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HacJ/i0B 10KTOpCKE AUcepTanuje:
[Ipumena enexkTpoHCKe MapaMarHeTHE PE30HAHTHE CIIEKTPOCKOIIN]€ 32 UCITUTHBAE

KOH(OPMAaIMOHUX NTPOMEHA aT0yMHUHA METOJIOM CITUHCKOT 00eJIeKaBamba

Pe3ume

Cepymcku aJIOyMUH j€ HAj3aCTYIJbEHU]JH TMPOTEHH y KPBHO] IIJIA3MH, KOJU UMa
BUIIIE BaXHUX (U3MONOMKUX (yHKIHM]ja, 300r uyera je AeTajbHO MPOYYaBaH pPa3HUM
TeXHUKamMa. JelHa O] TEXHUKAa KOPUIMNEHHWX 3a TMpoydaBame KOH(DOPMAIMOHUX
nmpoMeHa aJOyMHHA W HETOBOT KamaluTeTa 3a BE3WBAaKE Pa3HUX CYICTaHIHja je€
eJeKTPOHCKa napamaraeTHa pe3oHanTHa (EIIP) cnekrpockonuja y cipe3u ca CIIMHCKAM
obenexxaBambeM. Y Ty CBpPXy j€ KOpPUIINEHO HEKOJIMKO Ppa3IHYUTHX CIHHCKUX
obenexxnBaya, Mel)y kKojuMa Cy CIMHCKH 00€eie)KeHe MacHe KUCeNnHe, C 003UpOM Ha TO
Ta je aJOyMHWH TJIaBHH TPaHCHOPTEpP MACHUX KHcenuHa. J[pyrn decto KopuniheHu
obenexuBay je 3-manenmmuao npokcwn (5-MCJI) koju ce KOBaJIEHTHO Be3yje 3a
CJI000/1aH IUCTEHH.

Y 0BOj TOKTOPCKOj AUCEPTALMjH JIBE CIUHCKU 00EJIe)KEeHEe CTEApUHCKE KHCEITNHE
KOje caapiKe mapamMartHeTHy JoKcwi rpymy (rpyna ox koje motuue EIIP curnam) na
nmeroM (5-mokcun creapuHcka kucenuHa, 5-JIC) m Ha mecHaectoM (16-mokcui
cTeapuHcka kucennHa, 16-J1C) yrJb€HMKOBOM aToMy METHJIEHCKOT JIaHIa Cy
KopuiiheHe 3a mpoydyaBambe KOH(MOpPMAIMOHMX NPOMEHAa y XYMaHOM CEpyMCKOM
anoymuny (XCA). Ocum Tora, KoH(OMAIIMOHE MPOMEHE y ToBeheM cepyMCKOM
anoymuny (BCA) cy mpoyuaBane obenexaBameM BCA ca 5-MCIJI. Kondopmarmone
npoMeHe cy Omiie MHIyKOBaHE BapHpameM Temmeparype u pH, momaBamem eraHoina,
BE3MBAEM HEKOJHUKO JIMTaHa/la TUIMUYHUX 32 alOYMUH (MacHe KHCEIHHE U JICKOBHU) U
W3JIaralkbeM  JIeJCTBY  jJaKMX  OKCHAyjyhmx  areHaca, BOJOHHK-TIEPOKCHIY H
CYMEpPOKCHIHOM aHJOHCKOM paaukany. /{lomatHu musb oBe aucepranuje je 0uo aa ce
ucnuta ga a1 5S-MCJI Moske /1a ce KOPUCTH 3a JIeTeKIH]y CYNTHIHUX KOH(OPMAIIMOHUX
MIPOMEHa Y3POKOBAHMX BE3WBA-EM JIUTAaHaa, ¢ 003upoM Ha To aa ce 5S-MCJI Hanazu y
PUTHIHO] CPEAVHU Kajia c€ Beke 3a jenunu ciaoboman muctenH y bBCA koju ce Hama3u
Ha MO3UIUjH 34 y aMUHOKHCEIMHCKO] cekBeHIHjU (Cys-34).

Pesynrtatu oBe qucepranuje mokasyjy aa cy JOKcui rpyne ooenexuBada S-J[C u

16-IC (kxoje majy wmH(popManuje O MPOMEHaMa y CBOjOj OKOJHMHH), JIOIMpPAHE Ha



paznmuuntuM Mectuma y XCA. Haume, nmoxcun rpyma 5-JIC ce Hanasu y xumapodoOHoj
yayTtpammboctd XCA, mok je 3a 16-J1C nmormupana 6nu3y moBpmmHe XCA Mim dak
mpoja3u Kpo3 wy. CTora, oBa JBa jeIumbemha 1ajy HHPopMaIlje ca pasIuIuTHX MeCcTa
Ha monekyny XCA. Takohe je youeno mga EIIP criektpu 06a JIC obenexxnBaya Be3aHHX
3a XCA Mory J1a ce pa3ioke Ha KOMIIOHEHTE Koje ojroBapajy jako (JB), cimabo Bezanom
(CB) u neBe3anom (HB) obenexuBauy. 3a 5-MCJI Bezan 3a BCA, nokazaHno je nma ce
EIIP cniextpu cactoje u3 ase komnonente, JB u CB, koje notuuy ox 5S-MCJI Be3aHor 3a
Cys-34 u amuHO rpyIe, peceKTUBHO.

Kondopmammone nmpomene n y XCA u y BCA cy npoy4yaBaHe MepemheM IITUPHUHE
EIIP cnekrtpa, mapameTrpa 2Amax. Takohe, 3a 5-JIC u 16-JIC Be3ane 3a XCA, ynenu Tpu
nomenyte komnonente (JB, CB u HB) y ykynnom EINP cnektpy cy xopumthenu na 6u
ce UCIUTAO0 YTHIla] Temreparype, pH, eTtaHona, Be3uBama JUTaHaAa U OKCHIATHUBHUX
omrehema Ha XCA. Ca apyre ctpane, 3a Te motpede cy y ciyqajy BCA obGenexeHor ca
5-MCIJI, kopumihena u poranmuoHa KopemamnwoHa BpemMeHa JB m CB kommoneHre.
Pesynratn no0ujeHH Ha OCHOBY OBHMX Ilapamerapa yka3yjy Ha TO Ja CBa TpH
o0enexxrBaya ycrenrHo Mory na aerektyjy npomene y XCA u BCA.

[ToBumena TemmepaTypa n3aszuBa mnoBehaHy ¢eKCHOUITHOCT OKOJWHE JOKCHIT
rpyme y TeMIeparypckoM uHTepBainy 25-75 °C 3a 16-JIC, mro je 3abenexeHo u 3a
nokcwn rpyny 5-JIC o temmeparype 50-55 °C. OpakaB pesyirar je IOCIEAMIA
onMoTaBama andymuHa. Melhyrum, Ha Temmeparypama BummMm on 55 °C, okoiuHa
nokcun rpyne 5-JIC je mocrana puruaHuja, MTO j€ MOIJIO Ja CE€ MPUIHIIE arperanyju
nporenHa. AHaim3oMm yzaena JB, CB u HB, youeno je na ce npu nmosehamy Temmneparype
Mema pacnogena monekyna 5-JIC u 16-JIC na XCA. Ilpu TomMe je mokazaHo jaa ce
cmamyje konmnunHa JB, a pacre yneo CB u HB kxommnonenata. 3a 5-MCJI/BCA je
YOUE€HO CIIUYHO TOHAIIIAkE Kao KO/JI 5-AC/XCA y noryieay
bnexcuOumHOCTH/pUrUIHOCTH oKosinHe Cys-34.

Memamwe pH ka kucenoj wnm 0a3HO] CpeauHH je, KopuirhemeM cBa Tpu
o0enexxnuBaya, JETEKTOBAHO Kao mopacT y (iekcubmiHocTH anOymuHa. Kao mro je
npumeheHo y chaydajy KOH(GOPMAIMOHMX TpOMEHa WHAYKOBaHHMX MoBehamem
TeMmreparype, Bapupame pH Takohe yTuye Ha TO Ja ce Mema pacmojena MecrTa
Be3uBama 5-JIC u 16-/IC y XCA. Haume, Ha HmkuM U BumuM pH BpegHocTuMa y

oJHOCY Ha (pu3monomKy, youasa ce nopact konmnuuie CB n HB komnonenTe y onHocy



Ha pH 7,4. Couynu pe3yntaTd Cy JNOOMjEHH W y EKCIIEPUMEHTHMA y KOjuMa je
WCIIUTUBAH yTHUIA] MoBehama KOHIIGHTpallMje eTaHoya. JennHa pasiiiKa y OJIHOCY Ha
eKCIIepHMEHTe Yy KojuMa je mpoydaBaH ytunaj pH, je youena 3a 16-JIC, umja je
BPEIHOCT 2Amax pacia ca moBehameM KOHIIGHTpallWje eTaHoJa, IITO MOXe Ja Oyne
nocneauiia, wiu nosehane puruaHocTH, Wi noehaHe MOJAPHOCTH OKOJIMHE JOKCHII
rpyne 16-J1C, koja je mocieana ogMoTaBama aJ0yMuHa.

BesuBame meT MacHUX KHCENMHHA (JaypUHCKE, MUPHCTHHCKE, MATMUTHHCKE,
CTCapUHCKE M IMC-OJIEMHCKE) je m3a3Baio mpomene y pacmoaenu 5-JIC u 16-1AC y
Monekyiny XCA, npu yemy je noka3ano jaa konnunHa CB m HB kommonenTe pacte ca
noBehameM MojapHor omHoca [MacHa kucenuHa]:[XCA]. Takobhe, 30or mpomeHa y
BesuBamwy 5-JIC u 16-/1C 3a XCA y npucycTBy MacHUX KHCENIHHA, Ouie Cy youeHe U
NPOMEHE Yy TOJApHOCTH/(IIEKCHOMITHOCTH OKOJIMHE MecTa Be3HMBama OBa [Ba
obenexuBaya. [IpoydaBamem BCA obGenexenor ca 5-MCIJI, yodyeHO je Aa Be3WBame
MAaCHHX KHCEJIMHA Y3POKYje OTBapame [ena y kojem je cmemreHn Cys-34.

VYTumnaj Be3wBama ImecT JekoBa (umOympodena, auasenama, BapdapuHa,
pamuripuia, Opomasenama u nukiodeHaka) ucnutan je ooenexxaamem XCA ca 5-J1C u
16-1C, pu ueMy Cy pe3ysiTaTi OWJIM CIIMYHKA OHMUMA JIOOMJEHHUM 3a BE3UBAaFh€ MaCHHUX
kucennHa 3a XCA. BesuBame noynpodena, Opomasenama, paMunpuia u JukiopeHaka
3a 5-MCJI/BCA je noBoauino o noBehama ¢iexcubmnnoctu okonune Cys-34, ok cy
Bap(apuH U Jua3enaM MCIoJbaBaId CYNpOTaH edekar. 3akJbyueHo je Ja Cy pe3yiaTaTu
noOHjeHN y OKBHPY OBE JHCEpTaIlMje y CarjlaCcHOCTH ca OpojeM MecTa Be3WBama y
anOyMuHy 3a CBakM O] OBUX JiekoBa. Takohe, Huje mponalheHa kopenaruja uszmehy
npomena y EIIP cnekrapuma 5-JIC/XCA, 16-IC/XCA u 5-MCJII/BCA u wmecra
BE3MBaba JICKOBA, IITO YKa3yje Ha TO Jia CTPYKTYpHE MPOMEHE y alOyMUHY NOTHYY Ha
MPBOM MECTY OJ OpHjeHTallje JieKa W WHTEpaKihja Koje YCIOCTaB/ba ca ojpeheHuM
MECTOM.

JIBe peaKkTHBHE KHUCEOHHYHE BPCTE, BOJOHUK-NIEPOKCHI M CYNEPOKCUIHU
aHjOHCKM pajukan, Hucy yrunane Ha BesuBame 5-JIC u 16-J1C 3a XCA, nok cy
cmamuBaie BesuBame S-MCJI u 3a Cys-34 u 3a amuno rpyne Ha BCA. Takohe, oBe nBe
pEaKTHUBHE BpPCTE Cy y3poKkoBayie orBapame Cys-34 yena.

YonmreHo, KopumihemeM CBakor OJ TpU OOeNexuBadya Cy  YCIENTHO

JeTeKTOBaHe KOH(popMalMoHe NpoMeHe andOymuHa. MehyTum, oBa jeaumerma HHCY



MoKa3aja MOoJjeIHAKy OCETJHMBOCT 3a npaheme kKoHbopmarmoHux npoMeHa. Crtora ce
npeyiake Kopuimheme cBa Tpu oOenekuBada, Kako OW ce JOOWJIO INTO BHIIE

uHpopMaIrja 0 CTPYKTYPHUM IIpOMEHaMa y alOyMHUHY ca Pa3IndUTUX MECTA.

Kibyune peun: an6ymmn, XCA, BCA, xoHdbopmamoHe TmpOMEHEe, CIHUHCKO

obenexaBame, EIIP ciekTpockonwmja.
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Title of doctoral dissertation:
Application of electron paramagnetic resonance spectroscopy in the study of albumin

conformational changes by spin-labeling method

Abstract

Serum albumin is the most abundant blood plasma protein, which has been
thoroughly studied using a plethora of techniques, due to its multiple important
physiological roles. One of the methods used to monitor albumin conformational
changes and binding capacity is electron paramagnetic resonance (EPR) spin-labeling
methodology. For this purpose, albumin has been studied using various spin-labels,
among which spin-labeled fatty acids have been the most commonly employed, since
albumin is the main carrier of fatty acids. The other frequently used spin-label is 3-
maleimido-proxyl (5-MSL) which binds covalently to the free cysteine residues.

In this doctoral dissertation, two spin-labeled stearic acids containing a
paramagnetic doxyl group (the EPR-active group) attached at fifth (5-doxyl-stearic acid,
5-DS) and sixteenth (16-doxyl stearic acid, 16-DS) carbon atom of the methylene chain,
were used to study the conformational changes of human serum albumin (HSA).
Furthermore, conformational changes of bovine serum albumin (BSA) were studied by
labeling BSA with 5-MSL. The conformational changes were induced by varying
temperature and pH, addition of ethanol, binding several typical ligands (fatty acids and
drugs) and exposure to strong oxidizing agents, hydrogen peroxide and superoxide
anion radical. The additional goal of this dissertation was to reveal whether 5-MSL can
be used to track subtle conformational changes arising from ligand binding, since 5-
MSL is located in the fairly rigid environment when bound to the single free cysteine
residue in BSA, located at the position 34 in amino acid sequence (Cys-34).

The results from this study show that the doxyl groups (group which reports the
changes in its environment) of 5-DS and 16-DS, are located at different sites in HSA.
Namely, doxyl group of 5-DS is located in the hydrophobic interior, while for 16-DS it
is close to, or even protrudes the surface of HSA. Hence, these two compounds give
information from the different locations in HSA molecule. It was also observed that
EPR spectra of both DS spin-labels bound to HSA could be decomposed into
components corresponding to the strongly (SB), weakly bound (WB) and unbound (UB)



label. In case of 5-MSL bound to BSA, it was shown that the corresponding EPR
spectra consist of SB and WB component which originate from 5-MSL bound to Cys-34
and amino groups, respectively.

The conformational changes in both HSA and BSA were monitored by
observing the width of the EPR spectra, 2A .. Also, for 5-DS and 16-DS bound to
HSA, the contributions of the three components (SB, WB and UB) to the total EPR
spectrum were used to elucidate the effects of temperature, pH, ethanol, ligand binding
and oxidative damage on HSA. On the other hand, for BSA labeled with 5-MSL,
rotational correlation times for SB and WB components were additionally used to detect
the induced changes. The results obtained by observing these parameters indicate that
all three labels can successfully report the changes in HSA and BSA.

It was found that raising temperature induces enhanced flexibility of the doxyl
group environment in the studied temperature range (25-75 °C) for 16-DS, while for 5-
DS up to 50-55 °C doxyl group also exhibited increased mobility, most likely due to the
albumin unfolding. However, at temperatures higher than 55 °C, it seems that the
environment of 5-DS doxyl group became more rigid, which could be attributed to the
protein aggregation. The analysis of the SB, WB and UB contributions revealed the
redistribution of both 5-DS and 16-DS upon the increase in temperature, showing that
the amount of SB decreases, while there is an increase of the WB and UB component.
5-MSL/BSA displayed similar behavior as 5-DS/HSA concerning the flexibility/rigidity
of Cys-34 environment.

The changes of pH towards both acidic and basic conditions were detected by all
three labels as an increase of the albumin’s flexibility. As reported in the case of
temperature induced changes, variations in pH also cause redistribution of 5-DS and 16-
DS in HSA. Namely, at lower and higher pH than physiological, there is an increase in
the amount of WB and UB label, compared to pH 7.4. Similar results were obtained for
experiments in which the influence of rising ethanol concentrations was studied. The
only difference compared to pH-related experiments was observed for 16-DS, whose
2Anax Vvalues were increasing with ethanol concentration, which may be the
consequence of either enhanced rigidity, or enhanced polarity in the 16-DS doxyl group

environment, arising from the HSA unfolding.



Binding of five fatty acids (lauric, mirystic, palmitic, stearic and cis-oleic acid)
caused redistribution of both 5-DS and 16-DS upon the binding of these labels to HSA,
showing that the amount of WB and UB label increase with rising [fatty acid]:[HSA]
molar ratios. Also, due to the alterations in binding of 5-DS and 16-DS to HSA in
presence of fatty acids, the changes in the polarity/flexibility of 5-DS and 16-DS
binding environments could be observed. Furthermore, by studying 5-MSL/BSA, it was
found that binding of all fatty acids induces the opening of the Cys-34 crevice.

The results on the effect of drug binding (ibuprofen, diazepam, warfarin,
ramipril, bromazepam and diclofenac), obtained by labeling HSA with 5-DS and 16-DS
were similar to those reported for fatty acid binding to HSA. Binding of ibuprofen,
bromazepam, ramipril and diclofenac to 5-MSL/BSA caused the Cys-34 environment to
become more flexible, while warfarin and diazepam exhibit the opposite effect. It was
concluded that the results obtained for drugs in this dissertation are in agreement with
the number of binding sites in albumin for each drug. Also, the changes in the EPR
spectra of 5-DS/HSA, 16-DS/HSA and 5-MSL/BSA could not be correlated with the
binding site, implying that the structural changes in albumin depend primarily on the
binding mode of drug to the certain site.

The two reactive oxygen species, hydrogen peroxide and superoxide anion
radical, had no effect on the binding of 5-DS and 16-DS to HSA, while they caused the
decrease in binding of 5-MSL to both Cys-34 and amino groups of BSA. Also, these
two species induced the opening of Cys-34 crevice.

Generally, all three labels could be successfully used to monitor conformational
changes of albumin, however, they did not show equal sensitivity to the induced
alterations. Hence, it is suggested that all three labels should be used in order to obtain

more information on the structural changes in albumin from the different sites.

Key words: albumin, HSA, BSA, conformational changes, spin-labeling, EPR

spectroscopy.

Scientific field: Physical chemistry
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Ckpahenuue

10-AC — 10-nokcun-creapuHcKa KUCEIHA

12-JAC — 12-nokcui-creapyuHcKa KHUCEIHA

16-AC — 16-n0oxcui-crepanHcKa KHCEIMHA

5-AC — 5-n0KCcHII-CTeapuHCKA KHCEIUHA

5-MCJI — 3-mManeumuo mpoKcui (011 eHTIIecKor S-maleimido spin label)

BCA — rosehu cepymcku anoymuH (of eHraeckor Bovine Serum Albumin)

Cys — nucreun

Cys-34 — mucrenH Koju ce u y roBehjem u XymMaHOM CepyMCKOM allOyMHUHY Hajla3u Ha
no3unuju 34 y aMHHOKHCEIMHCKO] CEKBEHIIU]U

JAEEP — Jlymia enekTpoH-eJIeKTpoH pe3oHaHuuja (on enrneckor Double Electron-
Electron Resonance)

EIIP — EnexTpoHcka mapaMariHeTHa pe3oHaHIInja

JB — jako Be3aHu obenexxuBay

MA — MoaynanuoHa aMIUTHTYAa

MBJI1 u MBJI 2 — mecTa Be3uBama jekoBa | u 2 y ropeheM u XxymaHOM CepyMCKOM
anoymMuny

Met — METHOHUH

MK — MacHa kucennHa

MK1-MK9 u MK2’ — mecTa Be3uBamba MacHUX KHCEJIMHA O3Ha4YeHa OpojeBuma 1-9 u 2’
HB — HeBe3anu obenexuBay

IBC — pocharau mydep ca 0,9 % NaCl (ox enrneckor Phosphate Buffered Saline)
POC — peaktuBHE KICEOHUYHE BpPCTE (0] €HIIiecKor Reactive Oxygen Species)

CA — cepyMcKH aIOyMUH

CB — cnabo Be3zaHu o0enexuBay

TPUC — Tpuc-XxuIpoKCUMETUIaMUHOMETaH

Trp-135 — tpuntodan koju ce y ropeheM cepyMCKOM alOyMUHY Hala3W Ha MO3ULUJU
135 y aMMHOKHCENMHCKO] CEKBEHITH]U

Trp-214 — Tpuntodan koju ce U y roBeheM n XyMaHOM CEPYMCKOM aJIOyMHUHY Haja3u

Ha Mo3uju 214 y aMUHOKHCETMHCKO] CeKBEHIIM]U



Tyr-84 — Tupo3un koju ce u y ropeheM u XxymaHOM CEPyYMCKOM aJIOYMUHY Hayla3u Ha
MO3UIHjU 84 y aMUHOKHCEIMHCKO] CEKBEHITH]U

XCA — XyMaHU CepyMCKH alnOyMuH
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1. YBOa

Cepymcku andymus (CA) je rinoOynapHH MPOTEHMH MOJIEKYJCKE Mace O]l OKO
66000 Da, koju ce CHHTETHINE y jeTPH KHIMEHhaKa 0JIaKiie Ce U3Iydyje Y KPBOTOK, TJIe
gy 60 % yKymHOr NpOTEeHHCKOr caapxkaja 1uasme [1-3]. OBu mpoTenHH HMajy
HEKOJIMKO BaXHUX (PYHKIMja y (PU3HMOJIOIIKUM ycIOBHMa Mel)y KojuMa je HajBaKHUjU
TPAHCHOPT MHOTOOPOJHUX EHJOTEHMX M Eer30T'€HHX CYICTAaHIHja Malleé MOJEKYJICKE
Mace, Kao IITO Cy HeecTepU(pUKOBAHE MacHe KUCEIHHE, JIEKOBU, XOPMOHHU, CTEPOUIH,
azoT MoHokcua (NO), metanau joHu utn [2—5]. OcuM MTO WMa TPAHCIOPTHY YIIOTY,
aOyMuH 9rHHA OKO 80 % YKYNHOT aHTMOKCHJIATHBHOT KamaluTeTa KpBH, 3aXxBajbyjyhu
uctenHy Ha no3unju 34 (Cys-34), koju He Tpaau aucyilduaHe MOCTOBE, TaKO Ja je
BEroBa CyJI(pXuapuiaHa rpyna moII0KHa OKCHAAIN]U 10 CYA(EHCKOT, CYJI(PUHCKOT U
cyndonckor obnuka [6,7]. Jlomatau 3Hauaj Cys-34 ornena ce y TOME IITO MOXE Ja
pearyje ca a30T-MOHOKCHJOM (BaXXHHUM CHUTHAJIIHUM MOJIEKylnoM), Tako na CA wuma
Ba)XHY YJIOTY U y CUTHAJHMM IyTeBUMa U Bazoxwnaranuju [3]. Takohe, CA unHu OKO
80 % KOIOUIHOT OCMOTCKOI IPUTHCKA [8§], a MMa yJory U y oapxasawy pH BpenHoctu
KpBH [3].

300r OBakO BEJIMKOI 3Ha4yaja aJlOyMHUHA, OH j€ jelaH O] HajBHILIE HM3y4aBaHUX
OpoTeMHa. 3a WCIUTHBAKE HHETOBE CTPYKTYpe, KOH(POPMALMOHUX MpPOMEHAa U
WHTEpaKIHja ca pa3IMYuTUM CYICTaHI[MjaMa KOpUITNEHO je 00MJbe pa3HUX TEXHHKA,
Kao HOp. ¢iayopecueHTHa, Pamancka, nHdpalpBeHa, HykjeapHa MarHeTHa Pe30HAHTHA
CIIEKTPOCKONHja, PEHAreHO-CTPYKTYpHA aHalu3a, LUPKYyIapHU IuxpousaM utx [9-16].
Jemna opx TexHuMKa Koja je, Takohe, kopuinheHa 3a UCHUTHBaEkE alOyMHHA je
€JIeKTPOHCKA TapamarHeTHa pe3oHaHTHa crnekrtpockonuja (EIIP). Kako 6m anGymwun
Morao ga ce ucnutyje momohy EIIP-a, 3a mera ce Hajupe Be3yje mapamMarHeHTH
MOJIEKYJI (CIIHHCKH 00eNesKHBaY Ml [po6a’) KOjU CalpiKi HeCIIApeH eNICKTPOH, YHjH Ce
curHai gerekryje momohy EINP-a. CinHcku o0enexuBayuu Cy OCeTJbUBU Ha MOJIAPHOCT,
MPOTHYHOCT M BUCKO3HOCT CpeIMHE, Ka0 U Ha CMameHY MOKPETIbUBOCT, IITO CE CBE
manudectyje y m3reny EIIP cnekrapa. MmoOwmmm3anuja oGenexuBavya JOBOIU [0
acumerpuuHor mmpewma EIIP cnekrapa, crora MepemeM oapeheHux mnapamerapa

CIIEKTpa, MOJKe J1a Ce JIeTeKTyje KoH(popMalmoHa mpomena andymuna [17,18].

' Ilaswe he y TekcTy GuTH KopumheH caMo TEPMHH 00€/IeKHBAY AU jeTHOCTABHOCTH.



C 003upomM Ha TpaHCHOPTHY (PYHKIH]y aJOyMHUHA YTJIaBHOM CYy 3a CIIMHCKO
obenexaBamwe xymaHor (XCA, on enrieckor Human Serum Albumin) w roseher
cepymckor anoymmna (BCA, on enrneckor Bovine Serum Albumin) xopuiheHu
JIepUBAaTH MAaCHUX KHUCEIMHA U TO MPETEKHO CTEAPHHCKE KUCEIHMHE; KOJI OBHX MAaCHHUX
KHCEJMHA je MapaMarHeTHa TOKCHJI TpyIia KOBaJCHTHO Be3aHa 3a HEKH O] YTIbeHHKOBHX
aToma y MetusieHckoM Hu3y [9,11,12,19-43]. Mehy muma cy Hajuemrhe kopunihene nse
JTOKCUJI-CTEApUHCKE KUCEITMHE KOJ KOjHUX C€ JOKCWJI TIpyla Hala3d Ha CYNpPOTHUM
KpajeBrMa METWJICHCKOT JIaHIa — S-oKcui-creapuacka kucenuna (5-J1C) u 16-moxcun-
creapucka kucenuaa (16-/1C). ¥V auteparypu moctoju BeIUKH Opoj pamoBa y KOjuMa
je 16-/1C xopumrhen 3a obenexaBame KPBHUX cepyma WM 1ia3mMu (ipu yemy ou 16-/1C
Tpebasio na ce y HajBehoj mepu Besyje 3a XCA) 31paBUX KOHTpOJIa M TaldjeHara
obonenux of pazauuuTHX Oonectu [44-51]. ¥V oBUM cTyaujama je JeTEeKTOBaHA
npomeHa y kommumHH HeBezaHor (HB), jako (JB) m cmabo Bezanor (CB) 16-/1C
obOenexxuBaya KOJ MalfjeHata y OJHOCY Ha 3JipaBe KOHTpOJIE, TaKo Ja je yTBpheHo na
BesuBamwe 16-J1C 3a XCA y minazmu/cepyMy UMa IMjarHOCTUYKH MTOTEHIIN]jall.

Nako nOKCWII-CTEapuHCKHA OO0ENIeKUBAYH J1a)y KOpPHCHE HHQOpMaIHje Koje ce
TUYy KOH(OpPMAIIMOHUX TPOMEHA aJOyMHHA M MOCIEINIHO M3MECHEHOT KalalnuTeTa 3a
BE3MBamE JIMTaHaja, Mpo0JIeM MpelIcTaBba IITO aJOYMHH MOXE Jla BEXE JI0 celam
JOyroJlaHYaHWX MacHUX KucenwHa [52,53], Tako na ce oBe uHbOpManuje a00Hjajy
HMCTOBPEMEHO ca BHIE pa3nuuuTHX MecTa. [la 6u ce moOwmie mHbopmanuje camo ca
jemHor mecrta, alOyMHUH je yoOu4ajeHO oOelekaBaH KOBAJCHTHUM BE3UBAmHEM 3-
Maneumugo-npokcuna (5-MCJI) 3a Cys-34 [54—60]. Mehytum, y HEKUM pajoBuUMa je
HaBEJICHO Jla je oBaj oOenexuBad cyBuine puruaHo Be3aH 3a Cys-34, Tako na HHje
JIOBOJPHO OCETJBHB 3a JIETeKIHjy BpeaHocTH pH Ha kojuma ce norabhajy kuceno-0azHu

npena3y y eKCepuMeHTuMa y kojuma ce Bapupa pH [54,55].

1.1. Ilpeamer u un/b AUCEpTALINjE

VY oBoj mucepranuju mpoydaBane cy koHdopmarmone nmpomeHe XCA u BCA
metonoM EIIP crimHCcKor o6enexaBama, pu ueMy cy 3a ucnutuBame XCA kopumrhenu
5-AC u 16-J1C, nox je BCA o6enexaBan ca 5S-MCJI. 'maBam nusb je OO Ja ce uCuTajy

npomeHe koHdpopmanuje XCA u BCA ycnen Bapupama Temreparype, pH, momatka



€TaHoJIa, Be3WBama JUTraHaja (MacHHX KHCEJIMHA W JIEKOBAa) U JIEjCTBA PEAaKTHUBHHUX
KHCEOHUYHHX BPCTA.

Kako 6u ce ycmemHo mpatwie xoHdopmarmone npomene XCA, Hajmupe je
nerasbHO ucnutano BesuBamwe 5-JIC u 16-/IC 3a XCA. Ha npBom MecTy cy yrBpheHu
ONTUMAJTHH yCIIOBU (MHKYOAIIMOHO BpPEME U TeMIIEpaTypa) 3a JOCTU3amhEe MAaKCUMATHOT
BesuBama 5-JIC u 16-JIC 3a XCA. Ypahene cy pauyHapcke cumynaiuje Kako Ou ce
OJIpeInyIo y KOjOoj MEpH Ce OBa JiBa o0eleKrMBaya Be3yjy 3a JIBa pa3InyuTa THUIIA MECTa
Ha XCA — MmecTa jakor u ciabor Be3uBama. [la 6u ce oapeamno na mu ce 5-J1C u 16-11C
Be3yjy 3a ucra mecta Ha XCA ypaljeHH Cy U eKCTIEpUMEHTH KOMIIETHIH]E Y KOjuMa Cy
oBa JBa oOeiexkrnBada WCTOBpeMeHO Be3uBaHa 3a XCA. Ha kpajy, ucnurtaHa je u
no3uija gokcun rpyme JIC obenexxuBaua (M3II0KEHOCT pacTBapady, Tj. KOIUKO ce
nyooko Hanasu y yHyrpammoctd XCA), nmpahemeM u aHaTN30M KMHETHKE PeayKIuje
noxcw rpyma 5-JIC u 16-J1C (Be3anux 3a XCA) acKOPOHHCKOM KHCEITHHOM:.

VY oBoj nuceptanuju je, Takohe, npuka3ana AetasbHa aHaimsa EIIP cnekrapa 5-
MCIJI/BCA xonjyrata, kako 6u 0mi1o yrBpheHo na i ce oBaj obenexxnBay ocum 3a Cys-
34 Be3yje W 3a aMUHO Tpyme, ¢ 003MPOM Ha TO Ja HAa OBY TE€MYy IOCTOj€ OMpEeyYHe
XHUIorese y aureparypu [57,61].

VY raBHOM JIelly OBe JUcCepTalrje MPHKa3aHo je Kako TeMenparypa u pH ytaay
Ha kKoHpopmanuone npomMeHe XCA u BCA, mto je moceOHO BaxHO Ja OM ce ucrnuTana
ocempuBocT 5-MCJI 3a gereknyjy KOH(POPMALMOHHUX IpPOMEHA HWHAYKOBAaHHUX
BapupameM pH, momTo cy nojanu y auTepaTypu Ha OBy TEMY HENoTIyHH [54,55].

[Ipn wucnutuBamy wuHTEpakiyja wu3Mely XxuapopoOHHMX CyICTaHIMja W
all0yMUHa, 4ecTO Ce KOPHCTH €TaHOJI Kao pacTBapad 3a MPHUIPEMY y30paka, IITO je
3a0enekeHo W 3a CiIydaj Kajga ce olenexaBame KpBHOT cepyma/mazme ca 16-I1C
KOPHUCTH 3a MUjarHoCTUKy [44—51]. V3 Tor pasnora je HCIMTaHO KaKo €TaHOJI yTHYe Ha
koHpopmannjy XCA u BCA. Ox noceGHOT 3HaYaja je mpoydaBame yTUIaja MPUCYCTBa
eTa”ona Ha ynene jako (JB), ciabo Beszane (CB) u Herezane (HB) kommonente y EITP
cenkrpuma 5-JIC/XCA u 16-IC/XCA xomrutekca.

[To3nato je ma ce y ¢pu3HOIOMIKUM ycioBuMa, y mpoceky 0,1-2 mola macHuX

KHCeNMnHa Bedyje 3a 1 mol andymuHa, a Mpyu HEKUM MATOJIOIMIKUM CTalkbhMa, Kao IITO Cy

* ACKOpOMHCKA KHCENHHA, Ka0 XHAPO(DHIAH MONEKYI TENIKO IPOAUpPE Y XUAPohOOHY CpeuHy, Tako 1a

he Oprke peryKoBaTH JOKCHII TpyIe OJIMKe MOBPIIMHY ajJ0yMHUHA.



nujabeTec, OOJIECTH jeTpe W KapAUOBACKYIApHOT CHCTEMA, 3a je/laH MOJIEKYJ alOyMUHa
MOXe Ja Oyzae Be3aHO 4yak J0 6 MOJeKyylna MacHHUX KucenuHa [3,62,63]. 30or Tora je
UCIHUTAHO KaKO Pa3IMYUTe KOHICHTPALlMjeé MACHUX KHUCEIHMHA MPETXOJHO BE3aHUX 3a
aIOYMUH YTHYy Ha HETOBY KOH(POpPMALHWjy W MOCJIEAMYHO HA KalalUTeT BE3UBAbA.
VYkonuko Behu 6poj MaCHUX KUCENMHA BE3aHHUX 32 AIOYMUH y IIOMEHYTUM IaTOJIOUTKHM
CTamkbMMa yTHYE Ha BE3WBamE JIOKCHI-CTEApUHCKHX obOenexnBaua 3a XCA, mIpoMeHe Y
BesuBamy S5-JIC u 16-JIC 3a XCA Ou Morie ga ce KOpucTe 3a TUCTHHKIU]Y u3Mely
KOHTpOJIa M TMalyjeHarta Oo0OJeTuX OJ HaBeJHUX OojecTH. Y OKBUPY OBOT Jerna
JTUcepTalyje T0AaTHO je ucnutana npumeHsbuBoct S-MCJI obenexuBaua 3a IETEKIU]y
CYNTUIHUX KOH(GOPMallMOHUX IPOMEHA HACTaINX ycJe/ Be3uBamba MACHUX KHUCEIHHA.

BesuBame nexkoBa 3a XCA Koju Cy /€0 CBaKOJHEBHE Tepamuje Ou, Takohe,
MOrJI0 Ja yruue Ha npomeHe y koinunuuHu JB, CB u HB komnonenre 5-JIC u 16-/1C,
mTo OM mpecTaBbaio MPobdeM NMpU KOpUIhewhy OBUX O00eIeKHBava y JHjarHOCTUYKE
cepxe. OcuM ToTra, MpOyvYaBame MHTEPAKIIMja U3Mel)y JIekoBa U aJOyMHHA j€ BaKHO 3a
06ospe pasymeBame (hapMaKOKMHETHKEe U (papMakoJMHAMUKe. 3aTo je jelaH Je0 OBe
aucepTanyje nocBeheH WCIUTHBAKY YTHIAja Be3WBamba JIEKOBa HAa KOH(pOpMalujy u
kamanuTeT Be3uBama XCA u BCA.

Ha xpajy, mokazaHo je Kako JBE pEaKTHBHE KHCEOHHWYHE BpPCTE, BOJIOHHK
MEPOKCHUT U CYNEPOKCHJIHU aHjOHCKH pajiMKall, yTHUy Ha KOH(POPMALUjy U KaraluTeT
Be3MBama andymuHa. McnutuBamuMa ypal)eHuUM y OKBUPY OBE JOKTOPCKE JHcepTaluje
omoryhaBa ce 0oJbe pasyMeBame OKCHIATUBHUX omTehema ali0yMuHa, KOja MOTY Ja
HacTaHy Kao [MOCJIeulla pa3HUX IMAaTOJIOIMIKMX CTamka Koja Cy YCKO IOBe3aHa ca

OKCUJIATUBHHUM CTpecoM [64].



2. llperJen qureparype

2.1. Cepymcku ajJOyMuH

Cepymcku anoymun (CA) je TpOTeHH KOjU C€ CHHTETHINE HUCKJbYYHBO y jE€TpH
KHYMEHaKa, 0JIaKJIe C€ U3JIy4dyje Y KpBOTOK (0€3 MPeTXO0HOT CKIQUIITEHA, IITO 3HAYH
Jla opraHu3am He noceayje pesepse anOymuna [1,2]); y KpBU 0Baj IpPOTEUH YMHH BUILE
on 60 % ykymHHX mpoTenHa kpBHE iazme [8]. YV dusuonomkum ycnoBuma, camo 20-
30 % xenaTouuTa cuHTeTHIIE AHEBHO 9-12 g anGymuna [1,65], unme je omoryheno na
ce MpOM3BOIba anOymMuHa yBeha HEKOJIWKO MyTa, YKOJIWKO je To moTtpedHo [2,65]. C
0031pOM Ha TO Ja je BpeMe IMOJIY)KHBOTA al0yMHUHA Y KPBOTOKY PEIaTUBHO JIYTO (OKO
19 nana [66], a Moke 1a ce 3aApkKHU Y KPBOTOKY U 0 36 maHa [2]), anOyMuH je Beoma
cTabwiaH poTeuH [6], 300r Yera y KpBH cucapa JOCTH)KE BUCOKY KOHIIEHTPAIIH]y KOja
ce kpehe y omcery 35-55 g 1" [66]. AnGymuH, Takohe, Moxe aa u3 kpu mpolje Kpo3
3MJI0BE Kamujapa y HMHTEPCTUIMjaHe TEYHOCTH, YKIJbyuyjyhn u 1epeOpocnuHaIHY
TEYHOCT, OJlaKkiie ce mpeko amMmdHor cuctema Bpaha y kpB [2,3]. KaraGomuzam
anOyMuHa jOI yBEK HHj€ JIOBOJbHO MCITUTAH, ajl CE cMaTpa Jla ce MPOIEC pa3rpaame

anOyMuHa O/IBMja y CBUM TKMBHUMA, a Y HajBehoj Mepu y kKoxu, mutmuhuma u jetpu [67].
2.1.1. CTpyKTypa cepyMcKOr ajdyMuHa

Cepymckn anOyMHUHH cHcapa Cy pellaTUBHO Majli, HEKOH]yroBaHH, TJI00yIapHH
NpOTEeMHU MOJeKyJacke Mace oa oko 66000 Da [3], koju caapxe oxo 580
aMHMHOKHCEIIMHA y CBOjOj IPUMapHO]j CTPYKTypu [66]. /IBe HajBuUIIe IpOyUYaBaHE BPCTE
anbymuna, u3z xymanor (XCA, onx earneckor Human Serum Albumin) u roeher cepyma
(bCA, on enrneckor Bovine Serum Albumin) ce cactoje u3 585 u 583 aMUHOKHCEIHHE,
pecriektuBHO [3,66]. YommTeno, mnopehemeM cepyMCKUX alOyMUHA pPa3sTUUYUTHX
cucapa, yTtBpheHo je ma mocToju mpeknanmame y 60-80 % aMUHOKUCENIMHCKHX
cekBeHija [66,68,69]. V cinyuyajy XCA u BCA, npexianame y aMUHOKHCEITMHCKAM
CeKBeHIIMjaMa u3HocH 75,6 % [69].

VY okBHpY aMHUHOKHCETHHCKe cekBeHIje CA HajMamu je cajapikaj Tpunrodana

(Trp), metnonnna, rmnuHa U uzoneyiuHa [2,3]. ¥ XCA nocroju camo jenan Trp Ha



nosunrju 214 (Trp-214), umje rameme ¢uIyopecleHIlMje Ce YecTO MpaTh TNpH
WCIIUTUBaky KOH(POpPMAIMOHUX MpoMEHa aJOyMHWHA M HHTEpaKIfja ca JUTaHIuMa
[2,3,9,66]. 3a pasnuky oq XCA, BCA uma jom jenan Trp na nosurnuju 135 (Trp-135),
ITO je, Takohe, 3HaYajHO MpPU CIEKTPO(IYOPUMETPH)CKUM HCIUTHBambUMa ajJ0yMHHA
[9,66].

