheweM E. coli v n30510BaTH U

INpCYUCTUTH AKTHBAH €H3UM 3d CH3UMCKA U KpI/ICTaJIOFpa(I)CKa HCIIMTHUBaMA,

e lnentuduroBaru HoBe wuuHxuOuTOpe 30XCJ[-3 Tectupamem In Vitro eH3uMmcke

AKTUBHOCTH Y HpI/ICYCTBYje,HI/II-LeI-La n3 OUOJIHOTEKE ACpUBaTa XXY4YHUX KHCCIINHA,

e [lpoueHuTy jauynHy WHXUOUIMjE EH3MMCKE AaKTUBHOCTH HajOOJbMX KaHAWUJATa W3
oubmmoreke MmepemeM BpenHocTr 1C50, kao u muxoBy crienuduaHoCT, mopehemem ca

JaunHOM mHXxuOuMje cpoanor ensuma 17pXC/I-5,

e VYTBpautu  cTpykrypHe  ocHoBe — uHxubummje  3aXCH-3  jenumemuma
UICHTU(QUKOBAHIM Yy MPETXOAHUM Kopammma in Silic0O merogama MoneKyJcKor

AOKHUHI'a U MOJICKYJICKC THUHAMUKE, Ka0 U CTy,E[I/IjaMa IMPOTCUHCKEC KpI/ICTaJ'IOFpa(I)I/Ije,

e Hahwu Be3y usmel)y cTpykType HHXMOUTOPA U jaulHE UHXUOUILIM)Ee, OAHOCHO Kpeuparu

MoJIe]T MOJIEKYJICKUX ocHOBa nHxuOunuje 30X C/I-3 nepuBaTuma )y4HUX KUCETHHA.

VY cBpXy peanu3anuje HaBEICHUX IMJbEBA MPHUCTYHUIo ce In Vitro u in silico tecrupamy
€H3UMCKEe aKTHBHOCTH M KpucTtasorpadckum cryaujama 3aXCI-3 u 17pXCA-5. U3nBojena
Cy jenumema Koja 0u Morya moxyiucatu aktTuBHOCT 30XCJI-3, ynme je OTBOpEH MyT 3a
CHHTE3Yy jauMX U CIEeUU(PUUYHUJUX MHXHMOUTOpa OBOI €H3UMa. MeTojie Koje Cy TOKOM paja
onTtuMu3oBaHe Ouhe kKopuirheHe 3a TeCTUPamke HOBUX jeUbEHha, KOja OM MOTJIa MOIyJINCATH
aktuBHOCT 30XC/[-3 m cmenmduyHO Ae0BaTH Ha MPOIECe W CTama ojapeheHe meroBoM

(YHKIMjOM Y OJTHOCY Ha JIpyTe, CTPYKTYPHO M (YHKIIMOHAITHO CPOJTHE €H3UME.
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4. MATEPUJAJ U METO/JE

4.1. MaTepujan

4.1.1. bakTepujcku cojeBH KOpuIheHH 32 peKOMOMHAHTHY €KCIIPeCcHjy

3a nmotpebe ekcriepuMenaTa peKOMOMHAHTHE eKCIpecHje Kopuinhere cy 6akrepuje E. coli coja
DH5a 3a ymMHOkaBamwe mrazmua, onHocHo coja BL21 (DE3) 3a ekcipecujy peKOMOMHAHTHUX
nporenHa. VM3BopHe Oaktepujcke hemuje oBUX cojeBa cy KymibeHe o Invitrogen-a (naHac

ThermoFisher Scientific, https://www.thermofisher.com/) u ox Tana cy cojeBu oapkaBaHu y

BUJy OCHOBHUX (,,lIITOK*) pacTBOpa y TIHUIEPOIY KOjU Cy MOBPEMEHO OOHABIbAHU T'ajeHEM
HOBHMX OakTepuja M3 TIJIMIEPOJICKOI IITOKA. 3a MOoTpede ekcrnepuMeHara peKOMOWHAHTHE

eKCIIpecHje OaKTepHje cy TPETUPAHE TaKO J1a IOCTaHy XEMH]CKH KOMIICTCHTHE.
4.1.2. llnazmuan kopumhenn 3a peKOMOMHAHTHY €KCIIPECHjy

[Tna3munm kopumheHu 3a eKCIIEPUMEHTE OINMCAHE y OBOj JHCEPTAallMjd Kao OCHOBY HMajy
pET28b+ BekTop, y KOju Cy KJIOHHpaHE TEHCKE CEKBEHIIE Koje koaupajy xymane 3aXC/I-3 u
17BXCA-5. Inasmunu cy nobujenn JpyoasHomrhy npodecopa ap Kpuca banca (Chris Bunce,
bupmunremcku yHeeps3uter, YjeaumeHo KpasbeBcTBo). OBH 1a3muu cy nocnaru 3a Hosu
Caz Tako IITO je HEKOJIMKO MMKpOJIUTapa pacTBOpa CBAKOT IJIa3MUAa HAaHECEHO Ha uiiTep
TaTup, OKPY>KEHO TpagUTHOM OJIOBKOM M OCTaBJHEHO Ja ce ocymu. [1o npucnehy, ncedenn cy
o0ernexeHu KoMaauhy nanvpa v NoTonJbeHH y mydep 3a exyuujy miaazmuga (10 mM Tris HCI,
0,1 M EDTA, pH 8,5). Hakon HekonmuMko yacoBa HMHKyOalyje y TOIUIOj BOIH CaApXkaj
MUKpoTyOuna je uentpudyrupad 10 munyra Ha 10 000 g, u neo mydepa u3HaL manupa
CaKylJbeH je 3a Jasbe kopuuthewe. Ilanmpu ca ocratkom mnydepa cy cauyBaHUM Ha
-20 °C. OBako M30JI0BaHU IIa3MHUIU yMHOXXeHH cy y DHS5a hemmjama, a mmasmuane JJHK

HU30JI0BAHC MUHUIIPCIT METOJIOM, J1d ou ce MPUIIPEMUITIN AJTMKBOTH 3a JaJby yHOTpe6y.

4.1.3. TectupaHa jequmemna

VY exkcnepuMeHTMMa 3a HUCHUTHBAamkE AaKTUBHOCTH €H3MMa, Kao M EKCIEepUMEHTHMa
KpUCTajJM3alMje MPOTEeHMHAa TECTHpPAaHW Cy JEepUBATH JKyUYHUX KHCEIMHAa CHHTETHCAHM Ha
Karenpu 3a oprancky xemujy JlemapTtmMana 3a Xemujy, OMOXEMH]y W 3allITUTy >KHUBOTHE
cpenune Ilpuponno-marematnukor ¢akynrera YHuepsutera y Hosom Cany. Ayrtopu cy
JIOCTaBUJIM CIIpallleHe Y30pKe jeubelha, Kao M HH(pOpMaIHje O HHXOBOj CTPYKTYpPH HU

penaTUBHO) MOJIEKYJICKO] MacCH.
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VY3opuu jenumema cy pactBapanu y aumerwicyiadokcuny (JAMCO) Tako na je 3a cBako
jenumeme HampaBbeH 10 mM mTOK, KOjU je pa30iakuBaH 3a MOTpede IOojeTMHAYHHUX
excriepuMenara. Kao KOHTpoTHM HHXUOUTOp KopuiheH je noynpodeH, 3a Koju je mo3HaTo 1a
je manuaxudbutop AKP (Gobec u cap. 2005, Flanagan u cap. 2012). Y tabenu 4.1. nate cy

CTPYKTyp€ UCIIUTHBAHUX jEAUCHA.

CBH OoCTalli XEMHjCKU peareHCH KOPULINEHU y eKCIEePUMEHTaIHOM paay HabaBJbeHH Cy U3

KOMepHI/IjaJ'IHI/IX HU3BOpa u oumun Cy aHAJIMTUYKOI' UJIM BUIICT CTCIICHA yucrohe.

Ta6ena 4.1. [lepuBaTu Ky4HHUX KHCeTHHA KOpUIIheHH 32 HCIUTHBAaKE YTHIAja HA eH3UMCKY AKTHBHOCT,
kpucranorpadeke u in silico cryauje 30XC/-3 u 17pXC-5. O3naka jeumemba ara je mpemMa HHHIHjaTuMa
ayTopa, a IPHIIOKEHE Cy CTPYKTYpPE M PEaTHBHE MOJIEKYJICKE MAace jeIUbCHha.

O3Haka jenumema CTpykTypa jenumemna Monexkyncka maca (Mr)

AC10 544,68 g/mol
Aco™”

JC11 500,67 g/mol
Aco™

JCI12 446,58 g/mol
Ho™

JC13 430,58 g/mol
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O3Haka jenumbema CTpykTypa jenumemna Mornexyicka maca (Mr)
JC22 416,56 g/mol
JC23 432,56 g/mol
JAC24 412,57 g/mol
JAC5 544,68 g/mol

AcO™
JIC6 428,57 g/mol
JC7 430,58 g/mol
JCS8 444 57 g/mol
J1C9 446,58 g/mol
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O3Haka jenumbema CTpykTypa jenumemna Mounexkyncka maca (Mr)
JbI'l 492,73 g/mol
JbI'10 525,52 g/mol
JbI'11 444,60 g/mol
JbI'2 520,65 g/mol
JbI'3 478,62 g/mol
JbI'4 422,55 g/mol
JbI'S 400,55 g/mol
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O3Haka jenumbema CTpykTypa jenumemna Mornexyicka maca (Mr)
o}
o.—’
JbI'6 467,48 g/mol
O
Br H
(@]
0/
JbI'7 386,57 g/mol
O
6]
o—
JbI'8 384,55 g/mol
o)
O
O/
JbI'9 386,57 g/mol
o)
Cbh126 392,58 g/mol
Cb133 434,62 g/mol
Ch134 436,63 g/mol
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O3Haka jenumbema CTpykTypa jenumemna Mornexyicka maca (Mr)
Cb138 474,59 g/mol
Cb140 386,25 g/mol

0
.. | ot
oH
Ry
Cb144 [ | I“b 444 58 g/mol
~J A
I Ho|
PP
../ on
OH "
CB153 5~ fH b 505,74 g/mol
o ML H\T/H
o N~ D “OH
H
0
d_.l’
o [,
CB156 | 407,60 g/mol
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O3Haka jenumbema CTpykTypa jenumemna Mornexyicka maca (Mr)

Cb157 AN 447,58 g/mol

CBb158 492,66 g/mol

CB20 414,28 g/mol

4.2. Metoae paga

4.2.1 Excnpecuja pekomonnanTuux 30XC/-3 u 17pXCA-5y E. coli
4.2.1.1. lo6ujame xeMHjcKu KoMIeTeHTHUX GakTepuja E. coli

Bakrepuje E. coli cojeea DH5a u BL21 (DE3) kopumihene 3a peKOMOMHAHTHY €KCIPECH]Y
Owie cy moJBpraBaHe Mpolecy TOKOM KOjer Ou MmocTrajaje XeMHJCKH KOMIIETEHTHE J1a YCBOje
MJIa3MHJT U3 CIIOJhalllhe cpeinHe. baktepuje oba coja cy 3acejaBaHe U3 TIIUIEPOJICKOT IITOKA
Ha uBpcty JIb moanory (Jlypuja-bepranu meamjym, koju je caapxao 1 g tpuntona, 0,5 g
eKCTpakTa KBacla, 1 g HaTpHujyM-XJI0puaa, 1 y ciydajy uBpcre nojsore 1 g arapa va 100 ml
JIECTUJIOBaHE BOJIE M KOJU j€ CTEpUJIMCaH ayTOKJIaBUpameM) U WHKyOupaHe 16 dacoBa Ha
37 °C. Hakon nuKy0OaIje, ca cBake Ijiode je y3eTa 1o jeJHa KOJIOHH]a 3a HHOKyIamujy 5 mi

teuHor JIb meanjyma (cnuka 4.1) u rajena 16 gyacosa Ha 37 °C (nmpeko Hohm) y3 Melame.
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Hakon wmnky6amuje, 500 pl nmpekonohne kynrype momaro je y 50 ml umcror teuynor JIb
Meaunjyma, u rpahe je pact 6aktepuja Koje cy rajeHe Ha 37 °C y UHKyOaTopy ca TPECUITUIIOM.
Kana je ontuuka ryctuHa Kynrype 6aktepuja Ha 595 nm (ODsgs) mocturia BpeTHOCT u3Mehy
0,25 m 0,35 cycmensmja Oaktepuja je oxmaheHa y nemy u OakTepuje HCTaJIOKEHE

uentpudyrupamem 10 munyta Ha 12 000 g.

Cauka 4.1. Teunu JIb meaujym, JIb arap u kpuoty6a ca riimuepoJCKUM IITOKOM 0aKTepHja.

CynepHaranT je oa0ayeH, a tajor Oakrtepuja, moodujeH om 5 Ml cycrnensuje Gakrepujcke
KyJIType pecycrienioBas je y 1,5 ml nemxeno xmaguor pacrsopa 0,1 M CaCl, u uakyOupan Ha
neny 30 munyta. Ilo ncrexy oBor nepuona 6akrepuje cy uentpudyrupane 10 MuHyTa Ha
6 000 g Ha 4 °C. CynepHaTaHT je o10aueH a TaJjor je pecycrnenaoBat y 300 pl nexeno xmagHor

mydepa, xoju je cagpxkao 0,1 M CaClz u 15% rmurnepoura.

Ogaxo npurnpemsbeHe hemnuje cy mojespeHe y BHIIE aTMKBOTA, PAJIH JaKIIe ajbe yroTpeode, ma
yeknaaumTede Ha -80 °C. YcnmemHOCT mpolieca CTHIakha XEMHjCKe KOMITETEHTHOCTH
IIpoBepaBaHa je TpaHc(opmalijoM 6akTepHja MO3HATUM IUIa3MHUIMMA, 32 KOj€ Ce 3Ha Jla Cy UX

6aktepujcke henuje y paHUjUM €KCIIEpUMEHTHMA YCIIEIIHO yCBajaie.
4.2.1.2. Tpancpopmanuja 6aKkrepuja

Tpanchopmaiija xemujcku KomreTeHTHHX Oaktepuja E. coli cojesa DH5a u BL21 (DE3)
mwiasmuguma pET28b+ koju Hoce rene 3a xymane 30XCH-3 u 17BXCH-5 (AKPIL2 u
AKPI1113) onBujana ce mo MpUHITMITY TOTUIOTHOT 1I0Ka (exen. heat shock). Cenexnuja ycrnemrno
Tpanchopmucanux OakTepuja W3BEIEHA J€ TajelheM Ha CEJIIeKTUBHO] TOMJ03U ca

aHTUOMOTHKOM, HAa OCHOBY I'€Ha KOjHU je caJpKaH y BEKTOpY, a KOjU TpaHC(HOPMHCAHUM
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OakTepujama oMoryhaBa OTIIOPHOCT Ha aHTUOMOTHK, OJHOCHO PACT Ha CEJIEKTUBHO] MOJIO3H
ca antubuotnoM. bakrepuje coja DH5a cy, ¢ 003upom Ha cBOjy TeHETUYKY KOH(UTYpaIHjy,
TpaHcopMHUCaHe ca IIUJbeM KopHiihiema 3a yMHOKaBamwe iazmuaa. hemmje BL21 (DE3) cy
TpaHc(hopMHUCaHEe y IUJbY XETEPOJIOrHE EKCIIpecHje MPOTEHHA ¢ 003MPOM Ha TO Ja OBaj COj UMa
MPOTEOM IpHJiaroheH ToMe Ja ce MOCTUTHe HajBuina moryha edukacHOCT pekoMOMHAHTHE

ekcrpecuje npoteuna (Froger u Hall 2007).

Kommierentae 6akrepuje cy HakoH Bahema ca -80 °C oramane Ha jexy. 3a CBaKH TUIA3MH/T
nmoceOHO je y crepuiHoj, oxnahenoj enennopd tyobunu momato mo 1 pl mmasmmma u 100 pl
CycIleH3Mje KOMIIeTeHTHUX OakTepuja. baktepuje cy nmnkyoupane ca miazmuaom 20 MuHyTa
Ha seny. HakoH oBor mepuoja ycieamo je TOIJIOTHHM IIOK, TAe Cy OakTepHje ca IIa3MUIOM
CTaBJbeHE Ha 45 CEKyHIIM Y BOJICHO Kymatuio 3arpejano Ha 42 °C. 1o ucteky oBor mnepuoja
Oakrepuje cy BpaheHe Ha jeq 1 HakoH 2 MuHyTa goaato uM je 500 pl JIb meaujyma. bakrepuje
cy ocraibeHe y JIb menujymy cat Bpemena Ha 37 °C ma Ou ce mpumpeMuie 3a pacT Ha
CeNIeKTUBHO] 1oao3u. HakoH onopaska, OakTepuje cy 3acejaHe Ha cenekTuBHe noajore (JIb
arap ca 50 pg/ml kamamunuHa, ciuka 4.2.) m WHKyOupane mpeko Hohm Ha 37 °C. Ha
CEJICKTHBHO] MOJIO3U Ca KAHAMHIIMHOM Cy ce (hopMupalie KOJIOHHU]E MMOPEKIIOM 0J1 OaKTepHja
KOje Cy YCBOjWJIE IUIa3MUJ KOjU j€ Caap’Kao IeH 3a JKeJbeHW IPOTEUH, Ka0 U TeH KOju

omoryhasa otriopHoct Ha kanamutH (Froger u Hall 2007).

Ciuka 4.2. Kogonuje E. coli 3acejame Ha uBpcroj cenexruBHoj JIB momnosm: OGakrepuje BL21
TpaHcdopMmucaHe BOIOM (HEeraTMBHA KOHTpOIIa, j1eBo) U miuasmuaom pET28(b)-AKR1C2 (necno). bakrepuje cy
pacie y nIpucycTBy KaHaMIMHa y puHaiIHOj KoHueHTpauuju 50 pg/ml.
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4.2.1.3. llpeunmhaBame maasmuane JJHK u3 heauja E. coli coja DH5a,

YMmHO)aBawe U npeuninhaBame iazmuane JJHK (Mununpen, npunaroheHo U3 mpoTokoia

QIAGEN, https://www.giagen.com/) paheno je y kynrypu Oakrepuja E. coli coja DHS5a.

Tpancdopmucane 6akrepuje cy 3acejaHe Ha UBPCTY celekTuBHy JIb momnory u unkyoupane
npeko Hohu Ha 37 °C y uHkyOaTopy ca TpecwiniioM. HakoHn nHKyOamuje, jeHa KOJIoHH]ja je
nHOKyupana y 50 mu teyHor cenektuHor JIb Menujyma ca uBpcte momjore. Meaujym ca
OakTepujama je mHKyOmpaH mpeko Hohu Ha 37 °C um yjyTpy cy OakTepuje HCTaloKeHE
ueHrpudyrupamem 10 munyra Ha 10 000 g, Tako na je cBaka TyOHMIa caapikana Tajor
nopeksaoM o 5 ml npekonohne kyntype. CynepHaTaHT je o70aueH, a TajloT je PaCTBOPEH y
250 pl I11 mydepa (50 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 pg/ml RNAse A). [Ipunukom
pecycnensuje henuja y 11 mydepy EDTA je xenupana 1BoBajicHTHE KaTjOHE U HA Ta] HAYMH
nHxubupaia Hykiease koje 6u pasrpamguie JJHK, mokx je PHK Hyknea3a nonara ma 6u ce y
HapeIHUM Kopaluma rnocnemmuia parpaama cysuiiHe PHK. Hakon pecycniensuje, y TyOure
je nonato 250 pl I12 mydepa (200 mM NaOH, 1% SDS), npu yemy je 10110 10 aJIKAJIHE JIU3e
henmuja y mpucyctBy jake 6a3e u nerepiienta. Hapennu kopak Omo je HeyTpanusanuja Oase,
pu uemy je kopuiheno 350 pl H3 nmydepa (4,2 M ryanunaua-HCI, 0,9 M CH3COOK, pH 4,8).
Kucenuna je nmomara ga Ou ce HeyTpaiu3oBaia 0aza W3 MPETXOAHOT KOpaka, a TyaHHJIUH
XUJIPOXJIOPH]L j€ Ka0 XaOTPOIIHU areHc A0Aat Jia 61 ce nosehao creneH eHTponuje peakuOHUX
cuctema. Hacrao je 6eo tanor, kao mocienuiia HeyTpanu3aiuje 6a3e kucennHoM. Tyoure cy
ueHtpudyrupane 10 munyra Ha 10 000 g na 4 °C. Hakon nentpudyrupama, IpenunuTar je
0CTao Ha 3UJI0BUMa TyOuIla, a CylepHaTaHT je U3/IBOjeH Y HOBe Tyoule, y koje je noaato 30 pl
cycneHsuje cuimkarena koHuentpamyje 100 mg/ml. TyOuie ca cunukarenom cy HHKyOUpaHe
5 MuHyTa Ha coOHOj TemmnepaTypu. HakoH mHkyOaruje, caapikaj Tyouia je neHTpudyrupan
jenan munyT Ha 10 000 g, cynepHaTaHT je o/yiuBeH, a Tayor je pactBopen y 500 ul ITE mydepa
(10 mM TrisHCI pH 7,5, 80% etanomna). Etanon y I1E nydepy nonpuHocH aexuapaTaiiju 1
tanoxewy JIHK, unme ce ona u3zaBaja u3 pactsopa. TyOuiie cy ueHTpudyrupase jejaH MUHYT
Ha 10 000 g, HakoH 4era je oJUTMBEH cynepHaTaHT U pecycnensuja y [1E mydepy je moHoBIbeHA.
HakxoH MOHOBJREHOT UCTIMpama Tajiora TyOuIle Cy OCTaBJbEHE Jla Ce TAIOT y FlhUMa OCYIIN U J1a
€TaHoJl Y MOoTHyHocTH ucnapu. Ha kxpajy, y tyoune je nogato nmo 50 ul Eb nmydepa (10 mM
TrisHCI, pH 7,5) u Tokom nukyOanmje 5 munyta Ha 65 °C mnasmunaa JJHK ce emynpana ca
Kyrnuia cuirkarena. Hakon neatpudyrupama 1 munyt va 10 000 g, cynepHaTaHT y KOME je
caapkana pactBopeHa mazmuana JIHK je cakynspeH u allMKBOTHpaH, a 3aTUM CadyBaH Ha

-20 °C (Craig u Rapley 2000, Zhang u Cahalan 2007).
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4.2.1.4. Xereposiorua ekcrpecuja nporenna y heaujama E. coli coja BL21

Tpanchopmucane Oakrepuje E. coli coja BL21 (DE3) kopumihiene cy 3a HHIYKIH]Y
pEeKOMOWHAHTHE €KCIIpecHje mpoTernHa. bakrepuje cy rajeHe npeko Hohu Ha 37 °C y TedHOM
cenektuBHOM JIb Menmujymy y WHKyOatopy ca TPeCHJIMIIOM, Ja OU ce yjyTpo MpeKoHOhHa
kynrypa pasonaxmina 1000 myra (1 ml xyarype y 1000 ml uumcrtor JIb memmjyma ca
kaHamMuimHoM). OBako pa3z0OiiakeHa mpekoHohHa KynTypa je rajeHa Ha 37 °C y3 peaoBHO
MpOBEpaBame ONTHYKE TycTuHE criekTpodoromerpoM. Kana je ODsgs nocturna Bpeanoct 0,6,
y KynTypy 6akrepujckux henuja je mogar uzonporun B-D-1-tuoranakromupanosun (IPTG) y
¢unannoj xonueHtpanuju 0,1 mM. IPTG je mo CTpyKTypH CIMYaH JIAKTO3M U MEXaHU3aM
WHIYKIUje PEKOMOMHAHTHE SKCIIPECH]E TIOAPa3yMeBa MOKPETalke EKCIIPECH]e IeHa, KOjH Ce Ha

BEKTOPY Hanase noja Lac mpomoropom.

[Ipennoct monekyna IPTG y ogHOCY Ha JIaKTO3Y j€ IITO C€ OBO CHHTETCKO jeIUEEHE HE TPOIIN
y OaktepujckuMm henmujama kKao HM3BOp €HEpruje, Ma je HEeroBa KOHIETpaluja y hemuju
koHcTaHTHA. Takohe, cmarpa ce na o nomasamy IPTG-a y kyntypu mnpecrajy mporecu pacra
u eode henmja, Tako 1a cy cBu pecypcu henmje ycMepeHu Ha eKCIpecH]y KeJbEHOT MPOTEHHA.

Excnpecwuja je pahena va 37 °C TokoM 6 4acoBa y UHKyOaToOpy ca TPECUIIHLIOM.

3a aHanM3y KBAJMTETa U MPUHOCA Kao U npahema mpoleca eKCIpecHje KeJbeHOr MPOTeHHa
SDS-PAGE enexrpodopezom y3zero je mo 1 ml kyarype mpe uMHIyKIMje (HEMHIyKOBaHE
henuje), HakoH 3 vaca (moJlyBpeMe WHIYKIIMj€) U HAKOH 6 4yacoBa (Ha Kpajy MHAYKIIHOHOT
nepuona) (Plavsa u cap. 2018). Hakon nnaykimje, 6akTepujcka KyaTypa je HeHTpudyrupana
10 munyTa Ha 6 000 g. CynepHaTaHT, KOjH je caapikao MEUjyM Yy KojeM cy OakTepuje pacie
je onbaueH, a Tanor je pecycrnengosad y 10 ml ¢ochatHor mydepa 3a 1 1 kyntype (100 mM
Na2HPO4 + NaH2PO4, 100 mM NaCl, pH 8,0). Y nydep je noaar au303uM y (GpHHAIHO]
KoHieHTpauuju 1 mg/ml. PecycnienoBan tamor 6akTeprjcKe KyJIType UyBaH j€ y 3aMp3uBavy

Ha -20 °C 3a naspe au3Mpame U npednirhaBame.
4.2.2. JInszupame BL21 hetuja HAaKOH XeTepoJIOrHe eKCIIpecHje MPOTenHa

JIuzupame pecyCrieHI0BaHuX OaKTepHja OJIBUjaIO CE€ Y S MUKITyca HAM3MEHUYHOT OTanama Ha
37 °C u mpxxmwema Ha -20 °C. Tokom oBoOT mporieca, JIN303uM OU Jierpaanpao henujcke 3u10Be
E. coli, a Hau3aMeHHYHO MPKECHE U TOIJBCHE JONMPUHOCHIIO OM Mylamy henujcke MeMOpaHe
yClle]T HEHOT HAaW3MEHHYHOT IIUPEeHa M CKyIJbakha. HakoH MpXKmbema U TOILUBbCHA,

pecyClieHJ0BaHHU Tajor je W3JaraH yJITpa3ByKy y JeceTak uukiyca mno 30 cexkyHau, ca
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xyahemeM n3melyy cBakor nukiryca. bpoj mukiyca 3aBucro 01 0J1 BACKO3HOCTH OAKTEPH]CKOT
nM3aTa, 1a je COHMKalMja MOHaBJbaHa JIOK Ce MHHUIIMjAIHO BHCKO3aH PAacTBOP OAKTEPH]jCKOT

nu3aTa He Ou u3bucTpuo, mro 6u 3Haumo 1a je Behuna renomcke JIHK nerpanupana.

Hakon mpomeca nm3upama U COHHUKalMje, OAaKTEpUjCKH JIM3aT je  HW30UCTpeH
nentpudyrupamem Ha 12 000 g, 45 munyTa Ha 4 °C, a Kao IPOU3BOJI TOOU]jEH je TpyO eKCTpaKT
OakTepujckux mnpoTenHa. OUeKWBaHO j€ Ja je PEKOMOMHAHTHU MPOTEHH CalapkKaH Yy
CYIIEpHATAHTy, ajl Cy TaJlO3W HAKOH IeHTpU(]yrupama OaKTEPHjCKOT JIM3aTa YyBaHH Y
CIIy4ajy Ja Cy OJ] peKOMOMHAHTHOT MpoTernHa (hopMUpaHa MHKITY3HOHA Tea. Y30pIH u3aTa
npe neHTpudyrupama, Kao U CyrnepHaTaHTa U TaJlora HAaKOH IIEHTPU(yTrupama cayyBaHH Cy 3a

ananusy SDS-PAGE enextpodopesom.
4.2.3. llpeunmhaBame akTuBHNX 30XC/I-3 n 17X CI-5 u3 6akTepujckor au3ara

CynepHaranT no0ujeH UeHTpuyrupameM OaKTEpUjCKOT JIM3aTa HAHET jeé Ha IMPETXOJHO
exBunuOpucany His-Trap xonony 3a meranoadunuretny xpomarorpacdujy (GE Healthcare

Life Sciences, https://www.gehealthcare.com/). Tlpu MmetanoapuHUTETHO] Xpomarorpaduju

jorn metana (Ni2") Besanu cy 3a 3pHa cedapose ¥ IpeCTaBibajy CTaMoHApHY (asy, JOK je
MobmimHa (aza cymepHaTaHT JOOMjeH HAKOH UeHTpudyrupama OaKTEPHjCKOT JIM3aTa.
PekOMOMHAHTHO EKCIIPUMHPAHH MPOTEHH CaApKH XeKcaxucTuauHcKu obenexusad (Hisg),
KOJMpaH BEKTOPOM 3a eKCIpecH]jy, Koju My o0e30el)yje jak ahuHHUTET IpeMa joHMMa HUKJIA. 3a
ucnupame HecnenupuYHO BE3aHUWX MPOTEHHA, Kao U elyupame mnporenHa ca Hise
o0ene)KuBaYeM ca KOJIOHE KOPUCTH C& MIMUA30J1 Y Pa3IMUMTHM KOHIICHTpaIjama, ¢ 003upom
Ha TO J]a OBO jeIUIbCHE, KOje je Y OCHOBH XMCTHIUHCKOT OOYHOT OCTaTKa, MOKa3yje BHCOK

apUHUTET NpeMa JOHHMa HUKJIA.

[IpeunnrhaBamwe npoTenHa MeTaaoapUHUTETHOM Xpomarorpadujom paheHo je Mo IpoTOKOITy
npousBohaua. Komnona zanpemune 1 ml (cnuka 4.3) je exBunOpucana y 10 myra Behoj
3anpemund Besyjyher mydepa (20 mM NaHPO4 + NaH2POg4, pH 8,0), 500 mM NacCl). Ha
eKBUJIMOpHCaHy KOJIOHY j€ HaHET CyNepHATaHT JM3aTa U CaKylJbeHa je MPOTOYHa (paKiyja.
Komnona je y npBoM kopaky ucnpana ca 10 ml Besyjyher mydepa, a 3atum ca 10 ml Be3yjyher
nydepa y xoju je momar uMuaazon KoHueHTparuje S0 mM. OBakBa cTpaTervja MCIupama
uMaia je 3a Wb yKJlamame claduje U HecHnelu(pUYHO BE3aHUX MPOTEHHa ca KOJIOHE Mpe
MOYeTKa eNTyHpama, Kako OM ce y ellyaTiMa CaKyIvo IITO YHUCTHJU KeJbeH! poTenH. HakoH
ucnupama, HajBehu yieo Be3aHUX MPOTEHMHA Ha KOJIOHU Tpebano Ou 1a YMHU peKOMOMHAHTHO

eKcrpuMupaH npoTterH ca Hisg oOenexxnBayem.
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Enyumja pekomOunantao ekcipumupane 30X CJI-3 ogqnocHo 17BXC]I-5 ca konmone pahena je
Be3yjyhum nmydepoM y koju je moaat uMuaa3oa y puHamHoj konuentpanuju 400 mM. 3a cBaku
MPOTEHH CaKyIJbEHO je yKymHo 5 ¢pakuuja nmo 1 ml. Konuenrtpamuja nporenna y gppakuujama
elyaTa MpOLCHkEHA j¢ KBAIUTATUBHO, MeTO0M 1o bpaadopay u cakymiseHe cy (pakmmje

E1-E3 3a nase npeunmhaBame METO0M rei-GuiTpaone XxpoMmarorpaduje.

Canka 4.3. Kosnone 3a merajoadunuTeTHy XpoMaTorpadgujy HanymeHe HUKAJI-cydaToMm.

TokxoM cBHX KOpaka CKCHPGCI/Ije n HpeqnmhaBaH:a IMpOTCHUHA OI[BajaHI/I Cy y30pnu 3a

npoBepaBame yrictohe merogom SDS-PAGE enektpodopese (Sulkowski 1985).

Hakon npeunmhaBama mnpoTenHa, KOJOHa je HcHHpaHa Be3dyjyhum mnydepom, a HaKOH
HEKOJIMKO MNpeuunithaBama, Kaga OM ce NPUMETHO OTeXaH HPOTOK Kpo3 KoJoHY (mosehaH
HEraTUBHHM MMPUTHCAK) MPUCTYIUIIO OH ce YHIITNeHY KOJIOHE, HAJIIpe HATPU]yM-XUIPOKCHIIOM,
a motoM Be3yjyhum nydepom koju je cagpxkao EDTA. Hakon oBux kopaka gouuio Ou 10
ucnHpama HUKJIAa ca KojloHe ycnen xenupajyher nejctBa EDTA, Tako na je KojioHy Ouio
noTpeOHO MOHOBO HAIYHUTH COJIMMA HUKIA, Hajuenthe y o6muky NiSOa, u ucnpatu Besyjyhum

my(epoM, HaKOH 4yera OU KOJOHa IOHOBO OuJia CIIpeMHa 3a pajl.