[Tpumapna ctpykrypa CA ce y HajBehoj Mepu cacToju 0] aMHHOKHCEITMHA ca
HaeNeKTPUCAaHUM OOYHUM Trpylnama, Kao IITO Cy HIIp. aclaparkHCcKa U TIIyTaMHUHCKa
KHCeNuHa, JTU3UH U aprunuH [9]. U3 tor pasmora, Ha pH 7,0 XCA uma Benuku 0poj
JoHM30BaHUX Tpyna (YKyMmHO 215 MO3UTHBHO U HETATHBHO HACJIEKTPUCAHUX JOHA), IITO
ra 4yuHU jJako pactBopsbuBuUM y Boau [2]. Kako u XCA u BCA umajy BuIle KuceInx
aMUHOKHCeNIMHA y OqHOocy Ha 0a3He, oBe nBe Bpcre CA cy mpu pH 7,0 HeratuBHO
Haenektpucane [2,3,70]. Ykynno Haenekrpucamwe Ha pH 7,0 3a XCA usnocu -15 [2], a
3a BCA -17 [70]. U3 uctor pa3nora, oBe nBe Bpcte CA nMmajy uzoenekrpuyne Tauke (pl)
y Omaro kucenoj cpenuan — XCA uma Bpennoct pl y oncery 5,0-5,8 y 3aBUCHOCTH 01
nutepaTypHor usBopa [3,71,72], nok 3a BCA pl uznocu 4,7-4,9 [73].

CA cy 6oraru muctenaoM (Cys), ma tako CA cucapa y CB0joj NMpPUMapHO]
ctpykrypu caapxke 35 Cys, ox kojux 34 ydectByje y dopmupamy 17 nucynpuaHux
MOCTOBa, a camo jenan Cys Ha mo3unju 34 (Cys-34) je HecniapeH u moceayje cio0oaHy
cynpxuapunny (-SH) rpymy [3,9], koja uma BaxkHe ¢puznonomke pyHKuuje o kojuma he
Outu BuIIe peun y noraasspy 2.1.2. JlucynduaHu MOCTOBH y BEIHKO] MEPH JTOIPUHOCE
crabmwinoctd CA u ydecTByjy y hopmupamy 9 (mperusnuje 8,5) IBOCTPYKHUX 3a0KpeTa.
Kao mro ce Bunau na npumepy BCA (cnuka 1), TBOCTpYKH 3a0KPETH HACTA]y TaKO IITO
nBa cycenna Cys rpane aucylnduHe MOCTOBE ca MPETXOJHUM, OJHOCHO INPBUM
cienehum HajommkuM Cys octatkoMm [3]. JIBOCTpYKM 3a0KpeTH Cy IpYHHCAaHU Y TpH
nomeHa (koju ce obOenexaBajy puMckuMm OpojeBuma I, II m III, moueBmm ox N-
TepMHUHYyCa), KOja Cy XOMOJIOTa 10 aMHHOKHCEIMHCKO] CEKBEHIIMjH, CEKYHJIapHO] H
TepIHjapHoj CTPYKTypHu [2,3,66]. CBaku o7 JOMEHA CaApXHU MO JBa JyXa 3a0KpeTa
u3mely kojux ce Hanasu jenan kpahu. [IpBa nBa 3a0kpeTa y cBakom aomeny, 1-2, 4-5 u
7-8, rpynucana cy y noaaomene IA, IIA u IIIA, penom, nok 3aokpetu 3, 6 u 9 ynaze y
cactaB noanomena Ib, IIb u IIIb (couka 1) [3].
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Cauxa 1. IIpuka3 npumapre ctpykrype BCA 1 monoxaja qucynpuaanx MoctoBa (mpunaroheno us3 [3]).
Kytum cy oznadenu nozioxaju cBux nuctenHa (Cys). Ceu Cys y CEKBEHIIHMjH, OCHM IPBOT, HA MOJI0XKa]y
34 (Cys-34), dopmupajy nucynpuaHe MOCTOBE KOjH Cy IMpPHKa3aHW LPHUM BEPTUKATHUM LpTaMa. Y
CEKBEHIMjH IIOCTOjH TOHaBJbajyhn oOpaszan mapoBa cycennux Cys, 3axBajbyjyhu Kkojem Hacrajy
JBOCTPYKHU 3a0KpETH, KOjU Cy Takohe o3HaueHH. YouaBa ce Jla y CBaKOM JOMEHY IIOCTOjH IOHaBJbajyhn

oOpasall JBOCTPYKHX 3a0KpeTa: IyTH-KpaTKH-IYTH JBOCTPYKH 3a0KpeT. M3yseTak mpejactaBba MPBU

320KpPET, KOJH j& jJeTHOCTPYKH.

3aokper 1

3aokpert 2

3aokpert 3

3aokpert 4

3aokpet 5

3aokpet 7

3aokpert 8

3aokpet 9



Penareno-crpykrypHom anamm3om XCA u BCA yrBpheHo je na y BHUXOBO]
CEKYHJIapHO] CTPYKTYpH He MocToje B-1uioue, Beh caMo 0o-XEeTUKCH KOju YuHe OKO 67 %
CTpyKType anoymmuHa [3,66,74], 10K je ocTaTak CayMbEH O] 3a0KpeTa M HECaBUjCHHUX
(ucnpaBJbeHUX) TOJUIIETITUIHUX aenoBa [68,74]. Y cBakoMm o1 TpHW JOMEHa OBa JBa
npoTrenHa Hanazu ce no 10 o-xenukca, oJ yera ce 6 Hajmazu y moagoMeHy A, a 4y
nonnomeny b [2,3]. [logmomenn IA, ITA u IIIA cy mehycoOHO XOMomore CTpyKType,
mTo Baxku U 3a nmoanomene Ib, IIb u IIIb. Mnak, moctoju mana paziuka y CTpYKTYpH
nomgnomena IA y mopehemy ca IIA u IIIA. Haume, y mommomeny IA He mocToju
TUCYIGUIHE MOCT KOjU MOBe3yje mpBU U Tpehu xenuke [68]. Opranuzamnmja Xxenukca u

JBOCTPYKHUX 320KpeTa y MOIJIOMEHE IpUKa3aHa je Ha CIIUIHN 2.

Benuku psocTpyku Benuku psocTpyku
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Cauxa 2. CxemaTcKkd NpHKa3 CTPYKType IOMeHa y anOymuHy. [leoBH OCEHYeHH CHBOM 00joM
MPECTaBJbajy MOTHBE KOjH Cy 3ajeJHHYKH 3a CBHX IIecT mojmomMeHa. OBaj MOTHB je OKapaKTepHCaH
KpaTKUM XeJuKcoM (y ciaydajy moaaoMena [A) mnm KpaTKUM AEJIOM HCIPaBIbEHOT MOIHMIIETHIHOT JaHIa
Ha KOjU ce HacTaBJba KpaTak Xeiukc (y ciydajy mommomeHa IIA wu IIIA), a 3atum creie Tpu y3acTomnHa
nyra, mehycoOHO aHTHHapaseliHa XeNMKca, IPH YeMy CY CYCEIHH XENHMKCH IMOBE3aHH IUCYI(PHUIHUM
MocroBuMa. [ToyeTHn 1e0 cBakor MoaIoMeHa MpeacTaBba BEJIUKN ABOCTPYKH 3a0KpeT (OcHM 3aokpera 1
KOjH je jeAHOCTPYKH y moxnoMeny I1A). YV cBakoMm ox Tpu A-NOAJIOMEHA, BEIUKU JIBOCTPYKH 3a0KpET je

npahen mamum. ([Ipunaroheno us [68].)



Besa usmehy A u b nmonnomena y okBupy UCTOT JIoMeHa je Yy N-TepMUHAIHOM
Jielly HecaBUjE€HH MOJUIMENTH, IOK ce Ha rpaHunu usmehy nomena C-TepMUHAIHU €0
xenukca u3 Ib u 1Ib nmogmoMena HacraBba y N-TepMHUHaAIHE XenuKce noaaomena 1A u
ITTA [68]. Tlonmomen IIA je xuapodoOHUM HMHTEpaKIMjamMa W BOJOHUYHHM BeE3aMa
MOBE3aH ca JOANPHOM NoBpiImHOM u3Mehy momgnomena IA u Ib, 3axBaspyjyhu yemy cy
nomenu I u II ckopo Mel)ycoOHO HOpPMATHU M TaKO Cy OpPraHU30BaHU Ja GOpMUPA]Y
CTPYKTYpy y 00suKky ciosa ,,T*. [lomen III unreparyje camo ca mogmomenom IIb, Tako
na nomenu II u 11l 3ajenHo ynHe jenHy neauHy y o0nuKy ciosa ,,Y . JJomenu [ u I1I cy
pasaBojeHN BenukuM KaHanoM m3Mmely moamomena Ib, IITA u IIIb. 36or pa3znumunTux
opujeHTanja u3Mely JOMEHa M TMOCIEAWYHO HHUXOBHX HMHTEpaKIMja, CTPYKTypa
ayOMHHa je aCUMETpHYHA, a JIOMEHU Cy OpraHW30BaHU TaKO Ja aJlOyMHUH mMa OOJIUK
cpua umje cy mumensuje 80 x 80 x 30 A (cmmka 3a) [2,74]. Kpucramorpadcka
ucniutuBatba XCA, BCA, kao u CA apyrux cucapa cy Mokaszaia Ja Cy HHXOBE
TepLHUjapHe CTPYKType Xomodore [66,69], a Ha ciuim 30 cy npuka3aHe MPeKJIONJbeHe

ctpykrype XCA u BCA.

Camnka 3. a) IIpuxa3 kpucranne crpykrype XCA ca obenexenum nognomenuma (IIpunaroheno nsz [74],

npey3ero ca cajra https://www.rcsb.org/ PDB ID: lao6). 6) [Ipuka3 npekiIombeHUX KpHUCTATHHX

ctpykrypa XCA (obojeHo y JpyOuuacto, nmpunaroleno u3 [74], mpeyseto ca cajta https://www.rcsb.org/

PDB ID: lao6) m BCA (obojeno y Hapanpacro, mpmiarofjeHo wu3 [66], mpey3ero ca cajta
https://www.rcsb.org/ PDB ID: 4f5s). Kpucramue crpykrype cy Buzyenusoane nomohy nporpama UCSF
Chimera 1.11.2[75].

300r mpHUCyCcTBa BEIUKOr Opoja KHCEeNUX U 0a3sHUX aMHHOKHCEIIMHA Y CBOjOj

CTPYKTYpH, aJOyMHH TOJIeKE PEBEP3UOMIIHUM KOH(MDOPMAIMOHUM IpOMEHaMa Ha



pasnmuuutuM pH Bpennoctuma. Ha pH u3mehy 4,5 u 8,0, XCA u BCA ce nanase y T3B.
neytpannoj, H-popmu [2,3,76]. CmamuBamem pH Ha BpemHocT Mamwy on 4,5, XCA u
BCA memajy cBojy KoHpOpManujy y 6p3o murpupajyhy ®-popmy (ox enraeckor Fast,
nomrTo je oBa (hopma youeHa kao Op3o murpupajyha na pH 3-4 npu ren enexrpodopesu
[3]), k0jy kapakTepuiie nmoBehana BUCKO3HOCT U MHOTO HHYKa PACTBOPJHEHBOCT Y OJHOCY
Ha 6a3ny, b-bopmy (ox eHrieckor Basic), Kao U HapylllaBamke CEKYHIApPHE CTPYKTYpe
(rybseeme a-xemukca). @-hopma je moctojana y omcery pH usmely 3,5 u 4,5 [2,76,77].
Hamum cmamemeM pH ucnon 3,5, momasu 10 T0AaTHOT pa3MOTaBamka allOyMUHA YCIIeT
yera oH npenasu y E-popmy (ox enrneckor Extended). Ha pH oko 2,5 anOymun ce
Haja3W y MaKCUMaJIHO Pa3MOTaHO] (MCIPaBJbEHO]) KOH(POPMAIHjH, Y MEPH Y KOjOj TO
no3BosbaBa mocrojehm oOpasanm nucyndumaux moctoBa [77]. Ca pgpyre crpane,
noBehamwem pH, Beh y Onaro ankamamm ycnmoBuma y omcery usmehy pH 7,0 u 9,0
nemraBa ce jomr jegan pH-nipenas y b-gopmy. [Ipenas uz H- y b-bopmy je cyntunnuju
Y TIOCTETNIEHU]U Y OJHOCY Ha TpaHchopmalje Koje ce jorahajy y KHceloj CpeanHH, a
npahen je mnoBehameM (GIEeKCHOUIHOCTH CTPYKType anOymuHa, Opu yemy je N-
TEPMUHYC HajBHILIE M3JI0KEH YTULAJy OBHX CTPYKTypHHX mnpomeHa [77]. IToBehamem
pH Bpemnoctn m3Hag 9,0 (M cMamemeM jOHCKE jauMHE pacTBopa) goraha ce jorr
jenaH mpenas, mpu 4emMy HacTaje T3B. A-popma anOymuHa (o1 eHriaeckor Aged). Y TOKy
n3oMepm3anyje y ankaiHoj cpenunu cinobomna —SH rpyma Cys-34 mpenasu y
JMCOCOBAaHU OOJIMK —S™ KOjU KaTaju3yje peakuujy u3MeHe AUCyIPpHUIHUX MOCTOBA, H TO
Tako jaa ciobonHa —SH rpyma Ha kpajy mpoiieca Oyjie Ha CBOM MOYETHOM IOI0XKajy (Tj.
Ha Cys-34) [3,78]. OBaj nporiec je upeBep3nOmiIan. JeqHoM kaja HacTaHe, A-popMma je
BeOoMa CTaOWJIHA M TOCTOjaHa Yak W npu HwkuM pH BpenHoctuma. 3a pasnuky on H-
dopme, kana ce pH cmamyje 1o oko 4,5 A-popma HUje moANoKHA Tpenaszy y @-hpopmy

[3,79].
2.1.2. ®yHkuMje cepymMcKor atdyMuHa
Cepymckn alOyMUH UMa HEKOJIMKO BeOMa BaXKHUX (DPU3HOJIOMIKUX (YHKIIH]a, ITa
je 300r Tora JeTaJbHO Mpoy4yaBaH. 3axBajbyjyhu CBOjOj BUCOKO] KOHIICHTPAIIU]H Y KPBH,

anOymMuH naaje Hajpehu JONMPHUHOC YKYHMHOM KOJOUIAHOM OCMOTCKOM (OHKOTCKOM)

MPUTHUCKY TJ1a3Me, Y KojeM yudecTByje ca oko 80 % [8]. [Tocneaniia maToNOMKHUX CTamba

10



y KOjUMa € WHTpaBacKyliapHa KOHIIGHTpalyja aja0yMHHa 3HA4ajHO HIDKA Off
¢busmosnomke (XumoaOyMuHEMH]ja) jeCTe CMambeHmhe BOJIYMEHA KPBH, YCIIE€Nl CMAambEHOT
OHKOTCKOT IIPUTHUCKA U MOCIEIUYHOT Mpojacka TEYHOCTH (BOJE) U3 MHTPABACKYJIapHOT
y uHTepcTHIMjadHu mpoctop. Ilpu Tome je Moryhe HacTajame mepudepHux eraema
(oToka), 300r TOra MITO CE€ TEYHOCT HAKYIJha Y HHTEPCTHUIIM]jATTHOM TIpocTopy [67].
JlonpuHoc anOymMuHa OHKOTCKOM TIPUTHCKY jeé 4Yak Behu o1 odekuBaHor, 300T
nocrojama ['ubc-Jlonanose (Gibbs-Donnan) paBHOTEXeE, Tj. pa3iuka y KOHICHTpALUjU
BEJIMKHX HAEJIEKTPHCAHUX MAaKpoOMOJeKyla (Kao IITO je aJOyMHH) ca pa3IuuuTHX
CTpaHa TOJYNPOMYCT/bUBE MeMOpaHe chpedaBa AUQY3U]y MaIMX jOHA Kpo3 JaTy
MeMOpaHy, MaKO je OHa MpomycT/buBa 3a oBe joHe [3,67,80]. IlomrTo je andymun
HEraTUBHO HAeNeKTpHCaH Ipu (HU3HOIONIKO] BpeaHoCcTH pH, oH 3a cebe Besyje maie
KaTjoHEe W3 KPBH, M TO HajBume Na', Koju ,3aapxkaBa“ Boay [6]. 3axBasbyjyhin cBojoj
pPacTBOPJPUBOCTH Y BOJM, HaeJeKTpUCalky M TOME IITO j€ NPUCYTaH Yy BEITUKUM
KOJIMYMHAMa U y eKCTPaBacKyJapHOM IpPOCTOpY, aJOYMHUH HMMa 3HA4YajHy YJIOTy U Y
peryianuju KOHIIEHTPAaLUje TEYHOCTH y Pa3InduTuUM TKuBHMA [80].

Ocum HaBeneHHX (yHKIMja, 300T CBOje BENHKE 3aCTYIJbEHOCTH Y KPBU U
JEIMHCTBEHOT aMHHOKHCEIMHCKOT cacTaBa, aJIOyMHUH MMa YTHIA] M Ha KHUCEIMHCKO-
0a3zny ¢usnonorujy. Kako y cB0joj mNpuUMapHO] CEKBEHIMjU CaaApXKHd OKo 15
XUCTHJIMHCKUX OcTaraka [3], oJ1 KOjuX CBAaKM MMa BPEIHOCT KOHCTAHTE TUCOIH]jalHje
pKa oko 7,4, anOymuH MoXe Ja QyHKIHMOHMIIE U Kao KpBHU mydep. Mehytum, mehy
MpOTeMHUMA KpPBHU, XeMornoowmH wuma Behm mnydepcku kammurer y mnopehemy ca
anbymunom [80]. Ha pH xpBu HajBume ytuuy mapuujanau mputucak CO,,
KOHIIEHTpaIHja pasmuauTux jona jakux (Na', K, Ca®*, Mg®" u CI) u cnabux (docdar,
XHJIPOreHKapOOHAT) eJNEeKTPOJINTa, Ka0 M OCTAJIHMX jeUIbECHha Koja ce IMOHAIajy Kao
cnabe kucenuHe wim 6aze [80,81]. OgHOC KOHIIEHTpaNKja KaTjoHA W aHjOHA Yy KPBU
onpelyje xomuka he 6utu komnentpammja H' jona (1j. pH kpsu), Tume mrto he ce
xoHnenTpanuja H' joHa Memarn Tako na Gyje MOCTHTHYTA eIeKTpoHeyTpamHocT [81].
[Ipema TOMe, OLITO CBAaKK MOJIEKYJ alOyMUHA y (PU3UOJIOLIKHUM YCIOBUMA PACIIONakKe
pEaTUBHO  BEJIMKUM  HETaTUBHUM  HaeJleKTpUCAaEeM, 3HayajHe TMpPOMEHEe Y
KOHIICHTpallMju alOyMHUHA YTUYY Ha OJJHOC KOHIICHTpallhja KaTjoHa ¥ aHjOHA y KPBH, a

caMuM TUM U Ha npomene pH [80].
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Oko 80 % aHTHOKCHMAATHBHOI KamalUTeTa KpBH C€ MPUIHUCYje aJOyMUHY
3axBasbyjyhu u3paxeHoj penokc akTuBHOCTH Cys-34, KOju y (U3HOJIONIKAM yCIIOBUMA
MOCTOjU YTJIAaBHOM y CBOM pPEIyKOBaHOM OOJMKY (OBakaB aJlOyMHUH j€ MO3HAT M MOJ
HA3MBOM MEpKanToaJOymMuH) [6], a OCHM Hera aHUTOKCHJIATHBHA CBOJCTBA MOKa3yjy U
MetroHuHCkH octanu (Met) [82]. Cyndxuapunna rpyma Cys-34 Moke J1a c€ OKCHAYje
no cyadenckor obnuka (andoymuH-SOH) y peakumju ca Bogonuk mepokcugaom H,O,
unu nepokcuHuTputoM (ONOOY) [7], wiM 4ak ¥ JO BUIIUX OKCHAALMOHUX CTamha —
cynpunckor (andbymuH-SO,H) wmm cyndonckor (andymun-SOsH) ob6muka [6].
Cyndenckun obnuK je Hajuenhy MPOU3BOJI OKCUIAIN]E U 32 PA3JIUKy O] CYJI(PUHCKOT H
cyJ(OHCKOT BeoMa je HeCTaOWIaH M PEeaKTHBaH, TAKO J1a CaMO OBaj OOJUK Yy pEakIuju
ca HEKUM JIpYTMM CYI(QXUIPUIHUM jelumbeHheM Moxe na (Gopmupa aucynduie Koju
MOTEHIMjaJTHO PEIOKC peaklidjamMa MOTy Ja ce IpeBeAy Hazad y MepKanToalOyMuH
[6,7]. OkcumanujoM METHOHHWHA HacTaje METHOHUH-Cyldokcua koju, kao u Cys-34
OnmaruM cynXuIpUIHUM peAyKTaHCHMa MOKE Ja ce BpaTH y MOYEeTHU, METHOHUHCKH,
O0JIUK, JIOK caMO y EKCTPEMHHMM OKCHJATUBHHM YCIOBHMa, KakBU OOWYHO HHCY
3aCTYIJbEHH Y OMOJIOUIKUM CUCTEMHMA, J10JIa3U /10 HPEBEP3UOMIIHOT CTBapama cyapoHa
[82]. Mana ¢dpakmuja anbymuna, Takohe, Moxke na dhopmupa aucyinduaHa jeaumbemha
(amObymuH-S-S-R) ca gpyruMm MoJeKkynuMa KOJH calpke CyI(QXUIPWIHE TpyIie.
Hajuemrhe rpaam xoHjyraTte ca TIyTaTHOHOM, XOMOITUCTEHHOM U IIUCTEUHOM, MPU YEMY
j€ Be3MBamke XOMOILMCTEMHA 3a aJOyMHMH 3HAuYajHO 3a IMOCPEAHY AHTHOKCHIATHUBHY
akTUBHOCT aynOymuHa. HawmMme, crTyamje TmoKazyjy Ja TOBHUIIEHE KOHIICHTPAIIH]je
CJI000JTHOT XOMOLIMCTEMHA CTUMYIIHUIIY MpouH(pIaMaTopHe IMyTeBe Y BacKyJapHUM
henmjama, mTo 3a MoOcieAMBY UMa OKCUAATUBHU cTpec [83]. BesuBameM xoMouucTenHa
3a anOymuH oHeMmoryhaBa ce Ja OTHOYHE Kackaga Ipoleca Koja JOBOAU O
okcuaaTuBHOT ctpeca [82]. Komnunna aucynduaHux KOHjyrata BpEMEHOM pacTte, IITO
j€ Ileo mpolieca cTapema, a Takohe Moxe OMTH M TIOCTIeAUIa TTATOJIONIKUX CTamka Koja Cy
OKapaKTepucaHa OKCHJIaTUBHUM cTpecoM. Teopujcku je Moryh n HacTaHak AUMEpa KOju
ce Qopmupajy m3mel)y nBa monekyna anOyMmMuHa, rpahemem TUCyIPHUAHOT MoOCTa
mmelhy wmuxoBux crmobogaux Cys-34  ocraraka, Mehyrum BepoBaTtHOha 3a
TUMEpHU3aIH]y in vivo je BeoMa Malia 300T IMOCTojamka CTepHUX cMeTHhH [6]. Ocum Tora,
Cys-34 uma 3HauyajHy yJIOTY U Y CUTHATHUM ITyTeBUMA, 300T TOra IITO Yy PEeakiuju S-

HUTPO3MIIAIje MOXKe J1a Bexke azoT-MoHokcH]l (NO), Beoma BakaH Ba30AMIATaTOPCKU
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Mouekya [3]. In vivo S-HUTOpPO3UIOBAaHU aIOYMUH TIPEJICTaBJha CTAOMIHHN PEe30pBOap 3a
NO, koju MOXe J1a c€ OTIYCTH, TaKO Ja C€ S-HUTPO3WUJIOBAaHU AJOYMHH IOHAIIa Kao
nonop NO [2,3].

Jenna o HajBaXHUjUX (PU3HONOMIKKX (DYHKIMja alOyMUHA jecTe BE3UBAHmE U
TPAHCIIOPT MHOTOOPOJHUX EHJIOTCHHX M €r30Te€HUX CYICTaHIMja MaJle MOJICKYJICKE
Mace. Tako Ha mpumep, aIOyMUH 3a ceOe Be3yje U MPEHOCH HeecTeprupUKOBaHE MAaCHE
KHCEJHMHE, CTePOHIe, XOPMOHE (HITP. TUPOKCHH), XeM, OMINPYOUH, JIEKOBE, BUTAMHHE,
¢dbnaBonouze, azor-monokcuy (NO), TokcuHe U MeTabonuTe, MeTaiaHe jone utn [2-5].
Takohe Moxe 1a Be3yje 1 MoJMIenTuae u Mame npoterne [2,3]. C 063upom Ha TO Ja cy
HaBeJICHA jeNbeha YIIIaBHOM XuIpodoOHa, Be3WBameM 3a alOymMuH ce moBehaBa
IbUXOBA PacTBOPJBUBOCT y TUIA3MHU M, y Cly4yajy TepamneyTuka, omoryhasa ja ce OoHU
IyXKe 3a7pKaBajy y opranusmy, 30or yera u umajy sehy Tepaneyrcky eduxacHoct. 13
TOT pasjiora, MO3HaBamkEe WHTEPAKIHM]e JEKOBAa ca aJOYMHHOM j€ BEOMa BaXKHO paiu
nobujama uHGOpMammja o (apmakoauHaMud U (papmakokuHernnn. OcuMm TOTa,
BE3MBAKEM TOjeIUHUX TOKCHHA 3a AIOYMHH CMamyje Ce HHXOBa TOKCHMYHOCT. Kpo3
BE3MBAE TIOj€HUX METAIHUX jOHa, AIOyMUH HCIOJbaBa U CBOjY TIOCPEIHY
aHTHOKcHIaTUBHY yiory. Meranau jorn Cu” u Fe* pearyjy ca H,O, y ®eHTOHOBO]
peaknuju aajyhu Kao riiaBHH MPOW3BOJ peakiidje Beoma peakTuBaH u mrteran OH
panukain. BesuBameM 0oBHX joHA 3a anmOymMuH he OMTH CMameHa HHXOBa CIICOCOOHOCT
na ydectByjy y (PEHTOHOBO] peakldju. YKOJIMKO joHH Oakpa u rBokha Be3aHU 3a
alOyMUH yCIIejy Ja nmpousBeay Mamy Konnunny OH pagukana, Hactanu pagukanu he y
Hajpehoj Mepu wu3pearoBaTu ca alOyMHHOM, 4YMMe he ce yMamHTH MOTryhHOCT

omrehema APyrux BaXHUJUX MoJieKyna [82].

2.1.2.1. Mecma se3usara 1uzanaoa 3a ai10ymMun

3a BehuHy nuranaza je mpoHalheHo U OMHMCaHO HEKOJIUKO MECTa Be3UBama. Jeaan
MOJIEKYJ alOyMHHa MOXKE J1a BeXKe celaM MOJIeKysla HeecTepu(UKOBAHHX Cpele- U
AyrojlaHYaHUX MoJjekyna MacHuX kucennHa (MK) Ha mecta Be3uBama O3HaueHa Kao
MK1-MK7 [52,66]. Ocum HaBeneHHX MecTa, TpoHaheHa cy joun yetupu noaatHa 3a MK
cpeame nyxune nanma [52]. Tpu mecra BesuBama 3a MK ce npekinarnajy ca qBa riaBHa

MecTa BesuBama JjekoBa (MBJI1 u MBJI2). Haume, MK3 u MK4 ce mpeknamnajy ca
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MBJI2, a MK7 ca MBJII [2,4]. 3a Be3uBame MeTana Cy HJICHTHU(PUKOBAHA YECTHPU
paznuuuta Mecta: N-TepMUHYC, JBa MECTa 3a BE3HBambe KaaMujyma (MecTo A U MecTo
b) u Cys-34 [84]. V cnenehem nornasspy Ouhe nar geTajbHHjU OMUC MECTa BE3WBamba
JIEKOBAa M MacHHMX KHCEJIMHA y aOyMUHY, C 003UpPOM Ha TO J1a je y OBOj JUCEepTaluju
MPOYYaBHO BE3MBAIE MET MACHUX KHCEIIMHA U MIECT yOOM4ajeHO KOpUITheHUX JIEKOBa
3a anbymuH. MehyTum, Ha OBOM MecTy Tpeba HarlacWTH Ja Cy IOJalld O OBHM
MeCTUMa JIOOMjeHH CTPYKTYPHHUM (M TO YIJIaBOM KPHUCTAJOrpadCKUM) HCIIUTHUBAKHHMA
komruiekca XCA ca pa3sHMM JIMTaHIUMa WM METaTHUM joHMMa, 10K 3a BCA TakBu
MOJIally JOII YBEK HHUCY AOCTYNHHU Y JUTepaTypu. TadHuje, TeK Mpe HEKOJIMKO roJHuHA
(2012) cy ypahena npBa kpucrtanorpadcka ucnutuBama anuctor bCA (koju Huje 6uo y
KOMIUIEKCUMA ca JPYyruM CyrcTaHijama) u ymnopehena ca crpykrypom XCA [66,69].
Hapennux roguHa je 00jaBJb€HO HEKOJIMKO pajoBa KOjU ce 0aBe NpOydaBarmbeM
kpucrtanorpadckux crypkrypa BCA u CA jomr HEKOJHMKO cHucapa y KOMIUIEKCHMa ca
HEKOJIMKO JICKOBA, KOJU HE TpejcTaBbajy TunuvHe jguranae 3a CA [85-87]. YV oBum
CTyAMjaMa je TOKa3aHa Xxomousioruja y TtepuujapauM crpykrypama XCA u BCA u
OTKPUBEHO je Jla MOCTOje BEeJIMKA MOKJIaNama y aMHHOKHUCEINHCKOM cactaBy XCA u
BCA Hna nokanmjama tae cy 3a XCA umaeHtu(dukoBaHa TJIaBHA MeCTa Be3uBama. Ha
OCHOBY TaKBHX pe3yjTara MpeTIoCTaB/ba ce Ja Cy MO3UIlje U OpOj MecTa BE3WBama y

BCA canune xao y XCA [66].

2.1.2.1.1. Mecma ee3uesarva 1exoea

Cpemunom 1970-ux roanHa, OTKPUBEHO j€ Ja ce BEIHKHU Opoj JeKOoBa Be3yje 3a
jeaHo o ABa IiiaBHa Mecta Ha anOymuny - MBJI1 u MBJI2 [88,89]. 3axBaspyjyhu
najbuM Kpucrtajorpadckum ucnutuBarbuMa XCA BaH komruiekca [8,68,74,9091] u y
KOMIUIEKCHMa ca JiekoBuMa [92-94] nobujene cy aetasbHe HHPOPMAIIH]E O TEOMETPHUJH
oBa 1Ba Be3yjyha mecTta, ka0 U O TOME KOjeé Cy aMHUHOKHCEIMHE HajBaXXKHHUjE 3a
OCTBapHBaWke WHTEpaKIWja ca JiekoBuMa. Ha ciammm 4 je npuka3zaHa KpUCTalHa

ctpykrypa XCA Ha k0joj cy HazHaueHa MBJI1 u MBJI2.
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Cauxa 4. ITlpuxa3 kpucramHe cTpykrype XCA ca
Ha3HaYeHUM IJIABHUM MECTHMa Be3UBama JICKOBA —
MBJI1 u MBIJI2. Cys-34, 3a koju MOry Ja ce
KOBAJICHTHO Be3yjy IIOjeIMHU JICKOBU j€ TpHUKa3aH
upseHuM cdepama. CTpyKTypa je mpeyseTra ca cajTa

https://www.rcsb.org/ PDB ID: 1lao6 [74] u

BH3yenu3oBaHa y mporpamy RCSB Protein Workshop
[95,96]. Mecra Be3uwBama Cy O3Hau€Ha Ha OCHOBY

pedepente [94].

a) MBJI1

OBo MecTO ce Hasa3u y noanoMeny IIA, npu uemy 3axBaTa CBUX IIECT XEIHMKCa
KOjU TPUIA/ajy OBOM IOJJIOMEHY, M JIOJATHO jeJaH XeJIUKC U 3a0KpeT U3 IOJI0MEHa
Ib. ¥V oxBupy MBJI1 namnazu ce Trp-214 [2,97]. YHyTpamsmocCT OBOT MecTa je Hajpehum
JIETIOM CayuibeHa 071 XuApopoOHMX OOYHMX OCTaTaka aMHUHOKHCEIIMHA, aju Takohe
MOCTOje M JBa KiacTepa MOJapHUX aMHHOKHCEIMHCKHX OCTaTaka. JemaH MOJapHU
pEeruoH ce Hanmasu ayO0oko y yHyTparmmoctd MBIJIL (unHe ra mpeoMUHAHTHO Oa3He
rpyme), a Ipyru ce Hajla3u IMpU MOBPIIMHU U YHHE ra MO3UTUBHO HaeleKTpHCaHe TpyIie
[74,94]. MBJI1 ce cactoju u3 IEHTPAIHOT PETHOHA W3 KOjer ce W3JIBajajy TpH Mamba
onesbka [94]. Tloctoje Ha3zHake na je MBJI1 Beoma uiekcruOUIHO MeCTO, C 003UpOM Ha
TO J1a je YyTBphEHO Ja /1Ba WIM BUIIE PA3TUUUTUX MOJIEKYJA MOTY /1a C€ MCTOBPEMEHO
BexKy [97]. Tunmanam nmuranan 3a MBJI1 cy BenuKky XeTEpOIMKINYHA MOJIEKYIIH, YHje je
HEraTUBHO HAEJEKTPHUCAE JIOKATH30BAaHO HAa CPEJUHHU MOJIEKYNA, WK YaK jeAHbErbha
KOja cajjpe BE aHjOHCKE MJTH eJIeKTPOHETaTHBHE (PYHKIMOHATIHE IPyIe Ha CYNPOTHUM
KpajeBrMa, Koje MOTy Ja MHTeparyjy ca o0a Mmo3uTHBHO HaeleKTpHcaHa kiuactepa [94].
Kao mpumep 5eka koju ce Be3yje 3a OBO MECTO Ha alOyMHHY MOXKE CE€ HaBECTH

aHTUKoaryiaHc Bapdapus [94].

6) MBJI2

Kpucranorpadckum crynujama je yrBpheHo aa je mecto Ha anoymuny, MBJI2,
n3rpalheHo u3 cBUX 6 XenuKca Koju npurasnaajy nogamomeny A, Tako 1a je TOMomomKH
Beoma cimuHo ca MBJI1. MBJI2 je xao u MBJI1 xunpodobHO MecTo, y KojeM ce

W3/Baja jefaH nonapHu peruonu. Mehyrum, uzmelhy MBJI1 u MBJI2 nocroje 3HauajHe
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pasnmuke. MBJI2 je mame om MBJII, cactoju ce on TIIaBHOT pervoHa 3a BE3UBAHHE
JIEKOBa, a Ha Iera ce HacTaB/ba Mambu XUAPOPOOHHM PETHOH 3a KOJU MOTY Jia C€ BE3Yjy
JIEKOBU TE€K HAKOH KOH(OPMAIIMOHUX MPOMEHA KOje IMpaTe BE3WBAE JICKa 3a TJIABHH
peruon MBJI2. U nopen tora mro ce MBJI1 u MBJI2 Hanaze y CTpyKTYpHO CIMYHO
OpraHW30BaHUM JIOMEHHMMAa, pa3juke ce orieaajy u y tome mrto cy MBJI1 u MBJI2
Pa3IMYUTO TO3UIMOHUPAHH Y OJHOCY Ha ocTaTak nmporenHa. Yiaz y MBJI1 je okpyxen
nognomennma IIb u 1A, 3a pasnuky o ymnaza y MBJI2 koju HHje 3aK/IOBEH Ha OBaj
HaunH. Mako ce va MBJI2 nHanose3syje mognomeH 1B, on Moke 1a poTrpa Tako ja yias
y MBJI2 G6yne usnoxenuju pactBapauy [94]. Kako y MBJI2, 3a pasnuky onx MBJII,
MTOCTOJW CaMo je/IaH MoJjapHH, 0a3HU KIacTep JIONHUPaAH ca jeHe CTpaHe yjasa, 3a OBO
MECTO C€ Be3yjy apOMaTHYHU KapOOKCHIIATH, Yhja je KapOOKCHIHA rpyma yaajbeHa O]l
xunpodoOHOr nena Monekyna [2,94]. TunuyHe Iuranje 3a OBO MECTO IPEICTaBIbajy
HECTEePOHMIHM aHTHUUH(pIAMATOPHHU JIeK HOynpodeH U JieK U3 Kiiace OeH30/1Ma3enuHa —
nuasenam [97].

Ocum MBJI1 u MBJI2, nponaljena cy noiaTHa MecTa 3a Be3UBambe JEKOBa, OUIIO0
7la ce paau o MPUMapHUM MM CEKYHJIapHUM MECTHMa Be3MBama. Tako ce, Ha mpUMep,
Heku JekoBu (HOp. N-ametwn-L-mucTewH, unucriaTtaH, D-eHUnmMiIaMuH) Be3yjy
koBasieHTHO 3a Cys-34 [97], 3a a"HecteTnk npornodoit je uACHTH(GUKOBAHO Ja ce Be3yje
3a MBJI2, anu u 3a nognomen IIIb [92]; xanoTtan ce Be3yje 3a MBJI2, a takohe u 3a
nopumny wu3mehy mnogmomena IIA u IIb [92]. PenmaruBHo ckxopo (2013) je
unentudukoBan u noagomer Ib kao Tpehe rimaBHO MecTO 3a KoOje c€ BE3yjy MHOTH

JICKOBU U JIpyTy Jurauau [98].

2.1.2.1.2. Mecma ée3uearva macnux Kuceauna

Cpaku monekyn CA y HopMamHuM (PuU3HOIOMKHM yciaoBuMa Besyje 0,1-2
MoJleKyna HeecTepupukoBanux macHux kucenuHa (MK) [3], mama MomapHu 0J10HOC
[MK]:[CA] moxe na Oyne mHOoro Behu y ciiydajy mocra, eKCTpEMHOT BexOarma, WIn
HEKMX TMAaTOJOIMIKMX CTama, Kao INTO Cy Jujaderec, OOJECTH jeTpe WIH
KapauoBackyiapHe Oosiectu [62]. OBako BETWKH KamalUTeT 3a BE3MBAFbE MACHHUX
KHCENMHA, MTOTUYE OJ Tora ILUTO 3a Cpeldme- W JyrolaHuyaHe, 3acuheHe W He3zacuheHe

MK y monekyny CA mocroju cenam 3ajenanukux mecta (MKI1-MK?7) paznunuutux
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aduHUTETa, aCUMETPUYHO pacnopehennx y monekyny CA [52,53,99] (cmuka 9).
WnentudukoBana cy u gogatHa yetupu mecta 3a MK cpenme nyxuHe gaHua (ciuka Sa
u 50) [52]. Mecta MKI-MKS5 cy mecra jader BesmBama MK, 3axBasbyjyhu coHUM
MOCTOBMMa M BOJOHUYHUM Be3aMa Koje ce popmupajy m3mel)y kapOOKCHIIHE TpyIe U3
MK 1 DNO3UTHBHO HaeleKTpUcCaHUX (apruHUH W JIM3MH) WIM IOJIApDHUX (CEpUH H
TUPO3WH) OOYHUX aMUHOKHCEIMHCKHX OCTaTaka Koje ce Halla3e Ha yla3y y CBAaKH O]
oBux xunpodoOHux yenoa. Hacympor tome, Ha Mectuma MK6 u MK7 He moctoju
WHTepakiuja kapookcuiaHe rpyne MK ca 60YHUM aMHUHOKHCIEHHCKUM TpyliaMa, TaKo
Jla ce OBa JIBa MecTa CMaTpajy MecTuMa Hajcnabujer apunutera [52,53,62,99]. Ilpema
apunurery, MK1-MKS5 cy kinacudpukoBana Ha cinenehu maunn: MK4 u MKS cy mecra

Hajseher adpunnrera, MK2 cpenmer, a MK1 u MK3 cy mecra cnabujer adpunutera

[2,62].

Canka 5. Ilpuka3 xpucranne crpykrype komruiekca XCA ca: a) jgekaHoatoM, 0) MUPHUCTHHCKOM U B)
CTeaprmHCKOM KucennHoM. Ha cimmm cy o3HadeHa OpojeBnMa 1-9 mecta 3a Be3HWBame Cpelmbe- H
IyTOJaHYaHWX MAaCHHX KHCENTMHa Koja Cy IO caja maeHTH(HKoBaHa. 3a MeCTO O3HadeHO Opojem 2' ce
Be3yjy JAaypHMHCKa W MHPHUCTHHCKa KcuenumHa. CTpyKType Cy BH3yeIM30BaHE Ha  CajTy

https://www.rcsb.org/, ogaxie cy u nmpeysete (PDB ID: le7e — nexanoart, 1e7g — MUPHCTHHCKA KHCEIHHA,

le7i — creapuHncka kucenuna [94]).
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MK1 nexu y nentpy moggomena Ib m y mopehemy ca ocramum mectrma
BesuBakba MK, penaTuBHO je mpuCTynayHo pacTBapady. XuapodoOHU pem
nayronanyanux MK ce yBuja y crimpany ayx yHyTtpauimbe nospurae MKI gemna, Tako
7la BpX METHJIEHCKOT peMa ceXe JI0 0TBOpa ca JIpyre CTpaHe OBOT BE3UBHOT MecTa [52].

MK2 ce namazm m3melhy mommomeHa IA u IIA wm mpencrtaBiba jeqHO 0O
Haj3aTBOPEHHUJUX MECTa, Tako Jaa je kapbokcwiHa rpyna MK 3amruhena on pactBapaua
[52,99]. MeTuneHckH pen ce IpOoCTUpe JIMHEApHO Kpo3 XuApodoOHU [Ien KOju HACTaje
nopaBHakeM mnomnomeHa [A u IIA. TlopaBHame wu3meh)y oBa 1aBa mojaoMeHa je
nocienuia KoHGopmMarmoHuX MpoMeHa koje ce norahajy npu BesuBamy MK 3a MK2
Mecto. MK2 ce cactoju U3 aMUHOKHCEIMHA KOje ce Hamaze y nojymoMennma [A u IIA.
BesuBamwem MK 3a MK2, nonasu 1o npubnmkaBama OBUX aMUHOKHCEIMHA 3a oko 10
A, Taxo na ce gpopmupa nenosuro MK2 mecto. IlpernocTtasiba ce jia je BesuBame MK
3a MK2 y3pok poramuje nomena [ y ogaocy Ha gomed II, mro ce nmoraha npu rpahemy
MK/XCA xommiekca. MK koja ce Bexxe 3a MK2 mnpencraBma crony wusmehy
noagomena IA u IIA u crabunusyje HoBOoHacTany KoH(popmaiujy andoymuna [52,99].
Takohe je yrBpheno na mpu rpahemy komruiekca MK/XCA, nonasu u 1o poraiuje
nomena Il y omnocy na nmomen II, mehytum y3pok oBe poTaiuje HHje TMO3HAT.
Poranujom nmomena I u II1 y onHocy Ha nomen Il ce oTBapa neHTpaiHU e y AIOyMUHY
¥ IIMpUHA MosleKyna ce nosehana ca 80 na 90 A [99].

Youeno je ga ce 3a MK2 Be3yjy mo aBa monekyna MK cpenme ayxuHe JTaHIa
(JraypyHCKa ¥ MUPHCTHHCKAa KHCEIWHA) U TO TaKO Jla Cy OBH MOJEKyiIu MelycoOHO
aHTHUTIapayiesTHO opujeHTrcaHu. OBO T0AATHO MecTO je obenexeno kao MK2' u 3a mwera
Mory na ce Bexy camo kpahe MK. Kapbokcunna rpymna apyror mosekyina MK ce mpysxka
Ka pactaBpady Ha CTpaHy CympoTHy oj mnospimue u3mely mommomena IA u IIA. C
003UpOM Ha TO Jla €JIEKTPOHCKE Malle T'YCTHHE IMMOKa3yjy BEIUKY HeypeheHOCT 3a OBY
rpymy, MpEeTnocTaB/ba ce ga Ha Mecty MK2' kapOokcwiiHa Tpyna HHje Be3aHa COHUM
MOCTOBMMAa WIJIM BOJOHHMYHHUM Be3aMa 3a OOYHE OCTAaTKe MOJApPHUX WM Oa3HUX
aMUHOKHCIIeHa [52].

MK3 u MK4 ce namaze y mommomeny IIIA wu mpeknamajy ce ca MBJI2.
Monekynmu MK Be3anun Ha OBUM MecTMMa ce Hajlaze Mel)ycOOHO Toj MpaBUM YTJIOM.
Kon MK Behe nyxune nanna, Ha mecty MK3, nonasu 10 caBujama METHIICHCKOT pera

y 00nuKy JaTuHUYHOT cioBa ,,U“, 300r Tora mro AyOWMHaA OBOT Iilema J03BOJbaBa
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cmemTame MakcumanHo 12-14 C-atoma. Kog MK4, xap6okcunna rpyna MK rpaam
BOJIOHMYHE Be3€ Ca AprUHUHOM, THUPO3HMHOM U CEPUHOM KOjU JIeK€ Ha CIOJHHO]
MOBPIIMHU ca jenHe cTpaHe mojjnomeHa IIIA, MOk je METHJIEHCKH perl UCHpYKeH U
MPOCTUpPE ce Kpo3 XuapohoOHMU TyHEN Ka Apyroj crpanu mopmomena IIIA. V ciydajy
CTEapUHCKE KUCEIMHE, METUJICHCKU pell ce MPOCTUPE YUTABOM IIMPUHOM IOJJOMEHA
IITA, Tako 1a je BpX pemna y KOHTaKTy ca pacTBapayem [52].

MKS5 mpencraBba XxuapodoOHH KaHad KOJjU Ce MPOTEXKE LEIOM IIUPUHOM
nonnomena IIIb, Tako ga ce MK Besyje 3a oBo MecTo y nHeapHo] KoHpopmaruju. Kao
u y caydajy MK4, camo nyxe MK, ca 18 C-aroma, cy T0BOJbHO JIyradke ja IOIyHE
ey Ty>)KHHY KaHaja, Tako jaa je 1’y MKS BpX MeTHIIEHCKOT pemna U3JI0KEeH pacTBapaydy
[52].

MKG6 ce Hanasu y y3anom kanany usmelhy nogmomena IIA u IIb, xoju He caapxu
KJIacTepe MOoJapHUX aMUHOKHCEIMHA KOjH OW KoopauHucaau kapookcwiny rpyny MK.
YMecTo Tora, oHa ToKasyje cimabe mHTepakuuje ca noamomeHom IIb m To Tako ma
pazmuunte MK 3ay3uMmajy pasznuuuT mojoxaj kapOokcuiHe rpymne. Haycmpor tome,
CpeamU 160 METUJICHCKOT pemna je 100po ,.ycuapeH . Kpucranorpadcka ucnuruBama
XCA cy nokazana ga ce Ha mecty MK6 Mory Hahu nBa Mosiekyna gexkaHoaTa y TakBOj
KOH(UTYpaIMju 1a Cy METHICHCKHA PETOBH OKPEHYTH jedaH Ka ApyroMm u cycpehy ce
Oam Ha MeCTy TJe Cy MeTWIeHCKH pernoBu nyxux MK no6po ¢ukcupanu. Mecro
Be3MBama JIPYror MOJEKyla AeKaHoara je o3HaueHo kao MK6' (cmuka 5a) [52].

MK?7 ce nanazu y mommomeny IIA u moxmama ce ca MBJI1. Kako je Beh
MMOMEHYTO, KapOOKCHWJIHA Tpyma HHUje (UKCHUpaHa, a METHJICHCKH DPEN Ce Haja3h y
caBujeHOj KoH(purypamuju [52,53].

MK8 u MK9 cy nomatHa Mmecta Be3uBama 3a KoOja ce INpema JIOCTYIIHUM
nogammMa Be3syje aekanoat (a BepoBaTHo U kpahe MK) [52]. MKS8 ce Hana3u y n1y6eem
peruony nena u3melhy mognomena IA-Ib-11A ca jegne crpane u IIB-1IIA-IIIb ca apyre
ctpane (ciuka 5a). MK9 ce Hamasu y neny oBor iena OnmkeM pacTBapady, Tako Jia je
OBO MECTO peJIaTUBHO OTBOpPeHO (cnuka 5a). XuapopoOuu neo mecta MKS ce ¢popmupa
Be3uBameM jekaHoata 3a MK6. Ca ngpyre crpaHe 1emna ce Hajiasu OTBOpP KOjU je
OKpY’KeH 0a3HUM aMHHOKHCEIMHCKUM ocTamnuma, Mmehyrum kapoockmiaa rpyna MK ne
WHTEparyje ca OBHM aMUHOKHCennHama (pomupajyhu coHe moctoBe, Beh rpaau

BOJOHUYHY Be3y ca cepuHoM [52]. MKO ce hopmupa ycien koHGopMamoHuX MpoMeHa
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WHIyKOBaHUX BesnBameM MK u cTtabmim3oBaHo je COHUM MOCTOM H3Mel)y momeHa I u

111 [2,52].
2.2. EJeKTpoHCKa mapaMarHeTHa pe30HaHUHUja

2.2.1. Onumra Teopuja eJIeKTPOHCKE NapaMarHeTHe Pe30HaHIMje

Enextponcka mapamarHetHa pesoHanija (EIIP), y nutepatypu apyraumje
Mo3HaTa IMOJ] Ha3UBOM €JIEKTPOHCKA CIIMHCKA PE30HAHIIM]a, je TEXHUKA 3a IPOoy4YaBame
rapamMarHeTHka, XeMHjCKUX BPCTa Koje mocenyjy Oap jemaH HecnapeH enekTpoH. OBa
TEXHHKAa C€ 3aCHMBAa Ha allCOPHIMjU eJIEKTPOMArHeTHOI 3padyema OJf CTpaHe
rapaMarHeTuKa y MarHeTHOM T0JbY.

EnementapHe dectuile, Kao IITO Cy €INEKTPOHHU, Cy OKapaKTepucaHe
VHYTpalllbUM MEXaHUYKHUM YraoOHMM MOMEHTOM KOJU C€ Ha3uBa CHUH. YTaOHH
MOMEHAT je BEKTOpPCKa BEIMYHMHA OKApaKTepHCAaHa CBOJUM MOJIYJIOM (MHTEH3UTET

BeKTOpa) U mpoctopauM mpasiem [100]. EnekrpoHckoM CUHY ce MPUNHUCYje KBAHTHU

—

O6poj S = 1/2. YV mpuCycTBY jakor CIIOJballllel MarHeTHOT ToJha B, mocTaje BakaH
ApYrd KBaHTHU OpoOj, @ TO je CIIMHCKM MarHeHTHM KBAaHTHHU OpoOj, KOjU MOXKE Jla MUMa

BpenHoctd Mg = +1/2 (a-ctame) i Mg = -1/2 (B-ctame). Y MarHeTHOM IOJbY BEKTOP
S mperecyje  OKo BeKTopa B (cmuka 6). JlykxmHa BekTOopa je JJara HM3pazoM
|S| = 1/S(S+1), rze je /i = h/2m, a h npencrassba [nankoBy KoucTanTy (h = 6,6262:10

o
| ‘s). KommonenTa Bektopa S y mpaBily z-oce (3a KOjy ce y3uMa Ja ce ToKJjana ca

IIpaBLEM BEKTOpA §) je mara xao AMg u uma BpenHoctd +h/2 wnu -h/2, xoju penom
OJIrOBapajy MmapajiesHoj U aHTUIIApaIeTHOj OpUjEeHTallUj! CIIMHA Yy OJHOCY Ha IpaBall z-

ocC¢e.
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w)

—

Cauxa 6. [Ipenecuja BekTopa EIEKTPOHCKOT CIIUHA CIOOOIHOT EIEKTPOHA, S, OKO BEKTOpa CIOJbAIIEET
= . . .

MarHeTHOT moJka B uuju ce mpasar y3uma 3a mpasai z-oce. Ha ciuiu cy mpukaszaHe U OpujeHTaIuje

BEKTOpa ﬁe y omHOCY Ha BekTOop B koje ce pasnmmkyjy 3a cinydaj Mg = -1/2 u Mg = +1/2. (Ilpeysero u3

[101].)

EnekTpoH mocemyje W CIMHCKM MAarHETHH MOMEHAT, KOJjU je NPUIPYKEH

CIIMHCKOM YTraoHOM MOMeHTY. OBaj MarHeTHU MOMEHAT j€ J1aT jeTHAaYNHOM:

-ege§

F (1)
/I je e HaeleKTPUCame eIeKTpoHa (e = 1,6022-107" C), g. je JlauneoB g-daxTop Koju
3a cinobonan enekTpoH u3Hocu 2,0023, a m, je Maca MuUpoBama €JIeKTpoHa (m, =
9,1096-10°" kg). Ilpojeximja CIMHCKOr MAarHETHOr MOMEHTAa Ha Z-0Cy JaTa je

JeTHAYNHOM:
-eg hMg

2m,

Hez 2)

rae ce he/2m, MOXe 3aMEHUTH BEJIMYMHOM Koja ce 30Be BopoB MarHeTtoH (pg =

9,2741-10% J/T). CouHCKM MarHeTHH MOMEHAT eIeKTpPOHa ﬁe UHTEparyje ca

CIOJhallllbUM MarHeTHUM ToJbeM B (mpukazano Ha cimmm 6), Ipu 4yeMy je eHepruja
WHTEpaKIIH]je jeTHaKa HEraTHBHO] BPETHOCTH CKAJIAPHOT MTPOM3BOIa OBA JIBa BEKTOPA:

E=-4-B B =-+g n.MgB 3

=-n,B=-p B=+g n;Mg 3)

W3 jemnauune (3) ce BUAM Ja ce y CHOJHAIIHLEM MArHETHOM MOJbY PA3NIMKYjy €Hepruje

CIIMHCKUX CTama eJIeKTpOoHa (IITO HUje CIy4yaj Y OJCYCTBY CHOJhAIIHEr MarHeTHOT

moJka), Tj. ykumaa ce aererepanuja mo Mg. Paznuka u3mel)y eHepruja CIMHCKHX CTamba

Mg = -1/2 m Mg = +1/2 mnpencraBiba €IEKTPOHCKO 3€MaHOBO IIETalke, KOje je

IPOMOPIMOHAIHO jJaYMHU MarHeTHOT 1oJba, B. Ilpenasu u3mely nBa cnmHcka HUBOA ce
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norahajy mpema uzboproM mpaBuny AMg = £1 (cnuka 7). OBu mpenasu MOTy Ja ce
M3a30By  €JIEKTPOMArHeTHHM 3pademeM eHepruje hv (v je  ¢pexBeHmuja
€JIEKTPOMArHeTHOT 3payuerba), aKo Cy UCITYH-EHa JIBa BayKHA YCIIOBA:

1) mpaBar BeKkTOpa MarHeTHOr I0Jba KOj€ TOTHYE OJ eJNEeKTPOMAarHEeHTOT
3pauema (B;) Mopa ga Oyae HOpManaH Ha Mpaarll COJbAIIBET MarHeTHOT ToJba B (z-
ocy), Tj. By Tpeba aa nexu y Xy-paBHH,

2) eHepruja 3pauerma Mopa J1a Oyie jeHaka BeIMYMHNA 3eMaHOBOT IeTama:

hv=E.-E =g pn,B 4)
Jennaunna (4) npeacraBba PE30HAHTHU YCIIOB U BaKU U 3a CUCTEME y Kojuma je S > Y5
(3a cBaky BpeaHOCT S moctoju 2S+1 BpenHocTr MarHeTHor Opoja Mg, ipu Tome je Mg =
-S, -S+1, ..., +S), ¢ 003upoM Ha TO Ja je u3BeneH u3 jeqHaunte (3) y3 ycioB na je AMg

= +1 [101].

E.

—» B
Cauka 7. Eneprujcku mujarpaM 3eMaHOBOT IICTIamba CICKTPOHCKUX CIUHCKHX HUBOA Y CIIOJBAIIEHEM
MarHeTHOM II0JbY U IMpPHUKA3 IOCTU3aKka PE30HAHTHOI YCJIOBA IIPU O3pauyMBaAKy EJIEKTPOMArHETHUM

3pauemeM oarosapajyhe enepruje hv. (Ilpeyzero u3 [101].)

2.2.2. Xunep¢puHa MHTEPAKIMja Y U30TPOITHUM CHCTEMUMA

Kao u enekTpoH, M je3rpo Moke Ja MMa CIUHCKU yraoHu MomeHnat, I (# 0),
KOJ€M je TPHUAPYKEH OJroBapajyhui MarHeTHM MOMEHAT, W, (32 HYKJIEapHU CIIMH BaKe
penanyje aHaJorHe OHMMa Koje cy Beh HaBeneHe 3a eJEKTPOHCKU CIHUH Yy TOTJIABJbY
2.2.1). HykneapHu MarHeHTH MOMEHT M, Takohe HHTeparyje ca CHOJbAlllbUM
MarHeTHUM TI0JbEM, MPHU YeMy JOJIa3H JI0 LeNama HYKJICapHUX CIUHCKHMX HUBOA Ha

21+1 xommonenty. OBaj edekar ce 30Be HyKJIeapHU 3eMaHOB edekar. Y HpHUCYCTBY
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HYKJICQpHOT CIIMHA, €JICKTPOHCKH CIHH ,,0ceha’ J01aTHO MarHeTHO MOJbe KOje TOTHYE
0J1 MarHeTHOT MOoMeHTa jesrpa. OBa MHTepakmuja u3Mel)y eneKTpoHa u jesrpa ce 30Be
xurneppuHa HHTEpaklyja ¥ OHAa HMa MAWIOJIAPHM KapakTep (300r Tora ImToO JBa
MarHeTHa nunoia mehycoOHo mHTeparyjy). Ilocienuna oBe MHTepakiuje je Iemname
€JeKTPOHCKUX CIMUHCKHX HHBoa Ha 2I+1 KOMMOHEHTY 3a CBako je3rpo, MITO OJroBapa
MYJITHIUIETHOCTH HykjeapHor cnuHa (My = -I, -I+1, ..., I). Enepruja mnTepakumje
u3Mel)y MarHeTHOT MOMEHTa €JIeKTPOHA W CIOJhAIlllel MarHeTHOI IoJba (jeHaYMHA
(3)) Tpeba nma ce mpoupu 3a 4IAaHOBE KOjH MOTHYY O] MHTepakiuje usmely jesrpa u
MarHeTHOT I0Jba, KA0 U je3rpa U eJeKTPOoHa!

Etot = ge"BBMS - gN”NBMI + AOMSMI (5)
e Cy gy U My, PeIoM HykieapHu JlanneoB g-GakTop W HyKJI€apHH MAarHeToH, a A,
MPEeJCTaB/ba M30TPOIHY KOHCTAHTY XUIEp(UHOr Ienama, Mepy HWHTepakuuje usmely
enektpona u jesrpa [100,102]. Jpyru wian y jemnauunu (5) oAroBapa WHTEPaKIHjH
n3Melyy jesrpa u croJballikher MarHeTHOT 10Jba, IOK Tpehu uian mpencraBba €HEPrUjy
xunepdune uarepakuuje [100,102]. Mehytum, Apyru 4naH y OBOj jeAHAYMHH MOXKE J1a

ce 3aHemMapu, 300r Tora mro je py << p, [100].

JlogatHo M300pHO MpaBHJIO KOje BaXKM 3a Ipesaze u3Mely eleKTpOHCKUX
CIIMHCKUX HHUBOa ycnen xumnepduuor nemama je AMp = 0 [100-102]. Kapma ce
HECITapeH! €JIEKTPOH HaJla3| y OJIM3WHU caMo jeTHOT je3rpa HykieapHor crinHa I, ycnen
erama eJICKTPOHCKUX CIMHCKUX HUBOA Ha 1o 2I+1 xoMmoHeHTy u y3uMajyhu y o03up
AM; = 0, nohu he no 2I+1 cnimHckux npenasa, ogHocHo, y EINIP criektpy he mocrojatu
21+1 nuHMja jeqHAKUX WHTEH3UTETa U Ha Mel)yCOOHO jeIHaKUM pacTojambuMa. Y KOJIHUKO
ce y OKOJIMHH HECIapeHOT eJICKTPOHA Hajla3h N HECeKBUBAJICHTHHX je3rapa HyKJIeapHOT
cua I (#0), ykynman Opoj nuumja he 6uru (2I+1)", mok he ce y cimydajy n
eKBUBAJICHTHUX je3rapa HEKe o] JHHMja IpeKiamnatd, Tako aa he ykyman Opoj EITP
muauja outu 2nl+1 [101]. Ha mpumep, ako je eneKTpoH y HEMOCPEIHOj OKOJIUHU je3rpa
anju je I = 1/2 (amp. jesrpa °N wm 'H), mpema Beh HaBeneHuM H3GOpHAM IIpaBHIIHMa,
J03BOJbEHA CYy CaMO JIBa Mpefiaza. Y ciiydajy jesrpa unju je cruH I = 1, kao mTo je Hrp.
N norahahe ce Tpu npenasa (0Baj cliydaj je yjeHO U HajBaKHU]U, C 003MPOM HA TO Ja
ce y CHHMHCKMM mpobama W o0O0iexuBaynMMma, KOpUIINEHMM Yy OBOj JIUCEpTalHju,

coGoaH enekTpoH Hamasu msMmely jesrapa N u '°0; Bupmerm mormamme 2.3).
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XuneppuHa 1enama U Mpeiasd 3a oBa JIBa clyyaja CIIMHOBA je3rpa Cy MpHKa3aHa Ha

CIIUILHA &.

—1/2 —1/2

M,

||A°||

Cauka 8. XumnepduHa 1enama eIeKTPOHCKUX 3€MaHOBHX HHBOA IOJI YTHIAjeM jeIHOT je3rpa YdjH je
ciivH I = 1/2 (neBo) u I = 1 (necno). Mcnon npukasa xuneppuHUX Lemama NpUKa3aHu Cy oAroBapajyhn
EIIP curnamm xoju HacTrajy Kajaa je UCIymeH pe3oHaHTHH ycioB. Ca By u B, cy o3HaueHe BpemHOCTH

MarHeTHe HHIyKIHje Ha KojuMa ce noraljajy npenasu o3uauenu ca (1) u (2) (Ilpunarohero u3 [1017).

2.2.3. IMapamerpu u o0suk EIIP cnektpa

EIIP cmekrap ce oOM4yHO 100Mja KOHTHHYAJTHUM O3pauyMBalkbeM Y30pKa HHUCKHUM
MHTEH3NUTETOM eIeKTPOMATHETHOT 3padera M TO W3 OONACTH MHKpOTamaca’, IOK Ce
MarHeTHO T0Jb€ KOHTHHYAJIHO MoBehaBa y 3a/1laTOM OIICETy OKO IEHTPAJIHOT mojba B.
Ogaxsa EIIP texnuka ce HazuBa koHTuHyannu EIIP. [lpyru nHauun 3a noOujame EITP
CIeKTpa TMojpa3yMeBa O3pavyMBamke Y30paka KPaTKUM ITYJICEBUMA MHKPOTATaCHOT

3pauema Behe cHare mpu yeMy je MarHeTHa WHAyKIMja konctanTHa (mysncau EITP). Cam

3 Crangapano ce kopucti EITP criektpoMeTap ca pagHoM ¢pexBernrjom Mukpotanaca 9,5 GHz, oiro 3a
g = 2,0023 (cmobomaH enexTpoH), oaroBapa BpemHoctuMma moijba 3500 G (rayca). OBa ¢pekBeHIHja
onrosapa 13B. X-o6mactu Mukporanaca (8-12 GHz). [Ipyre obnactu y xojuma paae komepijanau ETTP

cnekrpometpu cy W- (95 GHz), Q- ( ~ 34 GHz), S- (3-4 GHz) u L-o6macr (1-2 GHz) [100].
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EIIP cnekrap mpencTaB/ba 3aBHCHOCT allCOPIIHje MHUKPOTAIACHOT 3padema ol
MHTEH3UTETa MarHeTHE HHAYKIK]je. MelyTum, 3a pa3uKy oJ] KIIaCHYHUX CIIeKTapa KOoju
ce mobujajy APYrHMM CIEKTPOCKOINCKMM TexHukama, EIIP cmekrap ce mpukasyje kao
JepUBaTUBHA KpuWBa (TIPBH HM3BOJI AIlCOPIIIMOHOT crekTpa). JloOujame nepuBaTUBHE
KpHBE j€ Mmocienuia NpuMeHe MOAYJIalMOHOT 1ojba. OBO MOJbE Ce MPUMEbYje Y MPaBILY
napajelHOM Ca IJIaBHUM I0JBEM, U OCIIHITYje 10 XapMOHHU]JCKOM (CHHYCHOM) 3aKOHY ca
MOIYJIAITMOHOM (PPEKBEHIIH]OM (Viod) KOja 00nuHO m3Hocu 100 kHz n Mmoxymnammonom
ammmutynom (MA) koja Mopa MaXxJpMBO Ja ce onmadepe kKako Ou ce wu3berim
npeMoJyianuja u ryosbeme 3HauajHux uHdopmanuja uz EIIP cnekrpa (o yrumnajy MA
Ha o6Omuk EIIP cnektpa he Outu Bume peun y noriasmpy 2.2.3.3). Ilpumena
MOJYJIAITMOHOT T0Jhba OMoTyhaBa (ha3HO OCETJBHBY JETEKIM]y CHUTHAJa YUME C€
noBehaBa OCETJBUBOCT CIEKTPOMETPA, Tj. MoOOJbIIaBa ce oxHOC curHaji/myM. [losbe
Koje ,,oceha® y3opak mpencraBjba 30Up TJIaBHOT TOJbAa YHja C€ BPEIHOCT MOCTETICHO
JuHeapHO TmoBehaBa W MOJYNTAalMHOT TIPOMEHJbMBOr ToJba. Kama ce nocturhe
PE30HAHTH YCJIOB, OCIMJIATOPHO MOJBE MOIYJIUpPA PE30HAHTHO 1MOJbe (DPEKBEHIINjOM OJT
100 kHz, Tako na je u3na3Hu CUTHAI Takol)e MOYJIMpaH, Tj. *Ma 0OJUK CHHYCOHJIE UHja
je ppexsennuja ucro 100 kHz, nok je ammautyzna (Spp) IponOpLHOHATIHA HAruOy Ha
ariCOPILIMOHY KpPUBY 3a JaTy BpeIHOCT MarHeTHor mnosba. Kopumhemem ¢daszno
OCETJBMBHX TI0javyaBava, WM (Pa3HO OCETJBUBHX JETEKTOpa, CHHYCOMTHH CHUTHAI Ce
Tpanchopmuiie y jeqHocMepHu ctpyjau curnai [100]. Ilpuanun Momynanuje curaaia

je mpuKa3aH Ha cIuIm 9.

Cmnka 9. Cxema Mojnyjianuje CHrHajia

AMNAWUTYAA U3NA3HOT MOAyJIallMOHUM Mari€THUM I10JbEM

MOAy/MpaHor curHana ammutyne MA  u jgobujame  EIIP

------- nepuBatuBHOT cnekrpa. [lepuBatusHu EIIP
CHIHAJl j€ OKapakKTEepHCaH aMIUIMTYyIOM Spp

KOja je TpOMOpIOHaTHa Harudy mpase

(TaHTeHTE) Ha amnCOPIIIMOHY KPUBY 3a HaTy
BpeIHOCT MarHeTHOT moJka. ([Ipunaroheno us

[100].)
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EIIP cmnektpu cy oOkapakTepucaHu cienehuM mnapameTpuma: IO3UIjaMa
aricopnuuoHux JuHMja (koje cy onpehene g-dakropom), OpojeM  IHHH]a,
MHTEH3UTETHMa I10j€IMHAYHUX JIMHUja, OJHOCUMA MHTEH3UTETAa Pa3IMYUTHX JIMHH]A,
pactojameM usMely mux (mro notude y Hajsehoj mepu on xunepduHe HHTEpaKIH]je),
MIUPUHOM W 0ONMMKOM JinHHja. CBHM OBM MapaMeTpu Cy IOBE3aHU Ca CTPYKTYpOM
XEMH]jCKE BPCTE OJ1 KOje OTUYE CIEeKTap, MHTEPAKIIMjOM T€ BPCTE Ca OKOJMHOM, Kao U
JTUHAMHYKHUM TIpoliecuMa y kojuMa yaectsyje [ 100].

Kao m y cnyuajy cBUX KBaHTHOMEXaHWYKWX mperna3a, u EIIP nuauje umajy
KOHAuHy IIUPUHY KOja MOTHYE OJf KOHAYHOI BpPEMEHA >XUBOTA, T, BHUIIET CIIMHCKOT
CTama, NMpH nodyhuBamwy €IEKTPOHCKUX CIHMHOBA M3 HWXKET Y BUILIU €HEPTUjCKU HHBO.
IIpema XajzenOeproBom npuHuumy HeoapeheHoctu koju rimacu TAE > f (rne je AE
HeoapeeHOCT eHepruje cHucTeMa) MTO je BpeMe JKHMBOoTa moOyheHor crama kpahe,
Heoapehenoct enepruje AE Ttor crama je Beha, a MOCIEeaUYHO W IIUPHUHA JIMHH]E.
OBakBO mMpeme JUHHUjE j€ XOMOTEHO, M Ne(PHHHUIIEC MUHHMAJIHY IIUPUHY 33 JaTH
cuctem. [locmeauma oBor mupema je JlopenmoBcku ob6muk muauje [102]. lupuna
JWHH]je ce OOMYHO IocMaTpa Kao MOMYIIMPHHA Ha MOJYBUCHHU allCOPILMOHOT CIEKTpa
U o3HayaBa ce ca I' unm kao pacrojame u3Mmel)ly MakcuMyMa M MHUHMMyMa IHKa Ha

nepusatusHoM EIIP cnektpy, ABy, (camka 10) [103].

a) Cauxa 10. a) ANcCopnuoHU CIEKTap ca Ha3HAYEHUM
o3k napameTpuMa — mupuHa je nara ca 2I' u mepu ce Ha
L il l
I : A 2Ymax Ypax MOJMOBHHH BHCHHE CIIEKTpA, Ymax- 0) Tunmuan EITP
] .
0 : CHEKTap KOjU MpeAcTaBjba MPBH H3BOJ AllCOPIIIHOHOT
6) :
o2f ! 5y, cnekrpa. IlluprHa JepUMBaTHBHOT CIEKTPa CE€ O3HA4YaBa
I i max
o / 5 ca ABy, n mMepu ce ox Makcumyma 1o muanmyma EITP
i ..
r b / MUKa dYdja je ammmryaa obemexeHa Kao 2Y' .
-0.2¢ 1
| IIpunaroheno u3 [103].
i — | H—ABp (Ipunaroh [103].)
L 1
— 2l
I H
-06f .
B B—

[[Iupewe EIIP nuHuje je mocienuiia aBa TUIA MpOIEca peslakcalije CIMHOBA,
KOja Cy Mo3HaTa IO0J] Ha3UBUMa CIIMH-PEIeTKa (OBa BpPCTa pellakcalyje ce Apyraduje

30B€ U CIIUH-OKOJIMHA penakcauuja win Ti-penakcaryja) U CIUH-CIIMH peJlaKcaiuja
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(T,-penakcamuja). Y mpBoM citydajy, Py pelaKcaluju ce eHepruja ociaodaha u mpemaje
(KpucTaiHOj) pemeTku y BUAY (OHOHA, OJHOCHO BHOPAIMOHUM, POTAITHOHUM H
TPAaHCIALMOHUM CTENEeHUMa c1000/1e MOJIEKyJIa KOju ce Hajase y okoiuHu. Koj criun-
pelieTka penakcalije, €Hepruja eKCIIOHEHLMjalHO Omaja ca BpEeMEHOM, a
eKCTIOHEHIIMjaJTHa BPEeMEHCKa KOHCTaHTa ce obenexaBa ca Ty 1 30Be ce CITUH-peIeTKa
penakcanuoHo BpeMe. Y Ciiydajy CIUH-CIIUH pejlaKcalije, TOCTOjU pa3MeHa €Hepruje
u3Mel)y eJNeKTpOHCKMX CIIMHOBA, YCIEA HMHTEPAKIHMje CYCeIHHX EJIeKTPOHCKHUX
CIIMHCKUX MarHeTHUX MoMeHaTa. BpemeHcka koHctanTta T,, CIUH-CIIMH pelakcarmoHo
BpeMe, ce KOPHCTHU 3a KapaKTepucame OBAaKBOT Tporieca penakcanuje. [lupuna auHMje

ABpp 3aBHCH 0OJ1 peNaKkCcallMOHUX BpeMeHa Ipema cliiefiehem uspasy:
AB,, X —+— (6)

Yommreno raenano, Ty > T,, a mupuHa JMHUje HAjBUILIE 3aBHCHU O] CIHH-CIIUH
untepaknuje. T, ce cmamyje npu nopehamy KOHIIEHTpaIM]je CITMHOBA, OJHOCHO 3aBHCH
oIl pactojama u3mel)y cnuHoBa y cucremy. Ca npyre ctpaHe kana Bpeme T mocraHe
Beoma kpatko (oko 107 s), Ty-penakcanmja naje 3HadajaH JONPHHOC IIMPUHHU JIMHH]E
[104]. Ha cioumm 11 je umycTtpoBaH edekaT CIHMH-CIIUH pellakcaiyje Ha mpumepy S-
nokcun-creapurcke  kucemuue (5-J1C)', crmmHckor obenexmBaya kopuimheHor y
€KCIIEpUMEHTHMA OMTUCAHUM y OBOj JIOKTOPCKO] JUCEPTAIMjU. YKOJIUKO je 00eneKuBay
5-J1C y BogeHOM pacTBOpPY MPUCYTAH y JIOBOJHHO HHCKUM KOHIEHTpaljama (MamuM
Ol KpUTHYHE MuIenapHe koHueHrpamnuje), EIIP cnekrap oBor jenumema he ce
cacTojaTH O]l TPU YCKa MUKa CKOPO jeHAKUX MHTeH3uTeTa. Mehyrum, mpu nmoBehamy
koHneHtpanuje 5-JIC u3Ham KpuTHYHE MUIETapHe KOHIICHTpalrje, ycien hopMupama
MHUIIeNTe, JOKCHI rpye’ he GUTH I'ycTo makoBaHe jefHa y3 ApYry, Tako a he mocratu
JOMHUHAHTHA CHUH-CIMH penakcanuja, a EIIP cmekrap he ce cacrojatu ox jemHor

mupokor nuka [19].

4 Ogaj obenexuBady je AepHBaT CTEApPUHCKE KUCEIMHE W Ka0 TakaB je CIabo pacTBOPJBUB y BOJIM, TAKO /1a
P BEOMa HUCKHUM KOHIIEHTpaIjama hopMIpa MHILEIE.

> JIOKCHJI IpyIa je mapaMarHeTHa aMHHOKCHJIHA TPYIA, KOja CajpyKd HECanpeH eNeKTPOH y ONH3HHH
jesrpa "N, Te crora maje EIIP curman. Y mornaeiby 2.3. he 6uTH AeTasbHHje OMMCAHA AMHHOKCHIIHA

JjeImbemba.
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Cauxa 11. EIIP cmekrap 5-moxcui-creapuHcke kucenuHe (5-/1C) y Boam, mpu KOHIEHTpanWju Koja
onrosapa TpaHdI pactBopsbuBoctH (rope) u EIIP cmekrap 5-IC umja je KOHIEHTpandja y BOIACHOM
pactBopy Beha oJ1 KpuTHYHE MULIEIapHe KOHLEeHTpanuje (oie). [opmu crekrap ce cacToju OJ TpH ycKa
IHMKa NMPUOJIMKHO jeIHAKUX MHTeH3HuTeTa. JIomH criekTap ce cactoju u3 Jse komrnonente — 5-J1C koju ce
Hajla3u y pactBopy (Tpu ycka nuka) u 5-JIC koju gopmupa Muueny (jelan IUPOK HHK). Y MHIIENH,
ycieq TyCcTor IIakoBamba JOKCHII TpyIia Koje caJipikKe cI000/1He eeKTPOHe, O0CTaje N3pa)KeHa CIIMH-CIIHH

penakcanmja, mrto ce y EIIP ciekTpy Mmanudecryje mojaBom jeqror mupokor nuka. (IIpeysero us [19]).

[upewe EIIP nmHMja ce Moke MOACIUTH Ha XOMOTE€HO W HEXOMOTEHO.
XomoreHo mHpeme ce goraha kKaga CBU CIIMHOBU y TTOCMAaTpPaHOM Y30pKY ,,0cehajy
UCTO, BPEMEHCKH YCPEIHEHO MAarHeTHO MOJbe, IITO 3HAa4M Ja je OONuK JTuHHje (Tj.
BepoBaTHOha mpena3a) ucTa 3a CBaKM MarHeTHH JIUTIOJN. Y THUM Ciy4ajeBHMa je JIMHUja
kKoja ce nerektyje JlopenmoBckor oOnmka. Ca apyre cTpaHe, YKOJHMKO HECITapeHU
€JIEKTPOHH Y y30PKY HE ,,JJ0)KMBaJbaBajy" pe30HAHLU]y MPU UCTUM BPETHOCTHMA T0Jba
B, curnan koju ce nobuja mpeacraBiba 30Mp CHUTHANA BEIMKOT Opoja MOjeIMHAYHUX
KOMITOHEHTH (CIIMHCKUX aHcamOaja) KOju Cy MOMEPEHH jJeHH y OJHOCY Ha JIpyre Ha
OCHM MarHeTHOr moJka. Pesynrtyjyha muamja je T'aycoBckor o6mmka [100,102].
HexomoreHo mmupeme je 3HauajHO KajJa Cy CIIMHCKU CUCTEMHU y Y30pKY OpHjEHTHCAHU
ycies crope poTanuje, 300r uera ce jaBjba aHM30TPOIKja 0 yeMy he OUTH BUILE peyH y
nornassbuma 2.2.3.1. u 2.2.3.2.

OcuMm cBojcTaBa camor y3opka, Ha obmuk EIIP crektapa moke ga ytuye u
Bapupame mapamerapa EIIP cmektpomerpa, mro he OuTM yKpaTKo OMHCAHO Y
nornassbuma 2.2.3.3. u 2.2.3.4.

Ha oBoMm mecty Tpeba uctahu na cBu akTopu Koju yTudy Ha MIUPEHE JIMHU]A,

yTUYy Takole ¥ Ha BUCUHY MHUKA y anicoprniiuoHOM CHEKTPY (Ymax Ha ciuiy 10a) mmm
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aMILTUTYy n3Melhy MakcMMyMa U MHHUMYyMa ITHKa Ha JIepUBATUBHOM CTIEKTPY (2Y 'max
Ha ciunu 106; oBa BeIMYMHA C€ YECTO y JINTepaTypu obenexaBa Kao App HIH Spp). To
ce MOXe O0JACHHTH THME WITO je HHTEH3HTEeT' JHHHje JedUHICAH KAao MOBPIIMHA, Tj.
NPBH MHTETPa] UCIOJ allCOPIIUOHE KPUBE, OAHOCHO JIPYTW MHTErpall JAEPUBATUBHOT
CIIEKTpa. YKOIMKO Cy IIMPHHE JHMHHUja ABAa CUI'HANA jeJHAKe, BEIM4YMHA A,, he Outu
NPONOPIIMOHATHA HWHTCH3WTETHMA THKOBa. MelyruM, 3a JBa CHTHaJa HCTOT
MHTEH3UTETA, a PA3IMYUTE INUPUHE, Spp he OuTH pasnuuuTo, 300r Bakkema penaluje:

[ S,,(AH,,)* (7)

rze je I, moBpIirHa HCIo arncopIuone KpUBe, OAHOCHO HHTEH3UTET criekTpa [103].
2.2.3.1. Anuzomopnuja xunepgune unmepaxyuje (A-anuzomopnuja)

V onmTeM ciy4ajy, eHepruja aunonapHe untepakumje (Egp) msmeby nsa

JIATIOTHA MOMEHT JL; M JL, MOJKE C€ NPUKA3aTH H3Pa3oM:

Eap = (£2) (E"E’_3(E’-P)(u—2’-?)>

(8)

4/ \ r3 r’
rJIe I TpeacTaB/ba pacTojame Hu3Mehy IUmoaHuX MoMmeHaTa, a M, j€ MarHeTHa

nepMeabuiHocT Bakyyma (41:107 N A2). Ako ce y jexnadnnu (8) 1L, i i, 3ameHe ca i,

u [, 106uja ce:

Egip= (::—;) g My <%-—3(S 2(1 r)> 9)
rae je r = Jm, MOJIOXKA] €JIEKTPOHA y OJHOCY Ha KOOPJAWHATHU CHUCTEM YHjH je
MOYETaK CMEIITeH y TMocMmarpaHo je3rpo. Kako cBaku o MOMeHaTa MoOXe Ja ce
pa3IoKu Ha TPU KOMIIOHEHTE M y3uMmajyhu y o03up na Egp Tpeba na ce ycpeamu 1o
€JIEKTPOHCKO] TUCTPUOYIIHjH, T00Hja ce

oy 3ij

, _(® j
A%Sily = (ﬁ) ge”BgN"N<<r_3'F>>Sin (10)

rie cy i uj =x,Yy, z, 8 je nenta QpyHkuuja nepunucana kao 8 = 0 u 6; = 1. Ha oBaj

HauuH ce go0uja aeBeT wiaHoBa A'jj (0O3Haka ~ ce OJHOCH Ha TO Jia J€é OBO aHU30TPOITHU

% Mako ce oBze mox unTeH3uTeTOM, I, M0Apa3yMeBa MOBpIIMHA MCIIOJ ANICOPIIHOHE KPUBE, Y KACHU]HM
nornassbuMa he oBaj TepMuH OMTH KopuinheH J1a 03HauM BUCUHY ojapeh)eHHX IHMKOBa Ha JEPUBATHUBHO]

KPHBOj.
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TEH30p) KOjU Cc€ MOTy TpHKa3aTH Kao CHUMeTpuuHa MaTpuma aumensuja 3x3. Ona
MaTpuila ce€ 30Be TEH30p xwunepduHe aHu3oTpomuje W OupameMm onrorapajyher

KOOPJAMHATHOT CUCTEMa MOXe ce TpaHchopmucaru y cienehy marpuity:

Ay 00
A=[ 0 Ay 0
0 0 A,

Tpar ose matpurie, Tr(A") je jennak Hynu [100]. Ykynan TeH30p XunephuHOT Henama
MOJKE C€ MPHUKA3aTh Kao 30Up U30TPOIHOT U aHU30TPOIHOT TeH30pa: A = A I3 +A’. I je
jennanuHa matpuia aumensuja 3x3. Tpar matpure A, Tr(A) = 3A,. Y matpuru A, Ha
JMjarOHaJIH CE€ HAJIa3€ WIAHOBU Ay, Ayy H Az, IOK Cy YIAHOBH BaH JUjaroHalle jeHaKn
nynu [102]. JlunonapHa eHepruja nu3mel)y eJIeKTPOHCKOT U HYKJIEapHOT CIIMHA CE MOXKE
npukasatu cieaehum nspazom:

Egip=A Sl A S I +A,,S, 1, (11)
OBaj wiaH ce mMpuaojAaje eHepruju 3eMaHOBE M M30TPOIHE XHUMEepPUHE HWHTEpaKIUje
(jennaunna (5)) ma Om ce oapenuia yKyImHa €HEpPruja MHTEPAKIH]e €ICKTPOHCKOT H

HYKJIEAPHOT CIHUHCKOI CHUCTeMa Yy MarHeTHoM ImoJby. Jlumomapua eHepruja je

AHU30TPOITHA, MOUITO KOMIIOHCHTC CJICKTPOHCKOI' W HYKJICPpAHOI' CIIMHA 3aBHUCC O

—

mpaBia BekTopa B y omHOCy Ha X-, y- u z-ocy. Ha ocHOBY oBora ce 3akibydyje na
xunepduno nename EINP nuHMja 3aBUCcH 011 opujeHTAI]e SIEKTPOHCKUX U HYKJICapHUX

CIIMHOBA y OJHOCY Ha IIpaBall CIOJbAIIKBECT MArHe€THOI' I10Jba, a CaMUMM THM, U O

OpHjeHTaIje MOJIEKyJa Y OJHOCY Ha BEKTOp B. Kazna napaMarHeTHH MOJIEKYJ Op30
poTHpa y HOPMAJIHOM TEYHOM pAacTBOPY, CBE MOJEKYJICKE OpHjeHTaIuje ce Op30
MMOCTHKY, TaKO J1a C€ JUIIOJIApHE HHTEPAKIHje yCpeamanajy. MehyTuMm, ako je KpeTame
napaMarHeTHOT MOJIEKYJa U3 HEKOT pa3jiora orpaHuueHo (KpHCTaj, BUCKO3HU PacTBOD,
MOJIEKYJT B€3aH 3a NMPOTEeWH WM yrpaheH y MeMmOpaHy), aHHU30TpoIdja A-TE€H30pa
nonasu 10 uspaxaja u manudecryje ce y EIIP cnektpy kpo3 mpomeHe y pacTojamy

n3Melyy JInHMja HacTaMX XuneppuHuM 1enamem (ciauka 12) [100,105].
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-B B, +B -B B, +B
"HopmanHu" n3otponHu ycnosu AHunzoTponuja

Cauxa 12. CxemMaTCKH IpUKa3 Ienama eIeKTPOHCKUX CIIMHCKAX HUBOA yclied XurepdruHe WHTepaKIije
ca jesrpom HykieapHor crnmHa I = 1/2 n momepama EIIP nuaMja y M30TPOMHHM M aHU3OTPOITHHM

ycnouMma. (ITpumaroheno u3 [105].)