Crnenehn xopak y npeunimhaBamy TPOTEUHA 3a UCIIUTUBAKE CH3UMCKE aKTUBHOCTH OHJa je
ren-puntpanmona xpoMarorpaduja omadpaHuX eilyaTa ca HHKain KojoHe. [IpuHIMm oBe
METO/JIe je pa3[Bajam-e MOJIEKYyJa Ha OCHOBY e(deKTa MOJIEKYJICKOT CHTa, Ipu 4yemy he Mamu
MOJIEKYJIH, pelaTHBHE MOJEKYJICKEe Mace Mame on AeduHucane rpanuyde (ewer. cut off)
BPEIHOCTH yJIa3UTH y TOpe MaTpuKca, 300T dera he mpemasuTd IyXH TyT, JOK he Behu
MOJIEKYJIM 3a00uhu KyTjauie Marpukca u Opxe mpohu kpo3 kojony. Ha oBaj Haumn Behu
MOJIEKYJIH TIPBH TPOJIa3e KPOo3 KOJIOHY, TOK Ce Marmbl MOJEKYJIH 33/IpKaBajy TOKOM Mpojacka
KpO3 MaTPUKC U KOJIOHY HAIYIITa]y KacHU]je. [ TaBHM 1I1Jb ren-(uiaTpaiuone xpoMarorpaduje
y OBOM [Iely €KCIIepUMEHTa OWO je enuMHHAIMja COJMM W HMHJAa30Jla HaKOH

MeTanoapuHUTETHE XpoMmaTorpaduje, Tako Ja je rea-GuiaTpanrja y OBOM CIIy4ajy 3aMeHusIa
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NMjaau3y, Uako Ce OBa METOJa y OMOXEMHJH M MOJICKYJapHO] OMOJIOTHjH KOPHCTH M Kao

KJacMyHa Xxpomarorpadcka MeToza 3a npeunnihaBame nporeuna (Mori u Barth 2013).

3a ren-puntpanuony xpomartorpadujy kao craruonapsa ¢asza kopuiiheH je matpukc BioGel

P-10 (BIO-RAD, https://www.bio-rad.com/). ¥ nectunoBanoj Boau cycnenmoBano je 0,8 g

rena, cut off Bpearoctn 15-20 kDa u ocraB/beHO Ipeko HOhM aa Xxuapartuine. XuapaTHCaH
MaTPUKC CHIIaH je Y KOJIOHY 3anmpeMuHe 40 ml, ocTaB/beH y KOJIOHH Jia c€ CIIETHE, a 3aTUM
exBuimOpucan Besyjyhum mydepom (10 mM KoHPO4 + KH2PO4, pH 7,0, 150 mM NaCl).
Hakon exBunuOpanuje, Ha KOJOHY Cy HAHETH CIIOJEHHW CBU CAKYIIJBEHH €IyaTH Ca HUKaI
KOJIOHE KOju ¢y Y bpandopmoBoM TecTy mokasanu aa caapxe npoTerH (Hajuenthe cy To Ouiau
enyatu E1-E3). KonoHa je oTBOpeHa 0K ce€ MEHUCKYC JI0JaTe TEYHOCTH HUjE U3PaBHAO ca
HHUBOOM MaTpPHKCa, a 3aTUM je Ha KOJIOHY HaHeTo 15 ml Besyjyher mydepa u cakyrnsbeHo je 15
dbpakuuja, npu yemy je caka oma 3anpemune 1 ml (F1-F15) (Velica u cap. 2009). Tpu pany
ca KOJIOHOM 3a rei-(puiarpauujy OWIIO je HEOmXOAHO BOJUTH padyyHa Aa He nohe 1o
HapylllaBama MOBPIIMHE MAaTPHUKCa, Ma Cy MydepHu U y30plH JI0JIaBaHH MaKJbUBO, KPYKHUM

MOKPETHMA y3 3UJ1 KOJIOHE.

Hakown ren-¢unrpanuone xpomarorpaduje, bpaadopaoBom MeTogoM HCIUTAHO j€ TPUCYCTBO
nporenHa y ¢pakiujama, na cy ¢paxiuje Koje cy caapixale NpoTeUH CaKyIlJbeHe U CIIOjCHE.
V nobujenn pactBop mpeuuntheHor nportenHa goxatu ¢y kodaxkrop (1,2 mM NADPY) u
mmrnepon 10 ¢uHanHe konuerpanuje 30%. OBako HpUNPEMIbEH PacTBOpP MPOTEHHA je
MOJIEJbEH Y HEKOJIMKO alMKBOTa M 3aMp3HYyT Ha -80 °C no nasee ymorpeOe 3a MCIUTHBAHE

€H3UMCKE aKTUBHOCTH.
4.2.4. lenarypumyha esekrpodopesa y nmoanakpuiamuaaom rexay (SDS-PAGE)

ITpunoc u unctoha npeunnthene pexkom6uHantHe 3aXCJI-3, ogaocHo 17BXC/I-5 yTBphenu
cy MeronoM JaeHarypuiryhe enexTpodopese Ha MOIHAKPUIAMUAHOM reiy (ewen. sodium
dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE, Bollag u cap. 1996).
Texnuka SDS-PAGE je, kao u apyre enekrpodopercke MeToje, 3aCHOBaHA Ha pa3JBajamy
MOJIEKyJla y TIOJbY jEIHOCMEpHE EJEeKTPUYHE CTPyje Ha OCHOBY HHUXOBHUX (U3WYKUX U
XEMHUJCKHX CBOjCTaBa. Y30pIH C€ TOKOM MPUIIPEME H3JIaXy JEJOBamYy JeTepleHTa (HaTpUjyM
noneumi cyidar, SDS), Bucokoj Temneparypu u -mepkantoetaHony. CaejcTBOM HaBEEHUX
(axTopa g01a31 10 HapyIaBamba BUIINX HUBOA CTPYKTYpe MPOTENHA, T1a Ce eNEKTPOPOPETCKO
pa3ziBajame BpIIM HCKJbYYMBO Ha OCHOBY IYXXHHE MOJMIIENTHIHOr jdaHua. IIporennu us

notnopojuiie AKP1I] cy monekysncke mace oko 37 kDa, Tako aa je pa3aBajame BpPLICHO Ha
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12,5% nonuakpunaamMuIHOM pa3nBajajyhem remy, u3Hag Kor je u3nuBeH 4% KoHIeHTpyjyhu

(enen. stacking) ren (penentypa 3a mpaBJbeEb€ I'elloBa Aata je y Tabenu 4.2).

VY30pIH cakyIJb€HH TOKOM Ipolieca eKCIpecHje U npeunnrhaBama IPOTEHHA, Ka0 U y30PIH
npeuntthene 30XCJ/[-3 omnocHo 17BXC/I-5 HakoH cjequmaBama (Qpakiuja U J0JaBamka
KodakTopa Cy momenanu ca mydepom 3a y30pke u mpokyBanu 5 munyta Ha 95 °C. [lomemano
je 16 ul y3opka u 4 pul 5 x konnenTpoBanor nmydepa koju je caapxkao 0,2 M Tris pH BpennocTn
6,8, 5% SDS, 25% raunepoin, 0,0016% 6pomodenon miase u 5% P-mepkanToeraHosna, Koju je

JI0/1aBaH HETMOCPEIHO NpeJI IPUIIPEMY y30paKa.

Ta6ena 4.2. Komnonente nojuakpuaamuanux reaosa 3a SDS-PAGE. I'enoBu cy 6nin ne6sune 1 mm. Y
Tabesin cy AaTe 3anpeMuHe MoTpedHe 3a mo aBa 12.5% (pa3aBajajyhu) u 4% (konuentpyjyhn) reaa.

KOMIIOHCHTA Tejia rej 3a KOHIeHTpoBamwe (4%)  rei 3a pa3aBajare (12%)
Tris-HCI 05M,25ml, pH 6,8 1,5M,4ml, pH 8,8
JIECTUIIOBaHA BOJA 6 ml 6,9 ml
30% axpwramu/ouc* 1,33 ml 6,4 ml
10% SDS 100 pl 160 pl
10% amonmjym mepcysidar 100 pl 160 pl
TEMED 10 ul 16 pl

* 03HaKa aKpuIaMH[/OHC ce OTHOCH Ha CMEITy aKpriiaMuaa u Oucakprmiamuaa y ogaocy 29:1

VY30puu Behe BUCKO3HOCTH, Kao IITO Cy HHAYKOBaHE U HEMHAyKoBaHe henuje, nu3atu henuja,
CyNEpHATaHTU U MpPOTOUYHE (pakiyje ca MeTaloaQUHUTETHE XpomaTorpaduje noaBpraBaHu
Cy COHHKAIlMjU y YNTPa3ByYHOM BOJCHOM KyNaTWJIy IIpe HaHOIIeHa Ha ren. [lopen y3opaka,

Ha ren je HaHeT W Mapkep (Sigma Dalton Mark VII-L (https://www.sigmaaldrich.com/),

pacrmona mMoJsiekysckux maca o1 16-44 kDa. I'enioBu Cy W3IHMBEHH y amaparypy 3a MpaBJbebe
TeJIOBa, HAJIpe T'el 3a pa3/iBajamke, a HAKOH HEeroBe MOJIUMEPHU3aliije Tell 3a KOHIIEHTPOBAhE,
y KOjH j€ CTaBJbEH Uelialb 3a y30opke. HakoH monuMepu3saiiuje, reJioBr Cy TpebadeHu y Kaauiry
3a enekTpodope’y y Kojy je HammBeH oxiaheH mydep 3a enexktpodopesy (25 mM Tris,
192 mM rmunun, 0,1% SDS). Enextpodopercko pas3nBajame NpOTEHHA Y Y30pIMMa
CaKyIJbeHHM TOKOM €KCITpECHje M MpeuninhaBama MPOTEHHA OBH]aJ0 C€ MPU KOHCTAHTHOM

Harony o1 80 V kpo3 koHuentpyjyhu rem, oqaocno 180 V kpo3 pa3asajajyhu red.
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Kanma je ¢poHT OpomodeHon miaBe Ooje momao a0 Kpaja TenoBa, enekrpodopesa je
3aycraBJbeHa. [ 'enoBu cy nzBaleHu u3 anaparype 3a enekrpodopesy ¥ UCIIPaHH IECTUIOBAHOM
BosIoM. bojeme remoBa oasujaiio ce 2 cara y pactBopy 3a 6ojeme (1,2 g Coomassie Brilliant
Blue G-250, 300 ml metanona, 60 ml ranujanue cupherne kucenuue, 240 ml Boae). Hakon
6ojema, o0e300jaBame je BpILIEHO Yy pacTBopy 3a oOe3bojaBame (50 ml meranona, 50 ml
rianujaiHe cupherne kucenune, 400 ml Bose) y3 HeKoIMKo 3aMeHa pacTBopa 3a 00e300jaBame
Ha CBaKUX HEKOJIMKO YacoBa. HakoH 00e300jaBama, reJioBU Cy HCIIPaHU JECTHIIOBAHOM BOJIOM

u pororpaducanu y komopH 3a poTtorpaducame reiosa (ciauka 4.4).

HAW 3464 N1 CHM N® U EL E2

- T —————

E3 E4 E5 M O5 ®6 ®7 ®8 P9 $10

Cauxa 4.4. Msraea resopa HakoH SDS-PAGE enexkpodgopese y3opaka y3eTHX TOKOM eKclpecHje U
npeunmthaBamwa 30XCJ-3. VY3opuu: HU — HeuHJykoBaHa KOHTpOJa, 34 — y30paKk HAKOH IOJOBUHE
WHJIyKIIMOHOT BpeMeHa (3 vaca), 64 — y30pak HakoH HHAyKuuje (6 yacosa), JI — mu3ar 6akrepuja: 1 ml kynrype
ueHtpudyrupat je u pecycrnennosan y 100 ul pocdarnor mydepa, connpuxoBaH 1 moMeriad ca 60jom 3a y30pKe.
3a ocraine yzopke: CH — cynepHaranT n00ujeH HaKoH neHTpHdyrupama 6akrepujckor auzara, [1d — nporouna
(dpakimja HaKOH IpoJlacKa CyNepHaTaHTa Kpo3 HUKal-apUHUTETHY KojoHy, M — ¢pakuuja cakynspeHa HaKOH
ucnupama Hukan-apuHuTeTHE KonoHe, Ex — enryaTn ca HuKan xojioune, Ox — exyaru ca ren-GpuirpayoHe KoJIoHe,
M — mapkep Curma lanron Mapk VII-7, xkyTom cTpenuniom obenexena spenHoct 36 kDa.
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4.2.5. OnpehuBame KOHIIEHTPaLKje MPOTENHA

Konnentpanuja pexoMOMHAaHTHO ekcnpumupanux eHsuma 30XCJ-3 wu 17BXCI-5

oapehrBaHa je CIIEKTPOCKOIICKOM METO10M U MeTo oM 1o bpandopay (Bollag u cap. 1996).

Bbpandopnosa merona 3a onpehuBame KOHIIEHTpAIlMje TPOTEHHA 3aCHOBaHA j¢ HA BE3UBAbY
6oje Coomassie Brilliant Blue R-250 3a apomartuuyne ocraTke y MpOTEHHY, IIPH Y€MYy CE
(dhopMupa KOMIUIEKC 00je U MpoTenHa Koju je miaBe 0oje. KoHIeHTpaiuja nporenHa, Koja je
JUPEKTHO cpa3MepHa MHTCH3UTETY IIaBe 00je, MOXKE C€ MEPUTH CHIEKTPOPOTOMETPHU]CKH, TTPH
YeMy ce Ha OCHOBY arncopOaHIle M3MEpPEeHe Ha y30pIuMa MPOTeHHA M03HATE KOHIEHTPAIIH]je
(amp. roBehu cepymcku andymus — enen. bovine serum albumin — BSA) ¢popmupa crangapana
KpWBa 3aBHCHOCTH aricopOaHIle OJ KOHIIEHTpamuje mpoTenHa. Ha oBaj HAYWH, MepemeM
aricopOaHIle HEMO3HATOI Y30pKa, M3 jeJHAYMHE CTaHIapHe KpuBe Moryhe je oapenuTu
KOHIICHTPAIlMjy MPOTEHMHAa y Y30pKy. 3a morpebe mnpeunmhaBama NPOTEHHA METOAaMa
MeTanoaQUHUTETHE U rell-QUITpallMoOHe Xpomartorpaduje, TNPUCYCTBO MPOTCHHA Y
dpaknujama yTBphUBaHO je KBAIMTATUBHO. Y MHKPOTHUTAp IJIOYy nojaatr je 1 ui emyara ca
MeTanoaduHUTETHE WIH Ten-¢punrpannone koone u 100 uin Bpandopnosor pearenca, mpu

yeMy Ou (pakiije Koje caapixe NpoTerH Ouie miaBo obojeHe (ciuka 4.5).

Cauka 4.5. KaautaTuBHa bpandopaosa anaau3za ejqyara ca HUKaJ KoJioHne: y Oynapuma H2 — H6 nanazu
ce 1 i enyara ca Hukan kojoune, peaom o E1 go ES. YV nossy H7 manmasu ce ciena mpo6a (1 it docaraor
nydepa ca UMHUIA30JI0M, KOjUM je elydpaHa KoJioHa). Y cBaku OyHap momaro je mo 100 wir Bpamdopmosor
peareHca, Ipy YeMy HHTEH3UTET IIaBe 00je TUPEKTHO KOPEHpa ca KOHIICHTPAIIHjOM MPOTEHHA ¥ Y30PKY.

3axBaspyjyhu YMHEHUIM J1a OCTAlld ApPOMATUYHUX aMUHO-KHCEJIMHA y TIPOTEUHUMa arcopoyjy
yATpaJbyOMYacCTy CBETJIOCT ca MakCUMyMoM arcoprije Ha 280 nm, wmoryhe je

CHEKTPO(POTOMETPUJCKU  OJIPEIUTH KOHILEHTpAllMjy HATUBHUX IPOTEMHAa Yy  Y30pKY.

Konnerpanuja nporenna no6uja ce u3 Jlamobep-bepopor 3akoHa:

rae A npeacTaBiba U3MEpEHy ancopOaHily y3opka Ha 280 nm, C mpeacTaBiba KOHIICHTPAIU]Y
npoTenHa, | mpeheHu myT CBETIOCTH, TOK & MpecTaB/ba MOJIAPHU €KCTUHKIIMOHU KOS(UITUjEHT
MpPOTEHMHA KOJU C€ MOXKE€ W3padyyHaTH HAa OCHOBY aMHHOKHCEITHMHCKE CEKBEHIIE MPOTEHHA.
MonapHu €KCTHMHKIIMOHU KOE(PHUIIMJEeHT Ha OCHOBY aMHHOKHCEIMHCKE CEKBEHIIE MOXKE CE

uzpauyHatn Ha EXPASY ceprepy (https://www.expasy.org/) miBeacKOr HHCTHTyTa 32
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ounonndopmatuky (Swiss Institute of Bioinformatics, https://www.sib.swiss/). Aricopbaniia je

MepeHa  Ha  HaHoapom  cmekrpodoromerpy  (Bio  Spec-nano, Schimadzu,

https://www.shimadzu.com/). 3a npoueny uncrohe y30pka padyHa ce 0aHOC Azeo/A2g0. 3a 00a

WCIUTHBaHA €H3UMa KOMUYHUK A260/A2g0 Omo je Onm3y 0,6 mTO je 3HAYMIO OJCYCTBO

KOHTaMI/IHaHI/Ij € HYKJICMHCKHUM KHCEJIMHaMa.

BaxHO je HamoMeHyTH Ja HaHOIPON CIEKTpo(OTOMETap ayTOMAaTCKH MpepadyyHaBa
KOHIIEHTPAIM]y MPOTEMHA HAa OCHOBY 3a/IaTOT MOJAPHOT SKCTHHKIMOHOT KOSPUIIUEHTA U
3amnpeMuHe KalbHIIe KOja C€ HAHOCH Ha arapar, a Ha OCHOBY arcopOaniy Ha 260 u 280 nm

u3padyHaBa U OMHOC A260/A2g0. (Citrka 4.6).

15.6 <
14.0 -

12.0 -

10.0

8.0

Absorbance

6.0 -
4.0 - {

2.0 =

0.0

T T T T T T T T 1 T T T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength [nm]

Cauka 4.6. 3anuc ca HaHOAPON CIEKTPOGOTOMETPa: KPUBA 3aBHCHOCTH ancop0aHile pacTBOpPa MPOTenHA
o7 TaygacHe qy:kuHe. Y3opak je 17X C/I-5 HakoH KOHIICHTpOBamka 3a Kpucranorpadcke cryanje, pazonaxex 10
myta y mydepy. W3padynara koHIeHTpanuja je 5,5 mg/ml, ogHOCHO 55 mg/ml 6e3 pasomaxkema. OmHOC
A260/A280 je 0,64.

4.2.6. OnpehuBame aKTHBHOCTH €H3UMa MepeweM npoMeHe ancopdanue NADPH

3a UCNUTHUBAKE EH3MMCKE AaKTUBHOCTH peKoMOMHAHTHO ekcrnpumupanux 3o0XC/-3 u
17BXC/-5 xopumiheH je ecej 3acHOBaH Ha Mepewmy mnorpouike NADPH. Ilorpomma
Ko(akTopa JUPEKTHO je Cpa3MepHa aKTUBHOCTH €H3uMa, a Moryhe jy je KBaHTHU(HUKOBATU
MEpEemEM CMamkema arcopoOanile peaknuone cmernre Ha 340 nm TOKOM Tpajama peakiuje. Ha
OBO]j TAJIACHO] Ty>KMHHU PEIyKOBaHH KO(GAKTOP MMa MaKCUMYM arcopriuuje. AncopOaHiia Ha
340 nm ce cmamyje cromoMm okcumanuje NADPH, Tako nma Ass AMPEKTHO OCIHMKaBa
KOHIIGHTPALIM]y peayKoBaHOI KodakTopa y peakuuonoj cmewmwu (Moller u cap. 2009, 2009

Velica u cap. 2009, Schuster u cap. 2011).
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[IpunukoM UCTUTHBama €H3MMCKE aKTHBHOCTH, peakiuje Cy ce onsujane y ¢ocharHom
nydepy (10 mM KoHPOs + KH2PO4, 100 mM NaCl, pH 7,0). Kodakrop (NADPH) je
pPacTBOpPEH y JACCTUIOBAHO] BOIU W HampaBibeH je 20 mM mITOK, a y peakIMoHe CMeEIIE je
J07IaBaH y BUIIKY, TaKo Ja je mheroa (pUHAIHA KOHLIEHTPAIMja Y CBaKOj PEaKIIOHO] CMEIIH
n3Hocuia 200 pM. OBa koHIIeHTpaIrja KodaKkTopa je JaBaja MoYeTHU CUTHAT A340 Y PacIiOHy
0,55-0,65. Cyncrpar (penantpenxuHnoH) je pactBopeH y JIMCO, Tako na je HampaBJbeH
0,5 mM mToK, a y peakuuMoHEe CMeIIe je M0JaT y KOHIICHTpAIMju Koja oOJroBapa
Muxaennc-MeHTeHOBO] KOHCTaHTH, Koja 3a 00a ucnutiBana ensuma usHocu 1,1 uM (Velica
u cap. 2009). En3um je uyBan y cycnensuju ca 30% raunepona u 1,2 mM okcugoBaHor
koenszuma (NADP™) u nonasan je y peakiimony cMmery y GpuHaiHoj KoHueHTpanuju 1 pM. 3a
HEraTWBHE KOHTPOJIC €H3UMCKE aKTUBHOCTH TIOCTaBJbCHE CYy peakiHje y KOjuMa je yMECTO
€H3MMa JI0JIaBaHa jeiHaka 3ampemuHa (ocdartHor mydepa. Temmeparypa Ha K0joj Cy ce
onujane peakuuje ouna je 37 °C. Peakuuje cy oTnounmane A0AaBambeM eH3UMa, a mpaheHe

cy cnektpodoromerpujcku, 30 MUHYTa, ca UHTEPBAIOM Mepema o 30 cexyH Iu.

[TorennujamHy HXHOUTOPH — JEpUBATH KYYHHX KHCeIHHA cy pactBopern y JIMCO y Bumy
10 mM mTokoBa. 3a TOYETHO TECTUPAKHE MHXUOMIIN]E EH3UMCKE aKTUBHOCTH KOPUIINEHHU Cy
ocHOBHU pactBopH 40 uM mHXHOUTOpA 0 peaknuju, a 3a oapehuBame 1C50 BpegHOCTH KO
HEKOJIMKO Haj0OJbUX KaHaugaTa KopulheHa cy pa30naxkema HHXUOMTOpA y pacloHy
koHneHTpanuja oa 0—400 uM. PactBopu moTeHIjaTHUX UHXUOUTOPA CYy JI0/IaBaHU Y CMEITY
nydepa, kKodakTopa U cylncTpaTa Tako Ja HUje OWJIO0 KOpaka NpeauHKyOaluje eH3uMma U
nHxuOuTopa. CBakuM EKCHEpPUMEHT WHXHOWIIMje EH3UMCKE AaKTHUBHOCTU H3BEIEH j€ Y
TPUILIMKATy, y JIBa HE3aBHCHA oOrjeja. 3a HEeraTMBHE KOHTPOJIE HMHXHOUIMje EH3UMCKE
aKTUBHOCTH IOCTaBJbaHE Cy peaKiiuje y Koje ce ymecTo nuxuburopa nogasao yuct IMCO y
UCTOj 3alPEeMUHH y KOjO] j€ /J0/aBaH MHXUOUTOp Yy EKCIEpUMEHTAIHE PEaKLMOHE CMeElle.
HeraTuBHe KOHTpOJIE €H3UMCKE aKTUBHOCTH Cy OWJIE peaKImoHe cMmelie 0e3 eH3nuMa, aa Ou ce
MOTBPAWIO Jia je maja arcopOaHiie KodakTopa pe3yiaTaT €H3UMCKE KaTalu3e U PeIyKIHje
CylCTpaTa, a He HeKOor jpyror ¢axrtopa. Ilo3uTHBHE KOHTpOJe y EKCHepUMEHTHMA

HCIIUTHBakha CH3UMCKE aKTUBHOCTH OHIIe Cy caM¢€ CH3UMCKC peaxunje, 0e3 I/IHXI/I6I/ITOpa.

Mepeme Asso j€ BPIIEHO CHEKTPOPOTOMETPUJCKH, Y Tpajamby o 30 MUHYTa ca MHTEPBAJIOM

u3mehy Mepemwa ox 30 cexynnu (Multiscan GO, Fisher Scientific, https://www.fishersci.pt/).

Pesynratu mMepema cy npukazaHu Kao As4o Y 3aBUCHOCTH OJl BpEMEHa, a y 003Hp je y3UMaH

JMHEapHU JIe0 KPUBE, KOJU j€ MPEACTaB/bao MPBUX JleceTak MUHYTa Mepema. Kpo3 nmuHeapan
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JIe0 TIPOBYYEHA j€ TpaBa KoOja HAjBEPOJOCTOJHHU]E TMPEJCTaBJba 3aBHCHOCT aricopOaHIle Off
BpeMeHa 1 3abemnexeH je ieH Haruo. [Iporenar naxubunMje je padyHar 1mo GopmyJu:
HaTrUOrecr—px — HATHD py—py

HHXUOULHja = -100%
HAaTUO [y i

rZie mecm O3HAUYaBa CH3MMCKY PEaKIHjy Yy MPHCYCTBY UCIUTHBAHOT jeIUbCHA, HK O3HAYaBa

HEraTUBHY KOHTPOITY, & nK TIO3UTUBHY KOHTPOITY peaKiiuje.

3a pauyHama jeJHAYMHE MpaBe M KOHCTpyHcame rpaduka kopuumthen je Microsoft Excel

(https://www.microsoft.com/). IlporeHar MHXHOHUIMje CH3UMCKE AKTHBHOCTH JCJIOBAHEM

CBAaKoOrI' 04 UCIIMTUBAaHUX je,Z[I/IH;eH;a HU3pavdyHar je H IIPCACTABJbCH Ka0 apUTMCTHYKA Cp€anHa

+ cTaHAapAHa JeBUjalyja TP HE3aBUCHA MEPEha Y T10 JIBa 0/IBOjE€HAa OrJie/a.

3a jenumema Koja cy mnokasana Hajpehy crtomy muxubunuje axtuBHoctH 30XCJ/[-3 mpu
npeIrMMHHApHOM Tectupamy oapehuBana je IC50 BpemnocT. OBa BpEOHOCT MpencTaBiba
KOHIICHTPALIMj]y HHXHOUTOpPA MPH KOjOj j€ aKTUBHOCT eH3uMa cMameHa 3a 50%. EH3umMcku ecej
3a oapehuBame IC50 BpeanocTu je palheH Ha HAEGHTHYAH HAYMH KAao 3a MPETUMUHAPHO
TECTUPake WHXUOUIIM]je, aJIh j€ Y OBOM JIeNly TeCTHpama KOHIEHTpaluja HHXxuouTopa Ouia
MIPOMEHJBMBA, OJJTHOCHO BapupaHna je y pacniony 0—400 uM mo peakuuju (0, 3,12, 6,25, 12,5,
25, 50, 100, 200, 400 uM). Ha ocHoBy noOujeHHX MoAaTaka KOHCTPYHCaHE Cy KpHUBE
3aBUCHOCTH MpOIIeHaTa MHXMOMIIMjEe O] KOHLETpaluja MHXHOuUTOpa, U MoMohy HHUX Cy
onpehene 1C50 Bpennoctu. Bpennoctu IC50 cy nobujene kopumhemem mnporpama Very

Simple IC50 Tool Kit (http://www.ic50.tk/).

4.2.7. Yrumasame (pryopecueHuje TpUNToGaHa y aKTHBHOM MeCTy eH3MMa

3a jenumemwe 6 u3 JbI' cepuje nepuBaTa JKyyHMX KHCEJIMHA HCIUTaH je apUHUTET Ipema
enzuMy 3BXCJ-3 mepewmeM yTuiaBama (piryopecieHnyje TpunropaHa y akTHUBHOM MECTY
eHsuma. Mepeme je BpuieHo Ha ¢ayopumerpy MHcTHUTyTa 3a OHMOJONIKA HCTpakKHBamba
,Cuanma  CrankoBuh"  (Synergy HI1  Hybrid Multi-Mode  Reader, Biotek,

http://www.biotek.com/). ExcuuTanuja ocraraka TpuntodaHa y yHYTPalIOCTH €H3UMA je

BpIlIeHA Ha TaJlacHO] AyXuHU o7 290 nm, 1ok je emucuja MepeHa Ha 340 nm. Mepeme je
BpIIICHO Ha cOOHO] Temnepatypu (24 °C). Peaknnona 3anpeMuna Ouna je 1 ml, KoHIeHTpaIuja
IpOTeHHA y peakiuoHoj cmemu 6mia je 40 pg/ml, a koHnentpauuja naxuduTopa 50 pg/ml.
Peakumje ca u 6e3 uaxubuTopa oasujane cy ce y gocharnom nydepy (10 mM KoHPO4 +
KH2POs, pH 7,0, y mpucyctBy 1,5 MM NADPH, u npahena je Tokom 30 MunyTa.
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4.2.8. IlpeunmhaBame 30XC/I-3 u 17BXC/I-5 3a kpucrajgorpadcke cryauje

[IpeunmhaBame pekomOuHaHTHUX 30X CJI-3 1 17BXCJI-5 3a ekcriepuMeHTe KpUCTaTU3aInje
BPILIEHO j& MO BPJIO CIMYHOM IPOTOKONY Ka0 W 3a HUCIUTHBAKE CH3MMCKE AKTHBHOCTH.
NunykoBaHe OakTepuje Cy JTH3HpaHe HAW3MEHHYHHMM [uKiIycuMa cmp3aBamba (-20 °C) u
torberba (37 °C) y mpucyctBy 1 mg/ml nu3osuma. JIuzar je COHM(UKOBAH y LUJBY
nerpazganuje reromcke JJHK u n3bucrpen uenrpudyrupamem 45 munyra Ha 12 000 g na 4 °C.
CyniepHaTaHT JA00HjeH HAKOH LEHTpU(yTrupama OaKTEPHUjCKUX JiM3aTa j& MPOIMYIITEH KpPo3
HUKaJI KOJIOHY MO MPOTOKOJY OMUCAHOM Yy motnornasiby 4.2.3. Ilpeuuwhasarwe akxmugHux
30XC/[-3 u 17XC/-5 uz 6axmepujckoe 1uzama ca jJeTHOM PA3IMKOM: TOKOM MpednIihaBama
NPOTCHHA 32 WCIUTHBAKE CEH3UMCKE aKTUBHOCTH, KOJOHOM 33 MeTalloa(UHUTETHY
xpomarorpadujy ymnpaBjbaHO j€ Py4YHO, JOK je 3a eKCHEpHUMEHTE KpHUCTalIu3aluje, yclel
noctrymnHoctd onpeme kopuithena FPLC mammna (enen. fast protein liquid chromatography,

Akta Basic, GE Healthcare, https://www.gehealthcare.com/) unme je mporec ayroMaTH3oBaH

(cmuka 4.7). Toxom oBor mpoueca nerekrop FPLC mepuo je amcopGaniyy Ha 280 nm u
eNEeKTPUYHY IPOBOIJEUBOCT Ca/IpsKaja KOjH HAITyIITa KOJIOHY, IITO je oMoryhaBaso npenusHo
onpehuBame KOICHTpalKje W BEIMYUHE NMPOTEMHA KOJU ce Cakymubajy. llpaheme Bennunne
MpoTeHHa y cajapikajy koju m3naszu u3 HisTrap konoHe je KOpUCHO jep MOXe /a yKaxe Ha
eBEHTyaJlHE IMpollece JHMMEepu3alije, arperanuje WIH pasrpaame PEeKOMOMHAHTHO

CKCIIPUMHPAHOT IPOTCHHA.

Cunka 4.7. Akta Basic anapar 3a FPLC xpomaTorpadujy.
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Hakon MeranoadguuuTeTHe Xpomatorpaduje, 0Jco/baBame je pal)eHo 1ujamn3oM, Tako MITo Cy
Y30pIIU ca HUKAJ KOJIOHE Y KOjHMa Ce HAJIa3HO )KEJbEHU IPOTCHH CIIOjSHU U CTaBJbCHU y KaCeTy
3a  gujanuzy  (Slide-A-Lyzer  Dialysis  Cassettes,  ThermoFisher  Scientific,

https://www.thermofisher.com/ ciuka 4.8), a kacera je octaBibeHa y xiyaaHoj komopu (4 °C)

TOKOM 48 yacoBa, y3 Mellame Ha MarHeTHOj Melaauiy. TokoM oBor nepuoja ypahene cy nse
3ameHe nydepa. 3anpemuna nydepa y kojem ce oasujasia aujanuza ouna je 10 1, a mydep je
caapxkao 10 mM KoHPO4 + KH2PO4, pH 7,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT u 1,2 mM NADP".
Hakon nujanmse caapikaj je U3 KaceTa 3a IUjalu3y CaKyIubeH U neHTpudyrupan 10 MuHyTa Ha

14 000 g na 4 °C kako O Ce HCTAIOXKUIN EBEHTYaIHH arperati Wik HeanucTohe.

Cinka 4.8. Side-A-Lyzer kacere 3a aujaju3y.

Hakon mnpomeca nujamuse, pekomOmHaHTHO ekcrpumupann 3oXCH-3 u 17BXC/-5
MOJIBPTHYTH Cy TIpenapaTuBHOj ren-guiarpamuju ynorpedom ucre FPLC mammue koja je
xopumhena 3a MeranoapunutetHy xpomaroradujy (Akta Basic, GE Healthcare,
https://www.gehealthcare.com/). Xpomarorpaduja je pahena Ha ren-GpuUITPAIOHO] KOJIOHH
HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (SigmaAldrich, https://www.sigmaaldrich.com/). Mobunny

¢asy je npeacrapibao mydep koju je kopuirher 3a qujanu3y (10 mM KoHPO4 + KH2PO4, pH
7,0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1,2 mM NADP"). Crauuonapny a3y YAHHO je JEKCTPAHCKO-
arapo3Hu MaTpPUKC KOJIOHE. 3ampeMuHa kojoHe Omna je 120 ml, a MakcumanHa 3arpemMuHa

y30pKa ca KojoM je Omio Moryhe paautu TOKoM jegHe xpomarorpaduje 6una je 5 ml.

Ha ocHoBy XxpoMaTorpama cakymsbeHe ¢y (pakiiije ca 1sa Bpxa arncopmiyje Ha 280 nm, jexHor
Ha 88,33 mAU (enen. mili absorbance units) 3a 3aXCJI-3 ogrocHo 95,18 mAu 3a 17pXC/-5,
u apyror Ha 104,41 mAu 3a 3aXC/I-3 ogrocHo 109,86 mAu 3a 17BXC/-5 (cnuka 4.9), mto

6u 3HauMIIO 12 je y (pakuujama Behe MoJieKyJicke Mace (Mambe mAU) 010 10 TUMepHU3alyje.
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Konnerpanuja u uucroha mnpoTemHa ™pOBEpaBaHU Cy CIEKTPOCKONCKM U METOJIOM

neHarypuiryhe nonuakpuiaamMuaHe rei enekrpodopese, o NpoTOKOIUMa KOjU Cy OIUCAHU Y

MMPpECTXOAHUM IIOTIIOIIaBJbUMA.
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Canka 4.9. XpomaTorpamu npenapatusHe reja-¢puarpanuje 30XC/I-3 (rope) n 17pXC/-5 (n0s1e) HakoH
npoJiacka kpo3 HiLoad 16/600 Superdex 200 pg xojiony. Ha x-ocu je mpencraBibeH TOK XpomaTorpaduje
(emmynoHW BOJIYMEH), a Ha y-OCH MpeJcTaBJbeHa je armcopOanna Ha 280 nm (TIaBM 3amuc) W eNEeKTPUYHA
MIPOBOJBUBOCT Tyepa (OpaoH 3amuc).
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Hakon ren-dunrpamnuje 6110 je HEOmX0AHO KOHIICHTPOBATH 100H]eHe peduirhene npoTenHe,
mro je ypalhieno Ha Amicon TyOuIiama 3a KoHIeHTpoBame ca cut off Bpeanomrhy 15-20 kDa

(Millipore, https://www.merckmillipore.com/). Tlpe mnouerka mpolieca KOHIIEHTPOBambA

MIPOTEHUH je CYTUIEeMEHTHPaH KOpakTopoM y BUIIKYy. KoHIIEHTpoBame je pal)eHO CyKIIeCHBHUM
ueHrpudyrupamrumva Ha 4 °C, npu Opsurun ox 14 000 g. HakoH cBakor mnmKiyca
ueHTpudyrupama BU3yeIHo je IPOBEpPaBaHo J1a JH Cy BUAJBUBH arperatu y y30pKy, caapxaj
TyOuIle je W3MellaH OJlarMM NUIETHPAameM M MpOBEpaBaHa je KOHIIEHTpAalMja MPOTEHHA
nomohy HaHozapon cnekTpodoroMeTpa. AJMKBOTH MPOTEMHA KOHLEHTparuja oncera 10-50
mg/ml cauyBanu cy Ha 4 °C 1o nasbe ynorpebe. [IpeuninhaBame mpoTerHa 3a EKCIICPUMEHTE
poTenHCcKe Kpuctanorpadpuje paheno je y Jlaboparopuju 3a CTPYKTYpHY OHOIIOTH]Y

WucryTyTa 32 Oprancky xemujy u 6moxemujy Yemike akagemuje Hayka y [pary.
4.2.9. Ecej TepmajiHOT moMepaja 3a HCIUTHBAK€ CTA0MJIHOCTH NPOTENHA

Tectuparme cTaOUITHOCTH, PACTBOPJLUBOCTH M XOMOTEHOCTH PEKOMOMHAHTHO EKCIIPUMUPAHUX
30XCI-3 u 17BXC/-5 y Hu3y pasnuuutux mydepa paheHO je ca IHJbeM IpOBEpaBamba
CTaOWIIHOCTH CH3WMa Y PpA3IMYUTAM YCJIOBHMAa IITO j€ TPEAyCIOB 3a YCICIIHY
KpHCTanu3anujy. 3a oBy HaMeHy paljeH je ecej TepmanHor nomepaja (ener. thermal shift assay

— thermofluor; Ericsson u cap. 2006, Nettleship u cap. 2008).

Thermofluor ecej je 3acHOBaH Ha pa3MKOBalkby HATHBHO CaBUJEHOI NPOTEMHA O
JIeHATypUCaHOT KopulithemeM (iryopectienTHe Tpode. DyopeciieHIrja mpooe je MHUIN]aTHO
yTHUIIIAHA, alli Kaja ce npobda Hale y KOHTAKTy ca JIEHaTypHCaHUM MPOTEMHOM, BE3yje ce 3a
OTKpHUBEHE XUAPOo(POOHE OCTATKE U3 YHYTPAIIHOCTH, IIPH YeMY J0JIa31 10 (IIyopecleHIyje.
JleHaTypalrja IpoTeHHa 3arpeBambeM je HpeBep3uOuIaH Ipolec y KOMe ce, ako ce rpapuyuku
MIPUKAXKE 3aBUCHOCT CTETEeHa JeHaTypalije (MepsbUBOT MPEKO HHTEH3UTETa (DIIyopecIieHIIn]e
npo0e Be3aHe 3a OTKPUBEHY XUAPO(HOOHY YHYTPAIIHOCT NMPOTEHHA) O]l TEMIIEpaType jacHO
U3/[Baja MOMEHAT TpaH3MUIMje TJe ce Haja3u Im — cpeama Tauka JeHaTypauuje MpoTeuHa.
Hcnutuame ce paau y mamnau 3a Real Time PCR. ¥V cBaku OyHap nocraBsbajy ce pa3induTu

myQepH, yCI0BH KpUCTalIHU3allje Uiu aIuTUBU 332 KPUCTAIIN3AlIN]y.

CucteMm je mocraBibeH y MuKpoTHTap miody 3a Real Time PCR. V cBaku OyHap nonato je
7,5 wr 300 myra xonmentpoBane 0oje Sypro Green (Molecular Probes, ThermoFisher

Scientific, https://www.thermofisher.com/), 12,5 pl 2 myTa KOHIIEHTPOBAHOT WCIHUTHBAHOT

nydepa wim cmemie 3a Kpuctaauzauujy u 5 pl nporenna konuenrpanuje 2,5 mg/ml. Ycnosu

KOoju cy kopuirheHu mpey3etu cy u3 Ericcson u cap. 2006, a mopea cMmema u3 KOMIUIETa
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TeCTUpaHa je BoJia, Kao u mydep y Kome cy npeunnihaBana o6a nporenna (10 mM KoHPO4 +
KH2PO4, pH 7,0, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1,2 mM NADP™). I'opma cTpana MUKPOTHUTAp
wio4ye je 3ajersbeHa mpoBugHoM (ommjom. [lmoue y kojuma ce UCHUTYje CTaOMITHOCT
30XCA-3 u 17BXCA-5 cy mocraBibene y Mamuny 3a Real Time PCR (CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System, BIO-RAD, https://www.bio-rad.com/), u cucrem je y cBakom

nukinycy 3arpeBad 3a 0,5 °C, mouesmu o 20 °C, 3akspyuno ca 90 °C. Tokom oBor mporieca
npaheHa je (QayopecreHnyja peakMOHUX CUCTEMa Ha TalacHOj XykuHU ox 490 nm 3a
excuuTanmujy u 575 nm 3a emucujy. Ha ocHOBYy noOujeHMX Mmomatraka 3a cBaku mydep

KOHCTpyHCaHa je KpuBa:
[=A+B—-A1+t¢t,—tC

rze | mpejcraBiba K3MEPEH HHTCH3UTET (PITyopeciieHIInje Ha TemiepaTypH t, tm je Temneparypa
TOIUBbEHA, OJTHOCHO Cpelhba Tauyka Ha KpHUBOj NeHarypauuje, A u B cy mouetHu u kpajmu
WHTEH3UTET (hiyopecueHiyje, A/ je moueTHU UHTEH3UTET (IyopecleHIje ciene npobde rae
ce yMecTo ImpoTerHa jaojaje Boaa, a C je narub kpuse y natoj Tauku. [lokazano je ga cy oba
npoTerHa ctabmiiHa y BehnHM cMmena 3a Kpuctanu3alujy, Kao 1 Jia je cactaB Imydepa y Kojuma

Cy npeunmhieHr eH3UMH 3a KpUCTalIn3alujy oarosapajyhu 3a ooa ensuma (cnuka 4.10).

3.583
2.983:
2.383]
1.783]
1.183:
0.583] =4
0.017
0617
1.2173
1.817
-2.417-
3017

-(d/dT) Fluorescence (465-580)

T T T T T T

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 g5
Temperature (*C)

Cauka 4.10. Kpuse Tombema 30XC/I-3. Ha x-ocu mpeacTaBbeHe Cy TEMIIEpaType TOKOM HHUKJIyca a y-oca
npejacTaBiba (IayopecieHIjy mpobe Koja je TUPEKTHO cpa3MepHa CTeNeHy JeHarypanuje mporenHa. Kpuse
paznuauTuX 00ja MpeAcTaBsbajy MPOTEUH Y PA3IUINTHM Ty peprMa OJTHOCHO NPEIUTATAHTIMA.
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4.2.10. Penarencka CTpyKTypHa aHaJIn3a
4.2.10.1. Kpucranu3anuja nporemHa

3a kpucramorpadcke cryauje mnpeunmhenu cy ensumu 17BXCH-5 u 3aXC/H-3 u
KOHIEHTPOBAaHU CYKIICCUBHUM LIEHTPUPYTUpambeM y TyOHIlaMa 3a KOHILIEHTPOBaWkE V3
npaheme KOHICHTpanMje Ha HaHonpom crnekrpodoromerpy. KoHleHTpamuje koje cy
MpHUIpeMaHe 3a eKCIIePUMEHTe KpucTanm3anuje kperane cy ce y omcery 1040 mg/ml 3a
3aXCA-3, omnocHo 10-50 mg/ml 3a 17BXCJI-5. MonapHa KoHIIEHTpalija npoTenHa (o6a
ucriutuBaHa AKP11] enzuma cy monekyscke mace 37 kDa) mpu oBOM oricery KOHIICHTpaIyja
mznocwna je 0,27 (10 mg/ml) mo 1,35 uM (50 mg/ml). Kako 6u ce moBehaia crabumHOCT
eH3uMa, y npeunithene u KoHnentposane ensume je goaar NADP™ konuenrpauuje 1,2 mM,
pacTBOpEH y BOJIM, U MCMUTUBAHU JHranj, KoHuentpanuje 1 mM (mpubmmxno Km 3a oba
eH3uMma), pactBoper y JIMCO. 3a kpucranu3anujy anonpoTeUHCKHX (OPMHU MPECKOYEH je
KOpak JoAaBama Juranga. HakoH nomaBama KodakTopa W JHMraHjaa, caapkaj Tyouie je
XOMOTEHHM30BaH OJIarMM MUMEeTHpameM U neHTpudyrupad 10 munyTa npu 6p3uau o 20 000
g Ha temmeparypu ox 4 °C, 1a OW ce HUCTANOKHMJIM CBEHTYaJHH arperatd JACHATYPHUCAHOT
MPOTEHHA UM HEeYHCTOhe MOIMyT MpamiuHe Koje Ou MOrjie OMeTaTH MPolleC KpHcTaau3aluje.
Hakon nentpudyrupama, cynepHarant je npedaueH y HOBe TyOulile, y KOojuMma je 4yBaH Ha

Jey JIOK Cy IUI0YE 32 KPUCTAIM3aIH]jy 00eekaBaHe U MyHhEeHEe Pe3ePBOAPOM.

[Ipe mocraBibama ekcrepuMeHaTa Kpucraiausanuje ypaheH je MpeKpHCTaIU3aIijCKH TeCT,
KOJUM ce yTBphUBao OICer KOHIIEHTpalMja NMPOTEHHa IMpHU KOjeM je Moryhe odeKuBaTu
kpuctanusauujy  (ewen.  Pre-Crystallization  Test, PCT, Hampton Research,

https://hamptonresearch.com/). Tect je 3acHOBaH Ha MOCTaBJbamy eKCIepuMeHara Bucehe

Kanr pacTBOpa MPOTEHMHA Ca HCKOJUKO PA3JIMYUTUX MNPCHUIIUTAHATA, IIPH YEMY CC TpaXu
KOHIIEHTpallja MpOTerHa IpH KOjoj ce 100Mja MmokeJbHa KOMOMHalMja pe3yiTara y Kanuma
(Ouctpa kam, Jak MNpeHUNUTAT, TeXaK aMOppHU MPEeUUNuTaT, OMHMCAHO Yy YIYTCTBY

npousBohaua, Tabena 4.3).

Hakon npekpucTanu3aimjcKkor TecTa, 3aKJby4eHO je Ja je Moryhe O4eKUBAaTH KPUCTAITU3AIN]Y
ca 3040 mg/ml 3aXC/-3, ogaocro 30-50 mg/ml 17XCJI-5, ma cy Te KOHIIEHTpaIHje

IpoTCHUHA KopmuheHe 3a CKCIICPUMCHTC KpI/ICTaJ'II/BaI_II/IjC.
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TokoM TpeKkpUCTaIM3alHjCKOT TeCTa, y CIIy4ajy Ja Cy CBE Kamu OUCTpe Mpernopydyje ce
KOHIICHTPOBAE Y30PKa, JIOK CE Y CIIy4ajy TCIIKUX, aMOP(HUX MPEIMITUTATA Y CBUM KalllMa

npernopydyje pazonaxuBame y3opaka. Ocrane komOuWHaIMje pe3yirara aare cy y radenu 4.3.

Ta6ena 4.3. Komnonerne npexpucraausanujckor tecta (PCT) u moxke/bHe KoMOMHAIUje pe3yaTaTa 3a

NMOKyIIaje KpucTajJu3anuje.

KoMm0Ounarnwmja Hana3a y KanuMa mpu Kojoj ce

Kommnonenra Canpixkaj )
MO’KE€ OYEKHMBATH KPHCTAIN3ALIN]ja
Al 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5
2,0 M (NH4)2S04 naK TEXKAK
) rpaHylapHH OuCTpO amopHHU
Bi 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 MPELUITUTAT NPELUITUTAT
1,0 (NH4)2SO4
0,1 M Tris-HCI, pH 8,5
A2 0,2 M MgClz-6H.0
30% w/v PEG 4000 JaK JlaK
oucrpo rpaHyllapHd  TpaHyJapHU
0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 OPEUUIUTAT  TPEIHUIUATAT
B 0,2 M MgClz-6H20

15% wiv PEG 4000

ExcniepumeHTH KpucTanu3alyje NocTaB/baHu cy momohy poGorta, MeTofoM ceaehe kamu u
pyuHo, metrogoMm Bucehe kamu. CBH €KCHEPUMEHTH Cy H3BONEHHM Yy TMPOCTOPUJU 3a
KpUCTaIM3alMjy, Tako Ja ce Kpucraausauuja ozasujana Ha 18 °C. 3a mnocraBibame
eKCIIeprMeHaTa KpHcTamu3andje nmomohy poborta kopummhere cy Huckonpodpuaae MRC

MHKpOTHTap Iuo4e 3a kpucrtaiusanujy (Jena Bioscience, https://www.jenabioscience.com/,

cirka 4.11). OBakBH €KCIIEPUMEHTH ITOCTABIbAHU CY y BUIY cenehux kamu (enen. Sitting drop).

B

DOIOA,,
NI

DO

Cinka 4.11. Ctpykrypa MRC mukporuTap mioue 3a kpucraauzaumjy (https://www.jenabioscience.com/).
V kBagpartHo nosbe ['pudon noaaje pezepoap, u3 kora moroM OpHKC U3BIaYH IO 3aNPEMHUHE, MELIa ca Y30PKOM
NPOTEHHA U pacropelyje y 3a1aTo MecTo Ha MI0YH (jeJHO O] OKPYIJIMX 110Jba).
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Peueno je na koa KkpucTanu3sanyje MeTooM audy3uje ucnapaBambeM UMaMO 3aTBOPEH CUCTEM
cenehe mim Bucehe Kamu W pe3epBoapa KOjU IpelcTaB/ba (PU3WYKK OJIBOjJEH PacTBOp 3a
KpHUCTaJIHM3alH]y Y HEKOJIHMKO peloBa BenuuHe Behoj 3alpeMruHH O 3apeMHUHE KarybHie. 3a

nonasame 30 pl pesepBoapa y cBaku of 3a To npeasuhenux 96 Oynapa xopumiheH je poOboT

I'pudon (Gryphon, Art Robbins Instruments, https://www.artrobbins.com/, ciuka 4.12).

AN
I\i\\a\\\-\“\‘:“\%
it

Cunka 4.12. T'pudon podor 3a kpucranauzauujy (Art Robbins Instruments).

3a nocraBipame ceaehux kamspuia kopuuthen je po6ot Opuke 8 (Oryx, Douglas Instruments,

https://www.douglas.co.uk/, ciuka 4.13), koju 01 U3 pe3epBoapa U3BJIAYHO 31Ty 3aIPEMUHY
pacTBopa M MeIIao je ca 3aJaToM 3alPEMHUHOM MPOTEHHA, HAKOH Yera Ou (opMHUpaHy Karl

HaHeo y 3a To npeasuheno mecto MRC mukpoTutap mioue.

Cinka 4.13. Opuxkce 8 podot 3a kpuctaauszauujy (Douglas Instruments).
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On yciioBa, OJJHOCHO CMeEIIa Pa3jIMYUTHX CACTaBa 3a KPUCTAIHM3AIN]Y TECTUPAHU Cy HEKHU OJT
KOMEpIHjaJIHO JOCTynHUX Komiuiera mnpenunuranara: PEGs Suite I & II (Qiagen,

https://www.giagen.com/), JCSGH+, Morpheus (Molecular Dimensions,

https://www.moleculardimensions.com/). KommnoHeHTe OBHX KOMIUIETa Hajupe Cy PYYHO

no/aBaHe y 1y0oky Mukpotutap miouy (exen. deep well block), a moTom cy TakBe miode ca
pacnopehenuM cmermama 3a KpucTaiu3aiujy craBjbeHe Ha ['pudon 3ajemno ca MRC
MUKpPOTHTAp IJI04YaMa, Y Koje Cy JoJaBaHe CMEIe 3a KPUCTAIN3allijy y 3a BHUX NMpeaBuheHa
MecTa. 3a CBaKH CET CMeEIIa 3a KPUCTAIHM3AIlN]y T0CTaBJbeHe Cy Karbulle 3anpemune 300 nl, u
TO y OJHOCMMa mpoTemHa W pe3epBoapa 1:1, 1:2 m 2:1. KoHueHTpamuja mpoTeuHa y
excriepuMeHTuMa Bapupana je usmehy 30 u 50 mg/ml, kako je mpemnopy4eHO HaKOH
MpeKpucTanu3anyjckor Tecra. Kpucranusanuja je pahena Oe3 nmranga (amonmpoTeHHCKA
dbopMa), Ka0 ¥ y IPHUCYCTBY HEKOJMKO JIUTAHAIa 33 KOje je M3MepeHa Hajjaya MHXUOWIIHja
aktuBHOCTH 30.XC/I-3, ogHocHo 17BXCJ/I-5. Henmocpenno npe mocraBbama ceaehux Karmw,
cMella nNpoTenHa, Kodakropa, Turanaa u TpomOuHa je uentpudyrupana 10 munyta Ha 14 000

g na OM ce MCTal0KUIIN €BEHTYaIHU arperaTH.

TpombuH je crenmduyHa nMpoTeasa Koja je KopuinheHa 3a ykinamame N-tepmuHamHor Hisg
o0enie)XrBaya ca PEKOMOMHAHTHOT TPOTEMHA W Y Y30paK je JO0JaBaH HEMOCPEIHO Npe
Kpuctanusauuje, y ¢unHanHoj koHuentpauuju 0,1 mg/ml, ma Oum ce y mOCTaBJbEHOM

eKCIIepUMEHTY oaurpasa in situ nmporeonmsa Hise odenexusaua (Plavsa u cap. 2018).

In situ mpoteonm3a Ouia je moryha 3axBasbyjyhul MPHCYCTBY CEKBEHIIE KOjy MpENO3Haje
TPOMOMH Ha peKoMOMHaHTHO excnpumupanM eHzumuma 3aXCJ-3 u 17XCI-5 (PRGSX).
OBa cekBeHIla je cactaBHM neo Bektopa pET28b(+), a Hamazu ce m3a N TepMUHAIHOT
XEKCaxXUCTUIUHCKOT o0enexxnuBaya. [1moue cy 3aTBOpeHe MpOoBUAHOM (DOJTTHJOM U OCTaBJbEHE Y
T3B. XOTeJ 3a KpucTaie Ha uyBame (Minstrel Desktop Crystal Imaging System, Rigaku, Jamnan,

https://www.rigaku.com/) va 18 °C.

ITroue koje cy ce Haa3miIe y XOTeIy 3a KpUCTaje MperienaBane ¢y KopuihemeM BUIJBUBOT
U yATpajbyOMyacTor cBeTiia. AyTOMAaTcKO Mperyiefjake omoryhaBa XoTelcku coTBep ca
KaMepoM. Y ciyyajy MpoHalaxema KpUCTajia, TO3UTUBAH CUTHAJ je OelexeH 3a Kpucrajie
NpOTEeHHA, a HeraTUBaH 3a KpucTale cold. Py4yHO mperiename mioya 3a KpUCTAIU3aLU]y
paheno  je Ha CBETJIOCHOM MHUKPOCKOITY (SZX10, Olympus, Jamamn,

https://www.olympus-global.com/). 3a pasnukoBambe MOHOKpHCTala OJ MOJHUKPHCTAIA

kopuuiheH je ¢puirep Koju monapusyje CBETIOCT Mpe Mpojacka Kpo3 MOCMaTpaHu MaTepHjall.
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3a cmeme y kojuma je kpuctammzaiyja 17BXCJI-5 momohy pobGoTta M KOMEpIIHjaTHO
JOCTYIHHUX CETOBa OMJIa yCIEIIHa, Kao U 3a YCJIOBE MPHU KOjUMa CY JIpYTre UCTPaKUBAUKE FPyIe
yernertao kpucranucane 3aXC/-3 (Couture u cap. 2005, Jin u cap. 2001) nocraBbeHu cy
eKCIIEpUMEHTH KpHCTaIM3alije MEeToIoM Bucehe kamu y muouama ca 24 Oynapa. Ha mHo
OyHapa ctaBspaHo je 500 pl pezepBoapa, a Ha MOKPOBHOM CTaKJIy IOMEIIAH j€ pe3epBoap ca
nporerHoM y omHocuMma 1:1, 1:2 m 2:1, Tako Aa ykynHa 3anpeMuHa Karbuie Oyae S5 ul.
Tpom6uH je nonasan y punannoj konuentpanuju 0,1 mg/ml y cmemnry nporenna, kodaxkropa

" JIMTa"na HENIOCPCAHO ITPEC MMOCTaBJbaba Bucehmx xammu.

4.2.10.2. Caumame qudpakiuuoHe cJInKe 3a J00MjeHe KpucraJe

Kpucranu xoju cy noOujeHH y eKCIIepUMEHTUMA TPOTEHHCKE KpUucTaorpaduje moaBpruyTu
Cy TeCTOBHMA Jia OM ce JJ0OMO OATrOBOP Ha MHUTaka JIa JIU Cy JTOOUjEHU KPUCTAIU IPOTEUHCKH,
Jla A CY Y IATakby MOHOKPUCTAIIH U JIa JTH X-3paliy TUQPaKTY]y MPH MPOJIACKY KPO3 KpUCTATIE.
[Tomohy ynrpasbyOuuacror ¢unrepa y xoreny 3a kpuctane (cnuka 4.14) 6mino je moryhe
pa3IMKOBaTH TPOTEMHCKE KPHCTAle OJ KpHUCTaJla COJU, C O03UpPOM Ha TO Ja Cy camo
MPOTCHMHCKHA KPUCTAIM JaBalld [O3UTHBAH CHTHAJI KOJU HAcTaje yclel HWHTEPaKIIHje
CBETJIOCHUX 3paKa M3 yJITPaJbyOM4acTor Jiena CIeKTpa ca OCTallMa apOMaTHYHUX aMHUHO-
KHCEJIMHA Y TPOTeNHY. MOHOKPHCTAIU Cy JeTeKTOBaHH ToMohy nojapu3anuoHor ¢uirepa 3a
CBETJIOCHH MHKPOCKOII, TIOIITO TAaKBH KPHUCTAJIH MpeTaMajy CBETJIOCT Ha UCTU HAYHH, TaKo Ja
cy 6unu ucto 0060jeHu Mo/ MoJAPU3AIMOHUM (PIIITEPOM 32 PA3NIUKY O MOJIUKPUCTAIA KOJH Cy

OWJIM IIapEHU MO/ MOJIAPU3ALUOHUM 00j€KTUBOM.

Canka 4.14. IIpoTeMHCKHN KPUCTAIN MO/ BLVbMBOM 1 YB cBetsiomhy mukpockona.

donrja Ha TIOYaAMa 3a KPUCTAW3AIM]y je u3pe3aHa W u3 OyHapa Cy TOJ MHKPOCKOTIOM
yIIellaHd KPUCTAJIM HajJIOHCKUM TeTJbama oaroapajyhe senmmunne. Kpucranu xoju cy uzpacinu

y cMelllama 3a KpUCcTalIM3alnjy KOju He npunaajy Morpheus KOMILIETY Mpe CKIaJUIITEHha Cy
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MOTANaHu Yy MPEUUNUTAHT ca KpuompoTekTaHToM (20% rinuepos) Koju je HMUIEeTHpaH y
OKOJIMHY OyHapa y 3alpeMHHHU O HEKOJIUKO MHUKpPOJIUTApa, JOK KOJ KpHUCTalla KOjU Cy ce
M0jaBWIM KopuinhemeM Heke oja cmerra u3 Morpheus komruieta oBaj kopak Huje OHO

HEOITXOaH jep 0Baj KOMIUIET Y CBaKOj CMEIU CaJPKU KPUOTIPOTEKTAHT.

Kpucranu cy 6p30 CMp3HYTH TEYHHM a30TOM M YCKIIQJAWINTCHU Y BHjajlMa Y KOHTEJHEpUMA
ca TeYHUM a30TOM JI0 CHUMamwa audpakuuje. KpanurteT nudpakiyje Kprcraia TECTUPaH je Ha

mudpakromerpy Jlabopatopuje 3a ctpykTypHy Ouosorujy y Ipary (ciuka 4.15).

DacTAs
YILATUS

PILa S5
SO00K

Camnka 4.15. Kpucran 30XC/I-3 nocraB/beH Ha roHHOMeTap AudpaKTomMeTpa.

VYpehaj ce cactoju o1 u3Bopa x-3paka MicroMax-007 HF Microfocus u VariMax VHF ArcSec

koH(pokamHor ontuukor cuctema (Rigaku, Jaman, https://www.rigaku.com/). Temmepatypa

Kpuctana oapxasa ce Ha -173,15°C (100 K) momohy cucrema 3a xmaheme Cryostream 800

(Oxford Cryosystems, Benuka bpuranuja, https://www.oxcryo.com/). Kopumrhen je AFCI11

partial-y ronnomerap ca 4 oce (Rigaku, Jaman, https://www.rigaku.com/) u nerextop Pilatus

300K (Dectris, lIBajiiapcka, https://www.dectris.com/).

[Tomohy oBor mudpakTomMeTpa 3a CBaKy KPUCTAJI YTBPHUBAHO Ja JIM TIOCTOjU audpakiuja, aa
JIM je OHA TOPEKJIOM O/ MPOTEUHA, KOja Pe30iiylinja ce MOXKe OYSKHBATH TPUIMKOM CHHUMAakbha
IQpakLIUOHE CIMKE U J1a JIU TI0CTOoje MpobiaeMu y AU(ppaKIfju, Kao MITO je MO3auYHOCT WUIIH
T3B. twinning (mojam ce oHOCH Ha JBa WJIM BHIIE KPUCTajda KOjU PACTy CIEIUBEHH TaKo Ja

JeTIe jelaH 3ajeTHIMYKH JIe0 KPUCTATHE PEHIeTKe, ITO OMEeTa CHUMame AU(PAKIIMOHE CITUKE).
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Kpucramu cy u3 TedHor a3oTa npeHeTH Ha aAudpakroMeTap, Iie UX CHCTEM 3a XJaleme ApKu
y CMpP3HYTOM CTamy, 1 HAKOH CHHMarma BpaheH! y TEUHH a30T I'/Ie Cy YyBaHHM J0 CHUMamba Ha
cunxporpony. Capanuuim u3 [Ipara cy Ha cuaxporpony BESSY 11 y Bepnuny (Gerlach u
cap. 2016) cHUMWIM KOMIUIETHY AudpakinuoHy ciuky (ciuka 4.16) 3a kpucraine Koju cy
nokazanu audpaknujy Ha HMHctutyty. udpaknmone cinuke obOpahene cy momohy XDS
codTBepa, TaKo Jaa je Taukama Judpakiivje IPUIKCaH HHTEH3UTET U MO3HIIHja, ojpehena je u
MaKCHUMaliHa pe3oiyluja audpakimoHe Mame ¥ IpOCTOpHA rpyna KpucTaja, Kao U JUMEH3H]e
enemenTapue henuje kpucranne pererke (Kabch, 2010). ludpakinuona ciuka npeacraBiba
CTPYKTYpPY KpHUCTaJa y HMHBEpP3HOM npoctopy M momohy ®PypujeoBux Tpanchopmanuja
IIpeCIMKaBa ce y peajHu MpocTop. 3a CBaKHM KpUCTaJ 100UjeH je .mtz (aji1, Ha OCHOBY Kojera

j€ KpeupaHa Marna eJIeKTPOHCKUX I'YCTHHA HAKOH pellaBama (a3Hor mpodiema.

Cauka 4.16. udpaknnona cimka HaKOH cHHMama Kpuctrajga 17pXCJI5 y TepHApHOM KOMILIEKCY ca
xopakTopom NADP* u uaxuéutopom J1C7.

4.2.10.3. OgpehuBame cTPpyKTYpe 100MjeHUX KPUCTAJIA

Jlo6ujenn .mtz ¢ajn kopuirheH je 3a peliaBambe CTPYKType MoMohy MpOrpaMcKor MakeTa
CCP4i (Project 1994, Evans 2014). Hajmpe je momohy niporpama Phaser (McCoy u cap. 2007)
METOJIOM MOJIEKYJICKE 3aMEHE JOO0H]eH MHUITH]jaTHI MOJIEIT 3a U3padyHaBame MoYeTHUX (asza
npoTenHa. 3a MOJIEKYJICKY 3aMeHy Kopuihena je crpykrypa 17BXCI-5 koja je y I1J1b 6azu
cadyBaHa moj npuctynHuMm kogom 1ZQS5 (Qiu u cap. 2005) y koMOuHanmju ca .mtz ¢ajmom

no0ujeHMM HaKOH CHUMama Audpakiuje Hamer kpuctana. Kao pesyarat Mojekyscke 3aMmeHe
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no6ujer je .pdb daji. Osaj .pdb dajn je yraumaBan 10 cradbuinmsanuje R daxropa u R-free
BPEIHOCTH KPO3 HEKOJIMKO HTepanuja y nporpamy Refmac5 (Steiner u cap. 2003, Murshudov
u cap. 2011). Ha xpajy cBakor nukiyca je gooujet je Hou .pdb daji u mobosbiiane dase, koju

Cy KOMOMHOBAHU ca MOYETHUM .mtz (ajiioM 3a cieaehu HUKITyC yTadmbaBama.

3a crpykrypy 17BXCJI-5 y komriuiekcy ca jemumemem J[C7 Omino je moTpeOHO CMamUTH
pesonynujy 1a 6u ce moehana KOMIUIETHOCT MoJIeNa, T1a je pe3oiyIHja cMamena ca 1,1 A na
1,4 A. Hakon crabummsanuje R dakTopa, NpUCTYIHIO Ce BH3YeIHO] MPOBEPH H PYUHOM
yTaumbaBamwy JOOMjEHOT MOJEJIa y PpEaTHOM MpOCTOpY, Tako Ja ce J0OHjeHH MOJell
MaKCHUMAaJIHO yKJana y eKCIEepUMEHTAIHO YTBpheHy Mamy eJIeKTPOHCKHMX T'yCTHHa (CIUKa
4.17). Y oBOM KOpaKky je AoJaT W JHUTaHJ, 0K je KOpaKTop Mmpey3eT u3 OMOIMOTeKe TOKOM
MOJICKYJICKE 3aMEHE. 3a Tperiie/iabe U PYYHO yTaulhaBamke MojIesa JOOUjESHOT Y MPETXOTHIM
KopaluMa, Kao ¥ 32 MUHHUMHU3aIMjy eHepruje, kopuuiheH je nporpamcku maket Coot (Emsley
u cap. 2010). Tlonpasipame je BpmieHo npema 2F0-FC Mamnu, Koja nmpeacTaBba KOMOHHAIIN]Y
MoCMaTpaHuX MoJaTaka JOOUjeHUX Y SKCIICPUMEHTY CHUMama Tudpakiuone ciuke, Fo, ca

HajHOBI/IjI/IM aTOMCKHUM MOJCJIOM, FC, HAKOH JaTOI' HUKIIYCa yTaulkbaBama.

Cauka 4.17. Uceuak u3 2F0-Fc mane ejgekrponckux rycruda 17pXC/I-5 y kommiekcy ca urangom 1C7.
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4.2.11. MoJieKyJCKH JOKHHT

Mertoma Moitekysckor mokuHra je in Silico meroma 3a mpeasuhame NpPOTEHH-TUTAHI |
MPOTEHH-TIPOTENH HMHTEpaknuja. Kao pesynrar MOJIEKYJICKOI JOKHMHIa J00HMja Cce HU3
HAjTIOBOJPHMJUX OpHjEHTallMja JUraHAa y NMPOTEUH-TUTaHA KOMIUIEKCY, a npeaBuba ce u

aQUHUTET WK SHEPruja Be3uBamba 3a CBaky opujeHTauujy (Lengauer u Rarey 1996).