2.2.3.2. Enepzujcka anuzomopnuja (g-anuzomopnuja)

OcuM KOHCTaHTe XxuneppuHOr nemnamwa, u JlangeoB g-¢akTop je y ommreM
CJIy4ajy aHM30TPOIIOHA BEJIMYMHA KOja C€ MOXe MPUKa3aTH TEH30pOM. AHM30TOpIHja g-
¢dakTopa motude o1 Tora mrto eheKTUBHO MoJbe (Besr) KOje enexTpoH ,,0oceha* He moThye
caMo O] CTIOJbAIIbEer MPUMEHEHOI MarHeTHOT 10Jba, Beh M o7 nokanHux nosba. OBa
JIOKaJIHA 10Jba MOTUYY O] CHMH-OPOUTAIHOT CIIpe3ama Koje je 3aHeMapJbUBO y CIy4ajy
chepHO CUMETPUYHHX MOJeKyna. MehyTuMm, Kako cy HecnapeHH eJIeKTPOHH OOWYHO
ACUMETPUYHO TUCTPUOYHUpaAHU Y MOJIEKYJIMMa, CIUH-OpOUTaIHa cripera he 1aBatu Mayu
JOTIPUHOC OPOUTATHOT MOMEHTA, IITO he yTHIaTH Ha BpenHocT g-pakTopa. [JompuHoc
OpOUTANHOT KapakTepa YKYIIHOM YraOHOM MOMEHTY j€ DPa3IU4UT AYX Pa3IMuUTHX
mpaBalia y KOOpJIMHaTHOM cUcTeMy MoJiekyna. OTyna je cCnimH-OpOuTaIHa WHTEpaKIIja

aHW30TPOITHA, KA0 M JIOKaJHa ToJka Koja oceha enexkrpon. [locneauuno, g-Bpennoctu he

—

3aBUCHTH O] OpHvjeHTaIuje Bekropa B y ogHocy Ha monekyncke oce. Llto je Mama
CHUMETpHja MoJeKyia, To he Outu m3paxkenuja g-anuzorpornuja [100,102]. Tenzop g-

BPETHOCTH Ce€ TIPUKa3yje aHaJIOTHO TeH30py A

g 0 0
g=|( 0 8y 0
0 0 g,

31



EdexTrBHa g-BpeTHOCT 3a cliy4yaj pOMOMYHE CUMTEpPHUjE MOXKE C€ MPUKA3aTH Kao:
202 win20-cos2d 462 sinZ0-sin’ 2 ool
g" =g 'sin“0-cos“¢ +gy -sin 0-sin“¢p +g; -cos"0 (12)

—

rae cy 0 u ¢ monmapHM yriaoBu u3Mel)y BEKTOpa CHOJbAIIKET MAarHeTHOT mMmojka B y
n3a0paHOM MOJIEKYJIapHOM KOOpAMHATHOM cuctemy (cnuka 13a) [100]. [Mocnenuna g-
aHu3oTponuje je momepame nmukoBa y EIIP criektpy (ciuka 136) [105]. Kao u y cny4ajy
A-TeH30pa, OBa aHU3OTPOINHja JOJIa3M 10 H3pa)kaja, ako je W3 OWII0 KOTr pasjiora
ocMaTpaHW NapaMarHeTMK MMOOMIIMCAaH, a ca Jpyre CTpaHe, JIOKaJiHa MoJba Koja
JOBOJIE JI0 g-aHW3OTPOIHjEe C€ YCpeAmaBajy, YKOJIHMKO OBaj MOJIEKYJT MOXe Op30

c1000/1HO J1a poTHpa y cBUM npasiuma [102].

a) 4

6)

|

Camka 13. a) OpwujeHTanuja BEKTOpa CHOJbAIIET MAarHeTHOT ToJba, B, y MOJIEKyJIapHOM
KOOPJIMHATHOM CHCTEMY M3a0paHOM 3a KOHCTPYKIHjy g-TeH3opa (mpey3eto u3 [100]). 6) Cxema mnemama
€JICKTPOHCKUX CIIMHCKUX HUBOA YCJEN yTHIIaja g-aHn30Tpondje. [lpukazanu cy cirydajeBu Kaja je BEKTOp

CIIOJBAITELET MarHETHOT 110Jba, B, Mapanenan ca z-, X- u y-ocoM (mipeyseto u3 [105]).
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2.2.3.3. Ymuuaj mooynayuone amnaumyoe na EIIP cnekmap

[IpeTxoaHO je 00jamImkbeHo 1a Ce€ MOJYJIAIMOHO T0Jhe MPUMEHYje Kako O ce
nobospirao ogHoc curHan/mym. [lpu Oupamy MA Tpeba mmaru Ha ymy ga he oHa
yTULATH Ha MUPHUHY U aMmiuinTyny nunuje y EINP cnektpy. Ykonuko ce MA nosehasa
noyeBmu ox Manux BpegHocth MA (1/10 ABpp), ca ciauke 14 ce youaBa na he
amIuTyna Spp Aa pacre 10 oapehene BpenHoct MA nocine koje he nmoderu ga onazaa
ycnen npemonynanuje. Ca apyre crpane mupuna ABp, ce Hehe memaru 10 onpehene
BpenHocTn MA, mocie Koje JMHMja Iouubbe Ja ce mupu. BpemHoct ABy, koja je
KOHCTaHTa 110 onpehene Bpennoctu MA ce cmaTpa 3a npupoaHy mupuny auauje [106].
O6ununo MA tpeba na usHocu 10 10 % mmpune nuka (ABpp), a YKOIHKO ce mpH ToMe

700uje JI0II 0THOC CUTHANI/IIyM Moske Ja ce oseha u 1o 1/3 AB,, [106].

-2
N

1.64

a =
m? 1.0 = 1.4 4
o]
< . 1.2 4
3 081 u
(=% 1.0 ..
Q os -'..f & 081 s
o 2 - .
064 W
OI) 04 'f" '
s 0.4
O 0.2 L
= ""f 021 '
0.0 1 =—n 0.04
0 1 2 3 4 0o 1 2 3 4 5 6 7
MA/ ABpp MA/MpupoaHa ABpp

Canka 14. Ytunaj Bpennocta Moxynanuone ammuryae (MA) Ha mmpuHy (JieBu rpad¥ik) U aMIUITATYAY

(mecuu rpaduk) EITP muauje. (ITpunaroheno uz [106].)

2.2.3.4. Ymuuyaj cnaze mukpomanacnoez 3payera na EIIP cnekmap

[Tonekan je pagu nobujama EIIP ciekTpa ca mto 60JbMM OJTHOCOM CUTHAJI/TITYM,
noTpedHo ocum MA, Bapupatu u cHary (P) mukpoTanaca kojuma ce o3pauyje y3opax.
[Ipu o3paumBamy y30pka mNapajieqHo ce aoraha HEKOIMKO mporeca: nodyhuBame
CIIMHOBA, penaKcaqua, a IIpu BCJIIMKUM CHarama, n0Jiasu u 10 CTUMYJIMCAHC eMI/ICI/Ije.
o carypanuje mona3u kKajaa je Op3uWHa mpeliaza ca HIDKET Ha BUINU CIIMHCKHA HHUBO
(Op3unHa moOyhuBama) jemHaka Op3WHU TIpea3a ca BUIIET HUBOA HAa HUXKHU (YKYITHO]
Op3WHHM perakcaluje U CTUMYIUCaHe eMucHje). Y TOM ClIydajy He oJIa3u 10 TpaHcdepa

eHepruje usmehy By u cnMHCKOT cucTeMa, Tako Jia MOCIeANYHO curHan Hecraje [102].
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Ha ciuun 15 je mpukasan yrunaj nosehama cHare Ha Syp. [Ipumehyje ce na npu HuKUM
cHarama Spp JIMHEApHO pacTe ca P2, a OTOM HOCTIDKE MAKCHMyM M OMaja ca Ja/bHM
nosehamem P. IcToBpeMeHO ce cMamemeM Sp, JAe€llaBa Ce W HIMPEHEe JIMHH]A.
Excniepumente Ou Tpebasio M3BOAUTH MPHU BpeaHocTMa P, 3a koje KpuBa 3aBHCHOCTH

Spp = f(P'?) nokasyje nmuHeapHoct [106].

Cauxa 15. 3aBucHoct amrmumatyne EINP curmana
Ol KOpEHa CHare MHKPOTAJIACHOI 3pavca.

(ITpunaroheno u3 [106].)

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

P1/2

2.3. CnuHCcko olese:kaBame NPOTENHA

CrpykTypa ¥ KOH(POpPMAlMOHE MPOMEHE NPOTeHHAa MOTy Jla c€ MpoydaBajy
pasHUM  EeKCHEpUMEHTATHUM TeXHHMKaMa. 3a oapehuBame TpOAMMEH3MOHATHE
CTPYKType TMpOTeWHa ce Hajuenmhe KOPUCTE MYITHHYKJIEapHA CIIEKTPOCKOIH]ja
HyKJIeapHe MarHeTHe pe3oHannuje (HMP) wim penareno-ctpykrypHa ananuza. OBe J1Be
TEXHHUKE MOTY JIa c€ KOpucTe U 3a mpaheme KoH(OpMaIMOHUX MMpoMeHa, MehyTum 300r
CJIO)KEHOCTH OBUX TEXHHMKa, yemthe ce y Te CBpXe KOpHCTe Apyre (pu3HmuKkoxeMujcke
merozne. IlpomeHe y CEKyHOApHO] CTPYKTYpH C€ YeCTO TMpare IHPKYJIapHUM
JTUXPOU3MOM M BHOPAIlMOHOM CIEKTpOocKomujoM (MH(ppanpBeHoM u PamaHckowm), a
NPUMEHJBHBE CY U 3a MPOyYaBame MPOMEHa y TepunjapHoj ctpykrypu [10,107-109]. 3a
npaheme KOH(POPMAIMOHUX MPOMEHa MPOTEWHA YeCTO ce KOpHUCTe M (piayopeciieHTHa
CIIEKTPOCKOIH]ja (YTJIaBHOM Talieme GuryopecieHIyje Tpuntodana ycien CTpyKTyPHUX
MIPOMEHa, aHU30TpoInHja GIyopecIeHIN]e YHYTPAIIkbUX WK CIIOJballibux (Giryopodopa
[110]) u mudepenumjanna ckenupajyha kanopumetpuja [109]. Jenna ox TexHUKa Koja

ce KOpPHUCTHU 3a npoyyaBame nporeuta jecte u EIIP cnektpockomnuja. Y oBoM ciydajy
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MOTPEeOHO je MPOTEHH CHUHCKH OOEJeKHTH, IITO MOJApa3yMeBa MHKOPIOPHUPAHE T3B.
CITHHCKE [PO6E MM CIIMHCKOT 06eIeKHBaYa’ y HCIIMTHBAHH CHCTEM (IIPOTEHH), TAKO 1a
je mepTypOaryja CTpyKType HCITUTUBAHOT CHCTEeMa CBeZieHa Ha MUHUMYM [17].
Jenumema Koja ce 00MYHO KOpHCTE Kao 00eNIeKHBAUN Cy I€PUBATH LUKIMIHUX
aMUHOKCHJIa (YeCTO C€ 30BY HHUTPOKCHIM), KJIace IapaMarHETHUX jeAWbema Koja
campke aMuHOKCHIHy Tpymy, >N-O  (cimuka 16a). AMHHOKCHIHA TIpyma je
OKapaKTepucaHa TPOEIEKTPOHCKOM TN.o BE30M KOja HacTaje ycien Ipekianama 2p,
opOuTana a3ora U KUCEOHHKA, M JOJATHO CAJPKU jelaH HECIIAPEHU eNEKTPOH OJ1 KOjer
MMOTUYE TapaMarHeTHH KapakTep oBe kiace jeaumema [112,113]. Taj Hecmapenm
€JIEKTPOH j€ JeNIOKaau30BaH m3Mel)y aroMa a3oTa W KHCEOHHKA, C TUM Jia je OJMKH
aToMy KHCEOHHKa, 300r meroe Behe enextponeratuBHocT [112,113]. Hecnmapenu
€JIEKTPOH Ha aMMHOKCHIIHO] TPYIH je CTePHO 3aITHheH yriaBHOM METHII rpylaMa Koje
Cy Be3aHe 3a cyceaHe atoMe yribeHnka (C-aToOMH KOjU C€ Hajlaze y o TOJIOXKa]y Yy
onHocy Ha N-aToM M3 aMHHOKcuUiHe rpyne). CnMHCKa T'YyCTHHA 3aBHCH OJ yIja MOJ
kojuM ce Hanmasu N-O Be3a y OJHOCY Ha paBaH Kojy oapel)yjy Apyre aBe Be3e Koje
¢dbopmupa a30T, MOJAPHOCTH U MPOTHYHOCTU OKonuHe. CTora, y 3aBHCHOCTH Of OBHX
¢dakTopa, N-O Be3a MOKe Ja MOCTOjU y JBa Me3oMepHa obOymka (cimka 160) [112].
[TocTojame N-O Bese y nBe pe3oHaTHE (popMe 011 KOJUX je jeHa eNeKTpOHEeyTpaaHa, a
Apyra HaeJeKTpUCaHa, je O] BEJIHMKE Ba)XKHOCTH Ca TOI CTAHOBMIITA Ja PaBHOTEXa
u3Mel)y pe30HAHTHHX CTPYKTypa MOXeE Ja c€ Mema Yy 3aBUCHOCTH OJi MOJapHOCTH
cpenuHe. Y HENoJapHOj CPEeIMHU, HECTIAPEHHU EJIEKTPOH j€ JIOKAIM30BaH Ha KUCEOHHKY,
JIOK je y TIOJIapHOj cpenuHHM Beha crMHCKa TycThHa Ha a30Ty. OBe pasliuKe ceé MOTy

yountu Ha EIIP cniekTpy, Kpo3 KOHCTaHTy Xunep(UHOT Ienama Koja MoTHYE 0]l aTOMa

7 TepMuH crnmHCKAa Mpoba ce YECTO KOPHCTH YMECTO TEPMHHA CITHMHCKH OOENEKHBAY M OOPHYTO,
Mel)yTuM, HAydHUITM KOjU ce Iyro 0aBe OBUM IOJhEM Hayke Cy jaeduHHcany pa3imky u3Melhy oBa nBa
mojma. Ilox crmuHCKMM oOOeleXMBadMMa ce CMaTpajy MapaMarHeTHH MOJIEKYIH KOjH ce KOBAJCHTHO
Be3yjy 3a TauHo ojapeheHo mecto apyror mojekynaa [111]. YV oBom nokropaTy cy mpemMa THM
KpUTEpHjyMUMa KOpHUIINeHe JBe CIIMHCKE Mpode (CTeaprHCKa KUCeTnHa 00esleseHa TIOKCUI TPYIoM Ha
PA3IMYUTUM TO3WIMjaMa Y METWICHCKOM JIaHIly) W jellaH CIIMHCKU O0ENe)KMBA4 KOjU CE KOBAJICHTHO
Besyje 3a cio0omaH MHUCTeHH (3-MaleuMUIO-NPOKCHI). MeljyTuM, MOIITO Cce JOKCHI-CTCapUHCKE
KHCEJIMHE 332 QAJIOYMUH Be3yjy YIJIABHOM JOCTa jaKUM HMHTEpaKIHjaMa, pajJy jeTHOCTABHOCTH y HACTABKY

JOKTOpara he ce u 3a oBe MOJICKYJIE KOPUCTUTHU TCPMUH CIIMHCKU o0eleKnBay.
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azota (An) [113]. Yommreno, ca nmoBehameM MOTapHOCTH cpenuHe, An ce moBehasa,

cTabunuzyjyhu Haenexrpucanu oomuk [112].

a) OH OH Cauxa 16. a) Xemwjcke ¢opmyne oOerexuBada
o 0 Oﬁ KopumheHnxX y OBOj JOKTOPCKOj IHCEpTaldju: 5-
0" N o) nokcwmi-cteapuacka kucenmua  (5-71C),  16-mokcui-
A[’\i 7% creapuacka kucemmHa (16-IC) w  3-mamenmumo
% o npokcun  (5-MCJI). 6) PesonantHe cTpyKType

5-MCA aMHHOKCWIIHE rpyne. HeHaenekTpucHa CTpyKTypa
(JIeBO) je IOMHMHAHTHAa y HEINOJApHO] CPEAMHH, a Y
NIOJIAPHO] CPEIMHM HaelleKTpucaHa Qopma (JIecHO).

(ITpeyzero uz [112].)

‘O
5-AC ( 16AC ( \_y
@)

6)

1,00

BesuBamem noronHor obenexuBaya 3a MPOTEUH U KopulthemeM oarosapajyhe
EIIP meroze® MOTy ce mpoy4aBaTu: 1) MOOMIHOCT aMUHOKHCEIIMHCKUX OOYHUX TpyIia;
2) MOJIApHOCT HEMOCpPEAHE OKOJHMHE; 3) HHTPaMOJIEKyJICKa WM HHTEPMOJIEKYJICKa
pacTojama (u3Mel)y 7Ba aMHHOKCHIIHA 0besekKBada) Koja ce kpehy y omcery ~ 8-80 A;
4) wmoryhe je wuaeHTU(PUKOBATH €INEMEHTE CEKyHJapHE CTPYKType momohy T3B.
AMHHOKCHJIHOT CKEHHpama (BE3MBakeM aMHUHOKCHJIA 32 pa3inyuTe BapHjaHTe
MpoTenHa, JOOWJEeHMX MyTareHe30M Ha CHernuUIHOM MeCTy); 5) mpoMeHe Yy
KoH(popManMju aKTUBHOT MeCTa TIPOTEMHA W3aBaHE BE3WBAaWkbEM JUTraHaga; o)
pa3MoTaBamke U CaBUjame MPOTEHHA; 7) WHTepaKiyje n3Mely aBa MoJsieKyJia MPOTEHHa,

u poteuHa u nunuzaa [17,18,114,115].

¥ OBze TpeGa HarnacuTH 1a ce He MOTy cBe OBe MH(bOpMalMje JOOUTH KopHIhemeM TpaIHIHOHAIHOT
koHtuHyanHor EIIP cmextpomerpa pamHe ¢pekBennuje y X-oOmactu, Beh ce y HekuMm cirydajeBuMa
MoOpajy KOpHCTHUTH Hampenuwje, myiacHe EIIP Texnuke w/wnm Buimme paaHe ¢(pexBeHnuje (HIp.
oJpehuBame HHTPAMOJIEKYJICKHX U HHTEPMOJIEKYJICKHX PacTojamba, MOJIapHOCTH OKOJIMHE 00e/Ie)KrnBaya y

npoteuny) [18].
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Kako je oGjammeno y mornaBiby 2.2.2, y pacTBOPY MOJICKYJIH OOEIeKHBava
MOTY CJI00O0JHO Ja poTHpajy, Tako aa ce pesynryjyhu EIIP cnekrap cactoju u3 Tpu
ycKa IHUKa MpHONMKHO jeJHAKMX WHTEH3UTETa, Koja ce J00ujajy ycnen xunepduHe
UHTepakije u3Mel)y jesrpa azora (umju je HykieapHu crnuH I = 1) u HecmapeHor
enektpona [17,18,116] (cnuka 17a). Y oBom ciyyajy, g- U A-TEH30p Cy MOTIIYHO
YCpeImEHN U 10 U3paxkaja Joja3e caMo M30TPOIHE BETUUYHMHE g, U A,. MehyTum, kana
je poTaiuja MoJeKyina o0enexrBaya orpaHUueHa yciie/l Be3uBamba 3a MPOTEHH, YKYITHU
usrnen EIIP crmekTpa ce Mema, Tj. J0Ja3u J0 aCUMETPUYHOT IIUPEHma CIEKTpa, Koje
HacTaje Kao TOoCleuIla aHu3oTpomuje g- u A-teHzopa (cimuka 17, 6-r). Kama ce
o0enexnuBay BeXe 3a MPOTEHH, OH MOXE J1a C€ y M3BECHO] MEpPH IMOMepa y OJIHOCY Ha
OPOTeHH, Tj. J0Jla3u A0 ACTUMHYHOT YCpeImhaBamba BPEIHOCTH g- U A-TEH30pa.
Mehyrtum, Op3uHa portaryje eaor MojeKysiIa NPOoTeMHa UMa JOAATHU yTUIA] Ha U3TJIe]
crieKTpa ¥ Op3WMHY KpeTama CIMHCKOT obenexuBaua [117]. YkymHa Op3uHa portamuje
MoJleKyina oOeJexkrnBaya ce MpuKa3yje Kpo3 pPOTAlMOHO KOpENallMoOHO BpeMe, T,
BEIMYMHY KOja TpHKa3zyje KOJMKO BpEeMEHa MOJIEKyl NpoBoau Yy oxpeheHoj
OpHjEeHTaINjH, YKOJIMKO j€ aHM30TPONHja YCIOBJbEHa camMO bBpayHOBHM KpeTameM.
YKOIUKO OCMM HAaCyMHYHOT KpeTama JIojla3d W J0 MpoMeHa KoHdopmanwje, T, he
3aBUCUTH U OJI CPEIHET BpEMEHA XHMBOTa ojpeheHe mMoiekyscke kondurypamwuje [17].
VY pacTtBOopy Maje BHCKO3HOCTH (Kao INTO je BOJEHHW), Ha COOHOj TeMIEpaTypH, pel
BEJIMYHHE T, cIOOOMHOT oOenexuBada u3Hocu oko 10 ps (cnuka 17a), Mok 3a cirydaj
obOenexuBaya BE3aHOT 3a MPOTEHH, T, 00muHo m3Hocu 1-100 ns (cauka 17B), mTo je
nocienuiia Op3uHe poranuje mporenHa. Kao mro ce Buau ca cimke 17, mTo je cropuja
poTaipja MoJjieKyna obenexuBaya, Tj. ITO je Behe T, CIEeKTap je CBe IIHPH, Tj. pacTe
BPEIHOCT mapameTpa 2Anmax, Koju ce ountana ca EIIP cnektpa kao pacrojame uszmehy
MaKCUMyMa TIPBOT ,,[TUKa” U MUHUMYMa nocieamer ,,iuka‘ [116,117]. BpeaHocT 2A max
onpeheHa 3a 3aMp3HYTH PacTBOP, Kaja ce JOCTHKE TpaHuIla PUTHAHOCTH (a T, U3HOCH ~
102 s), oAroBapa BelMMUUHH 2A,, U3 A-tenszopa [111]. IIpema Tome, 2A ,ax MOXKE J1a CE
KOPHUCTH Kao Mepa MOOWJIHOCTM oOenexuBaua BE3aHOT 3a MPOTEUH, U Ha OCHOBY

MPOMEHa OBOT IapaMeTpa MOTYy Ce MpaTUTH KOH(OpMAIMOHE MPOMEHE MPOTEHHA

[54,55,59].
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a) Cauxka 17. Tunuuau ETIP cnekTpu aMUHOKCUIHOT CHHMHCKOT

10G oOenexuBaya: a) y HU30TPOIHO] CpPEIUHH (PacTBOPY HHCKE

’ || W3otponHa

) ) || cpeaua(pacteop)  pyckosHOCTH); 6) Y CpeaMHM y KOjOj je porammja Op3a, amm

J

i l (obemexxuBad ce Halla3W Be3aH HA MOBPIIMHU MPOTEHWHA WIIH je€

MOCTOjU HH3aK CTENEeH WMOOWINCAaHOCTH  oOOeeKkruBada

6)

pPacTBOpPEH y BHCKO3HOM MEIHjyMYy); B) jako WMOOMIIHCAHOT Y
Bucoka

Mo6uAHOCT MOJIEKYJIy NPOTEHHA; T) MOTIYHO MMOOMIMCAHOT, Kao HIp. y
3amp3HyTOM cramy. ([Ipunaroheno uz [18].)

Hucka
mobunHoct

NotnyHa
umobunucaHoct

2.3.1. CnuHcko obesie:xkaBambe XyMaHOT U ropeler cepymckor andymuna

3a mpoy4aBame KoH(popMannmoHux npomeHa andymuna EIIP crekTpockonujom
yHnoTpeOJ/beHO j€ HEKOJMKO CIUHCKHX oOenexunBavya. C 003UpoM Ha TO Ja aaOyMHH
Be3yje MacHe KHCEeNMHEe ca BeIMKMM apUHHUTETOM, Hajyemhe cy KopuurheHu
o0eJe’)KMBauu KOjU TPEACTaBIbajy MapaMarHeTHE JepuBaTe CTCAPUHCKE KHCETUHE —
nokcun-cteapare [9,11,12,19-43]. Kox oBUX CIMHCKHA OOENIEKEHUX MACHUX KHCEIMHA,
napamMarHeTHa JOKCWUJ Trpyna (aMuHOKCWiIHAa rpyma koja maje EIIP curnam) je
KOBAJICHTHO Be3aHa 3a Heku o1 C-aToMa M3 MEeTWISHCKOT JaHIa (cnuka 16). [Ipunukom
u3pajie eKClIepruMeHeTa y OKBUPY OBE JIOKTOPCKE aucepTanuje, KopuiiheHe cy JBe
pasznmuuute nokcui-creapuHcke (C) kucenmHe Koje caipxe JOKCHIJI Tpylny Ha
CYyNpPOTHUM KpajeBUMa yTJbOBOJOHUYHOT JIaHIA, jeaHa Ha metoMm C-atomy (5-10KCHII-
creapuHcka kucenuHa, 5-/[C), a npyra Ha mecHaectom C-atomy (16-moxcui-
creapuHcka kucenuHa, 16-J1C). Jokcun rpyma y monekyny 5-JC ce Hamaszu Onmsy
KapOOKCHJIHE Tpymle, MpeKo KOje Cce MacHe KHCEeIMHE Be3yjy 3a IO03UTHBHO
HaeJeKTPUCaHe WJIM ToJlapHe OouHe rpyre amuHOKucenuHa (y ciaydajy mecta MKI-
MKS5), nok je y monekymy 16-/1C oBa rpyna mo3uiiMoHHpaHa TOTOBO Ha CaMOM Kpajy
MetuneHckor Jyanna [53,99]. Ilpema nutepatypu, aokcun rpyna 5-JIC ce Hanasu

uMoOuIMcana Ay0Jbe y YHYTPAIIOCTH aNOyMuHa, JOK y ciydajy 16-/IC oBa rpyma ca
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YHYTpAIllkhe CTPaHe MPpHUjIa3y MOBPIIMHN aIOyMUHA WK YaK Mpoja3u kpo3 wy [20,21].
[Ipema Tome, 5-JIC u 16-JIC nmajy madopmaruje o KOHPOPMAIIMOHUM MTPOMEHaMa ca
Pa3NUYUTHX MECTa y ajJOyMHHY.

Ha ocHoBy Teopujckor wucnutuBama Be3uBama S5-JIC 3a XCA u BCA
MOJIEKYJICKUM JIOKMHI'OM, MPETIOCTaBJba ce Aa ce MecTa 3a BesuBame 5-/{C y XCA u
BCA mnoxkmarajy ca MmectiuMa 3a Koja ce Be3yjy oounune MK [22]. Takohe, y okBupy OBUX
UCTPAXMBama j€ YCTAaHOBJHEHO U JIa ce MpopayyHaTe HajcTaOmiIHuje KoHpopmanuje 5-
JC y XCA u BCA cnaxy ca koHpopMaIijama cTeapuHCKe KUCEINHE, Koje Cy To0ujeHe
KpuctamorpadckuM ucrnutuBamuMa [22]. OBaKBH MOJAIM, HAXKAIOCT, HUCY JOCTYITHU Y
nureparypu 3a 16-J1C.

5-AC, 16-AC wm napyru JOKCHUJI-IEpUBAaTH MacHHUX KHUCENMHA Cy Hajuemrhe
KopuurheHn Kako O ce OKapakTepucaja MecTa Be3uBamba OBUX MOJIEKysa (M3padyHasie
KOHCTaHTe auHUTETa U OpOj MecTa, OJPEANUO TOJI0XkKA] JTOKCUI TPYIE U CTENEH HhEHE
UMOOMIHCaHOCTH Koj paznuuutux nepuBata) 3a XCA u BCA [19,23-32,34,36]. Ilpe
HEKOJIMKO TOJMHA, MyOJUKOBAHO je HEKOJMKO HAayYHHX pajioBa y KOojuMa ce momohy
EIIP texHuke mo3Hare moj HasuBoM Double Electron-Electron Resonance (J1EEP,
Nymna Enextpon-Enexkrpon Pe3onannuja) mepe pacrojama nsmely gokcui rpyma 5-J1C
umu 16-JIC koju ce Hamaze y kxommuiekcuma ca XCA [20,38,40,118]. Ha ocHoBy
M3MEPEHUX pacTojarha HalPaBJbEHU CY MOJIENIN CTPYKTYpPE U MOJIOKAja MECTa BE3UBamba
macHux kucennHa y XCA. Ocum Tora, obenexaBameM XCA u BCA ca 5-/I1C u 16-1C
Mpoy4yaBaHe Cy W HWHTEpaklMje aJOyMHHAa ca BEIITAYKUM JUIUIHUM MeMOpaHama
[119,120], jouckum TeuHoctuma [21,37], jonckum cypdakrantuma [11,12,22,35,42] u
MeTaJIHUM KomIuiekcuma [33,41,43].

16-JIC je y cnpe3u ca EIIP cnekrpockonujom kopumiheH W Kao Mapkep 3a
HEKOJIMKO 0O0JIECTH: pa3nIuyuTe BpcTe Tymopa [46-51], arepockieposy [44], nujabetec
Menutyc [44], uupo3dy wu uHCybunmjeHiujy jerpe [45] um cency [46]. OBgaj
JIMjarHOCTHUYKY TECT TIOYMBA HA JETEKIMjU MpoMeHa y Be3uBamy 16-/1C 3a anbymun u3
KPBHOT cepyMa WM TUIa3Me MaljeHara 000JIenuX o/ MOMEHYTUX OOJIECTH Y OJHOCY Ha
3npaBe KoHTposie. [Ipomena y kamanurtery Be3uBama 16-JIC 3a anOymuH moTtuue o
MPUCYCTBA BE3aHMX MeETa0OJMTa 3a alOyMHH (TOKCHHA, IMOJUMENTHAA WA Majux

MOJIEKYJIa), IITO CBE MPEACTaBIba MocieauIle oApeeHUX NaTOJOUIKUX CTamka.
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Kako monexyn anGymuHa Moke Jla BEXe U O celjaM MOJeKyJsia AyrojaH4aHux
MAacHHUX KHCEJIMHA, a JOII JOJAaTHO Be3aHe MacHe KucelnmHe mory mehycoOHo na
u3Mewmyjy Mecra [24], xoHpOpMAIMIOHE NTPOMEHE Cce JETEKTYjy HCTOBPEMEHO ca
HEKOJIMKO PAa3IMYUTHX MeCcTa Ha anOymuHy. 300r TOora je y OBOj JOKTOPCKO]
JTUcepTayju KOpUITheH W CIHUHCKH O0eNeXHBad KOjU c€ CHenu(UIHO KOBAJEHTHO
Be3yje 3a CyIpXuApWUIHYy Tpyny IMCTeHHAa — 3-MaJleMMHIIO-TIPOKCHIT (yoOwWdajeHa
ckpahenuna y nurepatypu je S-MCJI on enrneckor S-maleimido spin label, cnuka 16).
Ha cnunm 18a je mpukasana peakuuja 5-MCJI ca cno6ogHOM CynpXuIpUIHOM IPYIIoM
y npoteuny. [lomro 1 XCA u BCA caapxe camo jeman cinoboman mucrenH, Cys-34,
obenexaBame HEroBOr OOYHOI OCTaTka oMoryhaBa HCIUTHBamE KOH()OPMAIMOHUX
npoMeHa y anoyMuHy camo ca jenHor mecta. Ha ciunu 186 je mpukaszan 5-MCJI Be3an
3a Cys-34 y BCA. O6GenexuBau 5-MCJI je mpema nmuteparypu, Takohe, kopuirheH 3a
ucriutuBatbe 1 XCA um BCA, anum y Mam0] MEpH y OJHOCY Ha JOKCHUJI-CTEAPUHCKY
kucenuHy. [Ipema moctymaum nuteparypHuM mnoganuma, 5S-MCJI je ymotpebsbeH 3a
npaheme KOH(OPMAIIMOHUX TpPOMEHAa Yy aJlOyMUHY WHIYKOBAaHUX: BapUpaAmHEM
temmeparype [56] u pH [54,55], npucyctBoMm cypdakranata [58] u mHTepakuujoM ca
BEIITAYKUM JUIOUAHUM MeMmOpanama [59]. MelhytuMm, mojganu matu y JMTEpaTypu O
KOH(OpMAalMOHUM MpOMEHaMa Y3pOKOBaHMM MemameM Ttemreparype u pH, a
npoy4yaBanux nomohy 5-MCJI cy Henornynu. Pa3znor Tome je mro y oBUM pajoBHMa
ayToOpu Cyrepuily aa je 00Jbe KOPHCTUTH MalleMMUI0-aMHUHOKCHIIHE JIEpUBATE KOjU
n3Mel)y aMUHOKCHITHE M MAJICMMUJIO TPyIe Tocenyjy nyke moBe3yjyhe rpymne, Tako na
aMUHOKCHJIHA Tpyma Joceke OTBOp xuapodoOHor pema y kojem ce Hamasu Cys-34
[54,55,57,121]. 3a oBakBe MajeMMHUI0-aMUHOKCUIJIHE JIEpUBATE C€ YONIITEHO cMaTpa Jia
Cy OCETJbMBHUjU Ha KOH(OpMaIMOHE MPOMEHEe y allOyMHUHY, 300T TOra IITO HUCY TaKO
puruaHo Bezanum 3a Cys-34, 3a paznmuky onx obenexuBada 5-MCJI. Crora je y oBOj
muceptanuju S-MCJI kopuntheH u 1a 6u ce UCIIUTANO Ja JIM ’bUME MOTY J1a ¢€ JETKTY]Y

CYNTHJIHE KOH(OpMAIOHE TPOMEHE HACTaJIe BE3UBAmHEM JIMTaHAa 33 aIOyMUH.
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Canmka 18. a) Cxemarcku TnpHKa3 Be3uBama CHHHCKOr obenexxuBada 5-MCJI 3a  cnobomgny
cyndxunpuiHy rpymy nporenna. (Civka je HanpaBJbeHa Ha OCHOBY I0/IaTaKa MpUKa3aHUX y pedepeHnn
[122].) 6) IIpuka3 Cys-34 y BCA obenexeHor cimHckuM obenexuBaueM 5-MCJI (mpuka3zan po3e 60jom).
Ha canmm cy obenesxeHe aMMHOKHUCEIHHE Koje ce Hanase y okonuau Cys-34: rmyramuH (Gln-33), nponux
(Pro-35), xuctuaua (His-39) u tuposun (Tyr-84). Monexyincku moxmen BesmBama 5-MCJI 3a BCA je
nobmjen y mporpamy PyMOL xopumhemem kpucrtaigorpadcke ctpykrype BCA mpeysere ca
cajta https://www.rcsb.org/ PDB ID: 4f5s [66]. (IIpunaroheno u3 [123].)
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3. Marepujaau 1 MeToae

3.1. Xemukanauje

Xymanu cepymcku anoymut (XCA, y o0uKy THO(QMIH30BaHOT Mpaxa, U3 KOjer
Cy YKJIOWKEHE MAaCHE KHUCEJMHE U TJIOOYJIWHHU), CIIMHCKU 00eNeXxuBaun, S- v 16-10KCHII-
creapuHcka kucenuHa (5-1C u 16-/1C) u 3-manenmuno-npoxcui (5-MCJI) cy kynsbenu
on Sigma-Aldrich (CAJ). I'oBehu cepymcku andbymun (BCA, KonoBa V ¢paxmuja
(Cohn fraction V), y o0iuky nnoduIn30BaHOT Mpaxa, U3 KOjer Cy YKIOHEHE MacHE
kucenuHe) je kymbeH on ¢upme Merck (Hemauka). Xemukanuje mnoTrpeOHE 3a
npunpemMame  mydepa  (umTpatHor,  ¢ocdaTHOr, KapOOHaTHOT M TPHC-
xunpokcumerunamuaomeraickor (TPUC)), eraHon, BOJOHUK-IEPOKCH], KaJH]jyM-
CYINEpPOKCH]I, aCKOpPOMHCKa KHCEIMHA, MacHe KHUCelMHEe (JlaypuHCKa, MHUPHUCTUHCKA,
MaJMUTUHCKA, CTEapUHCKAa W IHC-OJEMHCKA KHCeTWHA) W JieKoBH (uOympodew,
auasenaM, BapapuH, paMHIIpuI, OpoMasenam U JAUKIo(peHaK-HATPUjyM) Cy KYIUbCHH,
takohe, ox Sigma-Aldrich (CA/l). Ce cyncranmnuje cy Owie aHaauThyke yucrohe u
kopumtheHe cy 0e3 uWKakBor jajber mnpeuuinhaBama. CBU BOJEHHU pAcCTBOPH CYy

npurnpemManu y nejoanzoanoj Mili-Q Boau (18 MQ).