Kao mona3na Tadka 3a MOJIEKYJICKH JOKHHT KopuiiheHa je kpuctaiHa cTtpykrypa 3aXCJ-3 y
KOMILIEKCY ca kopaktopom NADP™ 1 ypcomeokcnxoaaToM Kao JTUrauaoM (TIPUCTYITHA KO Y
[I1b 6a3u: 1IHI, Jin u cap. 2001), a 3a nokunr 17XCJI-5 kopunrheHa je CTpykTypa eH3uMa y
KoMmIuIekey ca kodakropom NADP' u crepouanuM uuxubutopom EM1404 kao nuranmaom
(mpuctynau kox y IIJIB 6asu: 1ZQS5, Qiu u cap. 2005). 3a cBaku NMPOTEHUH, KOjU C€ y
MOJIEKYJICKOM JIOKHHTY O3Ha4aBa Kao PerenTop, oJadpaH je Mo jefaH JaHal u3 qumepa (IpBu
y cekBeHIH, y .pdb ¢ajiny o3HaueH Kao JaHaI| A), YKIOHkEHHU Cy CBH MOJICKYJIH BOJIE, KA0 M CBU
JUTAaHAA W Majld MOJIEKYyJIM OCHM KodakTtopa. OBakaB NpOTeWH je TOMONy CKpHUIITe
,receptor.c” y okBupy nporpama VegaZZ (Pedretti u cap. 2003) npunpemsbeH 3a JOKUHT TaKO
IITO Cy MY JI0/IeJbCHH aTOMH BOjIoHKMKA U Gasteiger-oa nmapiiijaaHa HaenekTpucama. OBakaB

MOJIEKYJ cadyBad je y .pdbqt popmary 3a cumymaimje MOJICKYJICKOT TOKUHTA.

Jluranau cy kpeupanu momohy mporpama Avogadro 1.1.1. (Hanwell u cap. 2012). I'eometpuja
JUTraHaja yTadymaBaHa je y mosby cuie MMMF96s, y 4 kopaka MUHUMH3AIM]E TIO IIUKITYCY,
IpU aIrOPUTMY MHHMMH3ALMje KOju omoryhaBa HajcTpMHjU maj eHepruje (ewen. steepest
descent). JlerajbHHUje yTaumaBame TIeOMETpHje JMraHaga paheHo je MOJyeMIUPUjCKU
KBaHTHOMEeXaHW4KH roMohy nporpama Gaussian 08 (Frisch u cap. 2016), Ha HUBOY TeopHje
B3LYS5, ca ocnoBom 6-31G(d). Hakon yraumaBamwa, momohy ckpunre ,,ligand.c* xoja nocroju
y okBupy Vega ZZ noxaesbeHa cy Gasteiger-oa mapiujaiHa HaeleKTpHCamba M JUTaHAU CY

cauyBaHu y .pdbqt popmary.

Mana pemterke (enen. grid map, civka 4.18) mel)y pazauuuTiM TUIIOBUMa aToMa pelenTtopa u
JUraHaza 3a CBakd pelenTop u3pauyHara je nomohy codrteepa AutoGrid4 y oxBupy
AutoDockTools (Cosconati u cap. 2011, Morris u cap. 2009). Ha ocHOBY KoopauHaTa
penieniropa oapehene cy nuMeH3uje HajMame Moryhe KOIKe y KOjy Y MOTIYHOCTH MOXE Ja Ce

CMECTH MCITUTUBAHU NIPOTEUH (exen. max grid).
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Pasmak u3Meljy 4BopoBa peruerke y okBupy Mame (enen. grid spacing) usnocuo je 0,375 A.
Marme 3a nurasjae Ccy padyHare 3ajeIHO ca eJIEKTPOCTATHYKAM U JIECOJIBATAIIMOHHM

MOTEHIINjaJIOM y3 BPEIHOCT AUETIeKTpuuHe KoHcTaHTe -0,1465.

Canka 4.18. [lonemaBame pemerke 3a AutoGrid y okBupy PyRx unrepdejca, penentop 3aXC/I-3 mon
npuctynaum kogom y IIJIB 6a3u 1THI (Jin u cap. 2001).

[TodeTHa mo3umnMja TUraHaa, OpyjeHTAIH]a U JUEIapHA OJICTYyama OWIN Cy HacyMU4dHH. bpoj
creneHu cnobose (Opoj Be3a oKkO KOjuX je mMoryha poranuja) 3a CBaku JUrasja oapehen je

TOKOM (ha3e mpunpemMe JUraiaa.

3a MoJieKyJICKH TOKUHT KopuitheH je JlamapkoB reHeTnuku anroputam (Morris u cap. 1998,
Morris u cap. 2009). MakcumManan 6poj nporieHa enepruja 6uo je 2 500 000, a 6poj jeanHKH
nomyarnwje 3a JlJaMmapkoB reHeTHUKH anroputam 0uo je 150. 3a cBako jeAumHeHhe U3BPIICHO je
50 XuOpUIHUX CUMYJIAIN]a, ¥ TOJIHMKO je JOOW]jEeHO TOTEHITUjATHIX OpHjeHTAIM]a TUTaHaja, ca
npolleHaMa eHeprija Be3uBama 3a cBaky opujeHtanujy [kCal/mol]. Pesynratu cy
aHamM3upaHu nopehemeM T00MjeHUX NMPOLEHEHUX eHEpruja Be3uBama, Ka0 U BU3YEITHOM
npoBepom nomohy nporpama PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Schraodinger,
LLC.). M3na3uu dopmat cumynamuja 6uo je .dlg, Tako aa je OMIO HEOIMXOJHO MPEBECTH
nobujere pesynrare y .pdb, mrTo je yaumeHo npeko ckpunre ,,dlg to pdb multimodel.c* y

OKBHpPY IPOrpPaMCKOr nakera VegaZZ.
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Cumymnarnuje 3a AutoGrid u AutoDock cy pahene naspuHcku, momohy cepepa Hammonamsor
HHCTHTYTa 3a OMOMeAMIMHCKA HM3pauyHaBama (ewen. National Biomedical Computational
Resource — NBCR) (Ren u cap. 2010, Li u cap. 2006) y3 nomoh codrepa PyRx (Dallakyan u
Olson 2015). 3a cBaku perentop pal)eH je KOHTPOJIHH JOKUHT, IJI€ j€ Y CUMYJIAliji KOPUITheH
OpPUTHMHAIIHU JIMTAH]| W3 KPHCTAJIHE CTPYKType Koja je kopuinheHa (ypcoACOKCHXOJaT Y
cnyuajy 30XCJI-3, omnocHo EM1404 y cinywajy 17BXC/-5). HokuHr Om ce cmarpao
YCIEITHUM aKO OM HaKOH KOHTPOJIHOT JIOKMHTa BehrHa 10OWjeHUX OpHjeHTallja OAroBapana
OpHMjeHTaIlMjH KOja je yOueHa y KPUCTAJIHO] CTPYKTYpPH, Y3 pasyMHE NpeaBuleHe eHepruje
Be3nBama. Kao pe3ynrat MOJIEKyJICKOT JJOKWHTA 33 CBAKO JEIUCHE JOOH]CHE Cy MPOICHCHE
enepruje BesuBama [KCal/mol] u opujenranmje muraHaga Ha OCHOBY KOjuX je Omino moryhe

MIPEIBUICTH MHTEPAKIIM]e KOje ce OcTBapyjy nu3mely aroma pernenropa v JuraHjia.
4.2.12. MoJiekyJicKa TMHAMHUKA

Mornekyicka auHamuka je in silico merona koja omoryhasa npahemne eBOJTyIHje MOJIEKYJICKUX
crcTeMa TOKOM BpeMEHa Ha OCHOBY IOJYEMIIMPHjCKUX KBAaHTHOMEXaHHUKUX M3padyyHaBamba,
KOja ce M3BpIlIaBajy 3a cBaku aToM cucrema. KopumrhemeM oBe Merone Moryhe je ucnuratu
CTa0MJIHOCT W MPATUTH TOHAIAKkE MAaKPOMOJIEKYJICKOI KOMIUIEKCA Y TOKY BpeMeHa Yy
oJpeheHOM OKpY’Key WU y3 MPUMEHY CHOJbAlllbUX CUla. Y 0BOj IucepTanuju npaheHa je
JIMHAMHUKA TEPHAPHOI KOMIUIEKCA MNpoTerH-Kopakrop-murana ca 3aXCJ/-3, NADP™ u
jenumemeM JbI'6, kao jerHUM oA Hajjauyux U HajcnenUUUHUJUX UHXUOUTOpa U3 OUbINOoTEKE

ACpUBATa )XYYHUX KHCCIINHA.

VY npBOM KOpaKy MPUIIPEMJbEH j€ KOMIUIEKC MPOTEHHA ca KO()aKTOpoM M JuranjoM y .pdb u
.psf (enen. protein structure file) hbopmatuma. IToueno ce on crpykrype koja je y I1JIb 6a3u
nenoHoBaHa o npuctynuuM kojom IHI (Jin u cap. 2001) v npencraBiba CTPyKTypy XyMaHe
30XCH-3 y kommiekcy ca NADP® u ypconeokcuxonaroMm. M3 Monena Cy yKJIOH-€HU CBU
XeTepoaToMH OCUM Ko(akTopa, U MOJeN je OpucameM jeTHOT JaHLA CBEJIEH Ha MOHOMED.
Koopaunate nuranna JbI'6 y3ere cy u3 cumynanuja MOJEKYJICKOT JOKHMHIA, IPU YeMy je
onabpana KoH(pOpMaIlija JIMTaHa ca HajjauuM MPoIeHheHUM aMHUTETOM Be3uBama. M3mehy
TUraHaa, KopakTopa ¥ aMHHOKHCEIHMHCKUX OCTaTaka y akTUBHOM MECTy €H3MMa HHje OHJIo
CTepHHX CMeTHH, a juraga JbI'6 ymao je y aKTHBHO MECTO €H3uMa CIMYHO Kao
YPCOJEOCUXO0JIaT y KPHUCTAIHO] CTPYKTYPH, TaKO Jia Cy NMPOTEUH ca KOPAKTOPOM U JIUTAH

cjenumenu y jeman .pdb daj.
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3a nmobujame cTpykTypHOr ¢ajna nporenna (.psf) xopumhen je VMD mporpamcku maket
(Humphrey u cap. 1996). Ctpykrypuu ¢aji caipu IOJaTKE O Be3ama, YIJIOBHMa U
MIPOCTOPHUM YTIIOBHMA 33 CBAKH aTOM HJIM TPYIy aroma y MoJiekyiy. [la 6u ce moouo .psf dajn
om0 je moTpeOHO 00e30eIUTH MOJAaTKEe O TOMOJOTHjU 3a MPOTECHH, JUTaHI U KodakTop.
Tonomnomku ¢ajinoBu, y Kojuma Cy caapkaHu mojanu o Moryhum Be3ama m3mely atoma 3a
nporeuH (Huang u cap. 2016) u xodakrop (Vanommeslaeghe u cap. 2010) noctynHu cy Ha

cajry CHARM++ mossa cune (http://mackerell.umaryland.edu/charmm_ff.shtml; Brooks u

cap. 2009), xoje je kopuitheHo y oBoj cumyJanuju. Jla 01 kperparme CTpyKTypHOT (ajia 6uiio
YCIECIIHO YKJbYYECHHU CY M TOIOJIOIMIKH (DajioBH 3a BOJY M HyKJIEHHCKe kucenune (Foloppe u
MacKerell Jr. 2000). Tormosomky moaary 3a JIMraq J00ujeHu cy npexo SwissParam cepBepa

(https://www.swissparam.ch/, Zoete u cap. 2011) y OKBHPY IIBEJICKOI HHCTHTyTa 3a

OnonH(pOPMATHKY Ha OCHOBY CTPYKType JMTaH/a, Koja je 3a MmoTpede cepBepa MpUKazaHa y
.mol2 ¢opmary. CtpykrypHu ¢ajn nobujeH je kopumhemem ckpunre psfgen.tcl, koja je

moauduxoBana u3z Hsin u cap. (2008) na Ou onrosapana Halem MOACIY:

# kreiranje strukturnog fajla za kompleks 3ahsd-3 NADP+ LjG6
package require psfgen

topology top all36 prot.rtf

topology top all36 na.rtf

topology toppar all36 na nad ppi.str
topology toppar water ions.str
topology 1ljg6.rtf

mol new large cube.psf

mol addfile large cube.pdb

readpsf large cube.psf

coordpdb large cube.pdb

3a cuMyaIjy MOJIEKYJICKe TUHAMKKE OUiI0 je moTpedHo in Silico cumynupatu ycioBe Koju
BEPOJOCTOJHO OMHKCY]Y CUCTEM Kaja je MOJIEeKyJ MpoTenHa ypomeH y chepy TIP3P monekyna
Bozie. IlpBodutHO je ox TIP3P monekyna Boge gopmupaHa KolKa, Koja je Ouiia HajMamux
Moryhux auMmeH3Wja NpU KOjUMa je 3aJ0BOJbEH YCJIOB Ja je 1e0 HPOTEUH OKPYXKEH
MoiekyirmMa Bojie. Koiika je poTupaHa u u3 me je uceueHa cgepa y Kojy je yrnucaH IpoTeHH.
[Ipeunuk cdepe je Hajmamu Moryhu mpu kojem cdepa jolr yBeK MOXKE Y MOTIYHOCTH Jia
OKpyu nporenH. OBO ,,MOJIEKYJICKO ypamamwe’’ je yunmweHo nomohy VMD mporpamckor
naketa, kopumrhemem ckpunrte wat_sphere.tcl xoja je mpurarohena u3 Hsin u cap. (2008) 3a

noTtpede Haller eKCIepruMeHTa:
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# Ucitaj .pdb i .psf fajlove
set molname lihiapo LJG6 a
mol new ${molname}.psf
mol addfile ${molname}.pdb
# Odredi koordinate centra mase proteina
set cen [measure center [atomselect top all] weight mass]
set x1 [lindex S$Scen 0]
set yl [lindex Scen 1]
set z1 [lindex S$Scen 2]
set max O
# Odredi najvece rastojanje atoma iz proteina od centra mase
foreach atom [[atomselect top all] get index] {
set pos [lindex [[atomselect top "index Satom"] get {x y z}]
0]
set x2 [lindex S$pos 0]
set y2 [lindex Spos 1]
set z2 [lindex S$pos 2]
set dist [expr pow(($x2-5$x1)*($x2-Sx1) + (Sy2-Syl)*(Sy2-Syl)
+ ($22-521)*($22-521),0.5)]
if {$dist > S$max} {set max $dist}
}
mol delete top
# Okruzi protein kockom od 25A vode
package require solvate
solvate ${molname}.psf S${molname}.pdb -t 25 -o large cube
resetpst
# Napravi novi .psf i .pdb proteina okruzenog vodom
package require psfgen
topology top all36 prot.rtf
topology top all36 na.rtf
topology toppar all36 na nad ppi.str
topology toppar water ions.str
topology 1ljg6.rtf
mol new large cube.psf
mol addfile large cube.pdb
readpsf large cube.psf
coordpdb large cube.pdb
# Obrisi suvisne molekule vode
set wat [atomselect top "same residue as {water and ((x-S$x1)* (x-
$x1) + (y-Syl)*(y-Syl) + (z-$zl)*(z-$zl))<(Smax*Smax)}"]
set del [atomselect top "water and not same residue as {water
and ((x=$x1)* (x-$x1) + (y=-Syl) * (y-$Syl) + (z=Szl)* (z-
$z1l))<(Smax*Smax) }"]
set seg [Sdel get segid]
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set res [$del get resid]

set name [$del get name]

for {set i 0} {$i < [llength $seg]} {incr 1} {
delatom [lindex $seg $i] [lindex S$res $i] [lindex S$name S$i]
}

writepsf S${molname} ws.psf

writepdb ${molname}_ws.pdb

mol delete top

mol new ${molname}_ws.psf

mol addfile ${molname}_ws.pdb

# Napisi centar mase 1 precnik sfere, trebace za simulaciju

puts "CENTER OF MASS OF SPHERE IS: [measure center [atomselect

top all] weight mass]"

puts "RADIUS OF SPHERE IS: Smax"

mol delete top

Hakon ypamama y cdepy Boje (ciuka 4.19), komriekc je BU3yelHo NpOBEpeH KopHUIlhemeM
coprBepaVMD u PyMOL na 6u ce yTBpIuiIo Aa TOKOM MpoIieca ypamama HUje JOILIO 0
HapyliaBama CTpyKType. OBaKko MPHUIPEMIbEH TEPHAPHH KOMIUICKC MPOTCHHA, KOpaKkTopa U

nHXHOUTOpa OUO je cripeMaH 3a CUMYJIAllijy MOJIEKYJICKE TUHAMUKE.

Cimuka 4.19. Mouekya nporenna 30XC/I-3 okpy:ken cepom Boge y VMD co¢rsepy. Jbyouuactom 60jom
NpEe/ICTaBJbEH j& OCHOBHHU JIaHAIl TIOJIMIIENTH/IA, a iaBuM BaH nep BancoBum cdepama cy npukazaHu Juranj u
kodakTop. Monekynu Boae cy npeacTaBJbeHU LPBEHO-0EINUM TauKama.
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Cumynanuja MoJieKyJicke AuHamuke BpiieHa je momohy NAMD codtsepa (Phillips u cap.
2005), xopumhewem CHARM++ mossa cuiie (Brooks u cap. 2009). 3a cumynamujy
MOJICKYJICKE IMHAMHUKE OWIIO jeé HEOMXOIHO 00e30eIUTH MmapamMeTpe 3a CBaKM aTOM OJHOCHO
rpyny aroma. Ha ocHOBY mapamerapckux (ajimoBa onpehuBane cy cuie U eHepruje 3a CBaku
atom. [lapameTrpu 3a aToMe POTEHHA, MOJICKYJIa BOJIe U KOaKTopa OMIIM Cy AOCTYITHH Ha
cajty CHARM++, nok cy mapamerpu 3a juranja nooujenu momohy SwissParam cepgepa,

3ajeIHO Ca TOIOJIOIIKKM (ajIoBHMa Ha OCHOBY CTPYKTYpe JHuraiaa y .mol2 ¢popmary.

Jla 6u ce ucnurtana GyHKIIMOHATHOCT CUCTEMA, HAjIIPEe je TECTHpaHA CUMYJIAIHja MOJICKYJICKE
nunamuke komiuiekca 30XCJI-3 — NADP* — JbI'6 y kparkom untepsany (0,1 ns). Kana je
yTBpheHo Ja cumynanuja paau 0e3 cMeTHHU, MPUCTYNWIo ce cumynanuju on 20 ns, kKoja je
ypahena Ha cepBepy /JlemapTmana 3a MaTeMaThky W HH(OpMATHKy, Ha AXiom Kiactepy

Jlaboparopuje 3a pa3Boj HHPOPMAITMOHUX CHCTEMA.

Cumymnanuja je Bpuiena Ha Temnepatypu oa 310 K, y NVT cucremy (6poj aToma, 3aripeMuHa
cucreMa U TemIeparypa OWIM KOHCTaHTHM TOKOM Tpajama cumynauuje). Cumynanuja je
obyxsaraina 1000 kopaka munumuzanje u 200 000 kopaka eKkBHIMOpaIyje, MPU Y4eMy je
Tpajame jeTHOT BpeMEHCKOT Kopaka ouio 1 fs, Tako Aa je yKyImHO Tpajame cuMylaiuje Oumio
20 ns. Hakon cumynanuje ananusupane cy RMSD (ewnen. root mean square deviation) u RMSF
(enen. root mean square fluctuation) BpeaHOCTH, KOje Cy H3pauyHaTe W3 TpajeKTOpHje
cumynanuje (.dcd). Cumynamnmja je mperyienaHa u BusyeiaHo, nmoMmohy codrtBepa VMD u
PyMOL. Hakon cumynamnuje noduje je uznasuu .log dajn, xoju je xopumheH 3a aHaIu3y
IIPOMEHE eHepruja CUCTeMa TOKOM Tpajama CUMyJaluje. AHAIN3E TPajeKTOpHje U U3Ia3HUX
dajiosa pahene cy momohy R mporpamckor jesuka u Rstudio okpysxema (R Core Team, 2017).
3a aHanu3y TpajekTopuje cy kopunihemem VMD nporpamckor nakera orBopenu .psf u .ded
(dajmoBu, na 6u ce Hanpasuo HOBU .dcd, dajn Koju je cagpikao CBaKHM JECETH KOPaK U Ha Taj
HauuH je 1ooujeH Mamwu (aji. OBaj (pajn mMorao je Aa ce yuuTa Ha IPOCEUHOM padyHapy ca 32
GB RAM memopuje 1 kao TakaB 610 je mogo0aH 3a aHanu3y y okpyxkemy R Studio. Ckpunra
3a nooujare RMSD u RMSF npunarolena je 3a morpede MCTUTHBAHOT KOMIUIEKCA U3 TTaKeTa
Bio3d y okBupy mporpamckor jesuka R (Grant u cap. 2021).

# ucitaj potrebne biblioteke za rad

library ("bio3d", lib.loc="~/R/win-library/3.3")
library ("bigmemory", lib.loc="~/R/win-library/3.3")
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# ucitaj dcd i pdb i definisi varijable

dcdfile <- "3ahsd 1jg6 20ns.dcd"

pdbfile <- "3ahsd 1jg6 20ns.pdb"

dcd <- read.dcd(dcdfile)

pdb <- read.pdb (pdbfile)

# poravnaj frejmove po CA

ca.inds <- atom.select (pdb, elety="CA")

xyz <- fit.xyz (fixed=pdbS$xyz, mobile=dcd,
fixed.inds=ca.inds$xyz,
mobile.inds=ca.inds$xyz)

# izracunaj RMSD i RMSF

rd <- rmsd(xyz[l,ca.inds$xyz], xyz[,ca.indsS$xyz])

rf <- rmsf(xyz[,ca.inds$xyz])

plot (rd, typ="1", ylab="RMSD", xlab="Frame No.")

points (lowess (rd), typ="1", col="red", 1lty=2, lwd=2)

[IpoMeHa noTeHIIMjaTHE €HEPTHje cUCTeMa TOKOM CUMYJIalldje pauyHaTa je CKPUIITOM Koja je

takolhe npey3era u3 Bio3d nakera u npunarolena 3a ucnutuban cucrem (Grant u cap. 2021):

# ucitaj izlazni fajl nakon simulacije

a <- readLines ("3ahsd 1jg6 20ns.log")

# izdvoj redove koji definisu vrednosti energije sistema

grep ("ENERGY : ", a,value=TRUE)

# napisi fajl koji sadrzi samo informacije o energiji sistema
fileConn<-file ("3ahsd 1jg6 20ns energije.txt")

writeLines (c (grep ("ENERGY: ", a,value=TRUE)), fileConn)
close (fileConn)

# importuj kao data frejm novi fajl

view (3ahsd 1jg6 20ns _energije)

# za svaki vid energije konstruisi grafik u zavisnosti od vremena
timestep=energijes$v2

ukupna energija=energije$vl2

plot (timestep, ukupna energija,xlab="vreme simulacije
[ps]",ylab="E[kcal/mol]",col="red")
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5. PE3YJITATHU U IUCKYCHUJA

5.1. EH3UMMCKa aKTHBHOCT XeTepoJiorHo ekcnpumupane 3aXCJI-3

3a motpebe in Vitro ekcriepuMEeHTAIHOr Jiejia OBE JHcepTalje eKCIPUMUpaHa je XyMaHa
pexomOuHanTHa 30XCJ[-3, koja ce Hanmaswia y UEHTPY HCTPaKMBama, Kao M CPOJHA
XUAPOKCUCTepon T nexuiaporenaza wu3 mnornoponuiie AKPIL, 17pXCH-5, xoja je
eKCIpuMHUpaHa paau yTBphuBama cremuduuHoctd uHXxuOunuje. OOa eH3uma cCy
eKcIpuMHupaHna y cucremy 6akrepuja E. coli coja BL21(DE3) tpanchopmucanux mia3MuauMa
PET28(b)+, xoju cy campxkamu rene 3a 3aXCJ-3 oxmmocuo 17BXCJ-5. Ekcmpecuja
PEeKOMOMHAHTHUX €H3UMa o/iBUjana ce 6 yacoBa Ha 37 °C, HakoH uHaykiuje nogatkom IPTG.
bakrepuje cy moTroM JnHM3MpaHe MW MeTOoJaMa METANTOAQUHHUTETHE W Tell-(OUITpalioHe
xpomarorpaduje u30J0BaH je mpeuyuinheH eH3uM, 4YHja je KOHIeHTpaluja onapehuBana
MeToaoM 1o bpaadopny, a yncroha nmpoBepaBaHa NOJIMAKPUIIAMUIHOM TNl EICKTPOPOPE30M
y nenarypuinyhum ycinosuma (SDS-PAGE). Jlo6ujenu cy eH3uMu 3a10BoJbaBajyher npuHoca
u yrctohe (aerasbHUje onmcano y nornornasiby 4.2.1 Excnpecuja pekomounanmuux 30XC/-
3 u I7pXC/[-5 y E. coli). Ilpe movyeTrka MCIUTHBAaKkA yTHLAja jeUbEHa U3 OMOIMOTEKe
JepuBaTa JKyYHUX KHCEIIMHA Ha AKTUBHOCT M30JI0BAaHMX CH3MMa OWJIO je HEOIXOIHO

IIPOBEPUTH BUXOBY €H3UMCKY aKTHBHOCT.
5.1.1. IIpoBepa aKTUBHOCTH XeTepPoJIOrHO ekcnpumupane 3aXCJI-3

VY by mpoBepe aKTUBHOCTH MpednitheHnx eH3MMa, Kao M (YHKIMOHATHOCTH €H3UMCKOT
eceja mpwiarohenor uz Moller u cap. (2009), Velica u cap (2009) u Schuster u cap. (2011)
IPUCTYNUIIO C€ TEeCTUpamy AaKTMBHOCTH pekoMOMHaHTHHX npehumhennx 3oXCI-3 wu
17BXC/I-5. Peakuuje cy ce oaBHjaje 1Mo NpoTOKOIY KOjH je AeTaJbHO ONUCAaH y MOTHOIJIABIbY
2.8.2. Ilpaherwe enzumcke axmusnocmu AKP meperwem nompowrwe NADPH. 3a
M3padyHaBama aKTUBHOCTU KopHIheH je Harub mpaBe 4yuja je jeJHadynHa HajBEPOIOCTOJHU]E
oNucHUBaJla JUHEApHU J1eo peakuuje (mpBux 12 munyrta). Kao HeratuBHa KoHTposa (ciemna
npo6a) ymMecTo eH3uMa, y OyHape MUKpOTHUTAp IJI04e J10/1aBaHa je jeIHaKa 3arpeMuHa mydepa.
Kao xonTponnu nuxuburop kopuirhex je udynpoden konuenrpanuje 20 uM. MOynpoden je

pactBoper y IMCO, tako aa je y mpo6e 6e3 maxuduropa goaasan JIMCO y uctoj 3anpeMuHu.
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Pe3ynTatu ncnuTHBama €H3MMCKE aKTMBHOCTH XETEpOJOrHO exkcnpumupaHux 3oXC/-3 u

17BXC/I-5 npukaszanu cy Ha cinukama 5.1 u 5.2.
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Cauka 5.1. AktuBHocT ensuma 30X C/I-3, npeacTaB/beHa Kao 3aBHCHOCT ancopdaHue kopaxkropa NADPH
Ha 340 nm ox BpemeHa. TpoyrioBuMa je obenexeHa ciena mpoba. KpyroBuma je obOenexeHa CH3MMCKa
peakimja. KBaapaTtuma je odenexena peaknuja ca 20 uM ubynpodena. CBaka npobda je u3BecHa Y TPUILUTHKATY
y JBa HE3aBHCHA OTJIeNa, YHjU Cy pe3yNTaTH OMIM KOH3UCTEHTHH, TaKo Ja je IMpHKazaHa CPEImba BPEIHOCT =+
CTaHapIHAa ACBHjallfja U3 TPHU NOHABJbAKkAa 33 CBAKY PEAKIIMOHY CMEIIY.

Peaknuone kpue 30XCH-3 u 17BXCJ/-5 y mnpucyctBy Hu OJICYCTBY HMHXHOUTOpa
(ubymnpodena) 6une cy roroBo moyaapHe, IITO je ¥ OYEKMBaHO, uMajyhu o Buay 1a ce paau
0 BPJIO CPOJAHUM €H3UMHMA U MHXHUOUTOPY KOjH j€ 3ajeIHNUKH 3a Leny cyneppamminjy AKP.

Nuxubunuja ndynpodenom xkonuentpanuje 20 uM 3a o6a ensuma nsHocuna je oko 50%.
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Cauka 5.2. AxktuBHocT eHduma 17BXCJ-5, npeacraB/beHa Kao 3aBHCHOCT amncopfaHie Kodakropa
NADPH Hna 340 nm ox BpemeHna. TpoyrioBuMa je obenexeHa ciena npobda. Kpyrosuma je obenexxeHa eH3uMcKa
peaknuja. KBanparuma je obenexena peakuuja ca 20 uM ubynpodena. Caka npo0a je u3BeieHa y TPUILIUKATy
y JIBa HE3aBHCHA OIJIEa, YMjU Cy pe3ysTaTh OWJIM KOH3UCTEHTHH, TaKO Ja je MpHUKa3aHa Cpelba BPEJHOCT +
CTaH/Aap/Ha JIeBUjallija U3 TPH IIOHABJbamba 3a CBaKy PEaKIMOHY CMEILy.
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5.1.2. Huxuduumja 30XC/I-3 nepuBaTnMa sKy4HUX KHCEJIMHA

Wunnmjanaa norpara 3a uaxuburopuma 3aXCJ/-3, mehy jenumemnma u3 Oubimoreke
JepuBaTa JKy4YHHX KHCelMHa paljeHa je Ha WAEHTWYaH HAa4YMH Kao INTO j€ OMHCaHO Yy
IPETXOJHOM IIOTIIOTNIAaBJbY, C TUM Jia je y mpobe ymecto 20 pM umOynpodena nomaBaHo
40 uM ucnUTHBAHOT jequbea. Peakiyje cy oTnounmbane J0AaTKOM €H3UMa, & HHXUOUTOP je
nojmaBaH |y cmemry mydepa, cyncrpata w kodakTopa, Tako Jaa HHje OWIO Kopaka
npeaArHKyOanyje eH3uMa ca MHXHOUTOpoM. Pesynraru cy TrpynucaHH y Kiace jeumberba,

MMEHOBaHe npeMa naunujamma ayropa: JbI', JIC u Cb.

Jemumema JbI' cepuje mpeacTaBibajy IepUBaTe XOJHE, TUTOXOIHE U JICOKCUXOTHE KUCEIHHE,
KOoje Cy TMOJBpraBaHe IpollecMMa ecTepu(UKalrje METaHOJIOM U XeKcaH-1,6-auomom,
aleTunanyje, okcuaamnuje u aaunuje opoma. Tokom cuHTese, HeKe (PYHKIIMOHAIHE TPyIe Cy
SIIMMUHKCAHE WM XUPOJIM30BaHe, J1a OU ce JoOMIa jeIMIbEmba YHje Cy CTPYKTYpe PpUKa3aHe

y 01iesbKy 4.1.3. Tecmupana jeourserva (Grbovi¢ u cap. 2019).

VY JbI cepuju, npema npeuMUHapHOM TecTy (ciuka 5.3), Hajehu HoTeHIHjal 32 MHXUOULU]Y
30X C/I-3 nmokazana cy jenumemna 6 u 10. JaunHa u cnenuduIHOCT UHXUOHUIIM]e UCTIUTAHU Cy
MmepemeM |C50 BperHoCTH 1 TecTHpameM HHXHOUIH]e CTPYKTYPHO U (DyHKIIMOHAITHO CPOJHOT
easuma 17BXCJI-5. Crpykrypna ocHoBa naxudunmje 30XC/-3 jequmemuma 6 u 10 u3 JbI'
cepHje mpoyyaBaHa je Ha OCHOBY MoJieJa JOOMj€HUX MOJIEKYJICKUM JOKMHIOM. OBHU pe3yaTaTu
6uhe mpukazaHu y HapeIHUM IOTIOTIaB/bUMa. BpeqHo je moMeHyTH U jenumema 1, 8 u 9,
KOja Cy ToKa3zajia HemTo ciabujy MHXHOUIIM]Y Y OJIHOCY Ha jeaumema 6 u 10, anu ux tpeda
uMaTH y BUIy npu Oyayhem nusajHy jeaumema u3BeneHux u3 JbI' cepuje, xao u mpu

Tectupamy akTuBHOCTH Apyrux AKP1I] ensuma.
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Cauka 5.3. UuxudéutopHa moh jequmema JbI' cepuje mpema ensumy 30X CJ/I-3. Ha rpadpunmmMa 3aBUCHOCTH
A340 on BpemeHa cBaka Tauka MpeECTaBiba CPEIby BPEIHOCT TPHU TOHABJbaka M3 JIBa HE3aBHUCHA OTJieNa, a
LpTHIE UCTIOJA U M3HaA () HpeAcTaBibajy cTaHAapaHe JeBujanuje. Tauke moBesyje KpuBa U3 Koje je u3BeeHa
npaBa Koja HajBEpPOJOCTOjJHHUjE€ OArOBapa eKCIepUMeHTAIHUM Mogauuma. [IpoueHar nHxuOHLIKje je pauyHaT Ha
OCHOBY Haruba mpaBa npode ca HHXHOUTOPOM, Ipode 6e3 nuxubuTopa u cierne npode (6e3 ensuma). Ca necHe
CTpaHe CBaKOT TpaduiKa JaT je Ha3UB jeIubeha, HATHO SKCIICPUMEHTAIHE KPUBE, TPOICHAT HHXHOUIIH]e eH3UMa
30XCA-3 u [TupcoHOB KOSHUIMEHT KOpeannje eKCIepIMEHTAIIHE KPUBE.