3.2. Ilpunmpema y3opaka XyMaHOI CEPyYMCKOI aJOyMHHA U

o0esleskaBame TOKCHJI-CTEAPMHCKUM 00e/1e:KUBAYNMA

Omnmra mpoueaypa MpUIpeMe y3opaka je Tmoapa3yMeBaja Hajupe pacTBapame
obenexuBaya 5-JIC u 16-JIC y eranony, HakKOH 4Yera je ojaroapajyha 3ampeMuHa OBOT
pactBopa (10 mM) mpeHeTa Ha THO MJIACTUYHE MHUKPOILICHTpU]YIIKE TyOHUIle, a €TaHO
je ymapeH y BakyyMmckoMm-koHIeHTpaTtopy (Eppendorf Concentrator Plus). 3atum je y
Tyouny obenexxeny ca JIC nmomaBama opnrosapajyha 3ampemuna pactBopa XCA
(pactBopenor y 100 mM docdharnom nydepy pH 7.4, koju cagpxu 0,9 % nHatpujym-
xnopuaa (I1bC, ox enrneckor Phosphate Buffered Saline), ocum y ciydajy npoydyaBama
yrunaja pH u eranona na XCA, mto he 6utu nerasbHHje OMKUCAHO), TaKo J1a je puHanHa

koHneHTpanuja XCA y cBakom y3opky 6mna 0,1 mM. OBako mpUIpeMIbEeH y30paK je
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JIATAaHO MEIIAH Ha BOPTEKCHO] MeIIanniu ¥ MHKYOmpan 30 min’ na 22 °C (ocuM y
eKCIIEpUMEHTHMA TJe j€ WCIUTHBAaH yTUIlA] Temreparype Ha koHpopMmamnjy XCA).
VY3opuu cy 6unm tako cnpemibenu aa ognocu [[IC]: [ XCA] oyny uzmely 0,5:1 u 6:1.
Hakon wunkyOammje, 30 ul cBakor ox y3opaka (ocuM y ciydajy kKaga je
ucnutuBaHa pactBopsbuBocT 5-JIC u 16-JIC y BogeHum pactBopuma paznuuutux pH
BpeIHOCTH, mTO he OUTH neTajbHUje O0jallkbeHO y MOrIaBby 3.2.5) je yBYYE€HO Yy
KanmuiapHo Te(IOHCKO Tac-MPOIyCHO IPEBO YHyTpallmer mnpedHuka 1 mm (Zeus
Industries, CAJl). LipeBo je moTOM caBHjeHO Ha IOJla U CMEIITEHO y KBApIHY KUBETY,

Koja ce mocTaBJba y pe3onatop EIIP criektpomerpa.

3.2.1. OnTumu3anuja spemena u temneparype uakyoanuje XCA n JIC

VY OKkBHpPY OBHX €KCIIEpUMEHATa, UCIHTAH j& yTUIla] HHKYOAI[MOHOT BpeMEHa U
temneparype Ha BezuBame 5-JIC u 16-/1C 3a XCA. ¥ ty6ure ca cysum 5-JIC nm 16-
JC, monar je 0,1 mM pactop XCA y 100 mM IIbC-y, Tako na ce mocturHy cieachu
monapuu oxnocu [JCJ:[XCA] — 1:1, 2:1, 3:1 u 6:1. 3a cBaku oa OBHX OJHOCA,
uHKybanuja je Bpiena Ha ase temmneparype — 22 u 37 °C (y BOAEHOM KyIIaTHIIY), KaKo
Ou ce YTBpIAWJIO Ja JIU je€ HEONMXOJHO Ja Ce MHKyOaluja BpIIM MPH (U3UOIOUIKUM
ycouma (37 °C) wiu je moryhe mojeqHoCTaBIBEHE TIPOIIEAype HHKYOamjoM Ha 22 °C.
Caku 0/1 OBako IpHUIpeMJbeHUX y30paka je cauman Ha EITP cnektpomerpy mocne 15,

30, 60 m 90 min ox memama XCA ca JIC-om.

3.2.2. Komnernumja usmely 5-/1C u 16-1C npu BesuBamy 3a XCA

Kako 6u ce ycranoBuno aa iau ce 5-JIC u 16-JIC Besyjy 3a ucra mecta y XCA,
ypaheH je ceT excriepumenara y kojuma je pactsop 0,1 mM XCA (y 100 mM I1BC, pH
7,4) nonmaBaH y TyOuIle Koje cy caapkane Ha aHy uctoBpemeno u 5-JIC u 16-JIC y
Pa3IMYUTAM MOJIAPHUM OJHOCHMA. ¥Y30pIU Cy MPUIIPEMaHu TaKo Aa Oyny MOCTUTHYTH

cnenehu monapuu ogrocu [5-HAC]:[16-JCJ:[XCA] — 1:1:1, 1:2:1, 2:1:1 u 2:2:1. Ilena

’ IIpBo cH M3BEJEHH EKCIIEPUMEHTH KOjHMA Ce HCIIUTYje yTHIA] MHKYOAIMOHOT BPEMEHA Ha BE3UBAME 5-
JC un 16-1C 3a XCA (nornassbe 3.2.1), npu 4eMy je YCTaHOBJBEHO Jia je ONTHMAIIHO BpeMe MHKyOaruje

3a 00a obenexuBaua 30 min (nornasise 4.1.1).
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MpUIlpeMa y30paka je W3BelIeHa y CKJIaay ca MPOLEAYPOM OIMCAHOM Ha TOYETKY

norjasJipa 3.2.

3.2.3. UcnuTuBame U3J10KEHOCTH JOKCHJI rpyIie BOAN

Kako 6u ce nucnmurano y kojoj mepu cy aokcui rpyme 5-JIC u 16-J1C Be3anux 3a
XCA uznoxeHe BOAM, Tj. KOIMKO cy Omu3y moBpumHu XCA, npaheHa je KUHETHKa
pEenyKIMje TOKCHI TpyIle acKkopOuHCKOM KuceiaumHoMm. Hamme, >N-O rpyma y
MIPUCYCTBY PEIYKIIMOHUX CPEICTaBa, Kao IITO j€ aCKOPOMHCKA KHCEIIMHA Ce PENYyKYje Y
XuIpokcuinaMuHck o0k >N-OH, koju Huje mapamMarHeTHK, Tako Jla c€ HE MOXKe
nerektoBatu EIIP  cmekrpockomujom. [locnmeawma pemykiuje JTOKCHI — TpyIe
ACKOPOMHCKOM KHCETWHOM je omagame mHTeH3utera EIIP curnama. 3a morpebe oBor
excriepumenta 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC, pH 7,4) je obenexen ca 5-JAC nnm 16-
JC, tako nma je momapuu omHoc [[IC]:[XCA] 6uo 1:1. AckopOuHCKa KHCelTHHA je
noxara y pactBop obenexxeHor XCA, Tako &a je meHa KoHIeHTpauuja omna 10 myra

Beha o konnenTpanuje XCA.

3.2.4. UcnutuBame yTHIAja TeMIiepaType Ha KoHpopmanujy XCA

3a ucnMTUBamkE yTUI@ja TemmepaType Ha KoHdopmauuoHe mnpomene XCA,
KopuirheHa cy JiBa pa3nuyuTa IpUCTyNa y Morjieny npumnpeme y3opaka. [IpBu npuctyn
noapazymeBa memame pactBopa XCA ca 5-/IC nwnm 16-JIC, u HEnmocpeaHO HaKOH Tora
3arpeBame Ha BOJECHOM KyIaTuiy y Tpajamy o1 30 min, HaKOH 4era ce y30pak MpeHoCH
y pe3soHarop EIIP cnekrpomerpa u cuuma ce EIIP cnekrap. [pyru npucryn
noapasymeBa a ce XCA Hajipe obenexu ca JIC obenexxuBaunma, nakyoupa 30 min Ha
22 °C, a sarum 3arpesa 30 min y BOIEHOM Kymatuiay Ha oapehenoj 3amaroj
TeMmreparypu, HakoH dera ce cHuma EIIP cnekrap y3poka. Y ob6a ciydaja
koHreHnTpanuja XCA je omna 0,1 mM (y 100 mM IIBC, pH 7,4), a [JC]:[XCA]

MOJIapHH OJHOC je 010 2:1, 10K je TeMIeparypa Bapupana y omncery 25-75 °C.
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3.2.5. UcnutuBame yrunaja pH na kondpopmanujy XCA

VYrunaj pH na XCA je najnpe ucnutuBad tako mrto je 0,1 mM pactBop XCA
MpUTNIPpEMJbEH Yy paznmuuuM nydepuma korreHtpanuje 100 mM (umrpatHu 3a pH
BpenHoctu usmehy 2,0 u 6,0; dpocharau mydep 3a obdnact pH 6,5-7,5; TPUC 3a 8,0-9,5
u kapoonatau 3a 10,0-11,0; cBaku o oBux mydepa je canpxkao u 0,9 % NaCl) nonar Ha
nHo tyoure obenexene ca 5-JIC wmu 16-JIC. Monapau omuoc [[ICJ:[XCA] je y
KOHAauyHOM Yy30pKy 0mo 2:1. Y3opiwu cy npema Beh onucanoj nmpouenypu nHKyoupanu 30
min, HakoH 4era cy caumanu EIIP cnextpu. C 063upom Ha TO 1a je Beh y Bpiio ciiabo
KHCeNoj cpenuHU yodeH Hariam maja curhHama JIC Beszanor 3a XCA, ucrnuTaHa je
pactBopseuBocT 5-JIC u 16-JIC y cBum HaBenenum nydepuma Ha crneachu mHauwn: Y
TAHKY [UTACTHYHY IIEBYHILy 3aTOIUBEHY y IITAMEHY ca jejiHe CTpaHe' . J0/aT je eTaHOIHH
pactBop 5-JIC unmum 16-JIC m y3o0pum Cy OCTaBJb€HHM Ha Ba3lyXy pajyd HCMapaBamba
etanona. Kaja je caB eTaHoON ucmapuo, y oBe LeBUYHIle je noaaBano mo 20 ul HaBegHUx
nydepa, npu uemy je konuenrpanuja 5-/1C u 16-J1C uznocuna 0,2 mM. LleBuure cy
3aTUM 3aMylleHe IUIaCTUYHUM dYenuhuma, MellaHe Ha BOPTEKCHO] MeEIIAIWIU U
octaBjbeHe na ojactoje 30 min npe cHumama Ha EIIP cmektpomerpy. M3 oBux
eKcriepruMenara je yrBpheno na je pactBopspuBocT 5-JIC u 16-J1C, usmehy ocranor,
orpannuaBajyhu ¢axrop 3a Be3uBame OBuUX obenexxkuBaua 3a XCA, Tako nga cy
KOH(OopMalroHe MpoMeHe MpoyyaBaHe Ha y30pLUMa MPUIIPEMIbEHUM MOAU(PUKOBAHOM
nporeaypoM. OBa mporeaypa mnojapasymeBa mnpunpemy Behe komumumae 0,2 mM
pactBopa XCA y 0,9 % NaCl, koju je momar y TyOWIly MPETXOAHO OOEJeKEHY
onrosapajyhom kommunuaom 5-J1C wu 16-/1C, Tako na je monapuu ogHoc [[AC]:[XCA]
nu3Hocuo 2:1. pH BpemHOCT OBOT pacTBOpa je moaaTkoM mane 3anpemuHe | M pactBopa
HCl wm NaOH nonemen Ha 7,0. PacTBOop je MermaH Ha BOPTEKCHO] MEIIAIHIN H

oCTaBJbeH Aa ce MuKyOoupa 30 min Ha 22 °C. ®uHaiHM y30puu 3a cHUMame Ha EIIP

' Ha oBom mecty j€é BaXHO HArIacUTH 1a je 300r ymoTpebe IutamMeHa MOTJio Oa mol)e o cTBapama
c1000oIHUX paarKaja Ha JHY [eBunIle. 300T Tora je Hajupe meBunna HamymeHa ca 20 pl 100 mM I1bC-a
cauMmibeHa Ha EINP crniektpometpy, Jia OM ce HCKIbYUHIIO €BEHTYAIHO MMOCTOjamhe CI000IHUX paanuKaia u
nocienuuno omerajyher curnanma y EINP cmekrpy. Kako muiacThyHa IieBYMIla HUje NaBaia HHUKAaKaB
curHan y EIIP crnekTpy CHUMJBCHOM TIpM UCTHM HHCTPYMCHTAJIHHM IIapaMeTpuMa MOoJ| KOjuMma Ccy
CHUMAaHU y30PIIY, HACTABJFEHO j€ ca KOPUIINEHhEeM OBUX [IEBYHIA 33 UCIIUTUBAKE pacTBOpJbuBocTU 5-J1C

u 16-J1C npu pasnuuutum pH BpeaHocTrMa pacTBopa.
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CTIIEKTPOMETPY CY TMPUIIPEMaHH MEIIAkEM jeTHAKUX 3alpeMHHA PacTBOpa 00EIeKEHOT

XCA u onrosapajyher mydepa (200 mM, 0,9 % NaCl).

3.2.6. UcnuTuBame yTHIAja eTaHO1a HA KOH(popmanujy XCA

3a motpebe OBOT' Jiefla MCTPpaXKHBamka, Y30pLUU Cy Takohe mpurpemMaHu Ha JBa
HaynHA. Y 00€ mporenype ce Memiajy jenHake 3anpemune 0,2 mM pactBopa XCA (y
100 mM IIBC-y, pH 7,4) u eranon-IIbC cmemie (KOHIIEHTpaIyja €TaHOJIAa y OBUM
cmemamMa ce kpehe y omcery 2-100 % v/v). YV mpBoj mpouenypu pactBop XCA
MOMEIIaH ca €TAaHOJIOM ce Jojaje Ha JAHO TyOuie obenexene ca 5-JIC wmm 16-/C,
HAKOH 4era ce y3opak uuHkyoupa 30 min ua 22 °C u cuuma Ha EITP cekrpomerpy. Y
npyroj mpouenypu 0,2 mM pactBop XCA (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4) je mpBo
obenexen ca onroapajyhom kommumaom 5-JIC nmum 16-J1C naky6anujom 30 min Ha 22
°C, ma je Tex omnja momaBaHa oxarosapajyha cmema eranon-IIBC. ¥V o6a ciyuaja

mounapau ogHoc [JIC]:[XCA] je uznocwuo 2:1.

3.2.7. UcnuTnBame yTHLAja Be3uBamba jJuranaaa 3a XCA

VY OoKBUpPY OBHX €KCIIEpHMEHAaTa, MacHe KHCEIUHE (JaypuHCKa, MHUPUCTHHCKA,
MaJMUTUHCKA, CTEApUHCKA M IHC-OJICMHCKA) M JiekoBH (uOympodeH, auazemnam,
Bap(apuH, pamunpuwi, OpomasenaM M AUKIO(EHAK-HATPUjyM) Cy NPBO BE3WBAHHU 32
XCA, ma je motom XCA obGenexen ca 5-JIC wmm 16-JIC mpema Beh omucanoj
npouenypu. BesuBamwe MacHMX KHCEIMHA W JIEKOBA j€ BPIIEHO TaKO IITO CY MPBO
pasnuuuTe 3alpeMrHe €TaHOIHUX PacTBOpa OBUX JIMTaHA/a HaHOLIEHe Ha JHO TyOuIla,
a €TaHoJI je yrmapeH Ha BaKyyMCKOM KoHleHTpatopy. Ilotom je moxar 0,1 mM pactBop
XCA (y 100 mM TIIBC-y, pH 7,4) y TyOune ca JeKOBUMa MU MacCHUM KHCEIMHaMA.
VY30pIu ¢y MelIaHu Ha BOPTEKCHO] MEIITATHUITY U OCTaBJheHH Ja ce nHKyoupajy 10 h.

VY ecknepuMeHTHMa ca MacCHUM KucenrHama mojiapHu ogHocu [MK]:[XCA] cy
m3nocwmu 0:1, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1 u 8:1, a [AC]:[ XCA] je uznocuo 1:1.

VY cayuajy nexosa, monapau ojxHoc [[IC]:[XCA] je 610 KOHCTaHTaH U U3HOCHO

je 2:1, a Bapupan je onnoc [nek]:[XCA] (0:1, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1).
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3.2.8. UcnuTtnBame yTHIAja pEAKTUBHUX KMCeOHUYHUX BpcTa HAa XCA

3a ucnuTHBaWkE YTHIAja peakTUBHUX KuceoHHYHHX BpcTa (POC, on enrieckor
Reactive Oxygen Species) na XCA, nipBo je Beha xonmumnnaa 0,1 mM pactBopa XCA (y
100 mM IIbC-y, pH 7,4) nomemana ca 30 % H,O, umu uBpctum KO,, Tako na cy
monapau oxgHocu [H,0,]:[XCA] u [KO;]:[XCA] 6wm 1:1. OBako mnpumnpeMbeHU
pactBopu cy octaBjbeHU 24 h na ce MHKyOMpajy, ma cy TeK OHAa oOele)kaBaHU U
nakyoupanu ca S5-JIC wm 16-JIC mpema omucanoj mpouenypu. MomapHH OIHOC
[AC]:[XCA] je Bapupan u m3nocuo je 0,5:1, 1:1, 2:1, 3:1 u 6:1. Pagu mopehema
IIPUNPEMIBEHU CY M CHUMJbeHH y3opuu ca uctuMm ogHocuma [JIC]:[XCA], amun XCA

HUje Ouo nmperxoaHo uukyoupan ca POC.

3.3. Ilpunpema y3opaka roeeljer cepymMckor ajOyMuHa u

obesie:xxkaBame 3-MaaeMMHUA0-TIIPOKCUTIOM

VY cBuM ekcniepuMeHTHMa (0CUM Yy cilydajy ucnutuBama yrunaja POC na BCA)
0,6 mM BCA je npBo pactBopeH y 10 mM ¢ocdataom nydepy, pH 7,4, HakoH dera je
obenexasan ca 5S-MCJI. [Ipu ucniutuBamy yrunaja POC ma bCA, npBo je npunpeMbeH
0,6 mM pactBop BCA y 50 mM ¢ocharaom nydepy (pH 7,4) xoju je 24 h uakyoupan
ca oxarosapajyhom xommumHoM H>O, mmu KO, Tako na je KOHIEHTpaluja OBHUX
jemumema y y30opky omina, Takohe, 0,6 mM. BCA je y oBoM ciydajy obenexaBaH TEK 10
3aBpieTky uHkybOamuje ca POC. IIpoTokon 3a o0enexaBame, yKIambame cI000JHOT 5-
MCIJI u KOHIIEHTPOBamkE, j€ UCTH KA0 U 3a OCTAJIC Y30PKE, C JEANHOM PAa3IUKOM Jia je
nmpu mpeuunihaBamky OBUX Yy3opaka kopumiheHn 50 mM  docdhatan nydep 3a
YpaBHOTEXAaBambe U eIyupame XpoMaTorpacke KOJIoHe.

ObenexaBame BCA ca 5-MCIJI je BpiieHo npema jajbe OMUCaHO) MPOIETypH.
Onrosapajyha 3anmpemuna 100 mM pactBopa 5-MCIJI y etaHony je ogMepeHa 1 IpeHeTa
Yy MHKPOLUECHTPpU(DYIIKY TYyOHWIly, a TOTOM j€ €TaHOJd CYIIEH y BaKyyMCKOM
KoHIeHTparopy. Kana je caB eranon ucmnapuo, Ha cyBu 5-MCIJI je monaT mpeTxoiHo
npurnpemsbeH pactBop BCA y Tonmkoj Konu4yuHU Ja je KoHueHtpamnuja 5-MCJI 6una
net nyta Beha on koHneHtpanuje BCA [59]. Cmema je naraHo meniaHa Ha MarHeTHO]

memranuy Hapeada 24 h na 4 °C. Hesesanu 5-MCJI je ykinomen KopuihemeM KOJIOHE
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3a OjCOJbaBamke (3a rena-QuiITpalMjy) 4Ydja jé TpaHWYHA EKCKIIy3MOHa pellaTHBHA
monekyincka maca 5000 Da [34] (Sephadex PD MiniTrap G-25, GE Healthcare,
[IIBencka), MpUMEHOM TPABUTAIIMOHOT MIPOTOKOJA KOjH je mpomucao npousBohau. OBaj
MPOTOKOJI TOJpa3syMeBa HajJIpe MPUIIPEMY KOJIOHE, Tj. YPaBHOTEKABAE KOJOHE
dbocharaum nydpepom (pH 7,4, 50 mM nipu ucniutuBamy yruiaja POC u 10 mM 3a cBe
ocTalie y30pKe), OCuM y ciay4ajy mpunpeme pactBopa bCA 3a ucnutuBame ytuiaja pH,
KaJla jeé YpaBHOTEKaBame U EIyHpame KOJOHE BpIIeHO nejonn3oBanoM Mili-Q Bogom
ymecto docharanm mydepom. [Ipu ypaBHOTEk)aBamwky, y KOJOHY ce Jo1aje oko 2,7 ml
dbocdarnor mydepa (ogaocHO Mili-Q Boze) u myctu ce aa mydep (Boaa) UCIypH, Ta ce
WCTH TIOCTYIIAaK MMOHaBJba joul jBa myTa. [lo ypaBHOTE)aBamy, y KOJOHY je aomaato 0,5
ml pactBopa BCA obGenexenor ca 5-MCJI u y30pak je mymTeH Jna ce ynuje y
cedapo3HO MyHmemhe KOJIOHE, JIOK jeé PAcTBOP KOjH j€ M3JIa3U0 U3 KOJIOHE CKYIJbaH y
enpyBeTy u omdaveH. Kama je pacTBop mpecTao Aa M3Ja3d U3 KOJIOHE, MO KOJOHY je
MOCTaBJbeHa TyOuWIla 3a ckymbamkbe pactBopa BCA. YV konony je momar 1,0 ml
docdarHor nydepa (onnocHo Mili-Q Boze) U enyaT je cakylJbeH y TyOuIly.

Hakon yknamama HeBe3aHOT oOenexuBaua, pactBop BCA obenexen ca 5-MCJI
je KoHmeHTpoBaH neHTpudyrupamwem npu 14000 x g y Tpajamy ox 5 min (mpema
MPOTOKOJIy ~ KOjU  Tpemopydyje  mpom3Bohad) kopumthemem  Amicon  Ultra
nentpudyranaux gunrepa (Merck Milipore Ltd., Fpcka), unja je HoMHHATHA TPaHUYHA
mouekyicka maca 3000 Da. Konnentparja BCA mocie koHIIEHTpoBama je oapeheHa
cnekrpodotomerpujcku  Ha  Thermo  Scientific  Evolution 220  VYB-Buc
cnekTpodopoMeTpy, MepemeM arncopbannuje Ha 278 nm [124] u mogemena je Ha 0,3
mM nonaBameM win pocdarnor mydepa (pH 7,4, 10 wim 50 mM) unu Mili-Q Boze (3a
y30paK Ha KOjeM je mpoy4aBaH yTulaj Bapupama pH).

®uHaIHA y30pIH Cy TMPUIIPEMaHU TaKo IITO Cy TIOMEIIaHe jeTHAKE 3alpeMIHE
pactBopa obenexenor bBCA u oarosapajyher mydepa Tako aa je y CBUM y30piuma
koHayHa koHIeHTpanuja bCA 6una 0,15 mM. 3a mpoydaBame yTuliaja TeMIeparype,
Be3uBama Jmranana u POC Ha xondopmarmone nmpomene bCA, y 0,3 mM pactBop
obenexenor bCA je momaBan ¢ocdatuu nydep (pH 7,4), u To 50 mM 3a ucnutuBame
yrunaja POC u 100 mM 3a cBe ocrtane y3opke. [la Ou ce ucnuruBane koHpopmamoHe
POMEHE WHYKOBaHE TEMIIEPaTypOM, OBAaKO MPHUIIPEMJbEHU Y30PIH Cy 3arpeBaHd y

BOJICHOM KYIATHJIY Y TeMIlepaTypckoM untepBany 25-75 °C. [lpu ucnuTuBamy yTHiaja
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Be3WBama JIMranaja (kopumrheHe cy ucTe MacHe KHMCEITWHE U JIEKOBH Kao W y CiIy4ajy
XCA, Bugetn nornasiee 3.2.7), 0,15 mM o6enexxenu BCA je gomat y TyouIe xoje cy
Ha JIHY cajJpskaje oAroBapajyhy KOJIMYMHY MacHE KHCEIWHE WM Jieka (mporenypa
HaHOIIEHha MAaCHUX KUCEIUHA U JIeKoBa y TyOuy je Beh ommcana y nornasiby 3.2.7) u
y3opiu cy uakyoupanu 10 h. Komnunae pactBopa BCA u nuranama cy Ouie TakBe Ja
cy nocturnyTH [nurann]:[bCA] momapuu ognocu Oowmm 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1 u
nogatHo jomn 7:1 3a macHe kucenmmue. Y cimydajy BCA tpetupanor ca POC, mocie
pasbnaxema y3opaka no 0,15 mM BCA, Huje Ouno naseux Kopaka mpumnpeme, Beh je
y3o0pak onmax cHuMad Ha EIIP cniekrpomerpy.

Yrtunaj pH je ucnutuBaH Ha y30pnuMa Koju cy jaoOujeHn memamem 0,3 mM
pactBopa obenexenor BCA ca 100 mM nydepuma paznuuutux pH BpeaHocTH (BUAETH
nornariee 3.2.5. 3a mogaTtke o ToMe Koju je mydep kopuiheH 3a kojy obmact pH). [la
OM ce MCTIMTA0 YTHUIIA] €TaHOJIa, Y30PIH Cy MpunpemMbeHn MemameMm 0,3 mM pactBopa
obenexxenor BCA ca eranon-mydep cMemamMa y KojuMa je €TaHOJd OO MPHUCYTaH Y
pa3NIMYUTUM KOHIIEHTpaurjama (KOHLIEHTpalfja eTaHoja ce Kkperana y omcery 2-100 %
v/v, a koputthenu nydep je 6uo 100 mM docdartau, pH 7,4).

ITo 30 pul cBakor ox y3opaka je yBy4eHO y KanujaapHO rac-IpoIycHO Te(hIOHCKO
IIPEBO, KOj€ je MOTOM CaBHJEHO Ha I10J1a, CMEIITEHO Y KBapIIHY Kalmiapy, Koja je IoToOM

nocrasjbeHa y pesonarop EIIP criekrpomerpa.

3.4. Mepewa Ha EIIP cnekTpomerpy

Csa mepema cy BprieHa Ha Bruker Elexsys II E540 EIIP criektpomerpy umja je
dbpexBenija mupkotanaca y X-obnactu (9,85 GHz). Mepema cy BpiieHa Ha coOHO]
TEMEeNpaTypu, OCUM y ciy4ajy kaja je npahen yruiaj temneparype Ha XCA u BCA (y
ciydajy XCA 3a y30pke uWja je TpUIpeMa omucaHa y moriaBiby 3.2.4), xama je
pesonarop EIIP cmexkropmerpa 3arpeBan momohy Bruker ER4131VT N,
TEMIIepaTypCKOr KOHTpojiiepa. Y CBHM €KCIEpUMEHTHMa Cy KopumheHu cienehu
MHCTPYMEHTAJHU napameTpH: neHrap nosba 3510 G, moxynamuona ¢pexsenmnuja 100
kHz, mogynanuona ammiurynaa 2 G, cHara MuKpoTtaiacHor 3padema 10 mW. Crekrpu

Cy CHUMJbEHU W aHanm3upanu kopuirhemwem Bruker Xepr codTBepckor nakera.
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3.5. Cumyaanuje EIIP cnexkTapa

Ecknepumentamau EIIP cniekTtpu cy pa3iokeHH Ha KOMIIOHEHTE KOpHIThemeM
IBa pa3nuuuMra codTBepcka makera. 3a pasmartse EIIP cmekrapa y3opaka XCA
obenexennx ca 5-JIC umm 16-JIC xopumhen je codtepcku mnaker EPRSIM-C
[125,126], mok cy cnektpu noouwjeHu cHuMameM BCA obGenexenor ca 5-MCJI
cumysupann kopuirhessem EPRSIM-C u SimLabel'' [128] codraepckux makera.

Crnexktpu XCA o6enexxenor ca 5-JIC u 16-J1C cy pasnokeHH Ha TeET
CTIEKTPAIHUX KOMITOHEHATa, KOPUIINEHEM MeT Pa3InIUTUX MOea JOCTYITHUX Y OBOM
copTBepckoM makery. OBH MOJenH y3uMajy y 0O3up: H30TPOINHY Op3y poTanujy
amMmuHOKCHIHUX obenexuBada (ISO koMmMIoHeHTa), WM30TOPIIHY H3MEHY wu3Mely Ba
obenexxuBaya (LLE xommonenTa, ckpaheHo ox enrneckor Label-Label Exchange), n
obenexxnBaya W areHca koju wuzasuBa mmupewme EIIP nmnauja (LBE kommoneHTa,
ckpaheHo oj enrneckor Label-Broadening agent Exchange), aHU30TOPOITHO KpeTame ca
notnyauM (MEM KkoMmmoHEHTa) M NETUMHUYHUM YCPEAmaBamkbeM CBHUX pOTallfja OKO
rlIaBHe MoJiekyicke oce obOenexuBada (MES kommonenrta). Cumynamuja je TpBO
BpiieHa Ha EIIP cnektpy y3opaka XCA ob6enexenor ca 5-J1C wmu 16-1C, y 100 mM
I[IBC-y (pH 7,4) y xojuma je momapau oxHoc [[IC]:[XCA] 6uo 1:1, cBe nok Huje
JOCTHTHYTa 3a710BoJbaBajyha mo6pora dura (pakrop y° < 5). V3nasHu napamerpy oBe
cUMYyJaIyje cy KOpulTheHn Kao oueTHH mapameTpu 3a cBe y3opke JJC/XCA y 100 mM
I[IbC-y (pH 7,4) y xojuma cy 5-JIC u 16-JIC Ounm mpucCyTHH y pasiIudUTUM
[AC]:[XCA] monapaum ogHocuMa. M3ma3Hu mapaMeTpu OBUX CUMYyJIalidja J0OHjeHH 3a
onpehern omnoc [JIC]:[XCA] cy nmame kopumheHH Kao TIOYETHH IapamMeTpH 3a
cumynanyjy EINTP cnexrapa cBux y3opaka y kojuma cy JC u XCA Ounu npucyTHu y
TOM OJTHOCY.

3a pazmuky ox JIC/XCA, crnektpu BCA obenexenor ca 5-MCIJI cy pa3naranu

caMoO Ha JiBe KOMIIOHEHTe — jako Be3aHy (JB) u cimabo Besany (CB). Cumynanuje oBux

" SimLabel je mporpam koju kopuetu “chili” ¢ynkumjy mporpama EasySpin [127], 6a3upanom Ha
MATLAB codtBepckom mnakery. EasySpin je codTBepckM HakeT KOjU C€ KOPUCTH 3a CHUMYJIAIH]jy
LIMPOKOT JWjara3oHa aHW30TporHMX U u3oTponHux EIIP crekrapa cucrema ca pa3innuuTuM
BpEIHOCTUMA U OpojeM eNIEeKTPOHCKHMX M HyKJIeapHHX criuHoBa. [Tomenyra “chili” ¢yHkiuja cinyxu 3a

cumynanujy EITP criektapa CIHHCKUX CHCTEMa KOjH CIIOPO POTHPA]Y.
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crekrapa y oba codrBepcka makera cy npBo ypahene Ha crektpy 0,15 mM BCA
obenexenor ca 5-MCJI y 50 mM ¢docdharaom nydepy (pH 7,4). Uznazau napameTrpu
OBE CUMYyJalyje cy KOpUIINeH! Kao MOYeTHH MapaMeTpH 3a CUMYJaltje CBUX OCTaJIMX
cnekrapa BCA o6Genexenor ca 5S-MCJI. 3a cumynanuje Koje cy BpIIeHe Y COGTBEPCKOM
naketTy SimLabel, onTumanHe BpeaHOCTH MapameTapa A- U g-TeH30pa Cy JaTe y Tadenu
1. Cumynamnuje cBux apyrux crekrapa yzopaka S-MCJI/BCA cy u3BpliieHe BapupameM
A, POTAIlMOHUX KOPENAMOHUX BpeMeHa (T.) W yaena obejy xommoHeHata (Nyy u
Nsv'?). PoTamuoHa KopenamuoHa BpeMeHa 00ejy KOMIoHeHaTa oxpeljeHa y oBHM
cuMylianijama cy kopuiiheHa 3a mpaheme koHdpopmanuonux npomeHa BCA koje cy
nocinenuma yrumaja POC, mpucyctBa eTaHoJia, Be3MBamba JIUTaHAAA, BapHUpamba
temneparype u pH. Y EPRSIM-C codTBepckoM nmakeTy, eKCIIEpUMEHTAIHN CIIEKTPH CY
pasnarann kopumhiemem ISO u MES" mogena, koju pemom omrosapajy JB u CB
KOMIOHeHTH. HakoH yTBphuBama MMOYETHUX [apaMmerapa, Jajbe CHUMYyJaldje Ccy
crpoBol)eHE BapupamkeM pPOTAIMOHMX KOpENalMOHMX BpEeMEeHa | ynuena o00ejy
KoMmroHeHarta. Y ciydajy npoyyaBamba BCA, EPRSIM-C je xopuiiheH uckJbyduBo paau
npahema nmpomena yzaena JB u CB komnonenara mpu 3arpeBamy y3opaka 5S-MCJI/BCA
KoHjyrata u mopehema oBux pesyarata (Nyy m Ngy) ca oHMMa KOju ce no0ujajy
cumynanrjama y SimLabel makery. Cpeame BpPEIHOCTH M TpPaHHUIIE TpEIIaKa CBHUX
KopumheHNX mapameTrapa Cy IpOLEHEHe Ha OCHOBY pe3yiTara TpH Yy3acTOIHE
cumynanuje (Koje MOYWEbY OJf MCTUX TMOYETHHX TapamMeTapa) W3BpIICHE Ha jeTHOM

uctom EIIP cnektpy.

Tabena 1. Bpeanoctu enemenara A- u g-tensopa EIIP crnekTpanHuX KOMIOHEHaTa Koje OAroBapajy
obenexxnBauy 5-MCIJI jako (JB) m cma6o (CB) Besanom 3a BCA. OBe BpeaHOCTH Cy KopwiheHe Kao
modyeTHu mapamerpu mpu cumynanuju EIIP cmekrapa BCA obenexxenor ca 5-MCJI y SimLabel

COPTBEPCKOM ITaKETy.

Komnonenra Ax[G] Ay I[G] A4[G] Six Syy o
JB 5,0 5,0 36,1 2,0090 2,0050 2,0018
CB 5,0 5,0 37,0 2,0074 2,0054 2,0036

"2 Vienn koMnoHeHaTa uMajy BpeaHoct u3mely 0 u 1 i mpescTaBsbajy IOMPHHOC ABOCTPYKOT HHTErpaia
HEKe CIIEKTpaJHe KOMIIOHEHTE YKYITHOM JIBOCTPYKOM HHTerpany oapehenom 3a neo EIIP criexrap.
13 . . .

MES mozen je uzabpan 300r Tora IuToO je, mpeMa cyrectujama ayropa oBor mporpama, MES monen

JM3ajHUpaH Oaml 3a o0esnexuBave Koju ce KOBAaJIEHTHO Be3yjy 3a IIMJbaHO MECTO y npotenny [125,126].

51



4. Pe3yararu v JUCKYyCHja

Pesynratn noOujeHH y OKBUpPY OBE JAMCEpTallfje Cy IMOAEJbeHH Y TPHU TJIaBHE
nenuHe. Y OKBHpPY MpBe IenuHe (moriaBibe 4.1) mpHuKazaHu Cy pe3yiaTaTH KOju ce
OJIHOCE Ha ONTUMHU3AIN]Y yclloBa HHKYyOanuje nokcmi-creapuHckux ([1C) obenexnBaua
ca XyMaHuM cepyMckuM anoymuHoM (XCA) u kapakrepusainuje Mecta BesuBama J[C 3a
XCA. VYV oBoMm jeny nucepraiuje ucnurtana je u komnerunuja uamehy 5-J1C u 16-11C
npu BesuBamy 3a XCA, kao u 6nm3una gpokcun rpyne [[C obenexuBaua (Be3aHOT 3a
XCA) nopmuan XCA. [pyra nenmuna (morjiaBibe 4.2) mpuKaszyje JeTaJbHy aHAIH3y
MecTa Be3uBama 3-mManenMuao-npokcuna (5-MCJI) 3a roeehu cepymcku anOymuH
(BCA). Tpeha wnenuna (mormaBibe 4.3) yjeAHO TmpeAcCTaBba TIABHU JIEO OBE
aucepTanyje, W TMpHKasyje Kako Bapupame Temmeparype W pH, momarak eraHona,
BE3MBAalE€ MACHUX KHCEIMHA W JIEKOBAa, W OKCHIATHBHAa omrehema yTnuy Ha
koHpopmannjy XCA u BCA, npu uemy cy koHpopmannone npomerne XCA npoyuaBane

nomohy JIC obenexuBaya, 10k je y Te cBpxe BCA oGenexasan ca 5S-MCJI.

4.1. Be3uBame [OKCWI-CTEAPMHCKHUX o0ejie:kuBaya 3a

XYMaHM CEPYMCKH aJ10yMHUH

ObenexaBambem XCA ca 5-JIC u 16-/1C nobujajy ce EIIP cnekxtpu (cimuka 19)
KaKBH ce 04eKyjy mpema surtepatypu [19,23-32,34,36]. [lopehemem cnekrapa 16-1C
pactBopesor y mydepy (100 mM I1IBC, pH 7,4, Cnuka 198), 5-IC/XCA (cnuka 19a) u
16-1C/XCA xomrmuiekca (ciauka 196) yodaBa ce /1a cBa TpH CHEKTpa CaapikKe TPU OIITpa
nuka (Ha CIWIM Cy MOBE3aHW WCIPEKUIAHUM JIMHHjaMa), KOja MOTHYY OJ HEBE3aHOT
obenexxuBaya. C 003UpOM Ha TO Jia CY OBH CIIEKTPU JOOUjEHH MPU MOJIAPHOM OJTHOCY
[AC]:[XCA] = 1:1, 3akspyuyje ca na yak u npu HuckuM onnocuma [[IC]:[ XCA] mocroju
BEOMa Mayia KOJMYWHA HEBE3aHOT 00eJIe)KMBava y paBHOTEXH ca Be3aHMM. KonmdnHa
HEBE3aHOT O0eJIeKMBavYa CE MOXKE MPOICHUTH MEPEHEM aMIUTUTYyIe Tpeher muka Koju
MOTHYE O] CIIO0O0HOT O0JIe’KMBava (T3B. MHKA HA BHCOKOM T0JbY), KOja je obOemnexeHa
Ha cauuy 19 kxao I, [27]. HapaBHo, oBaj HauMH MHpOLEHE KOJIUYUHE HEBE3aHOT
oOenexxuBaya je MPUMEHJBUB CaMO YKOJWKO C€ IMMPUHA OBOT NMHUKA HE MEHa 3HA4ajHO

(mornemaru mornassbe 2.2.3). Mehytum, npu KOHGOPMAIIMOHUM MTPOMEHaMa MPOTEHHA
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Moke MohM W 10 MpOMEHEe BHUCKO3HOCTH pacTBOpa yciel CTPYKTYpHUX IpPOMEHa Y
MpOTEeHHY, ITO he yTUIATH Ha MMUPUHY OBOr muka, kao u memor EIIP cmexrtpa
[2,18,117]. ¥V TakBuM ciy4ajeBUMa, Ja OW ce MPOICHHWIA KOJIWYMHA HEBE3aHOT
obenexxuBaya, pahene cy cumynaruje EIIP cnekrapa, unme cy nobujene uHdpopmarmje
O JIOTIPHHOCY HEBE3aHEe KOMIIOHEHTE ABOCTPYKOM HMHTETpanry YKymHOT criektpa (Nny).
Ca gpyre crpaHe, Ha CIIMYaH Ha4YWH, KOJMYMHA BE3aHOT OOEJIeKHMBada y TPBOJ
anpOKCHMAIIMjU MOXeE Jla c€ IPOIIEHN Ha OCHOBY BHCHHE ITHKa Ha HUCKOM I10JbY, KOja je
Ha cauuy 19 osHadeHa ca Inp, y ciydajy 1a ce mMpUHA HA IOJYBUCUHHM OBOT IHKa

(W112), ka0 1 mmupuHa Henor crnekTpa (2Amax) HE Mewbajy 3HadajHo [27].
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Camka 19. EIIP cnexrpu obenexusaya 5-/1C (a) u 16-J1C (6) Be3anux 3a XCA un EIIP cnekrap 16-JC y
BOJIeHOM pacTBopy (B). O0a y3opka kommiekca JJC/XCA cy canpxkana 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC-y,
pH 7,4), a omroc [JIC]:[XCA] je 6uo 1:1. EIIP cnekrap cinodomuor 16-J1C je cHuMIbeH Ha y30pKy 0,2
mM 16-IC y 100 mM I1bC-y, pH 7,4. Cnextpu cy paau 00Jbe NperyieIHOCTH NPUKa3aH! Ha Pa3IMYUTHM
WHTEH3UTETCKUM CKajlama: criektap (a) je yBehan 1,9 myra y omHocy Ha cmekrtap (6), a ciekrap (B) je
17,6 myTta ymameH y oJHOCY Ha crekTap (0). BucuHa nmMka Ha HMCKOM I0JbY je oOenexeHa ca I, u
KOPHCTH C€ 3a NPOLEHY KOJIHYMHE BE3aHOT 00eIeKnBaya, a HHTEH3UTET IIMKa Ha BUCOKOM MOJbY, lyp, ce
KOPHUCTH Kao Mepa KOJWYHMHE HeBe3aHor obeneknBada. Ca 2A ., j€ O3HAYEH MMapamMeTap MaKCHMAITHOT
XHIIEpHUHOT LIenama, Tj. IUPHHA CIIEKTpa, a Wy IpecTaBiba MUPHHY Ha ITOJYBUCHHU ITHKa Ha HUCKOM

MOJBY.