Jenumema [IC cepuje mpeacTaBbajy €HOJHE M KETO JEpHUBATE XOJIHE, ICOKCUXOIHE H
XEHOJICOKCUXOJIHE KHCEJMHE Ca KOHJIEH30BaHHM TETPa3oJHUM mpcTeHoM. CTpyKType

jemumema JIC cepuje nate cy y onesbky 4.1.3. Tecmupana jeoursersa (Skorié u cap. 2021).

On jenumema u3 JIC cepuje, mpema pesyaTaTuMa npeTMMUHAPHOT TecTa (ciuka 5.4), Hajehu
noteH1rjan 3a uaxuoumjy 3aXC/I-3 mokasana cy jequmera 7 u 13. Jaunna u cnenuduaHocT
nHXKuOMIMje ucrutane cy MepeweM |C50 BpeHOCTH U TecTHpambeM HHXUOULIM]E CTPYKTYPHO
u ¢yakuuoHanHo cpogHor ensuma 17BXCJ-5. CrpykrypHa ocHoBa naxuOumuje 3aXCJI-3
jenumemuma 6 u 10 u3 JbI' cepuje mpoyuaBana je Ha OCHOBY MoJiesia JOOUjeHUX MOJIEKYJICKUM
nokuHrom. OBu pesynratu Ouhe TpHWKa3aHW Yy HapeAHUM TMOTHOriIaB/buMa. BpemHo je

MIOMEHYTHU U jeumene 12, koje mokasyje 3Havyajny uHxuounujy 3aXCJI-3, mro 6u mMorio
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MpeACTaB/baTH 3HauyajaH Tpar 3a Oyayha uctpaxuBama paznuuntnx AKP eH3uma, kao u
CHHTE3y HOBUX MHXMOHUTOpa M3BeneHuX u3 npukasane JIC cepuje jenumemna.

1.05

JC5
Haru6 = -0,041

A340 [nm]
o
©
w

WHXUOMIM]a = H.O.

085 R? =99,54
1 6 11 16 21 26 31

t [min]

-a- 6NnaHK —e— peakumja —- A1C5

1.05

JC6
garu6 = -0,0034

A340 [nm]
(=}
(Vo)
wm

WHXHOUIH]a = H.O.

R?=99,93

0.85
1 6 11 16 21 26 31

t [min]

-s- OnaHK - peakumnja -+ AC6

1.05

HC7
maru0 = -0,0014

A340 [nm]
[=]
w
v

naxuouimja = 86,3%
R?=9914

0.85
1 6 11 16 21 26 31

t [min]

-a- BnaHK e peakumja - NC7

1.05

JC8
maru0 = -0,0019

A340 [nm]
o
[Ve)
w

L] nHxuounuja = 63,63%
0.85 R?=9957

1 6 11 16 21 26 31
t [min]

-a- 6naHK -e— peakumja —+- [1C8

90



1.05

A340 [nm]
o
w0
wv

0.85

1.05

A340 [nm]
o
w0
wu

1.05

A340 [nm]
o
©
w

0.85

1.05

A340 [nm]
o
fis}
w

0.85

6 11 16 21 26

t [min]

-a- OnaHK —e— peakunja -+ AC9

6 11 16 21 26

t [min]

-a-— BnaHK -s— peakuunja - [1C10

6 11 16 21 26
t [min]

-a— BaHK -+ peakumja -+ AC11

6 11 16 21 26
t [min]

-a- BnaHK - peakuuja - C12

31

31

31

JC9
garu6 = -0,0048
WHXUOMIM]a = H.O.

R?=99,7

JAC10
garu6 = -0,0023
naxubunuja = 45,45%
R?=99,85

AC11
maru0 = -0,0018
naxubunuja = 68,18%
R2=99,4

JAC12
maru0 = -0,0017
naxuounuja = 72,73%
R%Z=98,1
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AC13
garu6 = -0,0007
nHxuouImja = 96,82%
R?=97,57

JC22
garu6 = -0,0019
nHxubunuja = 63,63%
R? =99,95

JC23
maru0 = -0,0032
uaxuoumnmja = 4,54%
R? = 99,37

JAC24
maru0 = -0,0031
unxubuiuja = 9,09%
R?=99,93
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Canka 5.4. Uaxu6uropna moh jenumema JIC cepuje npema ensumy 30XCJ-3. Ha rpadunmma 3aBucHocTn
A340 on BpemeHa cBaka Tayka IpeJCTaBJba CPEAY BPEIHOCT TPH IOHABJbaka U3 JBa HE3aBHCHA Oriena, a
LpTHIE UCTIOJ U M3HaA () HNpeAcTaBibajy cTaHAapaHe JeBHjanuje. Tauke moBesyje KpuBa U3 Koje je u3BeJeHa
IpaBa KoOja HajBEPOJIOCTOjHHjE OATOBAPA EKCIEPUMEHTAIHUM NofannMa. [IpomneHaT HHXHUOUIMjE je padyHaT Ha
OCHOBY HarmOa IpaBa 1pode ca HHXHOUTOpoM, mpode 6e3 nHxubuTOopa u cierne mnpode (6e3 enzuma). Ca necuHe
CTpaHe CBAaKOT TpaduKa JaT je Ha3WB jeINkeHha, HATHO eKCTICPUMEHTAITHE KPUBE, IIPOIICHAT HHXHOUIIHjE CH3UMAa
30XC/A-3 u [TnpcoHoB KOSHHUIUEHT KOpeannje eKCIepIMEHTaIHEe KpUBe. H.0. — HHje oapeheHo.

Jenumema Cb cepuje cy Beoma pazHopoana. Heka umajy mane moaudukanuje cpykType
MIPUPOJIHUX KYYHHX KHceIuHa (jenumbeme 156 je amun, a jenumema 126, 133, 134 u 153 cy
QJIKOXOJIM JKyYHHUX KHCEIMHA), JOK CYy KOJ HEKUX JepuBara H3BEICHE BUIIECTPYKE

Mor(UKaIje OPUTHHAIHUX CTepOorIHUX MoJiekyna (Bjedov u cap. 2017a, 2017b).

Y Cb cepuju jenumema, ancoiayTtHy HHXxuouimjy 30X CJ/I[-3 npu KOHIICHTpAIHjH JIUTaHa O]
40 uM mo peaknuju nocTwxky jenumema 140 u 157. [lopen wux, U3y3eTHO jaKy HHXHOUIIU]Y
30XCA-3 noka3dyjy jenumema 144 u 156. Wnak, umajyhu y BuAy BHCOKE BPEIHOCTH
CTaHJIapJHUX JICBU]jallH]ja y 1IEJI0] CEPHjH JeIUHbEHHa, KA0 U aTUIIMYHO MMOHAIIAkEe PEAKIIHOHUX
KpHUBa, KOje je 3amaxaHo W IMPH MOHABJbAY EKCIIEPHMEHATa, a HHje 3a0eNIe)KEeHO y IPYTHM
cepujaMa jeIMbeha, OBE pe3ylitaTe Tpebda y3eTu ca pezepBoM. Y OyayhHocTH Tpeba TOHOBUTH
TecTupame uHxuounmje ensumcke aktuBHOocTH 30XCJ/[-3 Cb jenumemnMa KopulrhemeM
JpyTor pacTBapaya WiH y3 MpUMEHy Kopaka MpelInHKyOalrje eH3uMa ca JIMraHjIoM, aa Ou ce
NOOWIM JaCHUJU M TIOY3JaHUjU HaJla3u O MHXMOUTOPHO) CIIOCOOHOCTH OBHX jeUE-CHha MpeMa
easumy 30XCJI-3. Ha cmumm 5.5 mpukazanu Cy Jocajalimbé pe3ysiTaTH HCIUTHBAA

nnxubumuje aktuBHoct eH3uma 3a.XCJl-3 jenumemuma kiace Ch:
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Cb140
garu6 = -0,0001
nnaxubunuja = 100%
R2=759

Cb144
"aru6 = -0,0005
naxubunmja = 99,7%
R2=94,1

CBh153
garu6 = -0,0048
nnxubunuja = 74,3%
R2=92,0

CB156
garub = -0,0007
unxubuimja = 94,28%
R2=824
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Cauka 5.5. Uaxu6uropua moh jequmema Cb cepuje npema ensumy 30X C/I-3. Ha rpadunuma 3aBUCHOCTH
A340 on BpemMeHa CBaka Tauka MpeAcCTaBiba CPEIby BPEIHOCT TPU TOHABJbaa M3 J[Ba HE3aBUCHA Orjena, a
LpTHIE UCTIOJ U M3HAaA () HpeAcTaBibajy cTaHAapaHe JeBHjaiuje. Tauke moBe3yje KpuBa U3 Koje je u3BeeHa
IpaBa KOja HajBEPOJOCTOjHHjE OATOBAPa CKCIIEPUMEHTAIHUM MoganuMa. [IporeHaT HHXUOUIje je padyHaT Ha
OCHOBY Harmba IpaBa 1npode ca MHXHOUTOpoM, pode 6e3 nHXuOHUTOpa U cierne mpode (0e3 enzuma). Ca necHe
CTpaHe cBaKor rpadyKa JaT je Ha3UB jeNbCHha, Harud eKCIIepUMEHTAIHE KPUBE, IPOIICHAT HHXHONINje eH3uMa
30XCA-3 u [TupcoHOB KOSHUIMEHT KOpeTalnnje eKCIepIMEHTAIIHE KPUBE.

5.1.3. Jaunna unxuduuuje 30XC/-3 nepuBaTumMa )Ky4YHUX KHCEJTHHA

3a nepuBare KYYHHX KHCEIMHA KOjU Cy eKCIIEPHMEHTHMA TIpeJIMMHUHApHE TpeTpare
OubIMoTeKe jenmbeha MpH KoHIeHTpanuju oa 40 uM nokasana jaky naxuounujy 3aXCJI-3
onpehuBana je jaunHa nuaxuounuje mepeweM |C50 Bpennoctu. Bpennoct 1C50 npeacrasiba
OHY KOHIIEHTpAIUjy JTUTaHa IIpU K0joj ce mocTimxke 50% MHXUOUIIMje HEKOT OMOJIOIIKOT UITU
ounoxemujckor mporeca (Lackie 2010). 3a mporenHe ca BuIlle MOJjeAWHUIIA KOPHCHO je
onpeauTH U XWIoB KOePHUIMjEeHT, KOJU TpeICcTaB/ba Harud CUTMOUIaTHE KPUBE U TOBOPH O
KOOIIEPaTUBHOCTH BE3MBaba JIMTAaH/a 3a CBE MOJjeluHuIle TpoTenHa, Mehytum 3a 3aXCJ/I-3 u
17BXC/I-5 Baxku 1a nako ce y KpUCTAIHUM CTpyKTypama Haiase kao numepu (Pippione u cap.

2018, Zhang u cap. 2016), in vivo 006aBJbajy cBojy ¢yHKIHjy kao MmoHoMepH (Penning 2015).

3a mepemwe 1C50 BpenHoCTH KOpHUIThEHH CY UCTH YCIOBH Kao MPU NPEIMMUHAPHO] TpeTpasu

ouonmoTeke ACpHUBATa KXKYYHUX KHUCCIIMHA, C THUM Ja Cy Y npo6e A0JaBaHU pacCTBOpU
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naxuouTopa KoreHrtpanuja 0—400 uM. 3a cBaky KOHIIEHTpalldjy MHXHOUTOpa yTBpheHa je
Cpellba BPEIHOCT WHXHUOWIIMjE SH3UMCKE aKTHBHOCTH TPH HE3aBHCHA TOHABJbakha U3 J[BA
HE3aBHCHA OrJieJla, W3padyyHAT je Harubd TmpaBe KoOja HAjBEPOJOCTOjHUjE OATOBapa
eKCIIepUMEHTAIHAM TOoJ[aliuMa, a 3a o0paay pesyirara kopuinheH je mporpam Very Simple

IC50 Tool Kit (http://www.ic50.tk/).

Nobujena IC50 3a jegqumeme JbI'6 je 3,64 + 0,37 PM, a rpaduuku mpuka3 3aBUCHOCTH
MHXHUOUIIM]e eH3uMa O] JIOTApUTMa KOHIICHTPAIlNje MHXHOUTOpa /IaT je Ha CIuIH 5.6.
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1 10 100
Cauka 5.6. KpuBa 3aBucHocTH crenena maxudumnuje ensuma 30XC/I-3 ox sorapurtMa KOHIIeHTpaluje

unxuourTopa JbI'6. [Tope kpuBe nMpHKa3aHa je CTPYKTypa HHXHOUTOPA.

Ho6ujena 1C50 3a jenumeme JbI'10 je 47,540 + 1,503 pM, a rpadudku nmpukas 3aBUCHOCTH

WHXUOUIM]E eH31Ma O] JIOTapUTMa KOHIIEHTpAIMje HHXUOUTOpA JIaT je Ha CJIUIH 5.7.

100 X X X X

X

0 1 1 1 1
0.1 1 10 100

Cauka 5.7. KpuBa 3aBucHocTu crenena unxuouunuje eazuma 30XCJ/I-3 ox sorapurMa KOHIEHTpauuje

unxuourTopa JbI'10. [Topen kpuBe nprKaszaHa je CTPyKTypa HHXHOHUTOpA.
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Bpennoct IC50 3a jemumeme JIC7 nponemena je va 18,550 + 25,97 UM, a rpaduuku npukas

3aBHCHOCTH IPOLICHTa HHXUOMIIM]E CH3MMa O]l JIoTapuTMa KOHIICHTpAIlje HHXUOUTOpa JIaT je

Ha cimnu 5.8.
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Cauka 5.8. KpuBa 3aBucHocTH crenena mHxudunuje ensuma 30XC/I-3 ox JoraputMa KOHIeHTpaluje
unxudburTopa JIC7. [lopen xpuBe nprkazaHa je CTPYKTypa HHXHOUTOPA.

3a jemumeme [1C13 mpouemena je 1C50 Bpennoct 1,898 + 0,805 UM, a rpaduuku npukas
3aBHCHOCTH MPOIICHTA HHXUOUIIHMje SH3MMAa OJ1 JIOrapuTMa KOHIICHTpPAIlHje HHXHOUTOpA JIaT je

Ha ciunu 5.9.

120

100

Cauka 5.9. KpuBa 3aBucHocTH crenena maxudunuje ensuma 30XC/I-3 ox moraputMa KOHIeHTpaluje
unxuduropa JIC13. [Topen kpuBe npukazana je CTpyKTypa HHXHOHUTOpA.

Mepeme |C50 BperHOCTH TOTBPAMIIO je TIocTojame nHXuouTopa 30X C/I-3 y MHKpOMOJIapHOM
orcery (JC7, JbI'6, JbI'10), a Bpennoct 1C50 3a jenumeme JIC13 mpema ensumy 3aXCJI-3

BeoMa je 013y cyOMHKpoMOoIIapHor orcera. Jlasba uCTpaskuBamba Cy HEONXoJHa J1a Ou ce OBU
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pesyatatu notBpauian U ga 6m ce pobumie IC50 Bpemnoctu 3a Cb jenumema, mro Ou

KoMOMHOBaHO ca iNn SiliCo aHanM3aMa KOMILIEMEHTHPATIO HCTPAKHUBAKbA.

[Moxymaju onpehusama IC50 BpeanocTu 3a jequmema 140 u 157 u3 Cb cepuje Hucy Omim
yCIIEIIHM, C 003MpOM HAa TO Ja Cy J00MjaHM HEKOH3UCTeHTHU pesynratu. Crora, ecej
HCIIUTHBama eH3uMcKe akTuBHOCTH 30X C/I-3 Tpeba nmpuiaroauTu 3a pan ca jeaumembuma Chb
cepuje, BEpOBaTHO KOpHUIThemheM JIpyror pacTBapaya Wi YBOheHheM Kopaka IpeIuHKyOalmje

€H3MMa ca JIMT'aHIOM.
5.1.4. Cnenm(pu4yHOCT AepUBaTa KYYHUX KuceanHa npema 30 XC/L-3

Nmajyhu y Buay na cy uinanoBu nornopoauiie AKPILl cTpykTypHO Beoma CIWYHH, Kao U
oMKy unaHoBa cynepdamuinje AKP na mocenyjy Benuku, ¢hiaexcuOUIaH 1iem 3a Be3UBAmBE
JUTaH/a, KOjU MOXeE JIa IPUXBATH HIMPOK CIIEKTap CTPYKTYPHO PA3IMYUTUX jeIUbEeHha, OUIT0
je morpebHO yTBpauTH aa Jin cy uaxuomropu 30XC/[-3, mponaheHum y mnpeTxomHUM
eKCIiepuMeHTUMa creunuyHu 3a oBaj] eH3uM. CrneuuuyHoCcT je HCHHUTaHA MEpPEHEM
€H3MMCKe aKTUBHOCTH cpojHor uinaHa notnopoaune AKPILL, 178XC/-5, e nopehemwem ca

nobujenum pesynraruma 3a 3aXCJI-3.

Naxko je ensum 3aXCJI-3 cnenuduyaan mehy anmo-keTo pemykrazaMa Mo CBOjoj OCOOMHH Ja
Be3yje JKy4He KHCEIHHE, KOje MOTOM Jenyjy Kao meroBu umHxuburopu (Jin u cap. 2000,
Penning u cap. 2000), jenumema u3 OMOIMOTEKE AepUBATA JKYYHUX KHCEIUHA TECTUPAHA Y
OBO] JMCEPTAlM]H CYy XEMH]CKH M3MEHECHA, TaKO J1a Y Mam0j WK Behoj Mepu OACTYIAjy O
CTPYKTYPHUX, @ IOCIEINYHO U PU3NIKO-XEMHJCKUX KapaKTEPUCTHUKA KYUYHUX KUCEIUHA. 300T
Tora He Ou O6uno u3HeHalyjyhe na ce mel)y ucnuTUBaHUM jenumbembUMa Hahle U HEKO Koje
nenyje kao uaxuoutop 17XCJ-5. Ilponanazak cneunpuunux naxuodutopa 3aXC/I-3, anu u
nyanaux naxuouropa 30X C/-3 u 17XC/-5, mmao Ou cBoj 3Hauaj 3a Oyayha ucrpaxkuBama.
Crnenunduuna naxudunuja 30 XCJI-3 ycmepasa Oyayha uctpaxkubama ka ynorama 3aXC/-3 y
(U3MOIOLIKUM U MATOJIOMIKUM MPOLIECHMA, IITO BOAM Ka CIIpeyaBamy CTBapamba OTIIOPHOCTH
Ha XeMHOTEpaneyTHKe, Kao MTO Cy JOKcopyOurmH M BHHKpHcTHH (Penning i u cap. 2021,
Veitch u cap. 2009). Y mamurHe 0oJieCTH KOJ KOjUX C€ jaB/ba OTIIOPHOCT Ha TEpamujy,
yCIIOBJbeHA TIpekoMepHOM ekcrpecujom 3aXCJI-3, cmamajy neumja JuMdOOIacTHIHA
JeyKeMHuja, HEMHUKPOLENIyJapHd KapuuHOM Iiyha, Kao M KapuumHoM rpiuha Martepuie

(Bortolozzi u cap. 2018, Khanim u cap. 2014, Deng u cap. 2004).

99



Pesynratn waxuOwmnmje en3uma 17PXCJ/-5 Hajoospum wuHXuHOMUTOpHMa 30XCJ/(-3 w3

MPETXOHUX OIJIe/ia IpuKa3aHu cy Ha ciauiy 5.10.
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Cimka 5.10. Ynopennu npuka3 uaxudounuje enzuma 30XCJI-3 (rope) u 17pXCA-5 (no0Jie) onabpanum
jennmemuMa U3 0M0/IMOTeKe JepUBaTa KyYHUX KuceanHa. Ha rpadummma 3aBucHocTH A340 ox BpemeHa
CBaKa Tayka MpeJCTaBsba CPEe/lbY BPEAHOCT TP IOHABJbaMA Y JIBA HE3aBHCHA EKCIIEPUMEHTA, a LPTHUIIEC UCTIOJ U
usHaJ (T) OpeACTaBbajy CTaHAapAHE JeBUjaluje.

Hyanna maxuounuja eazuma 30XCJ(-3 u 17BXC/I-5 oTBapa myt 3a MoryhHOCT nedema
00oIenX 01 KaHIepa KOjU 3aBUCE O] CTEPOUIHUX XOPMOHA, Kao IITO je CIy4aj ca pa3IndyuTHM

obnmuIMMa KaHiepa J1ojke u mnpocrare (Zeng u cap. 2017, Shiiba u cap. 2017). Ynopeanu
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npuka3 pesynrara uaxuounuje 30XCJI-3 u 17X C/I-5 onabpanum jeaumemra u3 On0IMoTeKe

JieprBaTa )KyUYHUX KUCETuHa JaT je y Tademn 5.1.

Tatena 5.1. Unxudunuja ewsuma 30XCH-3 u 17pXC/A-S omaOpaHum jenumemuMa u3 O0HOJIHOTEKe
JAepUBaTa ;KYYHMX KHCEJIMHA.

. WHXUOUIH]a WHXUOUITH]a
JEILEIE 3aXCJI-3 [%] 17BXCJI-5 [%]
JC7 99,14 78,60
AC13 96,82 46,43
JbI'6 85,9 49,3
JbI'10 67,2 4,9

Mosxe ce 3aksbyuntu Aa je AC13 Bucoxko crienupudyan Mukpomonapuu naxuodutop 3aXC/I-3,
ca IC50 Bpennomhy 6:1m3y cyomMukpomomnapHor orcera. Jemumeme JbI'6 ce mokasano kao jak
naxubutop 30XC/I-3 u ymepen uaxuburtop 17pXCJI-5, nok je JbI'10 je penmaTUBHO jak ¥ BPJIO
cnerupuuan  maXxuOuTOop 30XCI-3. Jemumemwe JIC7 ce Moxke cMarpatd IyaaTHUM
uHXuO6UTOpoM. OBa UCTPAXKMBaKka HUCY KOHAYHA U NOTPEOHO j€ MOHOBUTH UX, T€ IOTBPAUTH
pesynrate apyrum in Silico u in vitro merogama. BUTHO je HaOMEHYTH 1A je MCIHMTHBAHA
CTIIOCOOHOCT U APYTUX jeANbeha U3 OMOINOTEKE IepUBaTa )KyUHUX KUCEIUHA J1a HHXUOUPajy

17BXCA-5, anu 1a HUjEeIHO Ol JeNbeHha HHje MHXUOUPAIo 0Baj €H3UM y 3Ha4ajHU)0] MEpH.
5.1.5. Yrumasamwe Quryopecuenuuje tpunrogana 3aXCJ-3 jenumemem JbI'6

Mepeme yHyTpanime GiayopeciieHIje TpunTodana je jou jeHa o1 MeToa 3a yTBphuBame
BE3WBama JIUTaH/Ia 3a MPOTEeMH. MeTo/1a je eTaJbHH]e ONKMCaHa y OJIeJbKy 4.2.7. Vmuwasarwe
@ryopecyenyuje mpunmoghana, a CymiTiHa METOJIE OTJIe/Ia Ce Y yMamewy (IIyopecieHIn]e

MOopeJIOM OJ] OCTaTaKa TpI/IHTO(I)aHa U3 YHYTpAIIKOCTHU MPOTCHUHA YCJIC BC3HWBAbA 34 JIMTAH.

Hakon wu3Bohema eceja yTumaBama mnpupoane ¢iayopecieHije Tpunrtodana eH3uma
30XC/-3 moxe ce mpuMeTUTH ojpeheHu maj y JHMHEapHOM ey peaklidje ca JOoAaTUM
murangoMm JbI'6 y omHOCY Ha caMm eH3uM ca pacTBapaueM (ciuka 5.11). JloOujenu pe3yJrar je
y CcarllaCHOCTH ca pesyiTraruMa eceja umHxubunuje aktuBHOCTH 30XCJI-3 omucanum y
MPETXOTHOM TIOTIOTJIaBJby, y KOjuMa je mokaszano na JbI'6 jako u penatuBHO cnieruduaHO
nHxuoOupa aktTuBHOCT eH3uMa 30X C/I-3. Mako oBaj a1 HUje BEJIMK, He Tpeba ra oJ0anBaTH,
jep je mo3aauHcKa (yopeciieHIrja MopekiioM o KodakTopa jaka, ma je Moryhe na Mackupa

¢nyopecueniyjy Tpuntogpana. Takxohe, ensum 3aXCJ[-3 caapXu HEKOJIMKO OCTaTaka
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TpuntodaHa y akTUBHOM MECTY, TaKo Jia MMOCTOju MOTYNHOCT /a je JONUIO 0 MpeKianama
curHana. CTpyKTypHa OCHOBa Be3uBama jequmera JbI'6 3a eH3uM, Kao W IOTCHLUjaHU
MeXaHHW3aM UHXHOUIIMje CH3MMa UCIIUTHBaHU cy IN SiliCO MeToama MOJIEKYJICKOT IOKMHTa U

MOJIEKYJICKE TMHAMHKE U Ouhe MpuKa3zaHu y HapeJHUM MOTIIOTIaB/bHMA.
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Cauxka 5.11. YuyTpamma dJyopecueHumja octataka Tpuntodana koju yiaase y cacraB 30XC/I-3 ca u 6e3
guranaa JbI'6. Konnentpanuja ensuma 6una je 40 mg/ml, nok je konueHrpamuja jguranaa omiaa 50 mM mo
npoOu. Jluranz je pacTBOpeH y TUMETHIICYJI(OKCHILY, a y KOHTPOJIHY PEakLujy je A0AaT AUMETHICYI(OKCHa y
UCTO] 3alPEMHUHH Kao M PacTBOPEH JIMTaH] y Mpoou ca surangoM. Ha x-ocu npukasaHo je BpeMe y ceKyHIama, a
Ha y-OCH IpHKa3aHa je jaunHa (ryopecieHmje npy excuutanuju Ha 290 nm u emucuju Ha 340 nm, u3padyHaTa
NIPEKO WHTEH3UTETa €eJEeKTpUYHe eHepruje OenexeHe momohy nerekropa ¢uryopumerpa. I'opwmu rpaduk
npuKasyje 1eo Tok npahema peakuuje, 10K J0mbH rpaduk GoKycHupa mbeH JIMHEapHH JIe0.
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5.2. MoJieKyJICKY JOKMHTI JepuBaTa :Ky4yHux kuceauHa y 30XCJI-3

VY by moTBphuBama in VItro pesynrara u cTHLamba Wieje O HAYMHY BE3MBarba JIMTaHala 3a
30XC/I-3, mpucTynuiao ce MOJEKyJICKOM JNOKHHTY. Kao pe3ynrar moOujeHe Cy HpoleHEHE
eHepruje BesumBama Jmranga 3a perentop [KCal/mol], kao u npensuhere opujeHTanmje
nuranana. Kourpoiauu nokuer (ciavka 5.12) je MOTBpAMO BE3HMBAWkE YPCOJACOKCHXONATA Y

AKTHBHO MECTO Ha HAYMH Kao Y KPUCTAIHO] CcTPyKTypH Jin u capaguuka (2001).

(: w‘,‘rﬂ"' '\\

Cauka 5.12. KonTpoanu xokuHr ypcogeoxkcuxonaara 3a 3aXCJ/I-3. lllranuhinma cy mpukazaHe CTPyKType
JMraHna ¥ Ko(aktopa, JOK Cy JIMHHjaMa OO0eNe)KeHH aMHHOKUCEIMHCKU OCTalld y aKTUBHOM MECTY €H3HMa.
AMMHOMCEITMHCKY OCTallM ca KojuMa JInrasj (opMupa BOJAOHUYHE BE3€ HCTAKHYTHU Cy Takohe kao mranuhu.

[pouemena eHepruja Be3uBama y oBoj koHpopmaimju je -10 kCal/mol. ¥V aktuBHOM MecTy
3amaxajy ce BOJIOHWYHE Be3€ XUJPOKCHIIHE Tpyre Ha no3uuuju C6 cTeporIHOT IPCTeHa Kao

1 kapOokcunaTHOT aHjoHa Ha D mpcreny nmranaa ca Y55, H117 u Y24.

N3 JIC cepwuje jenumema MOJIEKYICKOM NOKUHTY Y eH3uM 30X C/I-3 moaBpruyTa Cy jeinmermha
7 u 13, xoja cy ce nokaszana kao Hajoospr uHXUOUTOpH 30XCJI-3 ToKOM N Vitro anammsza.
VY1BpheHo je na TeTpazonHa rpyma, KapakTepUCTUYHA 32 OBa jeANHECHa, OCUTypaBa apUHUTET
CH3KMMa Ka OBHM jeTUbEIMa, KOjH je mporietheH Ha -10,3 kCal/mol 3a jeaumere 13, omHOCHO
-8,8 kCal/mol 3a jenumeme 7, mTO je y CarylaCHOCTH ca pe3yiTaTuMa eH3uMcKkux eceja. C
003UpOM Ha TO J1a OBa JIBA jeIUHCHH-A ITOCEAY]Y TETPa30JICKU MPCTEH Ha PA3TMYUTAM MECTUMA
CTepoHIHOT je3rpa (KoHIeH30BaH 3a B, onHocHo C npcren), npeasuleHa je HemTo apyradnja

T€OMETpH]ja Be3BambAa.
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Jenumeme 7 (cauka 5.13) ocTBapyje KOHTaKTe TeTpasoia ca Y55 U3 KaTalIuTHUKe TETpaje, a
xuapokcuiHa rpymna Ha C3 ¢dopmupa BogoHndHY Be3y ca E127, nok kapOoKkcHUiaTHU aHjoOH Ha

D npcreny crepouaHor Mosiekyna opmupa BogoHUYHY Be3y ca H117 katanuruuke Terpase.

\

™

GLU<127
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N

Cauka 5.13. Moaekyjickn 1okuHr jenumwema JIC7 y akruBHo MecTo 30X C/I-3. lItamnhnma cy o3HaueHH
muras (060jeH) 1 KopaKkTop, 0K Cy JTHHHjaMa 00eJIe:)KeHH OCTaIll y aKTUBHOM MecTy. HasHadueHn u 000jeHu cy
OCTaIM ca KOjuMa JIHran GopMupa BOJOHUYHE Be3e.

Kon jenumema 13, kapOokcunaTHU aHjoH y O04HOM jaHiy Ha D kpajy crepouaa gopmupa
BOJIOHMYHY Be3y ca H117 karanutuuke TeTpaje, 10K TeTPa30JICKH MPCTeH (GopMHpa TOIapHe
KoHTakTe ca ocraiuma A27, E224 u Y24 (cnuka 5.14). O0a jemumera Cy OpHjeHTHCAHA
KapOOKCHIIaTOM y O0YHOM J1aHIly Ha D Kpajy ka HUKOTHHaMUJAHOM IpPCTEHY KoakTopa, Kao

IITO j€ CJIy4aj ¥ ca YPCOACOKCUXO0JIATOM Y KpUCTaIHO) cTpykTypu 11HI

Canka 5.14. MoJjekyJcku ToKuHT jequmema J1C13 y aktuBHo mecto 30XC/I-3. llltanmhnma cy o3naueHn
sras (0060jeH) 1 KodakTop, 0K Cy JIMHHjaMa 00eJIeKeHN OCTalM Y akTUBHOM MecTy. HazHauenn u 06ojenu cy
ocrany ca Kojuma Juraa GopMupa BOJOHUYHE Be3e.
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VY cepuju jenumema JbIT MONEKyJICKOM MOKHHTY Cy TOJBpPrHyTa Cy jenumema 6 u 10,
CTPYKTYPHH aHAJO03U KOjH CE PAa3JIMKYjy camo IpeMa IMPUCYCTBY alleTaTHE IPyIie Ha OJI0XKa]y
12 cTepougHoOr jesrpa, a 3a Koje je npouemeH apuauteT BesuBama -10,1 kCal/mol, oqHocHO
-7,9 kCal/mol. Jenumeme 6 ce opujeHTHIIIE CYynpOTHO o1 jenumbema u3 JC cepuje, C3 keto
IPyIoM Ka HUKOTHMHAMHJIHOM NPCTeHY KodakTopa, Tako na npexo C3 kero rpyne Gopmupa

JIBE€ BOJOHMYHE Be3e ca ocTanuma u3 karanutuuke terpaae H117 u Y55 (cinuka 5.15).

-

Caunka 5.15. MoJieKyJICcKH TOKUHT jenumbema JbI'6 y aktuBHo MecTo 30XC/I-3. lltanuhinma cy o3HaueHH
sras (000jeH) U KodakTop, I0K Cy JIMHHjaMa 00eJIe)KEHN OCTallM Y akTUBHOM MecTy. HazHaueHu u 06ojeHu cy
OCTaIli ca KojuMa JIran GopMupa BOJIOHUYHE Be3e.

Kon jenumema JbI'10, A nipcTeH je opHjeHTHCAaH Ka HHKOTHHAMHIHOM €HTHTETY KodaKkTopa,

alleTHJI TpyIa Ha mojoxkajy 12 crepouna popmupa BojgoHHYHE Bese Y24 u A27 (ciuka 5.16).

Canka 5.16. Mosekyiackn 10kuHT jenumema JbI'10 y aktusHo Mecto 30XC/I-3. llTanuhuma cy o3HaueHn
srasy (0060jeH) 1 KodakTop, J0K Cy JIMHHjaMa 00eJIeKeHN OCTallM Y akTUBHOM MecTy. HazHauenn u 06ojenu cy
ocrany ca Kojuma Juraaa GopMupa BOJOHUYHE Be3e.
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Hucy youene xamoreHe Be3e u3Mel)ly aMHHOKHCETMHCKHX OCTaTaka y aKTHBHOM MECTY
3aXC/I-3 u aToma Gpoma KOju TMOCTOje Ha MoJi0kajy 4 006a ucnutuBana Jbl' jenmumerna, anu je
Moryhe 51a ynmpaBo aToM OpoMa JOTPUHOCH TOBOJFHU]EM MO3UIIMOHUPAY OBHX jCIUCHHA Y

AKTUBHO MCCTO €CH3HUMaA.