Ca ciuke 19 ce, Takohe, MOKe YOUUTH Ja je IUPHHA CIIEKTPA, 2Amayx, Beha 3a 5-

JNC/XCA xommiekc y omnocy Ha 16-JIC/XCA. TakaB pesynrar je noOHjeH U Yy
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JIUTEepaTypHuM u3Bopuma [23,26,27,31,34,36]. OBakBa pa3ivka y BpEIHOCTHUMA 2Amax
mmehy 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA koMmIuiekca je yodeHa W TPH BHIIUM MOJIAPHUM
omHocuma [JIC]:[XCA]. Crora, Ha OCHOBY BPEIHOCTH 2Amax 3aKJbyuyje ce Ja je y
npoceky gockun rpymna 5-/IC jaue umobmmcana y XCA y onnocy Ha 16-JIC. OBakaB
3aKJbYYaK j€ MOJPKaH pe3yaTaTuMa IPYruxX ayTopa, KOju Cy IMOKa3aJld Jia j€ pOTaIiOHO
kopenarono Bpeme Behe 3a 5-JIC/XCA y onnocy Ha 16-JIC/XCA xommiekc [31,36].
5-IC u 16-JIC mory na ce Bexy y XCA Ha BHIIE MecCTa KOja UMajy pa3IuuuTe

KapaKTepUCTUKE y MOTJIely Be3UBama 0 ueMy he OuTu Buile peun y noriasipy 4.1.2.

4.1.1. OnTumMu3anuja MHKYOAMOHUX ycja0Ba 3a Be3duBame 5-JIC u 16-

JC 3a XCA

VY nuTepaTypu TOCTOjeé BEOMa XETEpOTeHW IMOJald IO TMHTalky YyCIoBa
MHKYOAaIuje, paay NocTH3amba MAaKCHMAIHOT Be3UBamba JOKCUII-CTeapara 3a aJOyMuH (1
XCA u BCA). Heke nporienype moapa3ymeBajy Ja ce TOKCHII-CTeapaTH pacTBOPEHU y
pPa3IMYUTAM OPTraHCKUM pacTBapadyMMa J0/1ajy y pacTBop anOyMHWHa W WHKYOWpajy
camo 1-5 min [27,30,32]. ¥V napyruMm ciydajeBUMa JOKCHII-CT€ApaTH PACTBOPEHH Y
OpPTraHCKMM pacTBapauMMa C€ HaHOCE Ha 3UJI0BE eNpyBeTe, OPraHCKU pacTBapad ce
OCTaB/ba Ja HCHApH, a 3aTUM ce€ Jojaje aJOyMHH W Yy30pak HWHKyOupa 1-6 h
[19,24,26,36]. Temmeparypa uHKyOammje je y OBHM TIpoleIypama Takohe BpJIO
pasiauumra u kpehe ce y oncery 4-37 °C [19,24,26,27,30,32,36,46]. 13 Tor pasiora je
OUJI0 HEOIXOAHO J1a ce OJIpele ONTUMAIHU yCJIOBU MHKyOamuje, Tj. Aa ce YTBPIU MpHU
KOM HMHKYOaIlMOHOM BpEMEHY ce MOCTIKe MakcuMmaiaHo BesuBame 5-JIC m 16-J1C 3a
XCA u na nu ce obenexxuBau Buiie Beszyje 3a XCA npu (U3HOIIONIKO] TeMIIepaTypu y
OJTHOCY Ha COOHY TeMIeparypy.

Ha coumm 20 je mpukasana mpomeHa konuuuHe Bezanor 5-JIC wmm 16-/J1C
(mpouemeHa mpeko Iny) ca MHKyOaunoHNM BpeMeHOM Ha aBe Temmeparype (22 u 37 °C)
u npu dyetupu paznuuuta mojapHa ogHoca [[IC]:[XCA]. Ha ocHOBY 0OBHX mojaaraka
3aKJbydyje Ce Jia C€ MAaKCHUMAallHO Be3uBame o0a obOenexuBaua 3a XCA, mpu CBUM
UCIUTHBAaHUM OJIHOCHMa, Ha 00e Temrmeparype, noraha y poky oa 30 min. Ocum Tora,
Jako ce youaBa na npu cBuMm MonapHuM ogHocuma [ICJ:[XCA] Hema paznuke y

KOJMYMHY BE3aHOI 00€ejIeKnBaya, ako ce y3opak nakyoupa Ha 22 °C ymecro na 37 °C.
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Ha ocHOBY 0BUX pe3yiTaTa yCTaHOBJbEHA j€ TIPOlIeIypa Koja Mmoapa3ymeBa HHKyOAIujy
y30paka y Tpajamy ox 30 min ma 22 °C, Tako Aa Cy y30pIHM Haga/be NMPHUIPEMaHH Ha

OBaj HA4MH, KaKo je To Beh JeTa/bHO ONMUCAaHO Y MOraaBipy 3.2.
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Cinka 20. 3asucHoct BucuHe EIIP nuka Ha HuckoM mnosby (I, npukazana y ap6utpapaum EITP
jeouHnIIaMa) O] HHKyOaIlmoHoT BpeMeHa, pahena npu pasmmautum ogaocuma [[IC]:[XCA]. Csu y3opim
cy cagpxam 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4) u mHKyOMpaHH Cy Ha IBE DPa3IHUUTE

temneparype: 22 °C (nynu cum6osun) u 37 °C (npasuu cum6oin). Ceu EINP criekTpu ¢y CHUMJBEHH MTPU

HUCTUM UHCTPYMCHTAJIHUM IapaMEeTpuMa.

4.1.2. Yruunaj moaapuor ognoca [IC]:[XCA] na BesuBamwe 5-JIC u 16-
JIC 3a XCA

Ha Cmunu 2la mpeactaBibeHa je 3aBucHocT I, Kao Mepe Be3aHOr
obenexuBaya, y (ynaknuju momapuux onaHoca [JIC]:[XCA]. Ha ocHoBy momaraka
MpUKa3aHUX Ha OBOj CIMIM 3aK/bydyje C€ Jla KOJWYMHA BE3aHOT oOO0eleKnBava
nuHeapHo pacte ca mnosehamem wmomapaor omuoca [AC]:[XCA] m He mokasyje
carypanujy y ormcery MomapHux omHoca onx 0,5:1 mo 6:1. Ilpu Tymauemy OBUX
pesyiTaTa Tpeba uMaTH Ha yMy J1a TO IIITO j€é BUCHHA NTUKa (MpUKa3aHa y apOuTpapHUM
EINP jenuannmma, a.j.) Ha HUCKOM 10JbYy Beha 3a 16-J1C y ognocy Ha 5-J1C, He 3Hauun 1a
je Beha xonmmumna 16-JIC Besana 3a XCA y nopehewmy ca 5-JIC. Haume, kako je Beh
HABEJICHO Yy MoruaBjby 2.2.3, BUCHHE (MM aMIUIMTYZAE) MHMKOBAa HE 3aBHCE CaMO Of

KOHIICHTpalyje obenexnBavya, Beh W o MUpUHA MMUKOBA, KOj€ TaK 3aBUCE O]l Op3UHE
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potamje obenexuBada. Kako je Beh obGjammeno Ha moderky mormariba 4.1, 16-/1C
Be3aH 3a XCA noka3syje 6pxy porauujy ox 5-JC, na cy 300r Tora Bpeqnoctu I, 3a 16-
JNC/XCA xommekc Behe Hero 3a cimyuaj 5-JIC/XCA. Jla 6u ce onpenuna TadHa
KOJIMYMHA BE3aHOT o0eNexuBava (MpUKa3aHa y jeJuHUIlaMa KOHIICHTpalyje), Tpedao
o6u ma ce pauyna nyrum uHTerpan EIIP cnekrpa JIC/XCA kommuiekca U Jia Ce HEroBe
BPEIHOCTH TMOpEJIe ca OyIUIMM MHTerpainuma ojpeheHum 3a ctanmapzae (oBa mpoienypa
Takoh)e yHOCH 3HAyajHE TpelIKe y KOHAYHU pe3yaTar). MelyTum, y KOHTEKCTy OBe
JHcepTalyje, alcolyTHa KOJIMYMHA Be3aHOr o0eliekrBaya HUje 0 HApOYUTOr 3Hayaja,
Beh je OMyI0 BaKHO MCIUMTATH KaKo ce Memajy mojeauHu nukoBu EIIP crekrapa ca
BapupameM MonapHux onHoca [[CJ:[XCA]. 3a Te mnorpebe I,, naje y mnpBoj
anpoKCHMaIMju 3a1oBosbaBajyhe pesynrate [27]. Ca moehamem MoJapHHX OFHOCA
[AC]:[XCA], kao mTo ce Buau ca ciuke 210, noehasa ce u ognoc Iyy/Ip, a camum TuM
¥ KOJIMYMHA HeBe3aHor oOesnexwnBava. M opme Tpeba mctahm ga OgHOCH WHTEH3UTETA
OBUX IIMKOBAa HHMCY KBaHTHUTaTHBHA Mepa OJHOCAa KOJMYMHA BE3aHOT U HEBE3aHOT
obenexxuBaya (HB), Beh camo wiycTpyjy TpeHI pacTa KOJIMYMHE HEBE3aHOT
obenexusauya. Ha ocHoBy m3pauyHaror ogHoca Iyy/l,, mpencraBpeHor Ha cnunu 216
Moxke ma m3rinena aa je npu oxHocy [JC]:[XCA] = 6:1 xonuumHa HEBE3aHOT
oOenexxmBaya BeoMa Benwka. Melhyrum, KonwmuMHA HEBE3aHOT OOeNIeKHBaya
uspadyHara nopehemem Iy, (u3mepenor ca EIIP cnexrpa 3a IC/XCA xommiekc) ca Ly,
u3MepenuM 3a JIC y BOZ€HOM pacTBOpPY MO3HATE KOHLIEHTpAIH]je, je M3HOCHIIA CBera ~ 3
u 4% 3a 5-JIC u 16-J1C, penom'*. Cumymnammjama EITP criexrapa JIC/XCA kommexca
CHUMJbeHHMX 3a paznuuute MojapHe ojgHoce [JIC]:[XCA] mnpouewmeHu cy yaenu
HeBe3aHe KoMIOoHEeHTe, NNy, Y YKyITHOM cnekTpy. OBuU pe3ynTartu cy, nopehema panu,
takohe mpukazanu Ha ciuuu 216. Kao mTo ce Buau ca oOBe CIHMKE, pe3yaTaTu
npukasanu 3a onHoc Iyp/Inp 1 Ny €y y 100poj carnacHOCTH M IOKa3yjy TPEeH[ pacTta
HeBe3aHe KommoHeHTe ca mnoBehameM MomapHor opHoca [JIC]:[XCA]. Osaksu
pe3yaratu ce, Takole, claxy ca MmojanuMa y JUTepaTypu JI0OUjeHHM 3a BE3HMBambE

paznuuuTux nokcui-creapara 3a XCA [25] u BCA [30].

14 OﬂpehI/IBaH)eM KOHHCHTpaIII/Ije HEBE3aHOI' 00€eIe)KBaYa Ha OBaj Ha4WH, YHOCH C€ I'pCllIKa KOja IIoTHYC

0J1 pa3IMUYUTUX BHCKO3HOCTH pacTBopa y kKojeM je JIC Be3an 3a XCA u OHOT rie ce Hayasu cio0oaaH y

nydepy.
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Ciauka 21. a) 3apuchoct Bucune EIIP nmka Ha HuckoM nosby, I, (Ipukasane y apOuTpapHuHM
jemmamnama, a.j.), ox [[AC]:[XCA] momapror oxmnoca. 6) 3aBucHOCT omHoca BucuHa EIIP mmkxoBa Ha
HHMCKOM ¥ BUCOKOM N0JbY, Iyp/1,, (JIeBa y-oca), u yziena HeBe3aHe KOMIIOHEHTE JOOMjEHUX CUMYyJIalujama,
Nnv (zmecHa y-oca), on [[IC]:[XCA] monapror ognoca. CTpenuiiamMa je 03Ha4eHO Koja KpHBa MpHUKasyje
Kojy 3aBucHOCT. OBMM rpauKoM je IpuKasaH TPEHJl pacTra KOJMYMHE HeBe3aHOr olesexmBaya ca
nopactoM mMonapHor oxHoca [JIC]:[XCA]. Csu y3opuu cy cagpxanu 0,1 mM XCA pactBoper y 100 mM

IIbC-y, pH 7,4. (Cnuka npencrasiba BIaCTUTH pe3yirar npuiaroheH u3 paia ayropa aucepranuje [129].)

W3 nureparype je MO3HATO Ja Ce YaK W NPU HUCKUM MOJIAPHUM OJHOCHMA

[MK]:[XCA], MacHe KHCETHHE BE3yjy UCTOBPEMEHO 3a HEKOJIIMKO MECTa Ha allOyMUHY
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[34,130,131]. To Takohe 3Ha4m &a ce MPHW BE3UBaEky CBAKOT HOBOT MOJIEKYJa MacHE
KHCEJIMHE 3a aJIOYMUH HE TOIyHaBa MPBO CaMO J€AHO MECTO, IMa TeK Kaja je OHO Yy
MOTITYHOCTHU MOMYHEHO MOYNLE MONYyHkhaBamkbe HapeaHoT. HanmpoTuB, HEKOIMKO cTyIuja
je TOoKa3alo Ja OCHMM IITO C€ MacHE KHCEIMHE MCTOBPEMEHO IUCTpUOyHpajy Ha
HEKOJIMKO MecTa, Takohe Mory pematuBHO Op30 na ce kpehy yHyrap anOymuHa u
nMewnyjy mecra [24,34,130,131]. ITokazano je na ce EIIP curnanm xoju motuuy oxa 5-
JC u 16-J1C Beszanux 3a XCA [24,36] unu BCA [36] cacToje u3 qBE KOMIIOHEHTE, KOje
onroeapajy jako BesanoMm (JB) m cmabo Bezanom (CB) olOenexuBady. Y KacHUjUM
CTynvjama y KojuMma je BesuBame 16-J/1C 3a mimasmy/cepym maryjeHara KopumheHo 3a
JIMJarHOCTHKY pa3MuuTux Oosiectu, ympaBo cy yaenu JB, CB m HB kommonente
W3padyHaTH CHUMylaldjaMa © KOpWImheHW Ja’keé Kao yJIa3HH TapaMeTpu 3a
kinacudukanujy nomohy pasnuuuTux BpcTa ctatuctuuke anaimsze [47-50]. Crora cy,
pamu aHanmm3e mnonaraka, EIIP cmextpu 5-JAC/XCA u 16-JIC/XCA xkomruiekca
pasioKeHW Ha TeT KOMIIOHeHaTa cumyianujama y codrBepckom makety EPRSIM-C
[125,126] mpomemypoM Koja je neTajbHO oOOjammeHa y mornmaBby 3.5. JIBe on
MOMEHYTUX TIIeT KOMIIOHEHaTa, KOjé C€ OJHOCE Ha aHU30TPOIHY pOTaIH]jy
amuHokcmiHuX obenexuBada (MES u MEM), najy ykynan nonpunoc on mpeko 90 % u
Ha OCHOBY IIMPHHA CIEKTAPa, 2Amax, 0O3HaAUCHE cy kKao JB u CB, npu uemy je BpeaHOCT
2Aax Beha 3a JB, nero 3a CB kommonenTy. Ha crmumu 22 cy paau wiycTpaiuje
npukazanu pesynatatu cumynanuje EINP cmekrapa 3a y3opke JIC/XCA komruekca
momnapsor oxdoca [JIC]:[XCA] = 1:1, y 100 mM IIBC-y, pH 7,4 na 22 °C. Ca cauke 22
ce BUIU Ja Cy BpeAHOCTH 2Anmax 3a 5-JIC/XCA xommiekc Behe y omHocy Ha 16-
JC/XCA xomrIiekc He caMo 3a YKyINaH CHeKTap, Beh U 3a mojeanHayHe KOMIIOHEHTE.
W3 tora ce Moxe 3akbyuntu 1a cy U JB nu CB kommoHeHTa jaye MMOOMIIHCAaHE Y 5-
JNC/XCA xommiekcy y nopehemy ca 16-JIC/XCA xommuiekcom. OcuM TOora, MOXKe ce
MIPUMETHUTH J1a j€ IUPUHA CTIEKTPa, 2Amax, 32 CB xommnonenty 16-JIC/XCA komruiekca
3HAYajHO Mama y nopehemy ca ocTaliuM KOMIIOHEHTaMa Mpuka3aHuM Ha cinuiy 22. To
3Hauu aa aokcwn rpymne 16-JIC Monekyna o1 KOjUX MOTHYE OBa KOMIIOHEHTA MOCENY]Y
pelaTUBHO BeNMKYy MOOWIHOCT. OBakaB pe3yiTaT yKasyje Ha TO Ja JOKCHUJ Tpyma
u3BecHor Opoja 16-/IC monekyna w3ja3u W3 YHYTPAIILOCTH XHAPOGOOHOT Tena u

nposa3u kpo3 noBpmmHy XCA [19-21,26,34].
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Canka 22. ExcniepuMentanuu u cumynupanu cnekrpu: a) 5-JIC/XCA u 6) 16-IC/XCA xommiekca u
CIIEKTpaJIHE KOMIIOHEHTE Koje oarosapajy cinado (CB) u jako BezaHom (JB) obGenexuBauy. Cumynanuje
cy ypahene Ha exciepumentanauM EITP cnextpuma 5-JIC/XCA u 16-JJC/XCA xomIiekca CHUMIBEHIM
Ha 22 °C. V osum ysopuuma je XCA pactBoped y 100 mM IIBC-y (pH 7,4), a MOJapHH OIHOC
[AC]:[XCA] je 6mo 1:1.

Vaemn JB u CB (Nyy 1 Ngy peoM) KOMIIOHEHATa y YKYITHOM CHMYJIUPaHOM
EIIP cmektpy 3a pasmuuute [[C]:[XCA] omgnoce cy matu y tabemu 2. Ha ocHOBY
BPEIHOCTH y Tabenu 2 Jako ce yodana ga ce Nyy, cMamyje, a Ngy pacte ca moBehamem
MonapHor oaHoca [[IC]:[XCA]. Ha ocHOBY OBakBUX pe3yJiTaTa MOXE CE€ 3aKJbyUUTH Ja
npu moBehamy Opoja mosekyna J[C-a Bezanmx 3a mosekyn XCA, MOIEKyIH
o0enexvBaya y BEJIMKO] MEpPH IPBO 3ay3UMajy MeCTa jakor Be3uBama. YJelu
npuKasaHd y Tabenu 2 TOKa3yjy peNiaTUBHO J00pO clarame ca JHUTepaTypHUM
nonaruMa 3a 16-JIC/XCA xommuiekc [24]. Y oBoMm pamxy 3a MoyiapHU onHOC [16-
JIC]:[XCA] = 1,8:1 ma 20 °C Nyy je usnocuo 0,86, a Nsy 0,14. Pasznuka uzmehy oBux

JTUTEPATYpPHUX T0/1aTaka M pe3yJiTaTa nmpuka3zanux y tadenu 2 3a ogHoc [16-J1C]:[XCA]
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= 2:1 (xoju je HajupUOIMHKHU]U), HAJBEPOBATHH]E€ TTOTHYE OJI TOTA IIITO j& Y HaBEACHOM
pany crmekTap pasjarad camo Ha aBe kommoHeHte (JB m CB), mok cy 3a motpebe oBe
JUcepTaIyje CIeKTPU pa3jaraHu Ha MmeT KOMIIOHEHATa, OJ1 KOjUX YeTHUPH Jajy JOIPHUHOC
o1 99,9 %" - munena (mara moaeiaom LLE), HeBesanu (mar moxenom ISO; yaenu cy

natu Ha Crunm 196), jako U ci1abo Be3aHW 00eIeKUBaY.

Tabena 2. Ynuemn jaxko Besane, Njy, ¥ cinabo BezaHe komnoHere, Ngy, Y YKynHOM cumynupaHom EITP
cnektpy 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA xomimekca mpu paznuuutuM monapauMm oxHocuma [JIC]:[XCA].
XCA je y cBakoMm y30pky 6mo pactBoper y 100 mM IIBC-y (pH 7.,4), a xonnentpamyja je uznocuna 0,1

mM. Csu EIIP criektpu cy caumanu Ha 22 °C.

571C 16-]1C
[AC]:[XCA] Nyv Nsv Nyv Nsv
0,5 0,81 +0,01 0,12+0,01|0,76+0,01 0,15=+0,01
1 0,82+0,01 0,13+£0,01]0,78+0,01 0,14=+0,01
2 0,81+£0,01 0,13+0,01 |0,77+0,01 0,15+0,01
3 0,77+0,01 0,14+0,01 | 0,75+0,01 0,18 +0,01
6 0,70+£0,01 0,20+0,01 | 0,69+0,01 0,20+0,01

*TTomay n3 Tabese NpesCTaBbajy BIacTUTE pe3yiraTte npuiaroheHe u3 paaa ayropa auceprauuje [129].

4.1.3. Komnerunuja uzmely 5-1C u 16-/1C npu Be3uBamy 3a XCA

Kako 6u ce yrBpauno ga nu ce 5-JIC u 16-J1C Besyjy 3a ucra mecta Ha XCA,
ypahern cy ekcnepuMeHTH y kojuma je XCA uWHKyOWpaH ca cMmemiamMa oBa JBa
obenexuBaya. UcnmruBame kommetuije uamehy 5-JIC u 16-JIC npu Be3uBamy 3a
XCA je BpmieHo Ha y3opuuma koju cy caapxkamu pasnuuute [5-JC]:[16-IC]:[XCA]
MonapHe oxnoce - 1:1:1, 1:2:1, 2:1:1 u 2:2:1. Ca cnuke 23 MOXe Ce yOUUTH Ja je TpU
oba m3abpana monapua ogHoca [[IC]:[XCA], 2:1 u 4:1, nuk HeBe3aHOT oOeJexHBaya
Behu na EIIP cnexkrpuma cmema 5-JIC u 16-J1C, Hero Ha crieKTpuma I0jeIUHAYHUX

obenexuBaya, mrto he OUTH KacHHUje 00jalTHEHO.

" KoMImoHeHTa Koja ce OJHOCH HAa M30TPOIHO IIMPEHE yclel HHTepakuuje m3mely oGenexupaua u
JIpYTUX apaMarHeTHUX areHaca, pemMa pesynraruma cumynanuja aaje yaeo 0,001, mro je u oueknBaHo,

¢ 003MpOM Ha TO /12 TAKBU areHCH HUCY OMJIM NPUCYTHHU Y y30pLHMa.
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a) [AC]IXCA] = 2:1 6) [ACJIXCA] = 4:1
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Cuamka 23. EIIP criekTpn WHIUBUIyaTHUX OOClIe)KrBada (JIBa TOpma CIEKTpa Ha CIMKaMa a |
0) u cMmernre obenexuBada Bezanux 3a XCA mpu aBa monapaa ogHoca [[C]:[XCA] — 2:1 (a) u
4:1 (6). Criextpu cmenia obenexxrBava BezaHux 3a XCA cy 100HMjeHd Py MOJIApHUM OJHOCHMA
[5-AC]:[16-AC]:[XCA] 1:1:1 (a) u 2:2:1 (6). Liperum kpyxkuhem je O3HAYCH ,,TUK" KOjU je
kapakrepuctuuan 3a 16-JIC/XCA kommuiekc, a He nocroju y 5-JIC/XCA kommuiekcy. CBu

y3opuu cy cagpxanu 0,1 mM XCA pacteoper y 100 mM IIBC-y, pH 7.,4.

C o63upom Ha To na ce u 5-JIC u 16-J1C Be3yjy 3a XCA Ha qBa THUIIA MECTa U J1a
ce cnektpainHe kommnoHeHnTe JB u CB mehycoOHO pa3nukyjy 3a oBa nBa o0enexuBaya,
CHUMYJIallFje y OBOM CIIy4ajy HHCY NPUMEHJbUBE 3a ofjpehuBame JONMPUHOCA BE3aHOT S5-
JC, omnocuo 16-JIC. Ca npyre crpane, onapehuBame mONMpHHOCA TI0jeAMHAYHUX
obenexuBaua EIIP cnexkTpy cmermie je 1o1aTHO KOMIUIMKOBaHO | 300r Tora mro EITP
CIIeKTap CMeIle He TpeAcTaB/ba jeIHOCTaBaH 30Mp CHEKTapa I0jeJuHAYHUX
obenexuBaua Be3aHux 3a XCA. Ha mpumep, EIIP cnekrap (mpuka3zan Ha ciuiu 24)
noOujeH CHUMameM y30pka y kojem je monapHu oxHoc [5-ICJ:[16-JCJ:[XCA] 6uo
2:2:1 ce 3HayajHO pa3nMKyje of 30upa crekrapa nojeauHauyHux S5-JAC/XCA u 16-

JNC/XCA xommnekca y kojuma je [[AC]J:[XCA] momapuu ogHoc 6mo 2:1. 300r cBUX
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HaBeJeHUX mpenpeka y aHanmu3u cnekrapa cmemie S5-JIC u 16-JIC Besannx 3a XCA,
CHEKTpPU Cy NpOyYaBaHU ca KBAJIUTATUBHE CTpaHe, Tj. MOCMATpaHU Cy OOJULIU U
mupuHe cnekTapa (2Amax). CaMo mocMaTpameM OOJMKa CIIEKTpa, MOXKE CE€ YOUUTH Jia
mpeMa HEeKHM KapaKTepucTukama (,,TMKOBUMA“ KOjU C€ M0jaBJbyjy y crHekTpuma 16-
JNC/XCA, a ne mocroje y crnekrtpuma S5-JIC/XCA komruiekca; Ha ciumm 23 OBH
,,[TMKOBH‘ CYy 03HAYECHH LIPBEHUM KPYTOM), CTICKTAp CMEIIle BUIIE JINYW Ha criekTap 16-
JC/XCA, nero 5-JIC/XCA komruiekca. Y NPUIOT TOME TOBOPE U TOJAIH O 2A pax, KOJU
cy cymupanu y Tabenu 3. Hanme, Moxe ce IPUMETUTH J1a 3a CllyyajeBe CMellla y Kojuma
cy 5-JIC u 16-JIC npucyTHu y €KBHMOJApHHUM OJIHOCMMa (3a MoJilapHE OjHOce [5-
JCL:[16-AC]:[XCA] 1:1:1 u 2:2:1) BpenHOCTH 2Apmax Cy OMrbke BpeaHocTHMa 3a 16-
JNC/XCA. Bpemnoctu 2An.x cmeme u 16-JIC/XCA cy, Ttakohe, Omucke kama je
npucyTtHa Beha kommunna 16-/1C y cmemu (3a monapau oanoc [5-C]:[16-AC]:[XCA]
1:2:1). Hacynpot Tome, kana y cmemu uma Butie 5-/IC (monmapau omnoc [5-JIC]:[16-
JNCL:[XCA] 2:1:1), 2Anax ce mpubmmkaBa BpeaHoctuma aodoujenuM 3a S5-JIC/XCA
KOMIUIEKC. Y JIUTepaTypu je TMpoydyaBaHa KOMIIETHULMja II0jeIMHAYHUX JOKCHII-
creapata, 5-J1C, 12-JIC (12-mokcun-creapuncka kucenuna) u 16-J1C ca HeobenexxeHOM
CTE€apMHCKOM KuceauHoM mipu Be3uBamwy 3a BCA [30]. Ha ocHOBY ekcliepumeHarta,
ayTOpH OBOT pajia Cy 3aK/bY4WJIM Ja ce Jokcui-creapatu yrpalyyjy y BCA Ha mecra
BE3MBama ,,00MYHUX ", HEOOCIEKEHUX MAaCHHUX KHcelInHa. M3 Tora ce Moxe 3aKJbY4UTH
7la ce HaBEeIHHM pa3IMYUTH JOKCHUJI-CTEapaTH Be3yjy 3a MCTa MECTa Ha alOyMHHY, TaKo
1a je kommeTtuiija u3Mel)y oBux obenexxnBava Moryha. Y3umajyhu y 003up BpeHOCTH
2A hax, K20 M TO J1a j€ OOJIMK CHEKTpa cMmelne MHOTO cimuHuju criektpuma 16-J1C/XCA
KoMmIuiekca, Hero criektpuMma 5-JIC/XCA, moxe ce 3aksbyunutu na ce 16-/IC Besyje ca
Behum adunuteToM 3a XCA, Hero 5-JIC y cnyuajy kaga ce oba obOenexmBada
ncroBpemeHo uHKyoupajy ca XCA. OBuM pe3ynTaTtd IOKa3yjy I00po ciarame ca
KOHCTaHTaMa auHUTETA KOj€ Cy u3padyHaTe y JuTepaTypu 3a BesuBame 5-/[C u 16-J1C
3a BCA u XCA [30,31]. Ilpema nutepaTypHUM H3BOpHMA, KOHCTaHTe aduHutera 16-
J1C 3a mpumapHa MecTa Be3uBama Cy 3a pejl BenuuuHe Behe Hero 3a 5-/[C. BesuBame 5-
JC ca amwxum apuautetom 3a XCA m BCA ce mpumnucyje OMM3WHHU JOKCHII TPYIIE
KapOOKCHITHO] TJIaBH cTeapuHCcKe kucenuHe. Kako mpu Be3uBamy MAacHUX KHCEJIMHA 3a
XCA u BCA ympaBo kapOOKCcHIIHA TJlaBa HHTEparyje ca MecTuMa Be3nBama, OJu3MHa

JOKCHJI TPyTIe MOXKe JIa TIpe/IcTaBba CMETHY Npu HHKoprnopupamy 5-J1C y anbymus.
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a) 5-IC/XCA+16-IC/XCA Cauxa 24. a) EIIP cnekrtap mobujeH cabupamem

\ crekrapa 5-JJC/XCA u 16-JIC/XCA y xojuma je

mousapau onHoc [HC]:[XCA] = 2:1. 6) EIIP cnekrap

4//\ B cmerte 5-JIC u 16-/1C Be3ane 3a XCA. Y 0BOM y30pKy

\’ f/J/WMﬁ-W/~ je momapau omnoc [5-JC]:[16-ACJ:[XCA] = 2:2:1.

6) S-ACHB-AG/XCA A Konnenrpamuja XCA je y cBum y3opuuma oOmma 0,1

| 1 mM (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4)
/

3460 3480 3500 3520 3540 3560
MarxeTtHa nHgykumja [G]

Tabena 3. Bpennoctu 2A ,,, u3mepene ca EINP crexrapa 5-J1C u 16-J1C Be3anux 3a XCA nojequHa4HO

unu 'y cmemu npu pasnuautuM [[IC]:[XCA] onHocuma.

[5-1C]:[XCA] 2Amax [GI
1:1 64,1 £0,2
2:1 63,6 +0,2
4:1 63,7+0,2
[16-1C]:[XCA] 2Amax [G]
1:1 59.5+0,2
2:1 59,4 +0,2
4:1 59,2 40,2
[5-1C]:[16-IC]: [XCA] 2Amax [G]
1:1:1 61,0 £0,2
1:2:1 61,7+0,2
2:1:1 62,2+0,2
2:2:1 60,6 + 0,2

*Konnenrtpanuja XCA je msnocmna 0,1 mM (y 100 mM PBS-y, pH 7.4). (Ilogau u3 Ttabene

IIPE/ICTaBIbajy BIACTUTE pe3ynTaTte npuiarohene us pama ayropa nucepraunmje [129].)

VY paHUjUM HCTpakMBamUMa Cy ypal)eHH eKCIIepUMEHTH KommeTuije usmehy
5-1AC, 10-AC (10-moxcun-creapuncka kucenuna) u 12-JIC, tako 1a je MOJapHH OHOC
[AC]:[XCA] wm3Hocmo 2:1, a pa3IuuuTH JOKCHII-CTeapaTH Cy OWIM TPUCYTHH Y
eKBUMOJapHUM oaHocuMa [29]. Ha ocHOBy oapel)eHHMX KONUYMHA HEBE3aHOT
o0enexxrBaya 3a pa3IUuUTe apoBe JOKCHII-CTeapaTa, yTBphHEeHO je 1a ce OBU MOJIEKYIH
3a XCA Be3yjy y T3B. aHTHMNapaJeTHOM pacropeny. To Ou 3HAYMIIO J1a C€ MOJICKYJIH
Omw1o Koja nBa JOKCHII-CTeapara (0e3 o03upa Ha TO Ja JIM Cy HCTE BPCTE, WIH

pa3nuunTe) Be3yjy MapaiesHo jeaH IPYroM, Tako Ja ce KapOOKCUITHE TpyIe Halla3e Ha
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MehycobHo cympoTtHuM KpajeBuMa. Kama ce 3a XCA Bexy JBa WCTa WIH pa3iuduTa
mouekyna JIC, Tako Ja ce mpema Mojely aHTHIIapaleTHOT pacnopenia, BbUX0BE JOKCHUI
rpyne Hajaze Ha MajoM pacrojamy (Hmp. maposu 10-1C/10-1C, 12-1C/12-AC, 10-
AC/12-AC, 5-AC/12-AC), ycnen mehycobne Onm3uHE MOKCWI Tpymna, Hacrajaje Ou
cTepHe cMmeTme. [locnmeauna CTepHUX CMETHH j€ TM0jaB/bUBalkbe 3HAYajHE KOJIMYHUHE
HeBe3aHor obenexuBauda y EINP criektpuma [29]. U y ciiydajy HCIUTHBAHOM Y OKBUPY
oBe jauceptanuje, nokcun rpyme u3 5-JC u 16-JIC cy npema mMojeny aHTUNApaIeHOT
Be3uBama [29] cMemTeHe penaTuBHO ONHM3y jeJHa APYroj, IITO 3a MOCIEAUIlY Takohe
MOJKE Jla UMa CTEPHE CMETH-E 1 CMalkbeHO BE3UBamke 0BUX oOenexuBada. Ha oBom mecty
Tpeba Haryacutu na ce y ciydajy 5-J1C/16-JIC/XCA komriekca HeBe3aHU 00eIeKnBay
He MaHu(ECTyje caMo Kpo3 CIIEKTap KOjH Ce CacTOjH OJ TPH OIUTpa MHKa, Tj. mpeko Iyp,
Beh M Kpo3 MuIeny'° Koja ce makure Haciyhyje y CIEKTpy cMele, Hero y CreKTpuMa
MojeIMHAYHNX JOKCHiI-cTeapata. Hamme, “muk” kapakrepuctuyan 3a 16-JIC/XCA
KOMIUIEKC HMCTaKHYT Ha CIUIM 23a ce cMmamyje W “‘3apaBmyje” Yy CIEKTpYy CMeIle,
nocmarpaHo y oanocy Ha umct 16-JIC/XCA 3a momapuu omnoc [IC]J:[XCA] = 2:1

(panu moacehama mornenatu cnuky 11).

4.1.4. Kuneruka peaykuuje 5-J{C u 16-/1C ackopOMHCKOM KHCEJTMHOM

Kako 6u ce mcnmTasio KakBa je mojapHOCT okoymHe nokcui rpyne 5-JC u 16-
JIC y XCA wu KoquKoO je oBa rpymna 0113y MOBPIIMHH, NTpaheHa je KHHETHKA PEIyKIH]je
JIOKCHJI Tpyle acKOpOWHCKOM KHCETWHOM. [lpum penykumju JTOKCHI —Tpyme
ACKOPOMHCKOM  KHCEJIMHOM, OJ aMHUHOKCHiIHOr  obmmka (>N-O'), Hacraje
XHIpOKCHIaMUHCKH 001K (>N-OH), koju HMje mapamMarHeTHK, Tako Ja ce He MOXKe
nerekroBatu y EIIP cmextpy [132]. ¥V cmywajy mokcun rpyma Koje ce Hajgase y
xuapooOHO] cpearHH, peAYKIMja aCKOPOMHCKOM KUCETMHOM he ce oABHjaTh Cropuje
HEro y BOJICHOM PacTBOPY, C 003MpOM Ha TO JIa je aCKOPOMHCKA KUCEIMHA XUAPOPIIaH
MOJIEKYJI KOjU OTEXaHO Mpoaupe y XuapopoOHy cpeauny (HIp. MeMOpaHe, JTUII030MHU)

[133]. Kunernka peayknuje 5-JIC u 16-JIC Be3anux 3a XCA cy npukazaHe Ha CIHUIH

' C 063upoM Ha To 1a KpUTHYHA MUIEIapHa KOHIeHTpamumja oxpelena 3a 5-JIC y pocdaraom mydepy Ha
pH 7,4 m3rocu 3,5-10° M [19], g0k 3a 16-JIC oBaj mojaTak Huje MO3HAT, IPU BEIMKHM KOHIGHTPAIHjaMa

J1C, 3Hauajan neo obenexxrBaya KOjU HUje Be3aH 3a alOyMuH he ce Hayla3uTn y 00JIMKY MHULETIe.
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25, Ha K0jOj je MoKa3aHa 3aBHCHOCT OJHOCA MHTEH3UTETa MHKa Ha HUCKOM IOJbY Yy
BpeMeHY t 1 1pe 10/aBamba aCKOpOUHCKe KucennHe, Inp/Inpo, 01 BpeMeHa. 3a noOujame
oBuXx kuHeTHYkux KpuBux Monapau ogHoc [[IC]:[XCA] je 6mo 1:1, xako Ou cam
obenexxuBay 6uo BezaH 3a XCA. Y cynpoTHOM O ackOopOHMHCKa KHCENWHA JOAATHO
penaykoBana u cao00aHU oOeleKrBa4 KOJU CE€ Haja3W y pacTBOpPY, IITO OM 3HA4YajHO
MOTJIO J1a KOMIUIHKYj€ aHaTN3y KHHETHYKUX KPUBHUX.
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Cauka 25. 3aBHCHOCT OJHOCA MHTEHU3HTETAa NHMKAa Ha HHUCKOM MOJbY, lyp/lye, OO BpemeHa, npu
penykuuju 5-JIC (m) u 16-JC () (Bezanux 3a XCA) ackopOuMHCKOM KucenMHOM. Iy, mpezncraBiba
MHTEH3UTET MUKa HAa HUCKOM TOJbY TIpe nonaTka ackopouHcke kucennue (t = 0). PaznmmauruM Bpctama
JMHUja cy o3HaueHe Op3a (— - —) u cnopa ¢asza (— —) peaykuuje. Ceu y3opuu cy caapxanu 0,1 mM
XCA (y 100 mM TIIBC-y, pH 7,4), 0,1 mM JIC u 1 mM ackopOuncky kucenuny. (Cimka je BIaCTUTH

pe3yiTaT npunaroheH u3 pana ayropa auceprarmje [129].)

[Tocmarpamem rpaduka 3aBucHocTH OAHOCA Inp/lnpe (rme Inpe TpencTaBiba
MHTEH3UTET NMHMKa HAa HUCKOM T0JbY 3a BpeMe t = 0, kazia je nperxoaHo obenexenn XCA
MOMEIIIaH ca aCKOPOMHCKOM KUCEIIMHOM), O] BpeMeHa (ciuka 25), MOXe ce MPUMETUTH
Jla ce KMHeTh4YKa kpuBa penykiuje Besanor 5-J1C umm 16-JIC cactoju u3 nBa TuHEapHa
nena. To 3HauM na pemykija oBa JBa oOeekrBada aCKOPOMHCKOM KHCEITUHOM HHjE
JEeHOCTaBHA peakiihja MpBOT pena, 300T yera je GUTOBAaHA jeTHAYMHOM KOja OJroBapa

OMEKCIIOHEHIUjaJTHO] (DYHKIIH]H:

B oA ekt (13)

npo
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rie Ay U A, TpencTaBibajy yele IMOjeJUHAYHUX EKCIIOHCHIMjaIHUX 4YJIaHOBa Y
YKYITHO] KUHETHUIH, 0K ¢y kg u K, KoHCcTaHTe Op3uHA KOje ¢ peIOM OJTHOCE Ha TPBY H
Apyry ecknoHeHnujany. Pesynrati ¢uroBama KMHETHUKe KpHBe jeaHaunHoM (13) cy

npuKa3aHu y Tadenu 4.

Tabena 4. Bpennoctn nmapamerapa A00ujeHUX QuToBameM nojaTtaka o peaykuuju JIC (Be3nor 3a XCA)

acCKOpPOMHCKOM KHCETMHOM (TIOJaIy Cy MpHKa3aHd Ha caunu 25). OuroBame je BPIICHO jeIHAYHHOM

I
_np =A1 e'k1t+A2e'th.

npo

ITapameTpu putoBama 5-1C/XCA 16-1C/XCA
A (%) 4142 58+2

Az (%) 59+£2 42+2
Koncranra 6p3une, k; (1/min) 0,31 £0,03 0,35+ 0,02
Koncranra 6p3une, k; (1/min) 0,022 + 0,002 0,034 £ 0,002

* [Tomarn n3 Tabene nMpeAcTaBibajy BIACTUTE pe3yJiTaTe Mpey3eTe U3 paaa aytopa aucepranuje [129].

Henuneapnoct kunernuke kpuBe peaykmuje IC/XCA xomriiekca Ha ceMH-
JIOTapUTAMCKO] CKaJIH je 3a0eeeH U paHHuje y CTyauju Ipyrux ayropa [134], mehyrum
pe3yaTaTd HUCY KBAHTUTAaTHBHO aHATU3UPAaHU. 3a Pa3uKy oJf al0yMuHa, Kajaa je
JOKCHJI-CcTeapar yrpaljeH y JIMrno3oMe, KHHETHKA PelyKIlfje aCKOPOMHCKOM KHCETMHOM
j€ peakiuja mpBoT pefa, MITO je MOoCIenuia MOCTojakba caMo jeaHe Moryhe nmokaruje 3a
JIOKCHUJI CTeapare y OKBUPY JunuaHoT nBocioja [133,135]. Ha ocHoBy cBera mpeTxoaHo
M3JIOKEHOT, MOXKE CE€ 3aKJbYUHTH Jia TIOCTOjamhe JBE CKCIIOHEHIIMjalie Y KUHETHYKO]
KPHUBOj MOTHUYE OJ1 peIyKIIMje MOJIEKysla 00ee’KuBava KOju ce Hajla3e Ha JIBa pa3IniynuTa
tuna mecta y XCA ca CTaHOBHUINTA W3JIOKEHOCTH Boau. OBakaB 3akJbydak je y
CarjlaCHOCTH ca pe3yJiTaTUMa O KOjUMa j€ JIeTaJbHO AMCKYTOBaHO y morjaBiby 4.1.2.
bprxa kuHEeTHKA, KOja ce Ha KWHETUYKUM KprBaMa 00a o0esexruBadya yodaBa 710 JIeCeTOor
MuHyTa, Y Behoj mepu motude o penykuuje JJC Be3aHOT 3a MecTa Koja cy U3JI0KEHHU]a
BoaU. MelyTuM, y OBOM BPEMEHCKOM WHTEpBAIy YKYIHO] KMHETHLHU y MamOj MEepH
nornpuHocHu u peaykuuja JIC Be3aHor 3a MecTa Koja Cy Mambe U3J10KeHa BOIH.