Jenuwemwa Cb cepuje cy naBana HeyckialjeHe W HemoTmyHe IN Vitro pesynrate, anu je
MOJIEKYJICKA JOKHMHI TI0Ka3a0 MOTYhHOCT Be3uBama OBUX jEUIbEHA y AKTHBHO MECTO
30XC-3 eH3uma W MpYXKHO YBUJA Y HajBEPOBATHH]y CTPYKTYpPHY OCHOBY HHXUOWIIUjE

30XC/-3 Cb jenumemuma, mely kojuma cy ce uctunaia Cb140 u Cb157 (cnuka 5.17, 5.18).

Cauka 5.17. Moaekyackn nokuHr jequmema Cb140 y akruBHo Mecto 30XC/I-3. llltannhuma cy o3HaueHH
muras (000jeH) 1 KopaKkTop, IOK Cy JTHHHjaMa 00eJIe:)KeHH OCTalll y akTUBHOM MecTy. HasHadueHu u 000jeHu cy
ocCTaly ca KojuMa Juranz popmMupa BOJOHUYHE Bese.

O0a jenumema ce OPUjeHTHUIY A KpajeM CTepOMJHOT je3rpa Ka HUKOTHHAMMJIHOM IPCTEHY
KodakTopa, Mako KoJ jeaumema 140 ycien mocTtojama JUEHOHCKOI CHUCTEMa J0Ja3d 10
MpoMeHe KOH(opMallMje OBUX CTEPOMJIa Yy OJIHOCY Ha KOH(OpPMAIMjy CTEPOUIHOT je3rpa
KYYHHX KHCEJIHMHA, 11a Cy PCTEHOBH A 1 B TIOCTaB/heHN Y paBHU TOTOBO TAPAJICITHOj Ca OHOM
KO0jO] MpHIIaZa HUKOTHHAMMIHU NpcTeH. Bononuune Bese jenumewme Cb140 octBapyje ca
6ounuM ocraiuma K31 um A25 ensuma mpeko kapOokcuiaaTHOr aHjoHa Ha D mpcreny
jenumema. Jenumeme Cb157 npeko okcunmuuo rpymne Ha C12 ¢popMupa BOJOHHYHY BE3y ca

XHUIPOKCHIIHOM TpyrnoM octatka Y55 (ciuka 5.19).

[Mpouemena enepruja Be3uBama 3a jenumemne Ch140 je -9,8 kCal/mol, a 3a jemumeme Cb157
-10 kCal/mol, mTo wx mpemMa OBOj aHAIM3W YMHU 10 jaYUHH jEAHAKUM TIPHPOIHOM

HHXUOUTOPY YPCOACOKCUXOJIATY, IITO KOpesrpa ca in Vitro TectoBuMa eH3UMMCKE aKTHBHOCTH.
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Kopenamnuja crenena naxubunuje enzuma 30X CJI-3 omadpanum jenmemuma JIC, JbI' u Cb

cepuje ca pesynratuma in silico ananusa mMostekyickor okuura ouhe nara y tadenu 5.2.

Ta6exna 5.2. Kopexanuja in vitro u in silico cryanja naxu6unuje 30XCJI-3 ogabpanuM KaHauaaTAMa U3
Ou0/IHOTEKE IEPUBATA KYIHHX KHCETHHA.

Enepruja
Nuxubunuja  CrnenududnocT
] c BE3MBaIba
[J1171:95: 8 TPYKTypa AKTHBHOCTH npema
3aXC/-3
30XCO-3 [%] 3aXCHO-3 [%]
[kCal/mol]
JC7 99,14 20,5 -8,8
JC13 96,82 50,4 -10,3
(@]
o
JbI'6 85,9 49,3 -10,1
° Br H
JbI'10 67,2 49 -7,9
Cb140 100 H.O. -9,8
0
ﬁ oH OH
CB157 08 100 H.O. -10

MpoIeHAT HHXKUOUIHje oapel)eH je Ha OCHOBY eceja eH3uMcke akTuBHOCTH 3aXC/I-3 ca 40 uM MHXHOHUTOPOM;
crienmuUIHOCT TpeMa €H3UMY je TIpeCTaBJheHa Kao pasnuka m3Mmel)y mpomenta wHxuOunuje 30XCI-3 u
MIPOIICHTAa MHXHOHUIMjEe CpoaHEe Xuapokcucreponn nexuaporeHase 17BXCJI-5 matum jennmemeM; eHepruja
BE3WBama je npolemeHa kopuinhemeM nporpama AutoDock4; H.0. — HEje ogpehuBaHo.
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Caunka 5.18. MoaekyJuckn qokuHr jequmema CB157 y akruBHo Mecto 30X C/I-3. llltannhuma cy o3HaueHH
murasy (060jeH) u KopakTop, TOK Cy JTHHHjaMa 00eIe:KeHH OCTalll y akTUBHOM MecTy. HasHadueHu u 000jeHu cy
OCTaIM ca KOjuMa JIHrana GopMupa BOJOHUYHE Be3e.

Ha ocHOBy ymopemHor mpukasa jaunHe WHXUOUIMje, crneuupuuHocTH UHXHOUIUjEe U
NPOLICH-CHE EHEepruje Be3uBama 0Ja0paHuX jeIumbemha M3 OMOIMOTeKe AepuBaTa >KyYHHX
kucenuna 3a 30XCJI-3 moxe ce 3akJbyuuTH Aa IN Vitro u in silico pesyiratu y Benukoj Mepu
KOpenupajy, mTo moBehaBa BUXOBY BEPOJAOCTOJHOCT, KA0 U BEPOJAOCTOJHOCT KOMOMHOBAHOT
MYJATUAMCHUILIMHAPHOT CHCTEMa 32 CKPUHHHT JIMTaHaJla KOPUIThEeHOT y OBOj IMCEPTaIH]jH.
BakHO je HamOMEHyTH Ja MOJIEKYJICKM JOKHMHT HE J1aje arcoiyTHe aQUHUTETE jeANbCHha 3a
pelenTop, HUTH TpYy’Ka arlCOIyTHY CHUTYPHOCT O TO3WIMjH JIUTaHga y eH3uMy, Beh camo
pelaTUBHO NopeAu apUHUTETE Be3WBama M Jaje MOJENe TE€OMETPHJCKU U XEMHJCKU

HajTIOBOJBHUjUX KOH(pOpMaIHja.

VYV nmamem Tekcty Ouhe aHanM3WpaHW pPE3ydTaTH CUMYyJalHja MOJEKYJICKe IMHAMUKE H
KpuctamorpadcKux CTyauja, a CBE€ MOMEHYTE€ METOJE Y OBOj AHMCEpTaluju (ece] eH3UMCKE
aKTUBHOCTH MEpEHmeM Iajia arncopOaHile KodakTopa, ecej yTHIIaBama (IyopecleHIn]je
TpuntodaHa y yHYTPaIIOCTH MPOTEHUHA, MOJEKYJICKH TOKUHT, MOJEKYJCKa JMHAMHUKA,
pEeHAreHCcKa KpucTajorpaduja mpoTenHa) MOTy c€ 00jeIMHUTH Yy Op3, EKOHOMHYAH U JIaKO
JOCTYTIaH CUCTEM 3a TMPEIMMHUHAPHE CTY/IHje UCTPAKHBamha HOBUX JICKOBA M METa 3a JICKOBE
Ha OCHOBY IO3HaBama CTPYKTYPHUX OCHOBA MHTEpaKIlja w3Mel)y MCIIUTHBAHWUX CH3MMa U
nuranana (ewen. structure-activity relationship) unme ce mrean BpeMe u HoBall 6e3 ryOMTKa

KBAJIUTCTA U BCpOIlOCTOjHOCTI/I I[OGI/Ij CHUX pC3yJITaTa.
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5.3. Mouekyicka quaamuka 30 XCJI-3 — NADP™ ca jenumemem JbI'6

3a HCTTUTHBAKE CTPYKTYPHHUX MTPOMEHA Y CUCTEMY MPOTEHH-KO(AKTOP-JTUTaH TOKOM BpEMEHA
omabpaHo je jemumeme JbI'6, koje ce mokazano kao jak wumHXuoOutop 3aXCJI-3, ca
mukpomosiapaom 1C50 Bpeanorrhy (3,64 UM) u penatuBHO BUCOKOM crniennduyHoIhy npema
30XCA-3 y onnocy Ha 17BXC/I-5. Bucok apunuter penenrtopa npema Juraiay je moTsphex
M METOJIOM MOJIEKYJICKOT JIOKWHTa, TJE je MPOICHhEHA eHepruja Be3uBamba MPHUOIMKHO UCTa
Kao 3a JeIMImCHhE M3 caMe KPUCTalHE CTPYKType, Koja je KopuiiheHa Kao perenrop 3a

MOJICKYJICKH JTOKUHT (ypcoaeokcuxoiar, PDBID:1IHI, Jin u cap. 2001).

Komruiekc 3a cuMmynmanmjy je caap:kao MpoTenH U KOPaKTop, dhje Cy KOOPAMHATE TIPEy3eTe U3
crpykype 1IHI u3 koje cy ykiiomeHe KOOpAnHATE 32 MOJICKYJI ypcoIeoKcuxoiaTa U b nanai
U3 KPHCTAJIHE CTPYKTYpe JrMepa. Y oBaKaB CUCTEM JI0JIaTe Cy KOOpAUHATE 3a jenumbemne JbI'6
KOje Cy I0o0HjeHe MOJIEKYJICKUM JOKMHTOM. CHCTEM je BUPTYeITHO ypomeH y cdepy TIP3P
MOJIEKYJIa BOJIE ¥ MyINTEH y Kpatky cumynanujy 0,1 ns ekBunmmoOparyje u 0,1 ns MUHUMH3a1Hje
(cnuka 5.19), na O6u ce MOTBPAWIIO Ja je KOMIUIEKC CTaOWiIaH U Ja Cy Kpewpanu (ajiaoBu

nono6uu 3a namd mardopmy.

Cauxa 5.19. Kommieke 30XC/I-3, NADPH u JbI'6 ypomweH y cdepy Boge HAKOH TeCT CHMYJaluje
MOJIEKYJICKE THHaMUKe Koja je obyxsarana 0,1 ns ekpunubparnmje u 0,1 ns MUHUMH3AIH]E.
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Hakon moTrBphuBama HCIPAaBHOCTH CTPYKTYype W MOJOOHOCTH KOMIUIEKCA 32 CHUMYJAIU]y
MOJIEKYJICKE TuHaMuKe kopuiihemem namd mporpama, NpUcTymuio ce cumyamnuju ox 0,1 ns
muHnMm3anyje u 20 ns ekBunuOpanyje, koja je omoryhwia yBua y HOHaIIamke TEPHAPHOT
KOMILIEKCA MPOTEHH-TUraHI-KOPaKTOp TOKOM BpemeHa. HakoH u3BpIIeHE cuMyJanuje
oapeheHe cy BpeAHOCTH YKYITHE IMOTEHIMjaIHE eHEepruje cucteMa, kao 1 RMSD (enan. root

mean square deviation) u RMSF (eren. root mean square fluctuation) Bpeanoctn.

VYKyIHa NOTeHIIMjajHa EHePIuja CUcTeMa TOKOM CHUMYyJIalidje je ctabuina (ciuka 5.20).
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Cauka 5.20. lorenuujaana enepruja cucrema 30XCJ-3 — NADPH — JbI'6 Toxom 20,01 ns cumy.ianuje.

OnpehuBambe RMSD Bpennoctu y3 Bu3yenHy IpoBepy omoryhwio je yrtBphuBame
CTaOMJIHOCTU KOMILJIEKCa, ali U youaBame KOH()OPMAIIMOHUX MPOMEHA KOje ce JelIaBajy y
KOMIUIEKCY TOKOM BpeMeHa. Hajmpe je ananusupana RMSD BpennocT menor cucrema,
yKJbyuyjyhu u monekyine Bozae (cnuka 5.21) M 3akJbydeHO je Ja HaKOH NMPBHUX HEKOJIMKO
HAHOCEKYH/IM, TOKOM KOjUX Ce JellaBajy OJCTymama peiaa Bemuuune 30 A me jponasu mo

3Ha4YajHUX [IPOMEHA y CUCTEMY.

40

o @

5 10 15 20
Bpeme [ns]

Canka 5.21. Kopen cpeamer kBaapaTHor oacrynama (RMSD) cucrema 3aXCJ[-3 — NADP* —JbI'6 y chepu
BoJe TokoM 20.01 NS cumyaanuje.
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Kana ce u3 pauynama nzy3my MoJiekyiu Bojie (cinuka 5.22), nobuja ce cinuaan npodrn RMSD
BPEIIHOCTH KA0 W MPUIMKOM aHAJIHM3E CUCTEMA Y KOjy CY YKJbYYECHH U MOJICKYJIH BOJIC, JIU CY

Bpensoctu RMSD y oBoM ciryuajy TpocTpyko Mame (10 A).
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Cuamnka 5.22. KopeH cpeamer kBajapatHor oacrynama (RMSD) cucrema 3aXCJ/I-3 — NADP* — JbI'6 Hakon
U3y3MMat-a MOJIEKYJIa BOJe U3 PauyHamba.

Kana anammsupamo camo arome mportenHa (ciuka 5.23), nonazumo 1o yjennauenujer RMSD

npodua ca oacTyHamuMa y paciony oko 1,5-2 A.
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Cinmuka 5.23. KopeHn cpenmer kBaapatHor oacrynama (RMSD) enzuma 30XC/I-3 HakoH cumyJianuje ca
kodaxkropom NADP* u iuranaom JbI'6 y chepu Bose.
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AKO W3 padyHama M3y3MeMO OOYHE OCTaTKe aMHHO-KucenuHa, noowjamo RMSD kuume

MOJIMIIENTHTHOT JTaHIa Koju ce kpehe oko 1 A (ciuka 5.24).

1.5
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=
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Cauka 5.24. Kopen cpenmer kpagapatHor oacrynama (RMSD) Ca atomama 30XC/I-3 HakoH cuMyJiamnuje
ca kopakropom NADP* u iuranaom JbI'6 y cepu Boje.

HaBC,I[eHI/I pe3yjTaTu roBOpc y IMpUior CTaOMIIHOCTH KOMIIJICKCa, TaKO Ja C€ HajBeha
OJICTyTIama J100Mjajy KajJa ce aHalu3upa KOMIUIEKC YpomeH y cdepy BoJe, AOK Cy YHYTap

caMor MMpoTerHa OACTyIamba HE3HATHA.

buro je Baxno ucriutat 1 RMSD BpenHocT kodakropa (MosieKy1 o penHum opojem 324 y
.pdb u .dcd dajnoBuma cumynanuje, cnuka 5.25) u nuranga JbI'6 (MoJekyn moJ peaHUM

opojem 326 y .pdb u .dcd dajaosuma cumynanuje, ciuka 5.27).
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Ciuka 5.25. Kopen cpeamer kBagpaTtHor oactynama (RMSD) kopaxropa NADP™.
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Jla 6u ce noOuio Buie nHGOPMAIIHja O PEIATUBHO BETUKOM OJICTyNamky MO3UIIMja aToMa 3a
kopakrop NADP®, ananusupane cy mnosuiuje Kohakropa y IMPOTEMHY TOKOM Tpajarba
cumynanuje. 300r TperyieqHOCTH je omadpaHo 25 paBHOMEpHO pacropehenux ¢dpejmoBa
(crama cuctema Ha Kpajy AaTor BPEMEHCKOT KOpakKa) TOKOM CHMYyJIalldje U MpUKa3aHe Cy

Mo3HIMje KopaKkTopa y OHOCY Ha MPOTenH (ciuka 5.26).

Canka 5.26. IMoaoxkaj kopakropa NADP* y ogHoCy HA NPOTEHMH TOKOM BpeMeHa Tpajama cHMYyJanuje.
CuBoMm 00joM IpUKa3aH je MOYeTHH Moiokaj nporenHa. llranuhuma cy npukazann mosiekynun NADP* u3
pasnmuuTuX GppejMoBa paBHOMEPHO Y30PKOBAaHMX M3 TpajeKTopHje. Pasmiuntum 60jama NpuKa3aHu cy pa3aInIuTH
(pejMOBH y30pKOBaHHU U3 TPAjEeKTOPHje CUMYJIaLHje.

YTBpheHo je ma, nako cy momepaju KodakTopa MPUMETHH, OPHjEHTAIMja MOJICKYyJia OCTaje

ucra, mTo je CarjlaCHO Ca YHHUBCP3aJIHUM MCEXAHU3MOM KaTaJIN3€ OIHNCAHUM KO aJIAO-KETO

penykrasa (Penning 2015, Schlegel u cap. 1998).

OuyBana opujeHTaIja KohakTopa OCUTypaBa KaTajan3y y CBAKOM MOMEHTY, C 003UpOM Ha TO
Ja je HUKOTHHAMHUIHM TPCTEH YBEK OKPEHYT Ka MECTy 3a Be3WMBame JIMTaHna. Bennka
¢bnekcubmIHOCT KO(haKTOpa MOKE Ce IOBECTH Y BE3Y Ca BETUKUM U (PIIEKCUOUITHUM aKTUBHUM
mectoMm oBor eHsuma (Sotriffer u cap. 2004). la 6u ce mobuno Buiie uHpoOpMaIHja o
nonamamy yuragga JbI'6 y kommiekcy ca 3aXCJI-3 u NADP* tokoM BpeMeHa, aHaIu3upan

je RMSD npodwun nuranga (ciauka 5.28).
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[Ipopun RMSD 3a jenumeme JbI'6 (cnuka 5.28) mokasyje Tpu kKoH(opmalyje Jurasaa y
aKTHBHOM MECTY, a aKO Ce TIocMarpa MO3HIIMja JIMTaHaa TOKOM BpeMeHa MOXE CE YOUUTH J1a

OH 3ay3uMa TPHU KJacTepa Koju oarosapajy kondopmarijama RMSD npoduia (ciuka 5.29).

0 5 10 15 20

Bpeme [ns]

Cauka 5.28. Kopen cpenmer kBaapatHor oacrynama (RMSD) smuranga JbI'6 y cumyaanuju TepHapHor
xomiuiekca ca 3aXCJ/[-3 u NADP* y Boaenoj cepu.

Besa jemumema JbI'6 ca Y55 w3 karanutuuke terpajae aktuBHOr Mecta 30XCJ/(-3 Huje
ctabuiHa, anu je Be3a ca H117 ouyBana Tokom 1ene cumynanuje. [lonoxaj JbI'6 je TakaB ga
omoryhaBa OJIp)KaBame jeINBCHa y aKTUBHOM MECTY XUAPOPOOHUM WHTEpaKIHjama u3mely
CTEPOUIHOT je3rpa W HEeMoJapHUX aMUHOKHCEIMHCKUX OCTaTaka €H3uMa, Ka0 U BOJIOHUYHUX

BC3a I/I3Meby MOJIapHUX Ipyla JUraiga 1 aMMHOKHUCCIIMHCKUX OCTaTaKa IPOTCHHA.

Cimnka 5.29. Knacrepu nosoxaja jerumema JbI'6 koju oaroapajy mnarouma Ha RMSD qujarpamy.
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AHanu3a nopaBHaTUX (pejMOBa y30pKOBAaHHUX M3 TPAJEKTOPHje Ha MIPBHU IOTJIE] OJaje YTHCAK

JMraHaga HaCyMUYHO pa30alaHux y akTUBHOM MecTy eH3uma (ciuka 5.30).

s W\"

| ]

Ca

Camnka 5.30. ITosio:kaj JbI'6 y onHOCy Ha MpPOTEeMH TOKOM BpeMeHa Tpajama cumysaanuje. CuBom OojoM
npuKa3aHa je nodeTHa koHpopmauuja nporeuna. llltanuhuma cy npukasanu monekyiau JbI'6 n3 paznmuaurux
(dbpejMoBa paBHOMEPHO Y30PKOBAHUX M3 TpajekTopuje. Paznuuntum O6ojamMa MpHUKa3aHu Cy pa3induTd GpejMOBH
Y30pKOBaHH U3 TPAjEKTOPHje CUMYIIAIIH]e.

Ka,ua CC ynopeae HOBI/IHI/Ije JiuraHia 'y OOAHOCY Ha KO(i)aKTOp, MOKC C€ BHJACTU Ia Cy OHC

O4YyBaHE, TaKo Ja je KapOOKCWJIAaTHH aHjoH Ha D mpcTeHy JWraHga yBeK OKPEHYT Ka

HUKOTHHAMHJIHO]j TpyIH Kodakropa (ciuka 5.31).

Cinuka 5.31. Y3opuu ¢pejMoBa Tpajexropuje cumyianuje ca HarjameHum MelycodHuM mo3uumjama
Juranja u kopakropa (mranuhm).
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Jenumeme JbI'6 hopmupa nmonapue HekoBaseHTHE Beze ca Y55 u H117 karanutuuke Tetpajae

(cuka 5.32).

Canka 5.32. Ipeknaname xomiiexkca 3aXCJ-3 — NADP* u JbI'6 mnpe (cMBO) M HAKOH 3aBpIIETKA
cumyJanuje (miaBo). Jlurana npe cuMysaiuje 03HAYCH je )KyToM 00joM, a MOoCiie CUMYJIaldje JbyOn4acToM.
Ba)kHU aMHHOKHMCETUHCKH OCTAI[M O3HAUYEHH CY Ha CJIHIIH.

MelycoOHu mosoxkaj OBUX KiIacTepa MOTrao Ou ce OmHcaTh Kao Ja C€ MOJEKYJHW JIMraHjaa
potupajy oy oce Koja cnaja A u D mpcreHoBe creponia y cMEpy CYNPOTHOM O] KpeTama
Ka3aspke Ha cary. Kperame nuranna je ka ocraruma F118, F311, L308 u W227, a kako ce
JUraHj] MoMepa y aKTUBHOM MECTy, TaKO C€ M aKTHUBHO MECTO IpujarohaBa J1a NMpUMH
MeTuiIecTapcky rpyny Ha D kpajy crepouna. Kperame nuranga Kpo3 akTUBHO MECTO HHje
HAaCYMHUYHO M y CKJIQIy je ca MpeTXoaHuM uctpaxkuBamuma eHznma AKPI1I[ mormoponute.
Hawume, nurang ce Hajupe cMemTa y OKCHaHjOHCKO MECTO y KojeM ce Hamaze Y55, H117 u
NADP?, kao wmro je mponaheno y kommiekcuma 3aXCJI-3 ca TECTOCTEPOHOM, OJHOCHO
ypconeokcuxonaroM (Jin u cap. 2001, Nahoum u cap. 2001). Kacuuje, oH ce momepa ka CII3
MECTY, I/ie ce Hana3e octauu Y24, E192, S217, S221, H222, Y304 u L305, kao y cTpyKTypH
3aXC/I-3 ca aampocrenanonoM (Zhang u cap. 2016). Tpehu kiactep koHpopmanmja oaroapa
ctpyktypu 17BXCJI-5 y KOMIUIEKCY ca CTEpOUAHUM JTaKTOHCKUM JurangoM EM 1404, tako na
3ayzuma CII1 moguen Besyjyher mecta ca ocraruma F118, N167, L306, L308, F311 u F319,

Kao M CTepouIHH KaHai ouBuucH ca W227 u V54 (Qiu u cap. 2007).
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Ha kpajy oBor notmoriasssa AaT je BU3yeIHH MPUKa3 TpajeKTopHuje cumynanuje (cimka 5.33)
n RMSF Bpennoctu 3a mporenH (ciuka 5.34), Ka0 M HETOBY IOJIMIICITHIHY OKOCHHILY,

caunbeHy o7 Co aToma aMuHO-KUcenrHa (cinuka 5.35).

RMSF nujarpam mpukasyje cpeame BpeaHoctd RMSD 3a cBaky aMHMHO-KHCEIHHY TOKOM
CHMYyJIallije, TaKo J1a je Ha X-OCH IpUKa3aHa aMUHOKHCEIMHCKAa CEKBEHIA Y BHJY PEIHUX
OpojeBa aMHHO-KHCENIMHA y TPOTEHHY, JOK je Ha Y-ocu npukazana npoceusa RMSD Bpeanoct

3a JaTy aMUHO-KHCCIINHY.

Cauxa 5.33. Ilpek/jom/beHH M NOpaBHATH Yy3opuu ¢pejMoBa M3 TpajeKTOpHje HAKOH CHMYJanuje
mostekyiacke qunamuke 30XCJI-3 ca kodpaxkropom NADP* u jurangom JbI'6 y cepu Boae. Jbydnuuacrom
TpakoM mpukasana je Co OKOCHHUIIA MPOTEHHA, a TanuhiinMa ¢y npuka3anu KOQakTop U JTUTAHI.

2.5

0 50 100 150 200 250 300
peaHu 6poj aMUHO-KUCENIUHE Y CEKBEHLM NPOTENHA

Caunka 5.34. RMSF Bpeanocru (enzn. RMSD per residue) 3aXCJI-3 makon 20 ns cumyJjanuje ca
koakTopom NADP* u jenumemem JbI'6. V pauyHame Cy y3€TH [EITH MOJICKYJIH aMHHO-KHUCETHHA.
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Heke amuHo-kucenuue cy GiaeKcUOWIHU]E O IPYTUX, aJIk TOMEPaj CBAKOT OCTaTKa HE Mopa
OWUTH 3HaYajaH 3a BE3WBAKC CBAKOT JIMTAHJA, KA0 IITO HU CBaKa MyTalllja Y NMPOTEHHY HE
M3a31Ba POMEHY Y CTPYKTYPH U (PYHKIUjH, TOK IPOMEHE Ha KJbyYHUM MECTHMA MOTY UTpaTu

BEJIMKY YJIOTY y IIPETIO3HABaKky U MPUXBATAY JIUTAHAIA.

0 50 100 150 200 250 300
penHu 6poj aMUHO-KUCeNIMHE Y CEKBEHLUM MPOTENHa

Cnuka 5.35. RMSF Bpennocru (enen. RMSD per residue) 3aXCJ/I-3 nakon 20 ns cumyjanuje ca
xoakTopom NADP* u jenumemem JbI'6. YV 063up cy y3eti Co aTOMH aMUHO-KHCETHHA.

W3 cnuka 5.34 u 5.35 moxe ce 3akpyuntu na ce RMSF Bpennoct Behune amMmuHO-KucenuHa
kpehe y oncery 1o 2 A 3a uene amuno-kucenune u oko 1 A 3a Ca aToMe, M3y3eB HEKOJIUKO
ocrataka Ha N u C kpajy nporenHa, Koju cy no npupoau ¢iaexcudbminuju. Pazmuke RMSF
BPEJIHOCTH 3a JIBa HACYMUYHO ojabpaHa ocTaTka Cy peaa Benmwumne | A, mro oxrosapa
oncrynamuMa RMSF BpeqHOCTH KOje cy NMpHuKa3zaHe y MPeTXOJHOM TEKCTY 3a 11€0 MPOTEHH
onHocHOo Co aTrome NMPOTEMHA, TaKO Jla C€ MOXE 3aKJbYyYUTH Ja Cy youeHe (IyKTyaluje
MOCIIEANIIA TIPUPOTHHUX OCIIMIIAIINja aTOMA, Be3a, yIJIOBa U IUeapa y CHCTEMY TOKOM BpEMEHa.
W3 HaBeneHMx mojaTraka MOXKE €€ 3aKJbyUWTH J1a j€ MCIUTHUBAHU KOMIUIEKC CTaOWiIaH, a
aKTUBHO MECTO €H3MMa C€ YMHHU JOBOJbHO BEIMKUM M (iekcuOwiHuM 1a Oe3 Behux
KOH(OPMALIMOHUX NMPOMEHA MPUXBATH IIHUPOK CHEKTap CTPYKTYPHO PA3IMUUTHX jeUICHA,

Mehy KojuMa je U UCIUTHBAHO jeAunbeme JbI6.

O6a nHanmaza moTBphyjy MAa je KOMIUIEKC cTabuiaH, a momepaju koju ce mpumehyjy cy
OYEKUBAHM C 003UPOM Ha TO J1a je CBAKM >KMBU CHCTEM JIMHAMMYaH, Ia J0Ja3H JI0 KpeTama
aToMma ycllell McTe3ama Be3a, Jedopmaliija yriioBa, TOp3uje Auenapa, Kao M MHTEpaKluja

HECYCCAHUX aToMa.
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5.4. Kpucragorpadcke cryauje y nornopoauuu AKP1I{

3a ekclepuMeHTe OBe JucepTaiyje, KpucCTalu3alMja NpOoTEeHMHa je TMOKyllaBaHa ca
npeunitheHuM  XeTeposiorHo  ekcrnpumupanuM eHzumuMa  30XCH-3 u  17BXC/-5,
cymwiementupanuM kopakropom (NADPY), y amonporenHckoj GOpME WK Ca JIMTaHInMa —
jenumemuMa U3 OMOMMOTEeKe JepuBaTa JKYYHHX KHCEIMHA KoOja Cy ce ToKa3ajia Kao
HAJIIOTeHTHUJU HHXUOUTOpU eH3uMcke akTuBHOCTH 30XCJ-3 u 17BXCJ-5 y mperxoaHum
ekcriepumentuma (cmpanuya 107: mabena 5.2. Kopenayuja in vitro u in silico cmyouja
unxubuyuje 3aXC/[-3 o0dabpanum kanouoamuma u3 OudIUOMEKe O0epusama HCYUHUX
kucenuna). Kpucranuzanuja 17X CJI-5 je Ouna ycrenrHa 3a €H3UM y alionpoTEUHCKO] hopMH,
kao u ca juragaom JIC7. Kpucranuzauuja ensuma 3aXC/[-3 10 MOMeHTa mucama OBe

JcepTalyje Huje Ouia ycrenHa.
5.4.1. Kpucranuzauuja enzuma nornopoauue AKP1L]

ExcniepuMeHTH KpUCTaaM3alrje MOCTaB/beHU Cy MmoMohy poboTa, MetogoM ceaehe Kamu, u
pyuno merogom Bucehe kamu. Enzum 17BXCJI-5 ycnemHo je kpuctanucao Ha o0a HauMHA
OIMCaHa Y OBOj IMCEPTAIIM]jH, aJTH KPUCTAIU JOOM]CHU PYYHHM ITOCTABIbaHEM OrJiea Bucehux

KaIlu HUCY OWJIM MOTOJIHU 332 CHUMame Judpakuyje (ciamka 5.36).

Cauka 5.36. [IpoTeMHCKHN KPUCTAJIM Y PYYHO NMOCTAB/bEHNM eKkcnepuMeHTUMA Bucehe kanu 17pXCA-5.

VY orneaumMa KpuUCTalW3alMje METOAOM celehmx Kamu, IMOCTaBJbeHHM IOMOhy poboTa,
KpHUCTajJu3anuja je Ounia ycremsHa y cMemama 8, 48, 64, 76, 88 u 96 Morpheus komiuiera kao
n y cmemu 37 xommiera PEGs Suite I, mpum konunenrpauuju mporenHa 40 mg/ml, y

anmomnpoTenHCKo] popmu wim y mpucyctBy auranana u3 JIC7 (couka 5.37).
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Cauka 5.37. Kpucranu 17XCJI-5 noa cBeTJIOCHUM MHKPOCKOIIOM €a MOJIAPH3ALMOHUM 00jeKTHBOM.
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Kpucranmu 17BXC/-5 nocraBbeHn moMohy poOoTa Cy ce MojaBWIM MPEKO HOhH, JTOK Cy
KPHCTAJIM OBOT €H3MMa KOjU CY MOCTaBJbaHu py4HO pacyu S nana Ha 18 °C. Py4yHo nocraBbeHn
kpuctramu 17BXCI-5 cy O6unu Mel)ycoOHO ciembeHu, ra HUCY OWIIM TOTOJHU 32 MEPEHe
mudpakuyje, anu cy norBpawi Mmoryhunoct kpucranuzanuje 17pXCJ-5 Ha HauMH Ha KOjH je

Moryhe TOHOBHUTH €KCIIEPUMEHTE KpUcTainu3anuje y jadboparopujama y Hopom Cany.

Kpucranuzanuja enzuma 30XCJI-3, HaxaiocT, HUje OWiIa yCIelIHA, aJld Cy MOHABJbAEM
ycinoBa Couture u capagauka (2005) modujenu chepynauru (ciuka 5.38) Koju HAKO HHCY
MOTO/IHU 3a nudpakiurjy, ykaszyjy Ha TO Ja CMO Ha J100poM myTy Jaa pUHUM ToJeliaBamuMa

yCIIOBa 3a KpUCTaIM3aInjy 1o0ujemMo kpucraie koju audpakryjy (Bergfors 2009).

Cauka 5.38. Cpepyaurn ensuma 30X CJI-3.

5.4.2. Crpykrypa 17BXC/-5 y anonporennckoj ¢popmu

VY 0BOj aucepTanyju mpBu NyT je oapehena crpykrypa eazuma 17BXCJI-5 y anonpoTenHCcKoj
¢dbopmu, 6e3 JIraHa a Koju Cy HaMepHO JOJaTH WK CIIYIajHO TOKOM ITpolieca KpUCTaIH3aIlH]e
U3 PacTBOpa 3a KPUCTAIM3aLMjy JOCIEIH Yy aKTHBHO MecTo eH3uma. [lopen mporewHa u
MoOJIEKyJia BOJe, Mojel caupxu camo kodaktop NADP® koju je Heomxoman 3a
¢dbyHkimonncame eHsuma. Kpucranm amomporenncke ¢opme 17BXCIA-5 nobujenu cy
kopuinhemeM cMerre moj peanum opojem 37 u3 komruteta PEGS Suite 1 (25% wi/v PEG 3000,
0,1 M Na-HEPES), ca 40 mg/ml en3uma (oapeheHo cnipekTpopOoTOMETPHjCKOM METOI0M) U
OJTHOCY MTPOTEHHCKOT pacTBopa u pesepBoapa 1:1. Kodakxrop je nonasan y Buiky (5 mM), na
ou ce 00e30emuno na Oyne jacHo Buhen Ha 2F0-Fc manmu. Hemocpenano mpe mocraBibama
ceaehux kamu y cMmenry mpoTenHa U KodakTopa 0aat je TpOMOUH, 1a O ce TOKOM TpoIieca

KpHUCTau3anuje Bpuruia in situ mporeonusa (Plavsa u cap. 2018).
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JloOHjeHn KpHuCTalld CMP3HYTH CYy Y TEYHOM a30Ty M CHUMaHU Ha qudpakroMeTpy MHCTHTYTA
3a OpPraHCKy XeMHjy M OMOXeMHjy W Ha CHHXPOTpoHy y bepmuny (Gerlach u cap. 2016).

CratucTuka caKkyrneHux nudpakinoHuX mojgaTaka CyMupaHa je y rademu 5.3.

Ta6ena 5.3. Mogaun audpakunone ananuze kpucrana 17pXCA-5 — NADP*

[IpocropHa rpyna P1
[TapameTrpu enementapue henuje:
a,b,c(A) 39,23 51,20 75,61
o, B,y (°) 76,89 84,39 77,71
Pesonynuja (A) 1,59
bpoj jenuncTBeHNX peduiekcuja 71762
Kommnernoct (%) 96,13
Robs 0,221
Riree 0,234

Koedunmjent xopenamnuje Fo-Fc 0,916
B daxrop (A?) 24,356

MaxkcuManHa pe3oiynuja J001jeHor Moienia mpoTernHa ouia je 1,59 A, IIPU KOMIUIETHOCTH O/T
96,13%. dudpaknuona ciuka mpeBeqeHa je y .mtz (ajia a MOJICKyJICKa 3aMeHa BpIICHA je
nomohy niporpama Phaser (McCoy u cap. 2007) y okupy komiuteta CCP4i (Project CC, 1994),
kopuithewem ctpykrype o [TJIb kogom 1Z2Q5 (Qiu u cap. 2007) 3a nodujame dasa.
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Ciuka 5.39. PamauanapaHoB aujarpam mopenaa crpykrype 17pXCHA-5 — NADP*. IlnaBu kpyxuhu
03Ha4aBajy aMHHOKHCEJIMHCKE OCTaTKe Y 0KEJbHUM KOH(pOpMaIjama @ 1  yIioBa, IUIaBH TPOYJITIIOBH OCTAaTKeE
Y J103BOJBEHHM, A [IPBEHU KPYTOBU OCTaTKE y HEJJ03BOJbEHHM KOH(pOpMaIujama ¢ 1 \y yriosa.
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HakoH HeKkonHMKO HUKITyca yTadmaBama momohy mporpama Refmac5) u3 kommuera CCP4i
(Murshudov u cap. 2011), K0OMHOBaHUX Ca PyYHUM yTaudlbaBambeM JOOH]jEHA je CTPYKTypa ca
R-obs dakropom 0,22 u R-free ¢paxropom 0,23. Koncrpyucan je PamauanapaHoB aujarpam
(cnuka 5.39, Ha MpeTXOJHO]j CTpaHMIM) MOMOhy kora je yrBpheHo ma ce 94,5% ocrartaka
HaJla3u Y MOBOJBHUM peruonuma, 3,56% y 103BOJbEeHUM PErTHOHUMA, 0K je 6 octaTaka (1,94%)
y HEI03BOJbCHMM PErHOHHMA ¢ H \y yrioBa. JloOujenu moxen mporenHa (ciuka 5.40) je
MOHOMEp, [0 CBUM KapaKTEepUCTHKaMa CTPYKTYype MOIyIapaH 0 caja MO3HATUM MOJCIHMA

17BXCHO-5 (Jin u cap. 2001, Qiu u cap. 2000, Yosaatmadja u cap. 2006).

Cauka 5.40. Crpykrypa anonporenna 17X CJ-5. Kodakrop NADP” je npukazan jbyoudactum mrranuhuma.
5.4.3. Crpykrypa 17BXCI-5 y kommiekcy ca uaxudouropom J1C7

Kpucranu tepuapaor kommiekca 17pXC-5 ca kopakropom NADP* u unxuburopom JIC7
nobujeHn cy mpu crekrpodoromerpujcku oapeheHoj KoHIeHTpanuju eHsuma S50 mg/ml
(1,35 mM). KodakTop je noaar y sumiky (5 mM), 1ok je uaxuodutop JIC7 moaar tako 1a 0JJHOC
MOJIOBa eH3uMa U nHxuOuTopa oyne 1:2 (2,7 mM jenumema JIC7). Ynorpedom Morpheus cera
3a KpHCTalu3auujy y Hekoimuko nmosba MRC mukpotuTtap 1uioue 1oOMjeHM Cy KpHCTalId
noJI00HM 3a CHUMame Tudpakuyje, Ipu YeMy Cy CBH NpuNajaiu npocropHoj rpynu Pl, a
HajoospH Cy 100HjeHn kopumthemem cmerna 96 u3 ceta (12,5% w/v PEG 1000, 12,5% w/v PEG
3350, 12,5% v/iv MPD, 0,02 M cBake amuno-kucenune, 0,1 M tpuc/ounun mydepa, pH 8,5),

IIpY OJHOCY 3allpeMHHA pe3epBoapa U nporenHa 1:1. Kpucranu cy cMp3HyTH y TEUHOM a30Ty
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U CHUMaHU Ha audpaktomeTpy MHCTHTYyTa 3a OpraHcKy XeMmHjy U OHOXeMH]y, Kao U Ha
curxpoTpony y bepmuny (Gerlach u cap. 2016). Ilpu pezonyrmiju ox 1,1 A xommnerHoct je
6uma 66%, Tako 1a je pe3onyuuja cMamena Ha 1,4 A na 6u ce mocturia kommiersocT o1 93%.

[Momanu audpaknroHe aHaTU3e KpUCTalla MPUKa3aHu Cy y Tadbenu 5.4.

Tabesa 5.4. Hogauu audpakuunore anaause kpucraaa 17pXCJI-5 — NADP* — 1C7

[IpoctopHa rpyna P1
[Tapametpu enemenrtapue henuje:
a,b,c(A) 39,46 51,41 77,88
a, B, v () 77,26 86,74 77,63
Pesonynuja (A) 1,40
Bpoj jenuHcTBeHNX pedrekcuja 105500
Kommnernoct (%) 93,12
Robs 0,167
Riree 0,190

Koedunujent xopenauuje Fo-Fc 0,971
B daxrop (A?) 17,321

Jludpakimona ciavka mpeBeieHa je y .mtz (aji, a MoJeKyJicka 3aMeHa BpIICHA je TIoMohy
arumukarje Phaser (McCoy u cap. 2007) y oxeupy kommiera CCP4i (Project CC, 1994),
kopuitheweM crpykrype ca I[1JIb xogom 1Z2Q5 (Qiu u cap. 2007) 3a nodujame dasa.
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Ciuka 5.41. PamayanapanoB aqujarpam moaenaa crpykrype 17pXCI-5 — NADP* — IC7. [lnaBu kpyxuhu
03HAuaBajy aMUHHMKHCEIMHCKE OCTAaTKe Yy MOKeJbHHM KOH(OpMalpjamMa (¢ W \y YIIOBa, IUIABH TPOYTJIOBH
03HA4aBajy OCTAaTKe y 103BOJEEHUM, a IPBEHH KPYTOBH OCTaTKe Y HEZI03BOJbEHUM KOH(pOpMaIjaMa ¢ U\ yriiosa.
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Hakon Hekonmuko HMKIyca yTaumaBama nomohy amnmukamuje Refmac5 (Murshudov u cap.
2011), xoju Cy CMEHHBAHM Ca PyYHUM yTaulbaBameM 100HjeHa je CTPYKTypa TEpHapHOT
komiuiekca ca R-obs dgakropom 0,17 u R-free 0,19. Koncrpyucan je Pamauanapasos qujarpam
nmomohy Kkojera je yrBpheHo na ce 96,28% ocraraka Haia3u y MOBOJFHUM peruoHuma, 2,43% y
J03BOJbEHUM PETMOHMMA, 10K je 8 ocraTtaka (1,29%) y Heno3BOJbEHUM pEeruoHuMa @ U

yrioBa (ciuka 5.41, Ha IPETXO/AHO] CTPAHHU).

JloOGujeHu MoJieNn TepHapHOT KOMIUIEKCa CE€ CACTOjH OJ /1B UICHTUYHA JIAaHI[A OKPEHYTa jeiaH
npemMa JIpyrom, y KOjuMa ce jaCHO W3/IBajajy CJICKTPOHCKE T'YyCTHHE JiuraHnaa (ciuka 5.42).
JlaHIM IO CTPYKTYPHUM KapaKTEpUCTHKaMa y MOTIYHOCTH OATOBapajy 110 caaa 00jaBJbeHUM

mozenuma ctpykrype 17XCI-5 (Jin u cap. 2001, Qiu u cap. 2000, Yosaatmadja u cap. 2006).

Cnuka 5.42. Ctpykrypa numepa 17pXCA-5 — NADP* — JNC7. Jbybuuactium mranmuhuma y oba saHia
MIPUKa3aHU Cy MOJIEKYJIN KO(haKTopa U JIMraH a.

V akTuBHUM MecThMa Hajtasze ce NADP' u unxuburop JIC7 (cnuka 5.43).

Cnnka 5.43. Tloppmmua nporenHa 178XCJ/I-5 npuxa3ana kao cdepa, U3 Koje U3BHPYjy MOJEKYJIH
kopakropa NADP* u unxuourropa JIC7 npuka3zanu kao mranuhu.
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EnexTpoHcka TycTHHa WHXMOWTOpa je jaCHO W HEABOCMHUCIICHO NeUHHCAHAa U OATOBapa

CTPYKTypu uHXuOuTOpa (cnuka 5.44).

Camnka 5.44. CTpyKkTypa ¥ e1eKTpoHcKa rycTuna nHxuouropa JIC7 u3 Mojesna NpoTeHHCKOr KOMILIeKca.

AHanu3oM J00ujeHOr Mojelia CTPYKType, YTBpheHo je na jemumerme o3HadeHo kao JC7
dbopMupa HEKOJIWKO KJBYYHHX BOJOHHMYHUX Be3a Koje My omoryhaBajy 3aapikaBame y
akTuBHOM Mecty eHzuma 17BXCJI-5 (cmuka 5.45). Jenumemwe je cBojuM D crepounaHuM
MPCTEHOM OKPEHYTO Ka KogakTopy, mTo oMoryhaBa OnM3ak KOHTaKT KapOOKcHiara ca

HUKOTHHAMHUJIHUM TIPCTEHOM KodakTopa.

Caunka 5.45. Jenumeme JJC7 (xyrn mrannhu) n kodgaxkrop (3eneHu mranuhn) y akTHBHOM MeCTy eH3MMa
17pXCA-5 (cuBo). Konraktu koje JIC7 ocTBapyje ca OKOJHHM MOJIEKyJMMa Boje, KOodakropa ¥ MpOTEHHA
MPUKa3aHU Cy UCTIPEKUIAHUM KYTHM JIMHHjama.
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Ca jemne crtpaHe, KapOOKCWJIATHH aHjOH Jeilyje Kao JOHOP BOJOHHWYHE BE3€ aTOMHUMa
KuceoHMKa Y55 u azora H117 u3 katanutuuke terpajae, AOK ca Apyre CTpaHe Kao akLenTop
OCTBapyje BOJOHWUYHY BE3y Ca MOJIEKYJIOM BOJE, MPEKO KOora jeé y KOHTaKTy ca aTOMOM
KrceoHuka u3 nupodocharne rpymne kohakropa, YMMe Ce BEPOBATHO OCHUTypaBa MOBOJhHA
opujeHTalMja Juraaa npema kodakropy. Terpazoncku npcTeH, KyIioBaH Ha npoumupenu C
MPCTEH cTepounaa GopMupa BOJOHUYHE Be3e ca 00uHUM ocTaTkoM S308, Kao U ca OKOCHHUIIOM

poTerHa Ha Mo3uIKjaMa aMuHo-kucenuna D307 u Y227.

Ha oBaj HauuH jenumene Koje HUje crnenuduyHo au3ajHupano 3a unxuounujy 17pXCI-5,
yJla3u y HErOBO aKTHBHO MECTO, KOj€ jé CTPYKTYPHUPAHO TAaKO Ja MOKE Ja MPHUXBATH IIHPOK
CIIEKTap XEMHjCKH Pa3HOBPCHUX juranana. OBo jeaumerme moMohy BOJIOHMYHUX Be3a Koje
OCTBapyje ca aTOMHMa KOjU CauribaBajy OKOCHUILY IMOJIMIICNITHIHOT JIaHIA €H3WMa, Kao U
AMHHOKHMCEIIMHCKUM OCTalliMa aKTHBHOI MECTa M MOJIEKYJIOM KOEH3MMa OCHUTypaBa CBOje
BE3UBAkE Y aKTUBHOM MECTY, YAME OM MOTJIO OMETAaTH BE3HMBAIE CYINCTpaTa U MHXUOMpATH

CH3MMCKY aKTHBHOCT, Kao LITO je MOKa3aHo y iN VIitro ecejumMa 1 MOJIEKYJICKOM JIOKHHTY.

[TopaBHame Monena crpykrypa 1 7BXC/I-5 y anonporennckoj popmu u ca nuaxuduropom J1C7,
onpeheHnx y OKBUpPY OBE TUCEpTaIlrje, T0Ka3aja Cy CIIMYHOCTH U Pa3IMKe Y aKTUBHOM MECTY
nBe ¢opme eH3uma, ca u Oe3 BezaHor mnuranga. llosummja kodaxrtopa, kKao u rpyode

KapaKTepPUCTUKE CTPYKTYpe TOTOBO Cy HICHTHYHE y 00a Mozena (ciuka 5.46).

Cinka 5.46. Ilpeknaname Moaena crpykrype 17pXC/I-5 y anonporenHckoj opmMu (CHBO) M ca Be3aHUM
aurangom JIC7 (niaaBo). 3eneHu mranuhu MpeacTaBibajy kKopakrop, a xxytu jurang 1C7.
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[Tornen y aktuBHO Mecto en3uma 17BXCJ/[-5 HaM OTKpHBa HEKOJUKO MPOMEHA, KOj& MOTY
yKa3UBaTH Ha MHAYKOBaHO IMpuiarohaBame CTPYKTYpe eH3UMa CYICTpaTy, IITO j€ MOKa3aHo Y
panoBuma Couture 2005 u Sotriffer 2004. Mako cy no3uiyje aMHIHOKHCEINHCKIX OCTaTaka y
aKTUBHOM MECTY OKO KO(akTopa (3efeHH ImTanuhu), Kao 1 Mo3uIHje OcTaTaka KaTaTuTHIKe
TeTpae (3esieHe JIMHKUje) TOTOBO MUACHTHYHE Y MPHUCYCTBY U oiacycTBy Juranna (JIC7, xyTtu
mranuhu), U3BECHE NMPOMEHE ce JellaBajy y OKBUPY IOJENOBAa 3a BE3UBAHE CTEPOUAA
(upBene nuuuje). bounu ocramu S129, V137 u S308 ce u3mernrajy gabe o JUraHaa, 0K ce
npcreHoBu 0ounux octaraka F306, F311 u W227 porupajy ka nuranay. Ha oBaj HaunH eH3uM
ce mpujiarohapa JIMraHay U OCUTypaBa ce€ HhEeroBo 00Jbe MO3UIMOHUPAKE Y AKTUBHOM MECTY.
ITopen tora, porupambe W227 MOXe JOBECTH JO MOJIEKyJapHOr ciarama (ewen. Stacking

MHTEPAaKIMja) ca TETPa30JIHUM MPCTCHOM Jinrana (cnuka 5.47).

\

HISF1 17~
P2~ 7
\ 7 /

I

Lvs84 P50

Cauka 5.47. Crpykrypa akruBHor mecta 17pXC/I-5 y anonporenHckoj ¢popMu (CMBO) M ca Be3aHUM
murangom JIC7 (mnawo). Kodakrop je mpukazan 3enenum tranuhuma. Jlurann JIC7 je mpuKasaH )KyTUM
mranuhnma. Ocrany U3 KaTaIMTHYKE TETPaJe MOJENA ca BE3aHWM JIMTaHIIOM HCTaKHYTH Cy 3€JIEHOM 00joM.
OcTany U3 MojeNia ca Be3aHUM JIMTaHIIOM YHja MO3HIHja ce Pa3NIuKyje O MO3UIHje Y allonpOTEHHCKO] oMU
UCTaKHYTH CY IIPBEHOM 00joM.

Ca3nHama 0 CTPYKTYPHO] OCHOBH Be3uBama jefaumema JIC7 y aktuBHo Mecto 17X C/I-5 mory
OUTH KOPHCHA 32 TU3ajH HOBUX MHXHOUTOPA KOjU OM 00Jbe 0OAroBapasu aKTHBHOM MECTY OBOT
€H3MMa U CPOJHUX €H3MMCKUX (GopmHu. Ako OM OBakBa jelMI-E€Ha MPOLUIA MPEKIMHUYKE U
KJIMHUYKE (pa3e UCTpakuBama, Morja Ou Hahu ynoTpeOHy BpeTHOCT y Tepanuju MaToJOMKHUX
CTama NMoBe3aHux ca nosehanom excnpecujoM win aktuBHouhy 17XC/I-5, mehy kojuma cy

1 HCKH O6J'II/II_II/I KaHIIepa.
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6. 3SAK/bYYAK

VY 0BOj Aucepraiyju KOMOMHOBAHH ¢y in Vitro, in silico u kpucranorpadcku ekCriepuMeHTH 1a
Ou ce y OubamoTrenu JeprBaTa )KydYHUX KUCEIMHA IMPOHAIIUIA JeIU-eha Koja Ou J1estoBaa Kao
WHXUOWTOPU CH3MMa XyMaHe 30-XHUIPOKCHCTEepOua nexuaporeHase tuma 3. Hajope cy
jenumema U3 OMOIMOTEeKe TecTUpaHa y eH3UMCKOM ecejy aktuBHocTh 30.XCJI-3, ma O6um ce
M3JIBOjUJIA OHA KOja TOKa3yjy 3HaYajHUju HHXUOUTOpHU noTeHuujan npema 30XCJI-3. 3a oBa
Jenrmbema, Koja Cy ce y MPEeIMMHHAPHOM TECTy IOKa3ajia Kao HajIOTEHTHU]H WHXHUOUTOPH
3aXC/I-3, BapupameM KOLIEHTpalyje y eH3uMckom ecejy oapehena je IC50 BpemHoct, a
TecTHpameM nHXxuouImje cponuor enzuma 17XC/-5 onpehena je muxoBa crenuGUIHOCT.
Jemumeme JbI'6 je omabpanHo 3a Mepermke yTUIIIaBakha IPUPOIHE (IIyOpecIieHITH]e TprunTodaHa
y ersumy 3aXCJI-3. CTpyKTypHE OCHOBE MHXHOHIIMjE OApeleHe cy MeTonama MOJIEKYJICKOT
nokuHra 3a jemumema JbI'6, JbI'10, 1C7, IC13, Cb140 u CB157, a 3a jegumeme JbI'6 u
CHMyJIalijaMa MOJIEKYJICKE JWHAMHKE. 3a MPEUU3HHje PacBeTJbaBAKE CTPYKTypHE OCHOBE
naxubunuje easuma u3 normopoauie AKP1I[ onpehene cy kpucraiHe CTpyKType €H3UMa

17BXCUI-5 y anonporennckoj dopmu u 'y hopmu Ko-kpucraina ca aurangom JIC7.

W3 oBe nucepraiuje MOKe c€ U3BECTH HEKOJIMKO 3aKJbydaka, KOjU YyKa3yjy M Ha IpaBlie

Oyayhux ucrpaxuBama:

o Jemumwewa JIC7, HACI13, JbI'6, JbI'10, CBb140 u CB156 moxka3zaia cy ce Kao
HajycriemHuju uHXuouTopu 30XCJ[-3 u Tpeba uxX y3eTh Kao MoJia3Hy OCHOBY 3a
CHUHTE3y IOTEHTHMJUX HHXMOUTOpa OBOr eH3uMa wiu Japyrux uwiaHoBa AKPI1I]

notnopoautie (exen. structure-aided drug design);

e Jenumema Koja ciennpuaHo uHxuoupajy 30X CJ/I-3 Moria Ou ce KOPUCTUTH 32 JICUeHe
NATOJIOMIKMX CTama Y3pOKOBaHUX mperepaHoM ekcrpecujom 3aXCJ(-3, kao u 3a

pacBeTIbaBambC CI)YHKI_[I/Ija OBOT, jOIJ_I YBEK HECAOBOJHHO MCTPAXKECHOT CH3UMA,

o Jenumema koja mopen 30X CJI-3 uaxubupajy u 17pXCJI-5 moryna 6u 6utn ocHOBa 3a
KpeHnpame JONYHCKE Tepanuje 3a ojapeleHe BUIOBE KaHIEpa KOJU Cy OCETJbUBM Ha
CTEpOHIHE XOPMOHE (HEKH THUIIOBHM KaHIepa JOJKe W TPOCTare), U KOjH TMOKa3yjy
OTIIOPHOCT Ha XEMHUOTepaneyTuKe MHUPOKOT CHeKTpa (HEKH THUIIOBU KaHilepa Iutyha,

Oemuke, 1e0eNOTr PEBa);
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e Kpucranorpadpcku nomanu enzuma 17pXCJ-5 u aHanuse TpajeKTopHje CUMYJIAIH]je
MosekyJicke nuHamuke ensuma 30X CJI-3 ykasyjy Ha Beh onucan Moies HHIyKOBaHOT
Be3MBamba JUTaHa Y aKTUBHO MECTO €H3MMa, TJIe HE J0J1a3U 0 BEIUKUX CTPYKTYpPHUX
MPOMEHA Ha BHIIUM HUBOMMA CTPYKType €H3MMa, HETrO0 Malld MoMepaju OOYHUX

OCTaTakKa y aKTUBHOM MCCTY IIOMAXKY Y 0ospeM BC3UBaABY JIMIaHA,

e [lojaBa chepynura mpuIMKOM MOKYIIaja KpucTtanuzanyje enzuma 3aXC/I-3 ykasyje Ha
yCIIOBE Koje Tpeba (hrHO mojemanaTy, a ou ce y OyayhHocTH 10OMIM KPUCTATTU OBOT

€H3HMMa, 0 YHjO] CTPYKTYPH C€ JAICKO Mame 3Ha y ogHocy Ha 17BXC/-5;

e KomOunamyja in Vitro npucryrna recTupama jeJHbeha MEPEHEM MOTPOIIIkE Kodakropa
y €H3UMCKO] PeaKIuju, y3 yrBphuBame jaunne naxuobuije mepemeM [C50 BpeqHocTr
U CHCHU(PUIHOCTH MEPECHEM WHXHOUWIMjE CPOJHE XHIPOKCHCTEPOU]| IEXHIAPOreHa3e
17BXCA-5, u in silico mpuctyna MOJEKYyJICKOT JOKHHIA W MOJIEKYJICKE IMHAMHUKE
NOoy3/1aH je, penaTuBHO Op3 M CKOHOMHYAH CHUCTEM 3a NPEIMMHHAPHO TECTHPAEe
jemumbema 3a Koje je moTpeOHO yTBpAUTH 1a i nHXxuoupajy ersum 3a.XCJI-3, a uctu
NpUCTYT, UMajyhu y BUIy BETHMKY CIMYHOCT WiaHOBa nmotdamuiyje, Tpedbao ou outn

Moryh wu 3a apyre unanose AKP11I.

Hakon carnenaBama 100MjeHUX pe3ysiTaTa MOIJI0O OM Ce MOCTaBUTU IMUTame KaKo TO Ja
JIepuUBaTH JKyUYHUX KHCEIMHA, KOju Ou Tpebaso na ce cneunpuyHo Be3yjy camo 3a 3aXC/-3,
MOKa3zyjy HMHXMOMTOPHY aKTUBHOCT M mpema cpogHoMm eHsumy 17BXCJ-5? Onrosop
BEPOBATHO JISKN Y YNILCHHIIN J1a Cy UCIIUTUBAHU JIEPUBATH XEMH]jCKA MOAM(DHUKOBAHU, TAKO
Jla ce y/ajbaBajy o]l CBOj€ NMPHUPOJIE )KyUHUX KUCENIMHA U BUllle nojacehajy Ha crepouse win
KCEHOOMOTHKE KOjU MOTY Ja ce BeXy y akTUBHO MecTo pasnmuutux AKPIL[. ¥V cBakom
Clly4ajy, Ha OCHOBY pe3yJiTaTa UCTPaKUBamba CIPOBEICHUX y OKBUPY OBE JAUCEPTAIM]e MOryY
ce u3Byhu 3akibydn Koju Ou BoAawiau y oOa mpaBlia CHHTE3e, clelu(pUIHNX UHXUOUTOpa
30XCA-3, amu u nyanaux uaxuouropa 30XC/-3 u 17XC/I-5, a o6a npaBua cy KopucHa 3a
(dbyHIaMeHTalHy HayKy, alld U TepanujcKy MpUMeHy KoJl oJpeheHuX MaTONOMIKHX CTama, Y

MIPBOM pely HEKUX 00JIMKa KaHIlepa.
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MPUJIOTI 1

JIucra ckpahennna kopumhenux y nucepranuju

AIF (enen. apoptosis induction factor) — ¢aktop 3a MHIYKIIH]jy aronTo3e

AKP — cynepdammimja ango-KeTo peayKraza

AKP1 — nopoauna anao-keTo peaykrasa 1

AKP1b — nornopoauiia ango-keto peaykrasa 1b

AKP1L — notnopoauna ajnjgo-kero peaykrasza 111

ARE (enen. antioxidant response element) — cexsenna JIHK koja nperno3Haje aHTHOKCHIaHCE
BSA (enen. bovine serum albumin) — rosehu cepymcku anbyMmuH

COX-2 (enen. cyclooxygenase 2) — nuKIOOKCUT€HA3a THIIA 2

IHC — ueHTpajiHu HEPBHU CUCTEM

DTT — nutuorpeuron

EDTA — erunenguamunTeTpacupheTHa KHCEIMHA

EndA1 — 6aktepujcka eHponykieasa 1

®ACTA / FASTA — ¢popmar npuka3zuBama CEKBEHIIE aMUHO-KHCEJIMHA WM HYKJIEOTH 1a
FPLC (enen. fast protein liquid chromatography) — teuna xpomaTorpaduja HUCKOT IPUTHCKA
FXR (enen. farnesoid X receptor) — dbapuesouanu X perenrop

I'ABA — y-aMuHOOyTepHa KUCelTuHa

GPCR (enen. G-protein coupled receptor) — penenirop Be3an ca I mporenHoM

HEPES - 4-(2-xunpokcuerwn)-1-nunepa3uHeTan cyiOHCKa KHCEInHA

HER2 (enen. human epidermal growth factor receptor 2) — perienirop 3a XymaHu emuiepMaiHu
¢axTop pacra 2

IC50 — koHmeHTpammja JWraHga npu Kojoj ce moctmwke 50% wWHXHOUIMje OHOIIOIIKEe
aKTUBHOCTH WJIH TIpoIieca

IL-6 — unTepieykun 6

IPTG (enen. isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside)

JAK kuna3ze (enen. JAK — Janus kinase)

Lac omepon, LacA, LacY, LacZ, LacUVS — nakTo3HH OIEpOH, T€HU IOJ HETrOBOM
KOHTPOJIOM YHjH MPOIYKTH PETYJIHIIY MeTa0O0Inu3aM JTaKTO3€, MyTHPAHH JIAKTO3HHU TPOMOTEP
LacZAMI15 — napuujanna nenenuja LacZ rena

Lon — GakTepujcka MUTOIUIa3MaTCKa MpoTea3a aKTHBHUPaHa CTPECOM

MAP xunasze (enen. MAPK — mitogen activated protein kinase)
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MCS (eren. multiple cloning site) — MecTo BHIIECTPYKOT KJIOHHpPama WM MOJMIMHKED Ha
BEKTOPY, CEKBEHIIa KOja CaJpyKK MeCTa MPero3HaBama 3a BUILE PECTPUKIIMOHUX CHIIOHYKIIea3a
MPD - 2-metnn-2,4-11eHTaanoin

NAD(P) — HukoTHHAMK]T aJIcHUH TUHYKICOTH T (Pocdar)

HMIA — H-metui-/[-acmaprar

Nrf2 (enen. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) — tpanckpunimonu dakrop Tuma 2
MOBE3aH ca HyKJICapHUM €pUTPOUIHUM (PaKTOpom 2

NSAID (enen. non-steroidal anti-inflammatory drugs) — HectepouaHu MIPOTUBYTATHH JICKOBU
NVT — cuctem y KoMe Cy KOHCTaHTHH OpOj MOJICKYJIa, 3alpeMHHA CHCTEMA B TeMIIepaTypa
NVE — cucreM y KoMe Cy KOHCTaHTHH OpOj MOJIEKYJIa, 3allpEMHHA CCTEMa U EHepruja

NPT — cucrem y kKoMe Cy KOHCTAaHTHH OpOj MOJIEKYJIa, IPUTHUCAK CUCTEMA U TEMIIEpaTypa
ompT (enen. outer membrane protein protease VII) — 6Gakrepujcka MeMOpaHCcKa poTeasa
PCR (enen. polymerase chain reaction) — naHuana peakiiyja mojaumepase

PCT (enen. pre-crystallization test) — mpekpucranu3aiijcku TecT

B (enen. PDB — Protein Data Bank)

PEG (enen. polyethylene glycol) — nonuerunenrimkon

T X2/®2/12 (enen. PG H2/F2/D2) — npocrarnanauau X2/D2/J12

PI3K — dpocharnaununosuron-3 kunase (enen. phosphatidylinositol 3-kinase)

PKC — nporeun kuna3za L1 (enen. protein kinase C)

PQ — penantpenxnHoH

PSA (enen. prostate specific antigen) — anturen crenuduryan 3a mMpoCTaTy

PXR (enen. pregnane X receptor) — mpersancku X perentop

RecA1l — Oakrepujcka pekomOuHa3za 1

RMSD (enen. root mean square deviation) — KopeH cpe/imber KBaApaTHOT OJICTYIIamba

RMSF (enen. root mean square fluctuation) — mpomena RMSD tokoMm BpemeHa

SDS-PAGE (eren. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) -
eJIeKTpodopesa Ha MOTUAKPUIAMUAHOM Tely ca HaTPUJyM 10U Cyla(aToM

CII 1/2/3 (enen. SP — steroid pocket 1/2/3) — crepouanu yen aktusHor mecta AKP11]

CCPH / SSRI (enen. selective serotonin reuptake inhibitors) — cenextuBHu MHXHOUTOPU
npey3uMama CepOTOHHHA

TEMED — TetpameTnieneTuneH inaMuH

THUM 6ypenue (eren. TIM barrel — triose isomerase barrel)

VDR (enen. vitamin D receptor) — penenirop 3a /| BuTamux

11T ®2a (enen. 11BPGF2a) — 11 npocrarnanaus d2o
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17BXCA-5 — 173 xuapokcucTepou 1 AeXuaAporenasa Tumna 5
200XC/I — 200 XuIpOKCUCTEPOUT IEXUIPOTeHA3A
30XC/-1 — 3a-XuapoKCUCTepOnI AeXUIporeHasa tumna 1

3aXC/-3 — 30-XHIpOKCUCTEPOU/T ACXUAPOTECHA3A TUTIA 3

Ckpahennue aMMHOKHCEIHHA:

AMHMHO-KHCCIINHA

TPOCJIOBHA jeﬂHOCHOBHa

allaHuH
apTUHUH
acraparuq
acnaprar
[UCTEHH
riryTamaT
TIIyTaMUH
TJIMLWH
XUCTHJIUH
U30JICyIINH
JCYIIH
JU3UH
METHOHHUH
dbenunanaHuH
POJINH
CepuH
TPEOHUH
TpunTodax
THUPO3UH

BaJIMH

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gln
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

- I OO m O U Z2 1o >
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IHPUJIOT 2

KomrmoneHTe cMelia y KOMEpUHjaiHO JOCTYITHUM KOMILJIETUMA KOju Cy KOpUIINeHHU 3a T3B.
shotgun kpucramuzanujy 17XCJ-5 u nokymaje kpucranuzanuje 30.XCJI-3. ExkcriepumenTr
cy pahenu Meronom audy3uje UcmapaBameM, Ipu YeMy Ccy y cenehoj KanbuIy TECTHPaHU

OJIHOCH CMeIIe 3a KpucTaausanujy u nporenna 1:1, 1:2 u 2:1.