AHanmu3oM ciuke 25 W mojaraka NMpuKa3zaHux y Tabenu 4, youaBa ce Ja ce y
TOKY TIO4YeTHOT, Op3or mporeca peaykmnuje, 16-J1C peaykyje 3HaTHO Opke y OJJHOCY Ha
5-1C, u3 4era ce W3BOAM 3aKJby4ak jaa je mokcun rpyna 16-J1C momnekyna u3noxkeHuja
Boau y nopehemy ca 5-/IC. OBakBu pe3ynratu ykaszyjy Ha To aa qokcuna rpyma 16-J1C

nponiazu kpo3 mnoBpmuHy XCA [19-21,26,34]. Jlpyru neo KUHETHUYKE KPHUBE, KOJH
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oarorapa crmopujoj peanykuuju odenexusada (10-20 min) motuue ox JIC Be3zaHux 3a
MecTa Koja Cy Mame U3JI0kKeHa Boau. M 3a oBa MecTa, mpema BpeTHOCTUMA KOHCTAaHTE
op3une k,, Baxxku na je qokcwi rpyma 16-J1C uznoxenuja Boau Hero 5-J1C.

Wznoxenoct Boau apokcun rpyma 5-JIC m 16-JIC Besanux 3a BCA je y
JUTEpaTypu UCIUTaHa oMohy nmapamardeTtuka, kanujym ¢epunujanuaa (Ks[Fe(CN)y])
[27,34]. Haume, u oBa CymcCTaHIIMja je Ka0 U aCKOpPOMHCKAa KHCEJIIMHA PacTBOPJbHUBA Y
BOJH M OTEXaHO mpoaupe y xunpodobHy cpenuny. Ocum Tora, momro je hepurujanua
napamMarHeTHK, OH yOp3aBa penakcalujy Apyrux napamarHetuka (y opom ciydajy J1C),
Tj. TOBOJHM JIO IIUPEHa U MOCIEINYHO omaiama amrumatyze nukosa y EITP cnekrpy. Ha
OCHOBY CKpahema BpeMmeHa pellakcalije MOXe ce TMPOICHUTH (peKBelja cycpera
usmely depurmjanuga u obenexxruBaya, a TAME MOCPEAHO U H3I0KEHOCT JOKCHII TPYIe
Boau. Taxo je 3a 5-J1C u 16-J1C Be3ane 3a BCA ytBpheHo na je ¢ppekBeHIrja cycpera
dbepunmjanuna ca gokcwn rpynom 16-JIC nBoctpyko Beha Hero ca 5-JIC [34],
yka3yjyhu Ha 3HadajHy m3i0keHocT nokcui rpyme 16-JIC Bogu. Cauvan pesynrar je
nobujeH W kajga je mpaheHo cMmameme amruutynae EITP cnepra17 5-4AC un 16-AC
Bezanux 3a BCA y mpucyctBy Qepunujanuga [27]. Pesynratd u3n0XeHH y OBOj
JTUCEPTAIMju TI0Ka3yjy J0OpO clarame ca MPEeXOJHO HAaBEIHUM JIMTEPATYPHUM

moJaruMma.

4.2. BesuBame 3-majieMMHI0 TNPOKCWIAa 3a roBehu

CePYMCKH AJIOYMHUH

Jemuau crnoOomaH LMCTEMHCKH OCTaTak y roBehem (M XymMaHOM) CEpyMCKOM
anoymuny (BCA), Cys-34, 3a koju ce Besyje 3-maneumugo mnpokcun (5-MCJI) ce
HaJla3W y PeJaTUBHO ILTUTKOM XHaApohoOHOM Ueny, unja je xyouna 9,5 A [74,121,136].
[Tomrro je oBa cpeauna penatuBHO puruana, EINP crekrap 5-MCIJI Be3anor 3a BCA je
yclen aHW30TPONHje acUMETPUYHO NPOIIUpeH Yy oaHocy Ha crnekrap 5-MCJI y
pactBopy. Ca ciuke 26 ce Buau na ce EINP criektap 5-MCJI Bezanor 3a BCA cacroju u3
JIBE KOMITOHEHTE, KOje Cy Kao M Yy ClIy4ajy JOKCHUJI-CTeapara O3HaueHe Kao jako Be3aHa

(JB) u cnabo Bezana (CB). AHM30TpOIIaH MPOLIUPEH CIIEKTAp OKAPAKTEPHCAH IMIUPHHOM

"7 Aytopu oBor paja [27] HECY HATJIACHIIN KOjH ITHK Cy KOPHCTHIIH 332 MEPEH-¢ aMIUTUTYIC.
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2Anmax TpeactaBba JB  kommoneHTy, Aok CB KOMIIOHEHTa HWMa U3TJIE CKOpPO

M30TPOIHOT y3aHOT CIIEKTpa aMHUHOKCHJIA.

2A

max

3460 3480 3500 3520 3540 3560
MarHeTHa uHaykuuja [G]

Cauxa 26. a) Tunmuan EINIP criextap cno6omno porupajyher 5 pM 3-manenmuno npockuna (5-MCJI) y
50 mM docdataom mydepy, pH 7,4. 6) EIIP cmexrap 5-MCIJI Beszanor 3a BCA (0,15 mM, 50 mM
¢docharau mydep, pH 7,4). Crpennnama cy o3Ha4eHH MUKOBH KOjH MOTHYY 0x jako (JB) u ciabo Besane
(CB) xommoHeHTE. 2A.x j€ O3HAYCH HCHpPEKHWIAHWM JMHUjaMa W TpeACTaBjba IIUPUHY CIEKTpa.
ITocebHo cy osHauenu BucuHa (ly,) ¥ mupuHa (AB,,) nuka Ha BHCOKOM mosby. OBH MapaMeTpu cy
MEpEeHH 0/ MaKCUMyMa 10 MUHUMYyMa nrka. Criekrap (a) je aBa myta yBehaH y oxHocy Ha cnekrap (0).

(Crnuka je BmacTutu pesynrar npuiiaroheH us paja ayropa aucepranuje [123].)

VY nuTepatypu IMOCTOjU HEKOJIUKO DPA3TUYUTHUX HMHTEeprperanuja nopekna CB
komnoHeHTe. [IpemMa jemHOM Tymauemy, OBa KOMIIOHEHTa MOTHYE OJl CI00OJHOr 5-
MCIJI y pactBOpy, C 003UpPOM Ha TO JIa C€ HE€H MHTCH3UTET CMAmHBAO TPHU JTHjaTTU3H
[61]. Hupewe nukoBa CB KOMIOHEHTE y OJHOCY Ha CIIEKTap BOJEHOI pacTBopa S-
MCIJI je mpunucano Behoj Bucko3Hoct pactBopa BCA cnpam BogeHor pactopa [61].
Kacuuje, y Apyrum crynujama OBH pe3yiTaTH HHUCY OWIIM YCHEIIHO PerpoayKOBaHH,
Tako na je mpemtoxkeHo 1a CB xommonenTa notuue ox S-MCJI obenexuBada Be3aHOT
3a aMHMHO TpyIe JIM3MHA KOjU Cc€ Haja3ze Ha moBpmuHU andymuHa [57]. Ca cinuke 26
MOJe ce jacHO younTu mupeme CB-nmukoBa y oqHocy Ha nukose 5-MCJI pactBopeHor
y nydepy. IllupruHa ox Bpxa 10 1Ha MUKa HA BUCOKOM HOJbY, ABpp, 32 5-MCJI Be3aH 3a

BCA wusnocu 2,75 G, nok je y ciydajy 5S-MCJI pactBopeHor y mydepy BpeaHOCT OBOT
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napametpa 1,77 G. [la 6u ce yTBpAWIO Ja JU jé BUCKO3HOCT KJbYYHH y3POK 3a IIHPCHE
nukoBa CB komImoHeHTe, MPBO je cUMyIaljama IpOoICHEH YyIe0 OBE KOMIIOHEHTE Y
YKYITHOM CHeKTpy. Pesynratu cumynanmje cy nokasanu jaa je yneo CB xoMmmoHeHTe y
ykymHOM crektpy, Nsv, 4,5-4,7 %'®. Komuentpammja 5-MCJI koja omrosapa CB
KOMIIOHEHTH j€ M3padyHaTa MHOKEHEM JYIUIOT HHTErpaia ejor crekTpa yaenoMm Ngy
U mopehemeM Tako M3pavdyHaTe BPEIHOCTU Ca MYIUIMM HHTETPAJIOM CIIEKTpa BOJCHOT
pactBopa 5-MCJI no3Hate koHieHTpauuje. OBako M3padyHaTa KOHLEHTpaIuja ci1abo
Besanor 5-MCIJI je m3nocuna 5 uM. OBaj momarak je Ouo morpebaH kako Ou ce
CIpeMHo y30pakK y kojem je koHmeHTpamuja BCA (kao um y cBUM JpyruM (UHATHAM
y3opruma) n3Hocwia 0,15 mM, yuMe je MOCTUTHYTA jeIHaKa BHCKO3HOCT pacTBoOpa y
ceuM y3opuuma, a 5-MCJI je Ouo mpucyTan y KOHIEHTpanmuju 5 pM, koja je
oJiroBapayia KoHIeHTpanuju crnabo Be3anor 5-MCJI. OBako MHpUIIPEMIBEH Y30paKk je
CHUMJBbEH OJIMax Io Memamy obenexnava ca BCA, tako na ce 5-MCIJI jour Huje Be3ao
3a BCA. [llupuna nuka Ha BHCOKOM NOJbY, ABpp, 3a 0Baj y30pak je Kao U y ciy4ajy
camor 5-MCIJI pactBopenor y mydepy usHocuna 1,77 G. C obG3upom Ha TO Ja cy
BHCKO3HOCTH OBOT M y3opka uuju je EIIP cmekrap mpukasan Ha ciaunu 2606 Ouie
jenHake, a BpegHoctu ABp, cy ce mehycoOHO 3HauajHO pasnukoBane (3a oko 1 G),
MOTEHIMjaJTHO c€ MOXKe 3akbydunTd jga CB KoMIoOHeHTa BEpOBAaTHO HE TOTHYE O
cnobogHor 5-MCJI, ka0 ¥ Ja IMHpeme MUKOBA OBE KOMIIOHEHTE BEPOBATHO HUjE
y3pOKOBaHO BHCKO3HOmhy anOymuna. Takohe, oBme Tpeba OuTH ompe3aH ca
3aKJbY4YIIIMa, ¢ 003UPOM Ha TO JIa U Bapupame KOHIIEHTpaIyje obenexuBada MOXKe Ja
yTude Ha mupuHy nukoBa. Y y30pky 0,15 mM BSA u 5 uM 5-MCJI, koHneHTpanuja 5-
MCIJI je MHOTO Mama HEro y y30pKy YHWjH je CIieKTap MpUKazaH Ha ciauuu 260, Tako 1a
j€ pa3inuuuTa KOHIEHTpalyja obenexuBadya MOTyhu y3pok pas3iuke y BpeAHOCTHMA
ABpp. Mehytum, y TOKy eKcepUMEHTAIHOr paaa je yrBpheHo na je BpemHocT ABp,
owra 1,77 G u 3a y3opke BCA o6enexenor ca 5S-MCIJI (nmocne 24 h), kaga obenexxuayq
HUje OMO y MOTIYHOCTH YKIOHCH Ha KOJNOHM 3a ren ¢uirpanujy. OBakaB pesynrar

TOBOPH y MPHJIOT TOME Jia HA CIIUH-CIIUH pa3MeHa HHje Y3poK npoumpeHnx nukosa CB

" Cumynmammje cy ypahene y oba codTBepcka makeTa HaBeieHA y MONaBbY 3.5. pamd mopehema
pesynrara. Yaeo Ngy onpehen momohy SimLabel-a je u3nocuo 4,7 %, mTo je y 100poj cariacHOCTH ca

pesynrarom gobujernm nomohy EPRSIM-C, 4,5%.
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koMrnoHeHTe. Ha ocHOBY oBe aHanu3e, Moxe ce 3akjbydnTd 1a CB KOMITOHEHTa moThuye
on 5-MCJI Be3aHor 3a amuHO rpyne Ha nospimiau bCA.

3a paznmuky on CB xommnonente, 3a JB je u3 nwureparype mo3HaTto naa
npeacraBba 5-MCJI Beszan 3a Cys-34 y BCA [57,60,61]. Ilomrto ce oBe 1Be
KOMIIOHEHTe He mpekianajy, CB KoMIOHEHTa He cMeTa IpHU OYUTaBamy BpPEIHOCTU
2Aax, KOj€ Cy Jajbe KopuinheHe 3a mpoleHy cTteneHa umoOumucanoctu 5-MCJI y
BCA, na ocHoBy uera cy mnpaheHe npomeHne y HenocpenHoj Omusunu Cys-34 mpu

yTunajy paznnautux ¢axkropa Ha bCA.

4.3. UcnutuBame KOHPOPMAIMOHUX NMPOMEHA Y XYMAHOM

U roeehem cepyMcKkom ajiOyMuHy

4.3.1. Yrunaj remneparype Ha konpopmanujy XCA u BCA

4.3.1.1. Ymuuyaj memnepamype na xougopmayuone npomene XCA

ucnumane nomohy /[C obenerxcusaua

VYrunaj remneparype Ha koHpopmannjy XCA u BCA je mpoydaBan y omcery
temneparypa 25-75 °C. Ilpu Tome, 3a mpoyudaBame XCA momohy 5-JIC u 16-1C cy
KopuimheHa [1Ba eKCIepUMEHTaJlaHa Tmpuctyna. Y jemHom je pactBop XCA
UCTOBpeMEeHO 3arpeBaH W MHKyOupan ca 5-JAC umm 16-JIC, nox je apyru npuctyn
nozapasymesao ja je XCA npso makcuManto Be3ao 5-JIC wiu 16-J1C na 22 °C, a notom
Cy TaKO HacTaJM KomruiekcH 3arpeBanu 30 min Ha oapeheHoj Temnepatypu. Ha cimmm
27 mpukazaHe Cy 3aBHCHOCTH BPEIHOCTH MapaMeTpa 2Apmax O TeMmIepaType 3a o0ba
HauMHAa MpHUIpeMe y30pKa. Moke ce MPUMETHTH Ja BPEIHOCTH 2Amax TOKA3Yjy TPEHI
orajama 3a 00a obenexuBaya 10 50 wim 55 °C (y 3aBHCHOTH O] HaYMHA MPHUIIPEME
y30pka). OBakBH pE3yNTaTH C€ CIaxy ca JUTepaTypHUM TOJaluMa, y KojuMa je,
Takohe, 3abenexxeno omanamwe mupuHe crektpa JJC/XCA u JIC/BCA kommiekca ca
nopactoM temneparype [24,26,36]. CMmamewme BpeAHOCTH 2Apmax Y OBOM
TEMIepaTypCKOM OIICery yka3yje Ha koHpopmarmoHe npomene y XCA, tauHuje Ha

noBehame MOOMITHOCTH oOenexuBada ycien pasmoTtaBama XCA [137]. Mehyrum, no
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CMamema 2A . Y U3BECHO] MEpH JI0J1a3u M 300T yop3aBama poranuje memor JC/XCA

KoMIUIekca yciena nmosehama temmneparype [17,117].

a) 642 5-[1C/XCA 0) 56! 16-AC/XCA Il VicToepemeHo
64.0 P }} obenexapate
’ g 59,4 - ; W 3arpeeatse
63,8 + i e
PR S { K % obenexasame
£ Sl K 0 E
g 63,4+ \i.:::%‘ % * L 5904 % na 3arpesarbe

20 30 40 50 60 70 &0 20 30 40 50 60 70 80
T[Cl T[C]

Cauka 27. 3aBucHoct mupune EINP crekrapa 2A . ox temmepatype 3a 5-JJC/XCA (a) u 16-JC/XCA
(6) xommiekca. Lpra 60ja o3nagasa na cy JIC u XCA uctoBpeMeHO HHKYyOHpaHU M 3arpeBaHy, a L[pBeHa
na je XCA npso uakyoupan ca JIC 30 min, ma tek oHma 3arpeBad 30 min Ha 3a1aToj Temmepatypu. CBu
y3opuu ¢y caapxanud 0,1 mM XCA (y 100 mM II6C-y, pH 7,4). Monapuau oxnoc [JIC]:[XCA] je 6uo
2:1.

[Tosehamem Temneparype usHan 50 °C, ommocHo 55 °C (y 3aBHCHOCTH OJ
HayWHa MPUIIPEME Y30pKa) 100Hjajy ce pPas3auduTH pe3yaTatd 3a 2Amax 5-JIC/XCA nu
16-JIC/XCA xommuiekce. Kox 5-/IC/XCA komIulekca M3HAJA HaBEJHHMX TeMIleparypa
OCJIe)KN Ce HATTIU CKOK 2Aax, JOK 32 16-JIC/XCA 2A.x HacTaBsba J1a onaaa. OBaKBH
TPEHJ0BU yKa3yjy Ha To Aa ce y XCA nmorahajy TakBe KoOH(POpMAIFOHE TPOMEHE J1a Y
MPOCEeKy MoKcua rpyrne Monekyna 5-JIC mocrtajy cBe BHIe WMOOWIMCAHE, KaKo
TeMmIeparypa pacre, 10K, cynpotHo rpyme 16-JIC umajy cBe Behy cnobony kperama. To
Ou 3Haumio na XuaApooOHM [IEMOBH y KojuMa je cmemreHa aokcun rpyma 5-J1C
MOCTajy CBE 3aTBOPEHH]H, a Ha moBpiMHU XCA okonuHa qokcuia rpyne 16-/1C nocraje
cBe (iexcubunauja. Y mureparypu je 3abenexeno ga a0 60 °C, monasu [0 ramema
dayopecieHje W cMamema aHm3oronuje Trp-214 koju ce Takohe Hamaszum y
xuIpooOHOM Ilemy, MITO yKaszyje Ha Behy H3II0KEHOCT OBE aMHUHOKHCEIMHE BOIU
(ycnen pasznajama nomena | u Il u mocrenene nenatypanuja gomena II), a ma uzHam e
TeMIIepaType pacTe aHW30TPOIHja W WHTEH3HUTET (DIIyopecleHIrje, MTO TOBOPU O
noBehanoj purugHoctn okonuHe Trp-214 [138]. OBakBe mpoMeHe Koje Cy 3a0enexeHe
U y OBOj qucepranuju 3a okonuHy 5-JIC, Mory ce 00jacCHUTH TE€pMaTHOM arperamujom

(3a Temneparype usnan 60 °C) monekyna XCA koja ce moraha TeK MOIITO CE JETOBH
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anObymMuHa pa3MoTajy Tako 1a XujapodoOHU [ernoBU MocTaHy ¢uexkcuOunauju. Ha Ttaj
HAYMH HEKW [EeJOBU TMPOTEHHA II0CTaJy JOCTYIHH 3a YCIOCTaBJbalkhe HOBHX
Mel)yMOJIeKyJICKUX Be3a U TO MaxoM XUAPO(POOHMX HHTEpaKIMja WIA JUCYI(DUIHUX
mocroBa [139]. Temneparypa (nenumuuHo) peBep3uOmiHor npenasa XCA oapehena
mudepennrjamaom  ckanupajyhom  kamopumerpujom (JCL]) y 3aBucHOocTH 0
JMTEpPATypHOr M3Bopa n3HocH usmehy 60 u 65 °C [137,140]. OBe TeMmeparype cy Majo
BUIIIE OJ] OHE HA K0jOj c€ jaBjba MUHMMYM Ha ciuiu 27a. To ce Moxe 00jaCHUTH THUME
mro ce nomohy JICL] mocmarpajy mpomene koje ce qorahajy Ha HUBOY IEIOT MOJIEKYJia
anbymuHa mipu noBehamy Temmeparype. Ca npyre crpaHe, KOpHIINEHEeM CIUHCKOT
obemnexuBaya, MOTY C€ TIPAaTUTH IIPOMEHE KOj€ Ce OJpakaBajy Ha HETOBY YKy OKOJIHHY.
Tpeba jorr npuMETHTH J1a C€ CKOKOBHUTE NMPOMEHE Ha CIMLU 27a Y BPEAHOCTUMA 2A max
norahajy mpH pasIMYUTUM TeMmIepaTypaMa. 3a Y30pKe KOjU Cy MpUIIpeMaHu
HMCTOBpPEMEHOM HHKyOamujom u 3arpeBambeMm pactBopa 5-JIC m XCA oBa KpUTHYHA
temneparypa je auxka (50 °C) Hero y cayuajy kazna je XCA npso obenexen ca 5-J1C na
3arpeBad (KpuTu4Ha Temmeparypa je usHocuna 55 °C). OBa pasimuka ce MOXe
0o0jaCHUTH THME Ja MacHE KHCEIMHE Be3aHe 3a aJOyMHH CTaOWIN3Yjy HEroBy
ctpyktypy [141]. IIpernocraBka je aa ce macHe kucenuse (y oBoM ciydajy 5-J1C) koje
cy Beh Besane 3a XCA mpe 3arpeBama Be3yjy Ha Jpyraddju HaA4WH y OJHOCY Ha OHE
KOj€ Ce BeXXy Y TOKY 3arpeBama U cTora 6osbe ctadbuinmsyjy crpykrypy XCA. Y npuior
crabunmzanuju crpykrype XCA mperxomno Besanum 5-JIC obenexxuBaueM, TOBOPH U
YHILEHNIIA 12 je Y oncery temmneparypa 55-70 °C ckok y BpeaHocTiMa 2A pnayx Behu mpu
HMCTOBPEMEHOM HWHKYOHMpamy W 3arpeBamy y3opaka, Hero kama je XCA mpeTxoaHo
obenexen ca 5-JIC. 3a 16-JIC/XCA xomruiekce 0BaKBO MOHAIIAKE HUJ€ OYUTIICTHO, C

0031pOM Ha TO Ja ce KpYBe MpUKa3aHe Ha CIULM 270 MpeKianajy y rpaHuiiamMa rperke.

4.3.1.1.1. Ymuuyaj memnepamype na yoene neeezanoz, cnaoo u jako eezanoz

JC obenencusaua 3a XCA

Paznaramem cnekrapa Ha KoMmmoHeHTe cumyidamujom y  EPRSIM-C
coTBEpCKOM TakKeTy u3pauyHatu cy yaenu HeBezaHe (Nnvy), jako (Nyy) u cmabo (Ngy)
Be3aHe KOMIOHEHTe. Pe3ynTatu cumynanuja cy npuka3zanu Ha ciauiy 28. Ca oBe ciauke

ce BUAU Ja oba obOenexuBava, 6e3 003Mpa Ha HAYMH MPUIIPEME, MOKA3Y]y CMambEHe
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yaena JB u mosehame ynena CB m HB xommonenata mpu mosehamy Temmeparype.
Omnaname Nyy 1 pact Ngy ce cnaxy ca JqureparypHum nojanuma 3a 16-JIC y oncery
temenparypa 20-50 °C [24,36]. TTosehamwe Ngy u Nny Ha pauyH cMmamema Nyy, je
nocjenuIa oMoTaBama MpoTenHa, yuMe Jeo JB mecra nocraje ¢uekcuOuiIHuje Tako
na ce tpanchopmumy y CB wmecra. Takohe je moryhe m na ycimen mosehama
TeMreparype u CTpykrypHux npomena y XCA aeo monekyna JIC nucocyje ca JB mecta
U 3axBabyjyhu oOTBapamy MNOjeAMHUX XUAPO(HOOHUX I[IeNOBa TMOYHMILE JIAKIIEe [a
murpupa kpo3 ynyrpammoct XCA, nosehaBajyhu yneo CB mecta [24]. Ocum Tora,
HeKa 0J1 MecTa ciiabujer ahpuHUTEeTa BEpOBATHO O/ YTUIIajeM TeMIIepaType TpIie TaKBe
npomeHe, na npu aucornmjanuju JIC, Monekynu obenexnBada 1MoCTajy CI000AHU H
mpenase y okpyxyjyhu pactBapau, ojakiie MOTYy Ja C€ U3MEHY)y ca IpYyruMm ciabuje

BE€3aHUM MOJICKYJIUMaA.

a)

obenexaeare

5-[IC/XCA 6) 55 } 16-AC/XCA Il VicrospemeHo

obenexasare
na sarpesare

20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80

T[C) T[°C]
B) r) o030,
0,025+
0,025+
0,020 .
0,020+ &
3 0,015 i . o + P
=4 _ , Z 0,015
SR RSt L IR
0,010 !
0,005 =
; : ‘ . . ) 0,005 ‘ , : ‘ , ,
20 30 40 50 80 70 80 20 30 40 50 80 70 80
T[°C] T[°C]

Cauxa 28. 3aBucHoct omHoca ynmema jako (JB) m cmabo Besame kommoHeHTe (CB), Nyy/Ngy, ox
temnepatype 3a: a) 5-JIC/XCA u 6) 16-JIC/XCA xomiuiekc. Ha 10m0j MOJOBHHU CIHKE je TpUKa3aH
yTHUIQ] TemIieparype Ha yaeo HeedaHe kommoHeHTe (HB), Nyy, 3a: B) 5-JIC/XCA wu r) 16-JIC/XCA
xoMmruiekc. [lpHa 60ja oznauasa na cy JIC u XCA ncTtoBpeMeHO MHKYOUpaHH U 3arpeBaHM, a IpBeHa J1a je
XCA mpeo unky6upan ca JIC 30 min, ma Tek onaa 3arpeBan 30 min Ha oxpeljeHoj Temneparypu. CBu
y3opiu cy cagpxanu 0,1 mM XCA (y 100 mM I[BC-y, pH 7,4). Monapuu ognoc [[IC]:[XCA] je 6uo
2:1.
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[Topehemem KprBUX 3aBUCHOCTH CBHX yjeJia OJ] TeMIIepaType TOOHMjeHUX 3a JIBa
pa3IMuuTa HaYMHA TIPHUIPEMe y30pKa, youaBa c€ MHHUMAaTHA pa3iuka Koja ou tpebdaso
na roopu y npuiior Tome ga 5-JIC u 16-J1C, ako cy Be3anu 3a XCA mnpe 3arpeBama,
Kao u Jpyre HeoOelekeHEe MacHE KHCENMHEe, CTAO0WIN3yjy CTPYKTypy alOyMHHA.
Hawuwme, 3a cBaku o1 yeTupu rpaduka mpuKazaHUX Ha CIUIK 28 KpHBa Koja je qo0ujeHa
3a y30pKe KOjU Cy TPBO OOCIEeKEHH, Ia 3arpeBaHd, MPOMEHE Yy yAeluMa CBe TpHU
nocMaTpaHe KOMIIOHEHTE Cy Mame HETO 3a Y30pKe y KOojuMa je 0o0ee)KuBay Be3uBaH 3a
XCA ymnopeno ca 3arpeBambeM. OBaKBe pa3iMKe CE CIaXy ca XUIOTE30M (U3HETOM Yy
nornassby 4.3.1.1. Ha MECTY Y KOjeM Ce AUCKYTYj€ O MPOMEHHU 2A ax Ca TEMIIEPATYPOM)
Ja ce 00eNe)XnBavM Be3yjy Ha JApyraddja MecTa (WJd Ha Jpyrayvje HauuHe) y CiIydajy
KaJla ce MHKyOaIrja 0/IBMja HCTOBPEMEHO Ca 3arpeBamkeM Y OJJTHOCY Ha MPUCTYII Kajia ce
MHKYyOAaIja BpUIM Ha COOHOj TeMIepaTypH, Ma TEeK OHJa HACTai KOMILUIEKC 3arpeBa.
Mebhytum, cuMmynaiyje yHOCe pelaTHBHO BEJTMKE TPEIIKe Y KOHAYHU Pe3yJTar, Tako Jia
ce He MOXe ca curypHomhy TBpAMTH Ja pa3jiuke u3Mel)y KpHBHX IOTHYY O]

crabunmu3anuje ctpykrype XCA mpeTxoIHO Be3aHUM 00elIeKNBAUNMA.

4.3.1.2. Ymuuaj memnepamype na kougopmayuone npomene bCA

ucnumane nomohy 5-MCJI ooenescueaua

VYTunaj temneparype Ha okxonuHy Cys-34 BCA je, Takole, mpoyuaBaH y
HaBE/IEHOM TeMIIepaTypckoM orcery Ha y3opuuma BCA obenexenor ca 5-MCJI. Cnuka
29a mpukazyje 3aBUCHOCT 2Apyax M POTAMOHOT KOpEJNalMoOHOT BpemeHa JB
kommoHnente, T, (JV) (oapehenor cumynamujom y SimLabel copTBepckom makety) ox
temneparype. Ha 25 °C mapamerap 2Amay je u3HOCHO 62,65 G, 1mITO je Mano Hixa
BPEIHOCT O]l OHE Koja je mpuKazaHa y jiurteparypu [59,61]. OBa pasznuka ce Moxe
00jacCHUTH THME IITO je Yy pajJoBHMa JIPyrUx aytopa, KoHieHTpamuja bCA Owuia
HEKOJIMKO TyTa Beha y OJHOCY Ha KopuIIheHy y OBOj OWCEpTaIlMjd, TaKo Ja je U
BHUCKO3HOCT y3opaka BCA Omna Beha, a mocnennuHo u 2A .. Ca criuke 29a ce Buau 1a
cimyHo kao u y cinydajy S5-JAC/XCA u 16-JIC/XCA xommuiekca (mornasibe 4.3.1.1),
BPEIHOCTH 2Apax TMOCTEIICHO OI1aJIajy ca MOopacToM TeMIlepaType y MHTepBainy 25-60
°C, mTo Moxe 1a Oye y Mar0j MepH nocieauna nosehane 6psune poranuje BCA [59],

u TepMansor onmotaBama BCA [137], koje noBoau 1o otBapama Cys-34 yena. OBakaB
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TPEHJ] je y CarjJacHOCTH ca JUTepaTypHuM mojanuMa ofjaBjbeHUM 3a XCA u BCA
00€eIeKEHUM MaJIeUMHU10-aMHMHOKCHIINMA [56,59,61]. Takohe, nosehame
dnexcubmmHoctu Cys-34 11ena ca mopacToM TeMIIeparype je moTBpheH u y cryaujama y
KojuMa je mpaheHa mpomMeHa aHU30Tponuje (IYOPEeCIEHTHOT O0eIeKuBada BE3aHOT 32
Cys-34 y XCA [138]. Conuno kao xon 5-JIC/XCA xommuekca, uzHan 60 °C 2Apax
HarJo pacTe, IITO yKazyje Ha To Ja kpetamwe 5-MCJI obenexnBaua mocTaje CBE BHIIIE
OrpaHUYEHO MU JajbeM nosehamy Temneparype. M3 Tora ce Moxke 3aKJby4YHUTH J1a [1en
Cys-34 mocTaje cBe PUTHIHHUJU U 3aTBOPEHHjH, IITO je MOJPKAHO CIMYHUM TPEHIOM
koju mokasyje T. (JV) (cmuka 29a). Kako je panuje momenyro y moriasiby 4.3.1.1,
usnan 60 °C noraha ce arperanuja monekyna BCA [15,142], wto moxe na Oyne y3pok
nosehane puruaHoctu Cys-34 pena. [Ipu ucnutuBamy kuHetuke arperamuje BCA
obenexxenor Ha Cys-34 wmanenmugo-hayopecieHTHOM OojoMm, mpumeheHo je na Ha
temmeparypama BumuM ox 70 °C' y mpBoj hasu arperammje omasu 10 ramema
bayopecrienije oBe 6oje ycnen nopehane orBopeHoctu Cys-34 yena, ok nocie 10-15
min UHTEH3UTET (IIYyOpECLEHTHE EMHCH]j€ pacTe, IITO je 00jallmbeHO Kao MPOrPECHBHO
3aKnamame pryopecieHTHe 0oje ycnen arperanuja monekyna BCA [15]. Munumym Ha
00e KpuBe NpHKazaHe Ha ciuiy 29a Koju ce mojassbyje Ha 60 °C ce mokana ca TaukoM
nenarypauje BCA, koja npema mureparypu Bapupa og 60 10 65 °C y 3aBUCHOCTH O
pH, joncke jaumne u konueHtpamnuje BCA [14,76,143]. OGenexaBamem XCA ca 5-
MCIJI je mpumeheno na je nenarypanuja XCA wHa temmneparypama Bummm o 60 °C
JTENTMMUYHO peBep3uOuiaHa [56], mTo je morBpheHo u y oBoj aucepranuju. Moxe ce
MPUMETUTH Ha OCHOBY IojaTaka y Tabenu 5 1a je BpeaHOCT 2Anax 32 pactBop BCA
Koju je mpBo 3arpejan 10 60 °C, a morom oxnahen Ha 25 °C, Beha Hero 3a y30pak 4mju je
EITP cniektap cHUMJbEH 0€3 MPETXOJHOT 3arpeBama. TakBH pe3yaTaTd UMIUIULUPA]Y J1a
Cys-34 penm mocraje pUTHAHHJH TOChe (JAETUMHUYHO) pEBEP3NOMIIHE TEepMalTHEe

JIeHATypallkje ITO je BEpOBATHO MOCJIEINIIA arperaluje.

"V oBOM pany je ncHHTHBAH yTHIA] caMo Temneparypa Bummx o 70 °C [15].
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Cauka 29. a) 3aBucHoct mmpune EITP ciektpa BCA o6enexenor ca 5-MCJI, 2A,.x (IpUKa3aHO MyHHM
KBazparnhnma - W), ¥ POTALMOHOT KOpEJalMOHOI BpeMeHa jako Be3aHe (JB) xommonente, 7. (JV)
(mpuka3aHoO Tpa3HMM KBajpaTHhuma - O) o Temmeparype. 0) YTHIaj TeMmIepaType Ha OJHOC yaema
cnabo Bezane (CB) u JB xommonente, Ngy/Nyy. CBu y3opuu cy caapxkanu 0,15 mM BCA (y 50 mM
dbocharHom mydepy, pH 7,4) obenexen ca S-MCJI. (Cnuka je BIaCTHTH pe3ynTaT mpuiaroheH u3 pama

aytopa nucepranuje [123].)

TaGena 5. Bpenuoctu mmpune ETIP cnexrapa (2An.,) 5-MCJI/BCA koHjyrata caumibenux Ha 25 °C,

TokoM 3arpesamba Ha 60 °C u Ha 25 °C nociie xnaljema y30pKa nperxo/Ho 3arpesanor na 60 °C.

25 °C nocae 3arpesama

25 "C npe 3arpeBama 60 °C Ha 60 °C

2Amax [G] 62.65+0.08 62.25+0.08 62.90 + 0.08

*QOBaj y3opak je cagpxkao 0,15 mM BCA (y 50 mM c¢ocharaom mydepy, pH 7,4) obenexen ca S-MCJIL.
(ITomanu nmpukazaHu y TabeIu MPEACTaBIbajy BIACTUTE Pe3yiiTaTe Mpey3eTe U3 paja ayropa AUCEPTAIHje

[123].)

Tpeba jormr HarmacuTH J1a ce ca MOpacToM TeMIlepaType moBehaBa v aMILTUTYyAA
nukoBa CB xoMIoHeHTe (IUTO ce y IPBOj alpOKCUMAIMjU MOKE IPaTUTH MepemeM Iy,
00eJIeKeHOT Ha cuiu 260, KaKo je OMUCAaHO y MOriaBiby 4.2), MITO ce claxke ca UCTOM
nojaBoM youeHoM koj XCA obGenexenor ca 5-MCIJI [59]. TlomTo mmpuHa nuka Ha
BUCOKOM 11osby (ABpp) Ha cnektpuma 5-MCJI/BCA koHjyrara onaja ca TeMneparypoM
(mTo je Takohe 3abenexxkeHo u y nureparypu [59]), ma 6u ce mpoydaBao pact CB
KOMIIOHEHTe, ucnpaBHuje je oapeautu Ngy U Nyy, Hero meputu l,,. Ha ciuunm 296
NoKa3aH je yTuuaj remmeparype Ha ogHoc Nsy/Nyy. Moxe ce npumerutu ga go 60 °C
yaeo CB KOMITOHEHTE TIOJIaKO PacTe ca TEMIEPaTypoM, A0k je usHag 60 °C nasbu pact

CKOKOBHT, IITO j€ y CKJaJy ca I0jaBOM MHHHMMYMa KpPUBHX ca cliike 29a Ha OBOj
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temmeparypu. Bpenrocr Iy, m3Mepena 3a y3opak koju je 3arpejad Ha 60 °C je ocrama
HermpoMemena nocie xiaahema oor yzopka Ha 25 °C. IMocne xnahema, oBaj y3o0pak je
npeunithen Ha Sephadex komoHu 3a Ten (uUATpaIMjy, HaKOH dYera je 3a0eneXeHo
ApacTUYHO cMameme Iy, Ha BpelHOCT Koja je u3MepeHa Ipe 3arpesama y3opka. Crora,
MOXE Ce€ 3aKJbY4uTH Ja KojmuuumHa HeBe3zaHor 5-MCJI pacre mpunmkoMm mobehama
TeMIeparype, To je MOTBpHeHO pe3yiTaThuMa JAPYTuX ayTopa KOju Cy YCTaHOBHIIU Ja
ce Ha 26 °C 5-MCIJI/BCA konjyrat pasrpaljyje [58]. OBakaBo nonaiase je nmpumMmeheHo
U TOKOM M3pajJie eKcliepuMeHaTa y OKBUpPY OBe aucepranyje. Haume, kaga cy y TOKy
npunipeme y3opuu BCA obGenexxenor ca 5-MCJI ocraBbaHM Ja cTOjeé Ha COOHO]
temnieparypu 1 h, moBehaBane cy ce ammuutyne nukoBa CB kommonenrte. OBaj
pe3yiaTar HI/Ije O BaA)KHOCTU Ca CTAHOBUIIITA UCIIMTHUBamka KOH(bOpMaLII/IOHI/IX IMpoMECHa

andymuHa, Beh caMo 3a pyKOBame y30pIMa U lbUXOBY IIPUTIPEMY.

4.3.2. Yruuaj pH na xoudgopmanujy XCA u bCA

4.3.2.1. Ymuuyaj pH na rongpopmayuone npomene XCA ucnumane

nomohy /IC obenexncusaua

3a npoyuaBame KoH(popMarmonux npomena y XCA HacTanux ycieja Bapupama
pH (xoje cy 3a XCA u BCA nerasbHuje onmcane y nornasiby 2.1.1), mpBo je ypahen cer
exkcriepuMenara y kojuma je XCA wmnky6upan 30 min ca 5-JIC wm 16-JIC (MonapHu
onnoc [[IC]:[XCA] je 6uo 2:1) y 100 mM nydepuma uuje cy ce pH BpeaHocT Kpetanie
y omcery 2,0-11,0 (murpatau 3a pH Bpennoctu usmehy 2,0 u 6,0; docharau mydep 3a
obmact pH 6,5-7,5; TPUC 3a 8,0-9,5 u kap6onatuu 3a 10,0-11,0; cBaku on oBuxX
nydepa je caapxkao u 0,9 % NaCl). [Ipumeheno je na ce unrenszurer EIIP cnexrapa
JNC/XCA xomruiekca Harjio cmamyje 3a oba oOenexuBada mpu cMmamemy pH ca
¢uznonomke BpeaHoctu (7,4), TOK TAaKBO MOHAIIAkEe HUjE 3alaKEHO MpHU MoBehamy
6aznoctu (ciuka 30). C 003upoM Ha TO JAa Cy MacHe KHCEIMHE YONIITEHO O00Jbe
pacTBOpJbMBE y 0a3HOj, HETO y Kucenoj cpeauHu [144], mpeTnocTaBibeHO je aa je
cMameme kKonnuuHe Be3annx mosekyna 5-/IC u 16-J1C 3a XCA y3pokoBaHo ciabujoM
pacTBopJbuBOIINY OBHX oOenexuBaya y Kucenoj cpenuHu. OBa MpeTnocTaBKa je

noTBpheHa TUMe MITO je y Mpa3Hy TyOuIly (U3 Koje je y30pak u3Bal)eH paau cHUMamba)
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nonato 30 ul eraHoma, a 3aTHM je Tako MPUIIPEMIbEH y30paK MellaH Ha BOPTEKCHO]
MEIIAIHIM, TUNETUpPaH y Te(IOHCKO KamwiapHo IpeBo W cHuUMJbeH Ha EIIP
ciekrpoMeTpy. CHUMameM OBOI' y30pKa J0OMjeH je WHTEH3MBAH TPHUIUICTHU CHUTHAJ
KapakTepUCTUYaH 3a AJIKOXOJIHU PAaCTBOP aMUHOKCHIIHMX jeiuibermha. To Ou 3HaUmIIO 1a
ca moBehameMm kucenoctu XCA pacTBopa, Mama KOJWYMHA oOenexuBaya OWBa
necopOoBaHa ca JHa Tyowuie, 30or onagama pactBopsbuBoctu JC. Tume je y u3BecHoOj
MepH CMameHa JOCTYIMHOCT obenexuBaua 3a BesuBame 32 XCA. Ca apyre crpase, ca
cmameweM pH, monmasu u g0 oxBuwjama crTpykrype XCA, MITO CMamyje HbEroB

KammanuTeT 3a BE3UBALE o0eIeKnBaya.

a) 5-[C/XCA 6) 16-LIC/XCA

L pHeEO -

pH 5,0 o~ R
. pH40 - A —
3460 3480 3500 3520 3540 3560 3460 3480 3500 3520 3540 3560
MarHeTHa nHgykumja [G] MarHeTHa nHayKkumnja [G]

Camnka 30. EIIP cnextpu oGenexwuBaua: a) 5-JIC u 6) 16-JIC unkybupannx ca XCA y mydepuma
pasmuuutux pH Bpennoct. Cu y3opuu cy cagpxanu 0,1 mM XCA pacrBopen y 100 mM nydepy (ITBC
3a pH 7,4, u uutparnu xoju je caapxkao 0,9 % NaCl 3a cBe ocrane pH BpennocTr). MonapHu 01HOC
[AC]:[XCA] xoju je Tpebanmo ma Oyme mocturHyT Omo je 2:1. CmekTpu Cy HpHKa3aHH Ha HCTOj

WHTECH3UTETCKO] CKAJIH.