PEGs Suite I, Qiagen, https://www.giagen.com/

cmewa co nydep npeunnuTaHT

A1 0.1 M Na-acetate pH 4.6 40 %(v/v) PEG 200

A2 0.1 M Na-acetate pH4.6 30 %(v/v) PEG 300

A3 0.1 M Na-acetate pH4.6 30 %(v/v) PEG 400

Ad 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(v/v) PEG 550 MME
A5 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 1000

A6 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 2000 MME
A7 0.1 MMES pH 6.5 40 %(viv) PEG 200

A8 0.1 MMES pH 6.5 30 %(viv) PEG 300

A9 0.1 MMES pH 6.5 30 %(viv) PEG 400

A10 0.1 MMES pH 6.5 25 %(viv) PEG 550 MME
A1 0.1 MMES pH 6.5 25 %(w/v) PEG 1000
A12 0.1 MMES pH 6.5 25 %(wi/v) PEG 2000 MME
B1 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 40 %(v/v) PEG 200

B2 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 30 %(v/v) PEG 300

B3 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 30 %(v/v) PEG 400

B4 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(v/v) PEG 550 MME
B5 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(w/v) PEG 1000

B6 0.1 MNa-HEPES pH7.5 25 %(w/v) PEG 2000 MME
B7 0.1 MTRISHCIpH 8.5 40 %(viv) PEG 200

B8 0.1 MTRISHCIpH 8.5 30 %(v/v) PEG 300

B9 0.1 MTRISHCIpH 8.5 30 %(viv) PEG 400

B10 0.1 MTRIS.HCIpH 8.5 25 %(viv) PEG 550 MME
B11 0.1 MTRIS.HCIpH 8.5 25 %(w/v) PEG 1000
B12 0.1 MTRISHCIpH 8.5 25 %(wiv) PEG 2000 MME
C1 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 3000

C2 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 4000

C3 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 6000

C4 0.1 M Na-acetate pH4.6 25 %(w/v) PEG 8000

C5 0.1 M Na-acetate pH4.6 20 %(w/v) PEG 10000
C6 0.1 M Na-acetate pH4.6 15 %(w/v) PEG 20000
C7 0.1 MMES pH 6.5 25 %(w/v) PEG 3000

C8 0.1 MMES pH 6.5 25 %(wiv) PEG 4000

C9 0.1 MMES pH 6.5 25 %(w/v) PEG 6000
C10 0.1 MMES pH 6.5 25 %(w/v) PEG 8000
c1 0.1 MMES pH 6.5 20 %(w/v) PEG 10000
C12 0.1 MMES pH 6.5 15 %(w/v) PEG 20000
D1 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(w/v) PEG 3000

D2 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(w/v) PEG 4000

D3 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(w/v) PEG 6000

D4 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 25 %(w/v) PEG 8000

D5 0.1 MNa-HEPES pH7.5 20 %(w/v) PEG 10000
D6 0.1 MNa-HEPES pH 7.5 15 %(w/v) PEG 20000
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D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6
67
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
Ha
H5
He
H7
H8
Ho
H10
H11
H12

0.2 M Na-fluoride
0.2 M K-fluoride

0.2 M NH4-fluoride
0.2 M Li-chloride

0.2 M Mg-chloride
0.2 M Na-chloride
0.2 M Ca-chloride
0.2 M K-chloride

0.2 M NH4-chloride
0.2 M Na-iodide

0.2 M K-iodide

0.2 M NH4-iodide
0.2 M Na-thiocyanate
0.2 M K-thiocyanate
0.2 M Li-nitrate

0.2 M Mg-nitrate

0.2 M Na-nitrate

0.2 M K-nitrate

0.2 M NH4-nitrate
0.2 M Mg-formate
0.2 M Na-formate
0.2 M K-formate

0.2 M NH4-formate
0.2 M Li-acetate

0.2 M Mg-acetate
0.2 M Zn-acetate

0.2 M Na-acetate
0.2 M Ca-acetate

0.2 M K-acetate

0.2 M NH4-acetate
0.2 M Li-sulfate

0.2 M Mg-sulfate

0.2 M Na-sulfate

0.2 M K-sulfate

0.2 M NH4-sulfate
0.2 M di-Na-tartrate
0.2 M K/Na-tartrate
0.2 M di-NH4-tartrate
0.2 M Na-phosphate
0.2 M di-Na-phosphate
0.2 M K-phosphate
0.2 M di-K-phosphate
0.2 M NH4-phosphate

0.2 M di-NH4-phosphate

0.2 M tri-Li-citrate

0.2 M tri-Na-citrate
0.2 M tri-K-citrate
0.18 M tri-NH4-citrate

0.1 MTRIS HCI pH 8.5
0.1 MTRIS HCI pH 8.5
0.1MTRISHCIpH 8.5
0.1 MTRISHCIpH 8.5
0.1MTRISHCIpH 8.5
0.1 MTRISHCIpH 8.5

25 %(wlv) PEG 3000
25 %(wlv) PEG 4000
25 %(wlv) PEG 6000
25 %(wlv) PEG 8000
20 %(wiv) PEG 10000
15 %(wlv) PEG 20000
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wiv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wiv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
20 %(wlv) PEG 3350
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cMewa
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A1
A12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
c1
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3

conu
0.1 M Ca-chloride

0.2 M Mg-chloride
0.2 M tri-Na-citrate
0.1 M Mg-chloride
0.2 M Li-sulfate
0.2 M Ca-chloride
0.1 M Ca-chloride
0.1 M Na-acetate
0.1 M Mg-chloride
0.2 M Mg-chloride
0.2 M tri-Na-citrate
0.1 M Na-chloride
0.01 M Zn-sulfate

0.01 M Ni-chloride

0.1 M Na-acetate
0.2 M Na-acetate
0.2 M Li-sulfate

0.2 M Mg-chloride
0.1 M Na-acetate

0.2 M Li-sulfate
0.2 M Na-acetate
0.2 M Mg-chloride

0.2 M Li-sulfate
0.2 M Ca-chloride
0.1 M Na-acetate

0.2 M Mg-chloride
0.2 M Ca-chloride

0.1 M Mg-chloride

0.2 M Ca-chloride
0.2 M Li-sulfate

0.2 M Na-acetate
0.2 M Mg-chloride

nydep

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MMES pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MMES pH 6.5

0.1 MMES pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MBICINE pH 9.0

0.1 M MES pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRISpH 8.5

0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 MTRIS pH 8.5

0.1MMESpH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRISpH 8.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 M MES pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRISpH 8.5

0.1 MTRISpH 8.5

0.1 MTRISpH 8.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MMES pH 6.5

0.1 MTRISpH 8.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 MMES pH 6.5

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH8.5

0.1 M tri-Na-citrate pH 5.6

npeunnuTaHTn

15 %(wlv) PEG 400
15 %(wiv) PEG 400
15 %(wiv) PEG 400
15 %(wiv) PEG 400
25 %(wiv) PEG 400
25 %(wiv) PEG 400
28 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 400
30 %(wiv) PEG 550 MME
25 %(wiv) PEG 550 MME
25 %(wiv) PEG 1000
30 %(wiv) PEG 1000
15 %(wlv) PEG 1500
20 %(wiv) PEG 1500
30 %(wiv) PEG 1500
)
)
)
)

20 %(w/v) PEG 2000 MME
25 %(w/v) PEG 2000 MME
30 %(w/v) PEG 2000 MME

20 %(wiv) PEG 3000
30 %(wiv) PEG 3000
4 %(wlv) PEG 4000

8 %(wiv) PEG 4000

8 %(wlv) PEG 4000

10 %(wiv) PEG 4000
12 %(wiv) PEG 4000
12 %(wiv) PEG 4000
16 %(wiv) PEG 4000
16 %(wiv) PEG 4000
16 %(wiv) PEG 4000
18 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
22 %(wlv) PEG 4000
25 %(wlv) PEG 4000
25 %(wiv) PEG 4000
25 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
35 %(wiv) PEG 4000
8 %(wiv) PEG 4000

10 %(wiv) PEG 4000
10 %(wiv) PEG 4000

0.8 M Li-chloride
20 %(w/v) Isopropanol
10 %(w/v) Isopropanol
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E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
He
H7
Hg
Ho
H10
H11
H12

0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M Mg-sulfate

0.1 M tri-Na-citrate
0.1 M tri-Na-citrate

0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M Li-sulfate

0.1 M Na-acetate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.2 M NH4-sulfate

0.2 M Li-sulfate
0.2 M NH4-sulfate
0.1 M K-chloride
0.01 M Mg-chloride
2.0 M Na-chloride

0.05 M K-chloride
0.01 M tri-Na-citrate

0.1 M Li-chloride
0.5 M Li-chloride
1.0 M Li-chloride
0.01 M tri-Na-citrate
0.5 M Li- sulfate
1.0 M Li-sulfate

0.2 M Li-chloride

0.2 M Zn-acetate
0.2 M Ca-acetate
0.05 M Mg-acetate
0.2 M Mg-acetate

0.1 M Na-acetate

0.1 M Na-acetate

0.01 M Mg-chloride

0.1 M Na-acetate

0.05 M Mg-sulfate

0.1 M Na-acetate

0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 M Na- acetate pH 4.6

0.1 M tri-Na-citrate pH 5.6
0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 MMES pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6
0.1 M tri-Na-citrate pH 5.6
0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 M Na-acetate pH 4.6

0.1 M Na-acetate-acetate pH 5.6
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH 8.5
0.1MMESpH 6.5
0.1MTRISpH8.5

0.05 M Imidazole pH 8.0
0.1 MHEPES pH 7.5
0.1 MTRIS pH 8.5

0.1 MTRIS pH 8.5
0.1M Imidazole pH 6.5
0.1 MHEPES pH 7.5

0.1 MHEPES pH 7.5

10 %(wlv) PEG 4000
10 %(w/v) PEG 4000
12 %(wiv) PEG 4000
15 %(wlv) PEG 4000
15 %(wlv) PEG 4000
16 %(wlv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
20 %(wiv) PEG 4000
22 %(wiv) PEG 4000
25 %(wiv) PEG 4000
25 9%(wlv) PEG 4000
25 %(wiv) PEG 4000
25 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
30 %(wiv) PEG 4000
32 %(wiv) PEG 4000
(wiv)

25 %(wlv) PEG 5000 MME
30 %(wiv) PEG 5000 MME

3 %(wlv) PEG 6000
10 %(wiv) PEG 6000
12 %(wiv) PEG 6000
15 %(wiv) PEG 6000
15 %(wiv) PEG 6000
16 %(wiv) PEG 6000
20 %(wiv) PEG 6000
25 %(wlv) PEG 6000
28 %(wiv) PEG 6000
30 %(wiv) PEG 6000
33 %(wiv) PEG 6000
2 %(wiv) PEG 8000
2 %(wiv) PEG 8000
4 %(wlv) PEG 8000
8 %(wiv) PEG 8000
8 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000
10 %(wiv) PEG 8000

JCSG+, Molecular Dimensions, https://www.moleculardimensions.com/

cMewa
A1
A2
A3
A4
A5

co

02M

02M
0.02M
02M

Li-sulfate

NH4-citrate dibasic
Ca-chloride dihydrate
Mg-formate dihydrate

nychep

01M Na- acetate
01M Na- citrate
01M Na- acetate

pH
45
55

4.6

npeuunuTaHT

5 %(wiv) Isopropanol
20 %(w/v) Isopropanol

10 %(w/v) Isopropanol

10 %(w/v) Glycerol

5 %(wi/v) Isopropanol
20 %(w/v) Isopropanol
0.6 M Na-chloride

10 %(w/v) Isopropanol

8 %(wlv) Isopropanol

0.8 M Li-chloride

5 %(w/v) Glycerol

10 %(wiv

10 %(wiv) PEG 1000

) Ethylene Glycol

50
20
20
30
20

% wiv
% wiv
% wiv
% viv

% wiv

PEG 400
PEG 3000
PEG 3350
MPD

PEG 3350
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A6 02M Li-sulfate 01M Phosphate/citrate 4.2 20 % wlv PEG 1000

A7 0.1M  CHES 95 20 %wiv  PEG8000
A8 02M NH4-formate - 20 %whiN  PEG3350
A9 02M NH4-chloride - 20 %whiN  PEG3350
A10 02M K-formate - 20 %whiN  PEG3350
A11 02M NH4-phosphate monobasic 01M Tris 85 50 %vih  MPD
A12 02M K-nitrate - 20 %whiN  PEG3350
B1 08M NH4-sulfate 0.1M  Citrate 4.0
B2 02M Na-thiocyanate - 20 %whiN  PEG3350
B3 0.1M  BICINE 90 20 %wiv  PEG6000
B4 01M  HEPES 75 10  %whn  PEG 8000
8 % viv Ethylene glycol
B5 0.1M  Na- cacodylate 65 40 %viv MPD
5 % wlv  PEG 8000
B6 01 M Phosphate/citrate 4.2 40 % viv - Ethanol
% wiv PEG 1000
B7 01 M Na- acetate 46 8 % wiv PEG 4000
B8 02M Mg-chloride hexahydrate 01M  Tris 70 10  %whv  PEG 8000
B9 0.1M  Citrate 50 20 %whn PEGG6000
B10 02M Mg-chloridex6H20 0.1M  Na- cacodylate 65 50 %viv PEG200
B11 16 M Na-citrate tribasicx2H.0 6.5
B12 02M K-citrate tribasicxH20 - 20 %whiN  PEG3350
C1 02M Na-chloride 01 M Phosphate/citrate 4.2 20 %w/  PEG 8000
C2 1.0M Li-chloride 01M  Citrate 40 20 %wi  PEG6000
C3 02M NH4-nitrate - 20 %whiN  PEG3350
C4 0.1M  HEPES 70 10  %wwv  PEG6000
C5 0.8M Na-phosphate monobasicx2H0 0.1 M Na- HEPES 75
0.8M K-phosphate monobasic
C6 01 M Phosphate/citrate 4.2 40 % v PEG 300
C7 02M Zn-acetatex2H,0 01 M Na- acetate 45 10  %whv  PEG3000
C8 01M  Tris 85 20  %viv  Ethanol
C9 04M  Na-/K-phosphate 62 25  %viv  1,2-Propandiol
10 %viv Glycerol
C10 0.1M  BICINE 90 10 %wiv PEG 20,000
2 % viv - 1,4-Dioxane
C11 20M NH4-sulfate 01M Na- acetate 46
C12 - 10  %whv  PEG 1000
10  %whv  PEG 8000
D1 - 24 %whiN  PEG1500
20 %viv  Glycerol
D2 02M Mg- chloridex6H.0 0.1M  Na-HEPES 75 30 %viv PEG400
D3 02M Na-chloride 0.1M  Na-/K-phosphate 62 50 %viv PEG200
D4 02M Li-sulfate 01 M Na- acetate 45 30 %whv PEG8000
D5 01M  HEPES 75 70  %viv  MPD
D6 02M Mg-chloridex6H20 01M  Tris 85 20 %wn PEGB8000
D7 02M Li-sulfate 01M  Tris 85 40 %viv  PEG400
D8 01M  Tris 80 40 %vih MPD
D9 0.17M  NH4-sulfate - 26 %whiv  PEG4000
15 %viv  Glycerol
D10 02M Ca-acetatexH.0 01M Na- cacodylate 6.5 40 %viv  PEG 300
D11 0.14M  Ca-chloridex2H20 0.1M  Na- acetate 46 14 %vN  2-Propanol
30  %viv  Glycerol
D12 0.04M K-phosphate monobasic - 16 %whv  PEG8000

20 %viv  Glycerol
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E1
E2

E3
E4

E5

E6
E7
E8
E9
E10
E1

E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2

G3
G4
G5

G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
Ha
Hs
He
H7
Hg
Ho
H10

1.0M
20M
02M
02M
1.26 M
02M

02M
02M
1.0M
1.6M

0.16 M

0.05M
32M

02M

08M
21M
24M
11M

1.0M

0.02M

0.01M
02M
02M
5mM
5mM
5mM
5mM
02M
0.1M
0.15M
0.1M
0.15M
20M
3.0M
0.3M

1.0M
02M
02M
01M
02M
02M
02M

Na-citrate tribasicx2H.0
NH4-sulfate

Na-chloride

Na-chloride

NH4-sulfate

Li-sulfate

Zn-acetatex2H,0

Zn- acetatex2H,0
NH4-phosphate dibasic
Mg-sulfatex7H20

Ca-acetate hydrate

Cesium chloride
NH4-sulfate

Mg-chloride hexahydrate

Succinic acid
DL-Malic acid
Na-malonate dibasicxH20
Na-malonate dibasicxH20

Succinic acid

Mg-chloridex6H.0

Cobalt(I)chloridex6H20
TMAO
Cobalt(Il)chloridex6H20
Cadmium chloridex5H20
Mg-chloridex6H.0
Nickel(1l)chloridex6H20
Na-malonate dibasicxH20
Succinic acid

DL-Malic acid
K-thiocyanate

K-bromide

NH4-sulfate

Na-chloride
Mg-formatex2H,0
NH4-sulfate

Ca-chloridex2H20
NH4-acetate
NH4-acetate
NH4-sulfate
Na-chloride
Li-sulfate
NH4-acetate

0.1M
0.1M

0.1M
0.1M

0.1M

0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M

01M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M

01M
0.1M
0.1M
01M
01M

0.1M
01M
01M

01M
01M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
01M
01M
01M
01M
0.1M
0.1M

Na- cacodylate
Na- cacodylate

HEPES
Tris

CAPS

Imidazole

Na- cacodylate
Na- acetate
MES

BICINE

Na- cacodylate

Imidazole
MES
Citrate
Tris
HEPES
Tris
BICINE

HEPES
HEPES
HEPES
HEPES
HEPES

Tris
Tris
HEPES

Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris

6.5
6.5

75
8.5

10.

6.5
45
6.5
9.0
6.5

8.0
6.5
5.0
8.0
75
8.5
9.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
75

8.5
8.5
75

55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55

10

40

20
10

10
14
20
10
30

20
20
50
10

30
30
22

20
20
12

20
15
20
30
30

25
45
45
17
25
25
25
25

% viv

% viv

% wiv
% viv

% wiv
% wiv
% viv
% wiv
% vIv

% viv
% viv
% Vv
% Vv

% viv
% wiv
% viv
% viv

% wiv

% wiv
% wiv
% wiv

% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv

% wiv
% wiv
% vIv
% viv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv

2-Propanol

MPD

PEG 3000
2-Propanol

PEG 6000

PEG 8000/
Glycerol

PEG 8000
Jeffamine® M-600

MPD
Jeffamine M-600

Ethylene glycol
MPD

Jeffamine ED-2003
PEG 2000 MME
Jeffamine® M-600
Jeffamine® ED-2003

Poly(acrylic acid
Na- salt) 5100
Polyvinylpyrrolidone

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2000 MME
PEG 2000 MME

PEG 3350
PEG 3350
MPD

MPD

PEG 10,000
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
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H11
H12

Morpheus, Molecular Dimensions, https://www.moleculardimensions.com/

cMewa
A1
A2
A3
Ad
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A1
A12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
c1
c2
c3
c4
c5
c6
c7
c8
c9
Cc10
c11
Cc12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10

02M
02M

nuraHgu

0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.06 M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.09M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M

Mg-chloridex6H20
NH4-acetate

Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Divalents
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
Halogens
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
NPS
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols
Alcohols

nycep
0.1M
0.1 M
0.1 M
0.1M
0.1M
0.1 M
0.1 M
0.1M
0.1M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
01 M
0.1 M
0.1 M
01 M
01 M
0.1 M
0.1 M
01 M
01 M
0.1 M
0.1 M
01 M
01 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M
01 M
0.1 M

01M Bis-Tris
01M HEPES

55
75

% wi PEG 3350
%viv MPD

Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3

pH
6.5
6.5
6.5
6.5
75
7.5
7.5
75
85
8.5
8.5
85
6.5
6.5
6.5
6.5
75
7.5
7.5
75
85
8.5
8.5
85
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
85
8.5
8.5
85
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
85
8.5

NpeLmunuTaHT
30 % viv
30 % viv
30 % viv
3715 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
3715 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv
30 % viv
375 %viv
30 % viv
30 % viv

Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
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D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
0.12M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M
01M

Alcohols
Alcohols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids

Amino acids

NPS - Nitrate Phosphate Sulfate

0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M
01M
01M
0.1M
0.1M
01M

Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3

8.5
85
6.5
6.5
6.5
6.5
75
75
75
75
85
8.5
8.5
85
6.5
6.5
6.5
6.5
75
75
75
75
8.5
85
85
8.5
6.5
6.5
6.5
6.5
75
75
75
75
8.5
8.5
8.5
8.5
6.5
6.5
6.5
6.5
75
75
75
75
8.5
85
85
8.5

30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
37.5
30
30
30
375
30
30
30
375
30
30
30
375
30
30
30
375
30
30
30
375
30
30
30
375

% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv
% viv

% viv

Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
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BUOTPA®UIA KAHJIUJIATA

Maja Mapunosuh je pohena 8. maja 1991. rogune y Bpbacy.
OcHOBHO UM cpenme oOpasoBame crekia je y OI ,, Bypa
Jannuuh" u rumHasuju ,,JoBan JoBanoBuh 3Mmaj" y HoBom
Cany. OcHoBHe cryauje ouonoruje ynucana je 2010. ronune
Ha Ilpuponno-maremarnukom ¢akynrery y HoBom Cany u

3agpmmia 2014. rogune ca mpoceyrom orieHoMm 10.0. Mactep

crynuje ynucana je 2014. u 3aBpmmna 2015. roguHe ca

npoceyroM orerom 10.0.

Maja ce yro3Haje ca UCTPAKUBAYKUM PajioM TOKOM Cpelrhe MKoje, JbybasHonthy mpod. ap
CunBane AHnpuh u BeHUX capanHuka. 3 oBe capaime mpousanuiy ¢y macrep pan ,,Ctpec
pEeMETH CKCIIPECHOHU MPO(PHI MOJEKYJICKHX MapKepa MHTOXOHIpHUjaiHe OuWoreHese y
cTepouIoreHnM henmjama agynTHUX MyXjaka nanoBa’” u M3y3eTHa Harpaja YHHUBEpP3UTETA Y

Hosom Cany 3a uctpaxuBauku paj CTyJEHTA.

Maja je narpahuBaHa 3a HajBUIILY MPOCEYHY OLIEHY TOKOM OCHOBHHMX M MacTep CTylHuja, a Of
[TpupomaHO-MaTeMaTHIKOT (haKyJITeTa MPOTJIANICHA je 3a HajOoJber cTyAeHTa renepanuje 2014.
JoOutHuia je crtunenauja ¢ouma ,Jlocureja”, MwuHUCTApCcTBA MNpPOCBETE, HAYKE W
TEXHOJIOIIKOT pa3Boja, kao U rpaHtoBa MEBC-a, EMBO-a u opranuzanuja npu Yemnkoj

aKaI[eMI/IjI/I HayKa 3a KypCCBC U3 obiactu MaKpOMOJICKYJICKE KpI/ICTaJ'IOl"pa(bI/Ije.

Opn 2015. roquHe Maja je JOKTOpaHT Ha KaTeApu 3a OMOXEMH]Y U MOJIEKyJapHy OHOJIOTH]Y
nog MeHTopcTBoM mpod. ap Aunhenke hemuh. TpeHyTHO je 3amociieHa Kao HCTpaKMBad
capaJIHUK Ha IpojeKTy ,,CuHTe3a, KapakTepu3aluja 1 OMOJIOIIKa HCTPaKUBamba CTEPOUTHUX

JiepuBaTa U BbUXOBUX MOJIEKYJICKHMX arperara’ moja pykoBoJcTBoM mpod. ap Mapuje Cakau.

TokoM nokTopckux cTyauja Maja je yuecTBoBasia Ha HEKOJIMKO Mel)yHapoIHUX IpojeKaTa Tako
71a je €0 eKCIIepUMEHTaTHOT pana obasspana y JbyOssanu, bpartucnasu, [Ipary, Muncky u
[Topty. Kao noxropant 6mia je aHra)xoBaHa Ha MPAaKTUYHO] HACTABU U3 HEKOJIMKO MpeaMeTa
u3 obsiacTh OMOXeMHje U MOJIEKyJIapHe OMOJIOTHje 3a CTy/IeHTe OCHOBHHMX U MacTep CTynauja

ouozoruje u pusmke.

Koaytop je 4 paga u 6pojHuX caonmTema Ha JoMahuM 1 Mel)yHapOJHUM CKYTIOBUMA.

152



Maja ce TakMuuM y AW3amky TEroBa M OCBajaia je OpojHa momaha, jeTHO €BpOIICKO U jETHO

CBETCKO MPBEHCTBO Y KaTeropuju 10 75 Kr. [[0BOpH CHIJIECKH U UTAJINjaHCKH jC3HK.
PanoBu Ha kojuma je Maja koayTop:

Starovlah IM, Radovic SM, Marinovic MA, Kostic TS, Andric SA. 2017. Psychophysical
stress disturbs expression of mitochondrial biogenesis markers in hypothalamus and

adenohypophysis. Biologia Serbica. 39(2):43-51.

Beki¢ SS, Marinovi¢ MA, Petri ET, Sakac¢ MN, Nikoli¢ AR, Koji¢ VV, Celi¢ AS. 2018.
Identification of D-seco modified steroid derivatives with affinity for estrogen receptor

a and P isoforms using a nontranscriptional fluorescent cell assay. Steroids. 130:22-30.

Kuzminac 1Z, Jakimov DS, Beki¢ SS, Celi¢ AS, Marinovié MA, Savi¢ MP, Rai¢evi¢ VN,
Koji¢ VV, Saka¢ MN. 2021. Synthesis and anticancer potential of novel 5,6-

oxygenated and/or halogenated steroidal D-homo lactones. Bioorganic and Medicinal
Chemistry. 30:115935.

Marinovié¢ MA, Petri ET, Grbovi¢ LJ, Vasiljevi¢ B, Jovanovié-Santa S, Beki¢ SS, Celi¢ AS.

2022. Investigation of the potential of bile acid methyl esters as inhibitors of aldo-keto
reductase 1C2: insight from molecular docking, virtual screening, experimental assays

and molecular dynamics. Molecular informatics.
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Ili1an TperMaHa mogaraka

Ha3us npojexkra/ucTpakuBama

Wnentudukanmja gepuBara >KyqYHHX KHCEIHHA KAo JIUTaHaa XyMaHe PeKOMOWHAHTHE
3a-xuapokcucrepoua nexuaporenase tTuna 3 (30XCJI-3) u cTpyKTypHE OCHOBE MOJIYJIAIN]C

CH3MMCKE aKTUBHOCTH, JOKTOPCKa zmcepTauI/Ija

Ha3uB HHCTUTYHHje/MHCTUTYLHja Y OKBUPY KOjHX ce CIIPOBOIM HCTPAKUBAHE

[pupogno-maremarnuku ¢akynrer YHausep3urera y Hosom Camy
HucTuTyT 32 OMONOINIKA HeTpaknBama ,,Cuanima Ctankosuh" y Beorpany

HucTuTyT 32 Oprancky xemujy u 6noxemujy Yenike akagemuje Hayka y [Ipary

Ha3uB nporpama y OKBHpY KOT ce peaju3yje HCTPAKHBaAH€e

,,CUHTEe3a, KapaKTepu3alyja 1 OMOJIONIKa HCITMTHBAKkA CTEPOUTHUX JICpPUBATA U FBUXOBHX

MoJIeKyJIckux arperara®, OM 172021

"Development of structural methods to the study of pharmacologically active enzymes”,

MyJITHIaTepaiHa capaama Cpouja-Uemka-Crnoauka, DS 50

,,Pa3B0oj MeTona kpucanorpaduje nporenHa y Bojogunu”, AIIB [lokpajuHcku KOMUTET 32

oOpa3zoBame, HayKy U TEXHOJIOIIKHY pa3Boj, 142-451-3177/2020-03

1. Onuc nmogaraka

1.1. Bpcra crynumje

Cryauja KOpUCTH in Vvitro (eceju aKTUBHOCTH PEKOMOWHAHTHO €KCIPUMHUPAHUX MPOTEUHA), it
silico (cuMmynanuje MOJIEKYJICKOT JOKMHTa M MOJICKYJICKE TUHAMHUKE) M KpHUCTaJorpadcke
TEXHUKE Kako OM n3 OMOIMOTEeKe AepuBaTa >KyUYHHX KHCEIMHA H3/BOjWIa MOTEHIMjalHe
uHXUOUTOpe 30 XMIPOKCHCTEPOMJ JAEXMIApOreHase Tuma 3, MpPOLEHWIA jauuHy U
crneun(UYHOCT Be3MBalka MCIUTHBAHUX JEAUIBCHA, U INPEATIOKHUIA CTPYKTYpHE OCHOBE
NPOTEUH-TTUTaH] WHTepakiyja. ¥ cBpxe ucTpaxuBama nopea 30XCJ/[-3, pekoMOMHAHTHO je

eKCIpUMHpaHa 1 KopuiheHa u cpojiHa eHsumcka nzodopma 17pXCJI-5.

1.2. BpcTe noyaTaka: KBaTUTATUBHU U KBAHTHUTATUBHU

Hanmonanuu nopraji oTBOpPEHE HayKe — Open.ac.rs



1.3. Haunn npukynbama mojaaraka
CTpyKType npoTenna goctynne y [1]1b 6a3u moxaraka
pe3yiITaTH eH3UMCKUX €ceja U3 3amuca crnekrpodoromerpa/piayopumerpa
KOOpJIMHATE JIMT'aHa/1a HAKOH CUMYJIalija MOJIEKYJICKOT JOKHHIa
TpajeKTopHja CUCTEMa HAaKOH CUMYJIalllje MOJIEKYJICKE INHAMUKE
3aMuc O KOMIIOHEHTaMa eHepruje TOKOM CUMYJIalfje MOJIeKyJICKe JUHAMUKE
tdotorpaduje kpucranorpadckux Hanaza
IUQpaKIuoHe Mare Kpucraia
1.3.1 Ynotpebsbenu codptBep u popmar garoTexe:
Excel ¢ajn, naroreka .xlsx
TekcT daji, naroreka .pdb, .pdbqt, .log, .r
JPG oajn, natorexa .jpg, .png
Ocrano, gatoreka .dcd, .xds
1.3.2. bpoj 3ammca (ko[ KBAaHTUTATHBHUX MOJ1aTaKa)
Opoj Bapujadmu: 1 10 9, y 3aBUCHOCTH OJ] HCITUTUBAHOT jCINHCHa
Opoj Mepema: 6 10 50, y 3aBUCHOCTH O] TIPUPOIC METOIE
1.3.3. [loHoBJbEHA Mepema
HE
Ha nu ghopmamu u copmeep omozcyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8arudHOCm nodamaxa?

Ja

2. Ipukynibame MoxaTaKka

2.1. Meronornoruja 3a NpUKyIUbamke/TeHEpUCabe TIoJaTaka
2.1.1. Y okBHpY KOT HCTpaKMBAYKOT HaI[pTa Cy MOJAlH NPUKYIIJbeHU?
eKCIePpUMEHTH, CTIEKTPO(POTOMETPHJCKU U (DIIyOPUMETPHjCKH €CEjH SH3MMCKE
AKTUBHOCTH XE€TEPOJIOTHO EKCIIPUMHUPAHHUX MMPOTEHHA, KPUCTATHM3AIIN]ja, CHUIMAHE
mudpakiyje Kpucraia u oapehuBame CTpyKType MpoTenHa
ocTano, in silico cumynanuje MOJIEKYJICKOT JOKHHTA U MOJIEKYJICKE THHAMIKE
2.1.2. HaBectu BpcTe MEpHUX HHCTPYMEHATA WJIM CTaHJIap/e MoJaTaka crenupuyHux 3a
onpeheny Hay4YHy TUCIHUIUTHHY
cnekrpodoromerap, dpiyopumerap, TuppakroMeTap, CHHXpOTPOH, IPOTrPaMCKU

[MaKeTH KoJ in silico ornena
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2.2. KBanuter nmojaraka v CTaHIapau
2.2.1. Tperman HenocTajyhux momaraka
Jla mu matpuria canpxu Hemoctajyhe momatke? He.
2.2.2. Ha xoju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBAJIUTET IoIaTaKa?
CTaTUCTHYKUM aHAJIM3aMa U KOpuIIhemeM KOHTPOIHUX eKCIIepIMeHaTa
2.2.3. Ha xoju HauHH je U3BpIIICHA KOHTPOJIA YHOCA MTOIaTaka y MaTpHIly?

KOHTPOJIOM Ca IPYroT KOPUCHUYHOT HaJIora

3. TpermaH nogaraka u npareha foxkymenramnuja

3.1. TperMaH u yyBame 1oAaTaKka
3.1.1. Iloganwm he 6utu nenonoBanu y Google Drive pemozuropujym.
3.1.2. URL drive.google.com/drive/folders/18c-RXPmSCLHXEv4Vz1gBGkUiOuXvB_g7?
3.1.3. DOI nuje noaesbex
3.1.4. Jla 1 hie momanu 6uTH y oTBOpeHoM npuctymy? [la.
3.2. Meranogany u JOKyMEHTaIHja ToJaTaka
HeMa MeTaroJlaTaka
3.3 Crpareruja v CTaHIap,Iv 3a UyBarbe MojaTaka
3.3.1. Jlo xor nepuoja hie momany OUTH YyBaHH y PEHIO3ZUTOPHjyMY? 0O
3.3.2. Jla iu he momanu Outh AenoHoBanu no mmdpom? Jla.
3.3.3. Jla iu he mudpa outn qoctymnaa oapeheHoM kpyry ucrpakusada? Jla.

3.3.4. Ta nu ce mojaiu MOpajy YKJIOHHTH W3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIa mociie u3BecHor Bpemena? He.

4. bBe30egHOCT MOJATaKAa M 3aLITUTA NOBEP/bUBUX HH(OPpManmja

4.1 ®opmanHu cTaHIAPAM 32 CUTYPHOCT MH(pOpMalnja/mogaTaka
4.1.2. Jla nu je uctpaxuBame 0100peHO o/ cTpaHe eThuke komucuje? He.

4.1.2. Jla nv mogany yKkJby4yjy JIMUHE MO/IaTKe yYeCHUKa y ucTpaxusamy? He.
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5. JocTtynHoCT moxaraka

5.1. Ilonaru he 6utn jaBHO TOCTYIHU
5.4. HaBecTr nuIeHIy oA KOjoM he NpUKyTJbEHH MOoAaIy ONTH apXUBHPAHU.

ayTOPCTBO — HeKOMepHI/IjaﬂHO — ACJIUTH IO UCTUM YCIIOBUMaA

6. YJiore 1 0ATOBOPHOCT

6.1. HaBectu ume u mpe3uMe 1 Meji1 aipecy BIacHUKa (ayTopa) rmojaraka
Maja Mapunosuh, maja@dbe.uns.ac.rs

6.2. HaBectu nme u mpe3uMe u MejI1 aipecy ocode Koja oaprkaBa MaTpHILy C IoJanuma
Maja Mapunosuh, maja@dbe.uns.ac.rs

6.3. HaBectn nme u mpe3umMe 1 Mej afpecy ocode Koja omoryhyje mpucTyn nojanuma
JIPYTHM HCTPaXKHBauNMa

Maja Mapunosuh, maja@dbe.uns.ac.rs
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