Jla 6u ce ucnmrano kako ce Mema pactBopsbuBocT 5-J1C u 16-/IC ca Bapupamem
pH, mpunpemsbenn cy u cHuManu y3opuu y kojuma cy 5-JIC u 16-JIC pacTtBopeHu y
nydepuma paznmuuutux pH Bpennoctu. MehyTum, BakHO je HArJIaCUTH Jia Cy Y30pLHU

NpUIIpeMaHu y IJIACTUYHHUM I[CBUYMIAMa Ca 3aTOIJbCHHUM OHOM W MCJIC HCBUUILC CY
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cmemrtane y EIIP cnekrpomerap. Ha Taj HauMH je MOCTUTHYTO J1a MOXeE Jia ce JAo0uje
CUTHaJI 00eJIe)KMBaYa KOjU C€ HaJIa3u y PacTBOPY, ajld U OHOT KOJU j€ 0CTao ajicopOoBaH
y BUIY TaHKOT ¢uiMa Ha JIHY neBuuiie. COEKTpU OBAaKO MPUIIPEMJbEHUX Yy30paKa Cy
MPUKa3aHu Ha CUIK 31 U Ha OCHOBY X, MOXKE C€ MIPUMETHTH J]a PACTBOPJHHBOCT 002
obenexxuBaya Harjo omajaa Beh Ha pH 6,0, momro ce cMamyje HHTEH3UTET TPUTLIETHOT
cnektpa. CMameme pacTBOPJBUBOCTH ca MoBehameM KHCEIOCTH j€ MHOTO HM3PaKCHH]E
3a 5-JIC nero 3a 16-/1C. 3anumipuBo je na npu cMamewny pH, 5-J1C u 16-/IC noka3syjy
pa3nuunTa MOHAIMIaka, y TOM cMUCTy mTo je 3a 16-JIC jacHo na ¢opMupa MUIeny, 10K
5-J1C ca apyre cTpaHe TOKa3yje CUTHAN J0CTa cllabujer MHTeH3UTeTa y OJIHOCY Ha 16-
JC, koju mo ob6nuky mojaceha Bumie Ha jako (MMOOWJIMCAHW) BE3aHHM OOEICKHBAY.
OBako cna® curHajz je BEpOBaTHO IMOCHeAuIa Benuke KoHieHTpauuje S-JC
aJicopOOBaHOT HA JHY LIEBUHUIE Y BUIY TAaHKOT (puiMa, MITO JOBOIU 0 MHTCH3UBHE

CIIUH-CITUH peJIaKcalyje.

a) 5-0C 0) 16-11C
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Cauxka 31. EIIP cnexrpu: a) 5-JIC u 6) 16-JIC pactBopenux y 100 mM nydepuma (IIBC 3a pH 7,4, u
oUTpaTHH Koju je cagpxao 0,9 % NaCl 3a ce octane pH Bpennoctr). Konnentparmja o6a obenexmpada
je y cBuM y3opuuma 6mna 0,2 mM. Ha cnunm cy npukasana u yBehama mojelMHa4HUX CIIEKTapa y

oJIHOCY Ha criekTap nobujen Ha pH 7,4 3a ogrosapajyhn obenexusau.
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Kako 6u ce makme pasmyuniie koHpopmamone nmpomere y XCA HHIyKOBaHE
BapupameM pH o edekara cmameHe pacTBOPJLMBOCTH OO€NeKHBaua, ypaheH je jour
jemaH cer ekcniepuMmenata y kojuma je XCA mnpBo unkyoupan y 0,9 % NaCl ca 5-/1C
wm 16-JIC Ttako ga je [HAC]:[XCA] momapam omHoc Takohe Omo 2:1, a motom cy
pactBopu ¢dopmuparor JIC/XCA xomIiekca MEIMIaHW ca pas3duduTuM Iydepuma.
Haxon memama cy nposepaBane pH BpeanocTu cBux y3opaka. Ha ciunm 32 npukazane
Cy BpeIHOCTU 2Anmax U3MepeHe ca EIIP crektapa oBako mpunpemsbeHUX y3opaka. Ha
MIPBU TIOTJIE]T C€ yodaBa Aa je 2Amax ¥ 32 5-/1C u 3a 16-J1C najBehu y obnactu pH 7,4-8
y kojeM je XCA y H-dbopmu [3] (koja je mocTojana npu oncery pH Bpennoctu ox 4,5 1o
8 [2,3,76]), mTo 3HauYM Ja je Y OBOM OTICETY OKOJIMHA JIOKCHUJI TPpyIia OBUX 00eJIe)KnBaya
HajpuruaHuja. Bapupamem pH ka HIKUM WM BHIIUM BPEIHOCTHMA 2Amax CE CMambyje
ITO YKa3zyje Ha TO Ja OKOJNMHAa JOCKWJI rpyma o0a ol0enexuBaya I0CTaje
(bnexkcuOUITHM]a, MTO je Y CarjlaCHOCTH ca MPETXOIHO HAMMCAaHUM y OKBHPY IOTJIaBJba
2.1.1. na mu y kucenoj] m y 0a3HO] CpPeIMHH J0JIa3U 70 pa3MOTaBama CTPYKTYpe
anoymuHa [2,76,77]. 3a o0a obenexxrnBaya, Kako je U OYEKHBAHO, MOXKE CE YOUUTH Ja je
tpanchopmanmja uz H- y B-popmy nocrenenuja ox npenasa y kucenoj cpeaunu. Tpebda
jom ucrahm nga Ha ocHOBY KpuBe Ha ciunu 30a oxommuHa aokcun rpyme 5-J[C
(xunpodoOHM 1IeNOBU atOyMHuHA) TprH Behe MpomMeHe y KUCeNnoj CPEIUHH Yy OJTHOCY Ha
okpyxeme 16-JIC. OBakaB TpeHA je JOOHUjeH U y paay y KOjeM je M3MepeHa IIUpUHA

criekTpa Ha Tpu pH Bpennoctu (5,5, 7,5 u 8,5) na 37 °C [24].
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a) 5-[IC/XCA 6) 16-AC/XCA
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Cauxa 32. Ytunaj pH Ha BpenHoCTH 2A 110 H3MepeHe ca EINP cnexrapa: a) 5-/IC/XCA u 6) 16-1C/XCA
komruiekca. Cu y3opmu cy npumpemibeHr nHKyOammjom XCA ca 5-JIC nmm 16-1C y Tpajamy ox 30 min,
Ia je TeK OHJa J0JaBaH oAroBapajyhu mydep, Tako Ja je meroBa KOHICHTpaIMja y KOHAYHOM Y30PKY
ouna 100 mM (umrparam 3a pH 2,0-6,0; docdaram 3a pH 6,5-7,5; TPUC 3a 8,0-9,5 u kapboHaTHH 3a
10,0-11,0; cBaku on oBux mydepa je caapxkao u 0,9 % NaCl). Konnenrparmuja XCA je 6una 0,1 mM, a
momnapuu oxHoc [JIC]:[XCA] je 6uo je 2:1. 3pe3muniom (*) je o3HaueH Hemoctajyhu momarak - ycien

koH(popmanmonux npomena XCA ca EIIP cnekrpa je Hectao Mk moTpeOaH 3a Mepemne 2A ay-

4.3.2.1.1. Ymuyaj pH na yoene mnesezanoz, cnabo u jaxo eezamnoz JIC

ooenexcueaua 3a XCA

OppehuBamem ymena jako (JB), cmabo Besane (CB) u Hemezane (HB)
komrnionenre y EIIP cnektpuma 5-JIC/XCA wu 16-JIC/XCA komiuiekca, u
npuKka3uBameM ytuiaja pH Ha oBe mapamerpe (cimka 33) MOXKe Ce YBUIETH Jia Ce
MewmameM pH on ¢usmonomke (7,4) ka kucenoj u 6a3Hoj cpeauHu cMamyje Nyy, a
pacty Ngv u Nnv 3a o0a oOenexuBaya. OBakBH pe3yinaTH Cy y CarjlaCHOCTH ca
u3pauynatum ynenuma 3a 16-JIC/XCA npu tpu pH Bpeanoctu (5,5, 7,4, 8,5) [24].
Takohe, Harmm ckok y komnunHu HeBesaHor 16-JIC ma pH 11 ce cnaxke ca cimuHuM
pesynratom aooujenum 3a komuieke 12-JIC/BCA [32]. Yonmreno, nmpumehyje ce na je
Nnv oapehen 3a 16-JIC/XCA ocerspuBuju Ha KoHPOpMarmone npomene XCA y menom
ucnutanoMm omncery pH Bpeanoctu y mopehewy ca 5-JIC/XCA. Ilpu wmwxum pH
BpenHocTuMa je yrBpheno aa je 5-J1C cmabo pacTBopspuBa (moyeTtak nmoriasiba 4.3.2.1,
cmuka 31), Tako 1a je Moryhe nma aeo MoJieKysa obOenexuBada KOjU je HCOCOBAO ca
XCA ¢opmupa muneny, na ce crora Nny crnabuje Mema ca cMmamemeMm pH 3a 5-
JNC/XCA y omnocy nHa 16-JIC/XCA. Cmameme ynmena JB u moeehame CB u HB

KOMITOHEHTE j€ Toclieulla Ty0Jbemha CeKydapHe W TeplujapHe CTPYKType ajOyMuHa
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(pa3moTtaBama andOymuHa). Kao u ciaydajy koH(popManuoHUX IMPOMEHA HHIYKOBAHHUX
TeMriepatypoM (moriasibe 4.3.1.1.1) oBe mpoMeHe y yneauma ce MOTY 00jaCHUTH THME
na, ycnen mosehama QuekcuOunHocTu cTpykType XCA, obOenexuBaudm MOTY Ja
JMCOCYjy Ca MecTa jaKor Be3MBama MU MUIpUpajy Kpo3 yHyTpammocT XCA [24], wiu
yak mpel)y y okomHHM pacTtBapad. Moxke ce jomr mpumeTuTH Aa je Nyy/Ngy omaHOC
m3pauyHat 3a 5-J1C ocerspuBuju Ha ipomere pH, y onmnocy Ha 16-/IC (kao u y ciydajy

3aBUCHOCTH 2Amax 021 pH).

a) 5-[C/IXCA 6) 16-[C/XCA

n
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Caunka 33. 3aBucHocT ogHOca yzaena jako (JB) u cnabo Besane kommonente (CB), Nyy/Ngy, on pH 3a: a)
5-JIC/XCA u 6) 16-IC/XCA xomrutekc. Ha nomoj monoBuHM ciMke je mpukasan ytunaj pH Ha yneo
Heesane komnonente (HB), Nyy, 3a: B) 5-JIC/XCA u r) 16-JJC/XCA xomiuiekc. CBU y30puu cy
cagpxamu 0,1 mM XCA (y 100 mM nydepuma; murparsu 3a pH 2,0-6,0; docdarau 3a pH 6,5-7,5;
TPUC 3a 8,0-9,5 u kapbonatnu 3a 10,0-11,0; cBakm ox oBux mydepa je caapxao u 0,9 % NaCl).
Moumapuau ognoc [JIC]:[XCA] je 6mo 2:1.
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4.3.2.2. Ymuuyaj pH na kxongopmayuone npomene BbCA ucnumane

nomohy 5-MCJI obenesxcueaua

VYrtunaj pH na koudopmanujy BCA, u To ipe cBera Ha xuaphoOHH TIeM Y KOjeM
ce Hamasu Cys-34, je Takohe mpoydaBaH y omcery BpenHoctd 2,0-11,0 momohy
obenexxuBaya 5-MCJI. Ha cnmunu 34a mpukasan je yrunaj pH Ha 2Ap.. Moxe ce
Buzetu na usmehy pH 4,5 u 8,0 xpuBa mocTrxe 1iaro, MWTO 3HAYM Aa je XUApoHoOHU
yen Cys-34 y oBoMm oricery Beoma puruaad. [Ipu mosehamy kucenoctu (pH < 4,5) u
6aznoctu (pH > 8,0), 2Aax CE CMamyje, MTO yKa3yje Ha To Aa ce mpu pH-npenazuma y
kucenoj u 6asznoj cpenunu Cys-34 yen orBapa u nocraje ¢uekcnounauju. Porannona
KopenanuoHa BpemeHa u3paudyHara 3a 5-MCIJI Besan 3a Cys-34 (JB xommoHeHTa; T,
(JV)), u 3a amuno rpyne (CB xomnoneHTa; 1. (SV)), y TpaHHIIamMa TPeIIKe MOKa3yjy
TPEHJ] CJIMYaH OHOM TMPHUKA3aHOM 32 2Anax (cuka 340). OngaTiie MOXe 1a ce 3aKJbydu
na ce y okonuHama u Cys-34 u amMmuHO Tpyna (JIOIUpaHux OJu3y NMOBpIIKHE) forahajy
CIIMYHE TPOMEHE Yy TOKYy KHCelo-0a3HUX Tpeia3a IITO je Yy carjacHOCTH ca
nuTepaTypHuM mojanuMa 3a omcer pH 2,0-6,0 [54], kao u pesynaTaTuma 100HjeHUM
KOpUITNEHEM TET Pa3IuYUTHX MaJeUMUI0-aMUHOKCUITHUX OO0eJIeKrBaya YHje Cce
nyxuHe melycobHno pasnukyjy [54,55,61]. Takohe, cBu mogamu ca ciuke 34 ce cnaxy
ca TpaHcdopMalnrjaMa OMUCaHUM Y mornasipy 2.1.1, Koje moapa3zymMeBajy 0IMOTaBamE
anbymuHa u moBehame (IEeKCHOMIHOCTH HeroBe cTpykType. Bpemnoctu pH mpu
kojuma ce gorahajy mpenasu u3Mmel)y HaBemHux metr ¢dopmu HHUje Moryhe TadyHO
OJIpeIUTH ca KpuBHX Ha ciuid 34. [pyru ayropu cy 00jaBUIM CIIMYaH pe3yiaTaT, y3
o0jammeme 1a je amuHokcuiHa rpyna 5S-MCJI cMemtena cyBuiie 1yooko y pemy Cys-
34 [54,55]. YV HaBeneHa /iBa pajia je CyrepucaHo Ja je 3a morpede merekmuje Tauke pH-
mperna3a MOTPEOHO KOPHUCTUTH MAalICUMHI0-aMUHOKCHIIHE OOEIIe)KHBaye, TakBe [a
aMUHOKCHJTHA Tpyna Moxe J1a gocerHe 1o otsopa Cys-34 nena. Melytum, oBu ayropu
HUCy nokasanu pesynrare 3a BCA oGenexan ca 5-MCJI y tako mmpokom orcery pH.
Nako Tauke kuceno-6a3HUX Mpesa3a HUCY Moriie fa 0yny oapehere kopuirhemeM oBOT
obOenexxuBaya, TO M JlaJbeé HE 3HAYM Ja OBaj OOEJIS)KMBA4 HE MOXKE YCIICHTHO J1a

neTekTyje konpopmarnmone npomene y bCA.
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Camnka 34. a) 3aBucHoct mmpune EIIP cnekrpa BCA o6enexenor ca 5-MCJI ox pH. 6) Ytunaj pH na
poramoHa KopemanuoHa BpemeHa jako (JB), 1. (JV), u cmabo Besame (CB) xommonente, 7. (SV).
Crpenumama je 03Ha4eHO KOja OpAMHATa Ce OJHOCH Ha Kojy KpuBy. CBH y3opuum cy caapxamu 0,15 mM
BCA (y 50 mM nydepuma; murpatam 3a pH 2,0-6,0; docdarau 3a pH 6,5-7,5; TPUC 3a 8,0-9,5 u
kapbonatau 3a 10,0-11,0). (Cnmka je BIacTHTH pe3yiTaT mpwiaroheH w3 pama ayropa IucepTaiije
[123])

4.3.3. Ytuuaj eranosa Ha kongopmauujy XCA u bCA

4.3.3.1. Ymuuyaj emanona na kongpopmayuone npomene XCA ucnumane

nomohy JIC obenescusaua

Etanon ce yecro kopuctu npu unkydamuju JIC ca anGymuHoM, 300r TOora mTo
cy pazmuutu JIC obenexuBaun ciabo pacTBOPJHMBH Y BOJU. Tako Ha mpumMep, Kajaa ce
obOenexaBame y3opaka cepyma/muiazmu ca 16-JIC kopucTd Kao JMjarHOCTUYKHA TECT,
IpU TPUIPEMH y30paKa ce yrnoTpeOsbaBajy BeluKe KoiaumuuHe eTtanona [44-51]. 30or
TOTa je 3HAYajHO Ja C€ WMCIHUTAa Ha KOjU HAYMH eTaHoN yTude Ha BesuBame [IC, u
yommTeHo Ha KoHdopmaiujy anOyMuHa, Kako OH Ce€ METOJOJIONIKHA JOTPUHEIIO
MPEIU3HOCTA JMJarHOCTUYKUX TECTOBa Oa3MpaHWX Ha olesekaBamy cepyma/liazMe
JOKCHJI-CTeapaTuMa.

Ha cnumu 35 npukaszaH je yTuilaj KOHIIGHTpaIlfje eTaHoja Ha mapameTap 2Amax
KaJia Cy y30pIlM IPUIPEMaHH Ha JBa Pa3jIM4UTa HauUMHA. Y jemHoM ciydajy, S-JAC u 16-
JC cy nakyoupanu 30 min ca XCA y NpuCyCTBY pa3IMUYUTHX KOHIICHTpaIldja €TaHOoJIa,

1ok je y apyrom cinydajy XCA mpBo unkyoupan ca 5-JIC wimm 16-JIC, ma je tako
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MPUTIPEMJBEH PACTBOpP KOMIUIEKca MemraH ca cmemama etaHon-IIbC (y kojuma je
€TaHOoJI OMO MPUCYTAaH y Pa3IUIUTHM KOHIleHTparujama). Ca cimke 35 ce Buau aa 6e3
o03Mpa Ha HA4YWH TPUIpPEMEe y30pKa 2Apax Omaga ca moBehameM KOHIEHTpaldje
etanona 3a 5-J1C u pacre 3a 16-/IC. To Ou 3Haumio aa okonmHa gokcui rpymne 5-J1C
(tj. xumpodoOHU yenoBu) noctaje GpriaecuomIHuja, a 3a 16-JIC purugnuja. Moryhe je
na y caydajy 16-JIC, momTo ce MOKCHJI Tpyma OBOT oOenexuBayda Hajlasw Onm3y
noBpmuHe, npu oamoraBary XCA [10] oHa mocraje Bullle HU3TO0XKEHA MOJAPHO]
cpenunuy, mro ce y EINP ciektpuma onpakaBa Ha nmoBehame 2Amax [31]. OcumM Tora, ca
cnuke 35a ce MOXKe BHJICTH J1a PeAocie]] orepaiyja npu npunpemu yzopaka 5-JIC/XCA
yTUYE Ha 3aBUCHOCT 2Apayx OJ1 KOHIICHTpaIIUje eTaHoja. HanMe, nmpu KOHIIEHTpanjama
etarona BummM of 10 % Oenexu ce MocTeneH TMHeapHu Naja 2A .y kaja ce XCA npBo
obenexu ca 5-JIC, ma Tex oHna gojaje eraHoi, Aok npu uHkyoaruju 5-JIC ca XCA y
MPUCYCTBY €TaHoJia Taj MaJ je y MOYETKY CKOpO 3aHeMpasbuB, a mpu 25 % eraHouna
mocrtaje CKokoBHT. Moryhe je nma ce mecta Be3uBama 5-JIC paznmmkyjy 3a oBa JBa

Ha4yMHa [IPUIPEME y30paKa, a cTora JA0ja3u 10 pa3IndUuTHX TPEHA0BA IPOMEHE 2A max.

a) 6)
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{ T
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Cauxka 35. 3aBucHoct mupune EINTP criekrapa 2A ,.x 01 KOHIIEHTpanuje eranona 3a 5-JJC/XCA (a) u 16-
JIC/XCA xommnekc (0). Ilpua 60ja o3nadaBa na cy JIC u XCA wHKYyOWpaHHW y MPUCYCTBY €TaHOJIA, a
upseHa na je XCA mpso nakyoupan ca JIC 30 min, ma je Tek oHzma nomaBaH eraHod. CBH y30pmu cy
caapxamu 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4 ca pasnuuuTuM KoauduHaMa eTaHosa). MonapHu
onnoc [JIC]:[XCA] je 6mo 2:1.
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4.3.3.1.1. Ymuuyaj emanona na yoene nesezanoz, cnaoo u jaxo sezamnoz /[C

ovenexcueaua 3a XCA

[Tomro cy y pagoBuma y kojuma ce BesuBame 16-JIC 3a XCA xopuctu kao
TUjarHOCTHYKH TecT oxapelyjy yaenu jako JB, CB u HB kao ynazum mapamerpu 3a
CTaTUCTUYKY aHAIM3y, y OBOj JUCEPTAMjU j€ MCIHUTAHO KaKO pPa3IHIHTe
KOHIICHTpAllMje eTaHojla YTUYy Ha BPEJIHOCTH yjena oBUX KomroHeHaTa. Ca ciuke 36
youaBa ce n1a ce Nyy cMamyje, a pacty Ngy 1 Nny 32 00a oOenexuBada, 6e3 003upa Ha
HAuMH TpUnpemMe y3opka. OBakaB pe3yniraT ce Clake ca JIMTEPaTypHHM MoJalrMa
nobujernm 3a 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA [21], a Takohe je y ckiagy U ca TUM Ja je
yTBpheHO J1a ce eTaHoi Be3yje 3a al0yMUH Ha HajMame TPU MECTa Be3MBamba MAaCHUX
KHCEJIMHA, T€ TaKO MOCTOjU KoMmreTulja u3mely eranona u mMacHuX kucenuHa [145].
Kondopmanmone npoMeHne HacTaje yciea MPUCyCTBa €TaHOJa Ce OTJieia]y Y IyOJbemy
CEeKyHJapHE W TepIHjapHEe CTPYKType ycien dhopMHupama BOJOHHYHHX Be3a u3Mmely
anOymuaa u eranona [10], a Takohe W WHTEpakiMja METHJ Tpyle eTaHola ca
xuapodoOoHuM renoBumMa andymuna [145]. [Ipu Tome qonasu 10 peopranuzaimje Mecra
BE3MBamba KOja Cce Orie/la y JIPaCTUIHOM CMamelmy Opoja MecTa jakor Be3uBama (TpH
KoHIeHTpauuju eraHona ox 40 % 3a 5-JIC u 30 % 3a 16-/1C, Huje moryhe noysmano
ypaauTH CUMYIaIUjy, jep jé CKopo caB oOenexuBad HeBe3aH) u aucocoBamy JC/XCA

KOMIIJICKCA.
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Camka 36. 3aBucHocT onHoca ynena jako (JB) u cmabo Besane xommonente (CB), Nyy/Nsy, on
koHIeHTpanuje eranona 3a: a) 5-JIC/XCA u 6) 16-IC/XCA kommiuekc. Ha 1om0j MONTOBUHE CITHKE je
MIpUKa3aH yTHIIA] KOHIIEHTpAIHje eTaHoJia Ha yneo HeBe3aHe komrnoneHTe (HB), Nyy, 3a: B) 5-JIC/XCA u
r) 16-JIC/XCA xommiekc. Llpra 60ja o3nauaBa na cy JIC u XCA nHKyOMpaHU y NMPHCYCTBY €TaHOINA, a
upseHa na je XCA mpso nakyoupan ca JIC 30 min, ma je Tek oHzma nomaBaH eraHod. CBH y30pmu cy
caapxxamm 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4 ca pa3nuuuTiM KOJIMYMHAMa eTaHoiya). MojmapHu
onnoc [JIC]:[XCA] je 6mo 2:1.

4.3.3.2. Ymuuyaj emanona na kongpopmayuone npomene bCA ucnumane

nomohy 5-MCJI obenesxcueaua

Kako 6u ce ucrurano kako eranon yrude Ha okoiauHy Cys-34, BCA obGenexen
ca 5-MCIJI je memran ca cmemama nydep-etaHon (y KojuMa je eTaHosl OMo MpUCyTaH y
pa3nMuuTUM KOHIeHTparujama). Ha ciunm 37a mpukasaHa je 3aBUCHOCT 2Apax OJ1
KoHIIeHTpanuje etaHosa. Kao u y ciayuajy 5-JIC/XCA, npumehyje ce na ce 2Apax IPBO
MOCTETIEHO cMamyje 10 KOHIeHTpanuje etaHoia 30 %, mocine vera je mnaj CKOKOBUT. To
3Haun n1a ce Cys-34 1jemn ca 10AaBamkeM eTaHoia 0TBapa U 1ocTaje cBe (IeKCHOMITHH]H.

CnuynHa 3aBUCHOCT je JoOHMjeHa W 3a poTaluMoHa KopemanuoHa Bpemena JB u CB
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koMmmoHeHTe (cnuka 370). Ha ocHOBY OBHX TojaTaka MOXKE C€ 3aKJbYYHTH Jla HE CamMo
na Cys-34 yien mocTaje oTBOpeHHUjH, Beh u okoJWHAa aMHHO Tpyna (Koje Cy BepOBaTHO
nouupane Ha moBpmmHU BCA) koje onrorapajy CB komMmoHeHTH mocTaje Takohe
¢bnexcubunuuja. [Ipomene y okonuan Cys-34 OUMIIIETHO MPEACTABIbA]y JABOCTEIEHU
mpouec, npu yemy je mpenoMHa Tauka Ha oko 30 % eranoma. To ce crmaxe ca
pesynraTuma ayropa Koju cy nokaszanu ga 10 30 % eraHosa HacTaje, Kako Cy TO ayTOpH
Has3Balld, ,MHTepMeaHjepHa KoHpopMmaluja ajrdyMHHa™, KoOja je OKapaKTepHrcaHa
BOJIOHMYHHMM Be3ama Koje CTaOuiIn3yjy CeKyHJapHy CTPYKTypy npoTeuna. [Ipu Bumumm
KOHIleHTpaurjama etanona (> 30 %), packuaajy ce MpeBep3MOMIHO BOJOHUYHE BE3€
m3mely nomena [10,21], mro ce cnaxe ca moBehanom mobunuonthy 5-MCJI Be3anux 3a
amuHo rpyne ©Ha mnoBpumHu BCA (Cnmka 376). Ca ngpyre crpaHe, mpema
kpucrajgorpapckum crpykrypama BCA, cyndxuapunna rpyna uz Cys-34 ce Hanmasu
penaTuBHO ONM3y XHAPOKCUIHE Tpyne u3 Typ-84 (Thpo3uHa Ha mo3unuju 84 y
AMUHOKHCEIIMHCKO] CEKBEHITU]H), IIITO C€ MOKe BUIETH Ha ciuid 186 [69,86]. Moryhe
je nma ce uzmel)y oBe ABe Tpyrne popMupa BOJOHUYHA Be3a Kako je To Beh mpemoxkeHo 3a
ciyaaj XCA [136], koja ce MOTEHIMjaTHO PAacKHIa Y MPHUCYCTBY €TAHONA, ITO MOXKE

noBecTH a0 noBehane gnexcudumHoctn Cys-34 1ena.
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Cuauka 37. a) 3aBucnoct mupune ETIP ciektpa BCA obenexenor ca 5-MCJI, 2A,.x O KOHIIEHTpAIIHje
eraHoya. 0) YTHIAj eTaHONIA Ha POTAIlMOHA KopenaruoHa BpeMeHa jako (JB), T. (JV), u cnabo BesaHe
(CB) xowmmonenTe, T. (SV). Ha rpaduky 6 crpenunama je 03HaYCHO KOja OpIHMHATA CE OJHOCH Ha KOjy
kpuBy. Ceu y3opuu cy canpxkamu 0,15 mM BCA (y 50 mM dochatHom mydepy koju je caapixao
pasnuunTe Komu4yuHe etaHoia). (CIiKa je BIACTHTH pe3yiTaT MpHiaroheH u3 paja ayropa JucepTaiije

[123].)
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4.3.4. YTunaj Be3duBamkba MACHMX KHceJInHa HAa KoHpopmaumjy XCA u

BCA

4.3.4.1. Ymuuaj eezusarwa MmacHux KuceiuHa Ha KoOHpopmayuone

npomene XCA ucnumane nomohy /[C obenexcusaua

Jla 6u ce ucnutano kako macHe kucenuHe (MK) yrudy Ha koH(poOpmanmone
nmpomeHe andymmna, XCA je mHKyOupaH ca meT paznuuutux MK — maypuHCKOM,
MUPHUCTHUHCKOM, MaJIMHUTHHCKOM, CTE€APUHCKOM M IHMC-OJIEMHCKOM, Yy pa3IuYUTUM
MonapuuMm [MK]:[XCA] oanocuma. OBako MNpPUNPEMIbEHH Y30pLUU CYy J1ajbe
obenexaBanu ca 5-J1C unu 16-/1C, tako ma monapuu ogHoc [[IC]:[XCA] 6yne 1:1. Ha
cuiy 38 TpUKazaH je YTHIA] pa3IMUMTUX KOHIIEHTpanuja HaBenuux mer MK Ha
mupuny EIIP cnektpa, 2Anmax. OnaBae ce MoXke BUAETH Ja NMpeTXoaHo Be3aHe MK
pa3IuuuTO YTU4y Ha okoauHy nokcun rpyne 5-JAC u 16-J1C. Haume, 3a 5-J1C ce youaBa
na 2Amax ca mosehameM konuentpanuje MK pacre, a mocne oxapeheHor momapHor
omnoca [MK]:[XCA] xoju ce pasnukyje 3a oBux netr MK, Oenexu ce omamame
BpeaHOCTH oBor mapametrpa. MK cpenmwe nykuHe NaHna, JaypuHCKAa U MUPHUCTHUHCKA
KHCENMHA, y3pOKY]y HajBehu pacT 2Amax, KOjU j€ KOHCTAaHTaH CBE JI0 MOJApHOT OJTHOCA
[MK]:[XCA] = 7:1. Ayronanuane MK, maiMuTUHCKa, CTEAPUHCKA U OJICMHCKA Ca Jpyre
CTpaHE yTHUYy Ha PacT 2Apmax A0 oaHoca 2:1-3:1 3a MaIMUTHUHCKY W CTE€apUHCKY
KucenuHy, u 4:1 3a onenmHcKy kucenuHy. OBakBU pe3yiTaTH yKa3yjy Ha TO Jia ce ca
CBAaKMM HOBMM Be3aHUM MojekyiaoMm MK, okonuna 5-/IC mewma y noryeny purugjHoCcT!
(w/mnm monapHocTH) [43], mTO MOXE J1a UMILTHIMpa 1a ce pu Bapupamy [MK]: [XCA]
OJIHOCA MEHa]y U MecTa 3a Koja ce Besyje 5-JIC. Camvan 3akjbydak MOXKE J1a CE€ M3BEJIe
u 3a 16-J1C, mehyrum ko oBor obenexxnBada 2Apm,x MOHOTOHO omajia ca rnmoehamem
[MK]:[XCA] omHoca W TO Tako Aa Opu OJHOCMMa BHIIMM ona 6:1 naypuHCKa H
MUPHCTHHCKA KHCEINHA Y30pKYjy Behu mag 2Amax Y OJJHOCY Ha nyronaHadane MK.

YKomuko cy mpoMeHe Y 2Ama,x H3a3BaHe y HajBehoj] Mepu NpoMeHOM
(bIeKCMOMITHOCTH OKOJIMHE, MOTJI0O O ce 3aKJbYYUTH Jla JIAYPUHCKA U MHUPHCTHHCKA
KHCEJIMHA, YMHE OKOJUHY MoKcun rpyme 5-JIC, u nmoteHnujamHo meny crpykrypy XCA
HAjpUTHIHUJOM Y OJIHOCY Ha OCTalle MacHe KucenuHe. HacympoT Tome, y NMpHCYCTBY

nyronandanux MK, To Ou 3HauMiO Ja ce, HAaKOH mopacta puruaHoctu oxonune 5-JC
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no mnperxonHo HaBemHux [MK]:[XCA] omnHoca, AOKCWI Tpyma OBOT OOelexKuBava
Haja3u y cBe (GaexkcuOunnujoj cpenunu. 3a 16-JIC obenexxuBad Ou ce y TOM cliydajy
onagame 2Amax MOTJIO TYMAaYUTH TUME Jla OKOJIMHA JOKCHJI T'PYyIe OBOT O0eleXnBaya
nocraje cBe QuekcubuiaHuja. MelhyTum, momTo ce Kpo3 BPEAHOCTH 2Anax OTJIENa U
MOJIAPHOCT CpeArHe, a He caMO (DIEKCHOMIIHOCT/PUTHIHOCT, OBaj 3aKJby4aK je camo
XUTOTETHYKH. Y TPETXOJHWM TIOTJIaBJbUMa Yy KOjUMa j€ WCHHUTHBAH YTHUIIA]
temneparype, pH u eranona (mornassea 4.3.1, 4.3.2. u 4.3.3) npomeHe y 2Anmax Cy
Morye fa Oyay TyMadeHe Y KOHTEKCTY MPOMEHE PUTHIHOCTH OKOJMHE aMHUHOKCHIIHE
rpyrme 300T Tora IITo je T03HATO J1a OBa TPH (paKkTopa yTUUy Ha pa3MOTaBame CTPYKTYPE
anbymuHa. MelhytuMm, mpoMeHe y CTpYKTypu ajnOyMmuHa npu BesuBarky MK HHCY Tako
npactudHe. Ako ce jomr y3me y oo3up nma cy 5-JIC u 16-JIC y xommerunuju ca
HeoOenexxenuM MK, Huje mo3HaTo 3a koja he ce mecta Be3aTu, MOroTOBO aKo C€ MMa Ha
ymy na ce MK kpaher nanma Be3yjy ca HIKUM apUHUTETOM 32 aJIOyMHUH y OJHOCY Ha
nyronanadane |130]. 306or Tora y oBOM MOTJIaBJjby, HE MOXE ca CHTypHOIIhy 5a ce
TBPAM J1a IPOMEHE Y 2Amax U3MepeHe 3a 5-/1C u 16-JIC notuuy camMo o] pUruaHOCTH

OKOJIMHE JIOKCUJI TpyTa.

a) 0 5-[IC/XCA 6) ses 16-[IC/XCA

IaypuHCcKa Kue.

MUPWCTUHCKA KKC.
ManMuTHCKa KWC.
CTeapwHcKa kue.

uunnl

OneuHcka K1e.

0 1 2 3 4 5 6 7
MonapHu ogHoc [MK]:[XCA] MonapHu ogHoc [MK]:[XCA]

Cauka 38. 3asucHocT mmpuHe EIIP cnekrapa, 2A .y @) 5-JAC/XCA u 6) 16-JIC/XCA xomruiekca of
KOHIICHTpaIUje nMpeTxoaHo Be3anux macHux kucenuHa ([MK]:[XCAY]). Ceu y3opiu cy caapxkanu 0,1 mM

XCA (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4). Monapuu oxroc [JIC]:[XCA] je ouo 1:1.
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4.3.4.1.1. Ymuuyaj eezusarmwa macnux xucenuna na yoene negeszanoe, cnaoo u

jaxo eezanoz /IC ooenexncueaua 3a XCA

Jla 6u ce yrBpamio Ha koju HauuH ce 5-JIC u 16-J1C auctpubyupajy Ha MecTa
jakor (JB) m cnmabor BesmBamwa (CB) y mpHCYCTBY pa3IuuuTOr Opoja MPETXOIHO
Bezanux MK monekyma, ypaheHe cy cumynaiuje 4Mju Cy pe3yiTaTH NpUKa3aHd Ha
cimiy 39. Ca oBux rpaduka Moxe ce YBUIETH Ja NMpH HoBehamy MOJapHUX OFHOCA
[MK]:;[XCA], u 3a 5-JIC, u 3a 16-J1C pacre yneo cnabo Be3anor u HeBesaHor (HB)
obenexuBaya, JOK c€ KOJMYMHA JaKo Be3aHOT obenexnBada cMamyje. OBakaB pe3ysrar
j€ y CKIaay ca pe3yiTaTuMa JIPYyrux HCTpaKMBada y KOjUMa je MOKa3aHO Ja IMOCTOjU
KOMIIETUIMja u3Mel)y JOKCHUI-IeprBaTa MAaCHUX KHCEIMHA Pa3IUYUTUX OYy)KHHA U
pa3NUYUTUX HEOOEeNeKEHUX MAacHUX KucenuHa npu BesuBamy 3a XCA u BCA
[25,27,28,30]. Mehytum, y oBuM pamoBuma kommeruidja mmehy MK u JIC
obOenexxuBaya HUje JACTa/bHO M3ydaBaHa, HETO j& TMOCITY)KHUJIa cCaMO JIa C€ WMCINTA Ja JIA
ce nokcun-aepuBatud MK Besyjy 3a ucrta mecta kao u HeoOenexxene MK. Ha ocHoBy
ciuke 39 ce moxke npumetuTH Aa je 16-J1C ocerspuBHju Ha mpucycTBo Besanux MK, c
003upoM Ha TO Aa ce ynenu Nny, OBOT obOenexuBaua BUIlle Memajy Hero kox S5-I[C.
Takohe, youaBa ce ma Nny 3a 5-JIC nmouume na pacre npu ognocy [MK]:.[XCA] 5:1, a
3a 16-J1C Beh mpu 4:1. Canuan pesynrar je nobujeH y paay y kojem je BCA 6uo npso
obenexen ca 5-JIC, 12-/1C u 16-JIC, y monapHom ogHocy 1:1, ma je moToM jomaBaHa
onenHcka kucenuHa [30]. OBakBO MOHAIIAKHE CY ayTOPH MPUITHCATIA HUXKO] KOHCTAHTH
adunuTeTa 3a BesuBame 16-J1C 3a cexynmapHa mecta y ogHocy Ha 5-JIC (1ok je oOpHYT
ciydaj 3a npumapHa mecta) [30]. Ocum Tora, Ha ciuuu 391 ce mpumehyjy BETHKH
ckokoBr y Nny npu BummuMm [MK]:[XCA] monapHum oaHOcHMa 3a MUPUCTHHCKY U
OJICMHCKY KHCENTuHY y omHocy Ha octaiie MK. 3a oleMHCKY KHCEIHHY jé OBaKBO
MOHAIIIake OUYEKHBAHO, ¢ 003upoM Ha To 1a ce oBa MK 3a XCA Be3syje ca 3HaTHO Behum
aduHUTETOM oA ocTanmux [62,130], 70K 3a MEPUCTUHCKY KUCEIHHY HUjE jaCHO 3aIITO Y
TOj MepH cy30mja BesuBame 16-JIC (y nmopehemy ca octamum 3acuhennm MK, momto
konuurHa HeBe3aHor 16-JIC Huje Tako Benuka, cBera 5 %), Kaja je MO3HATO Ja
koHcTaHTe adunutera 3a MK pacty ca moBehameM AyXuHE METHUJIICHCKOT JIaHLA

[62,130]. Moryhe je na Be3mBame MHpUCTHHCKE KucennHe 3a XCA WHIyKyje TakBe
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KOH(opManmoHe MpoMeHe MpOTEHHCKOr MoJjekyna aa ce 16-JIC orexaHo Besyje 3a
TaKoO U3MEHEHY CTPYKTYPY.

a) 7 5-0C/XCA 6) 16-AC/XCA

NaypuHcka ki,
MuypMCTUHCKA KKC.
ManMuTUHCKa KWc.
CTeapuHcka K1c.
OnewvHcka Kuc.

1 2 3 4 5 5]
MonapHu ofHoc [MK]:[XCA] MonapHu oagHoc [MKT[XCA]

2 3 4 5 6 7

B} 0,012 5-0C/XCA 16-LC/XCA

3 4 5 6 7
MonapHu onHoc [MK]:[XCA] MonapHu oaHoc [MK]:[XCA]

Cauka 39. 3aBucHOCT omHoca yzaena jako (JB) m cmaGo Bezane kommoneHTe (CB), Nyv/Ngy, on
xonneHTpanyje ([MK]:[XCA]) mer paznuuutux MacHuX kucenuHa 3a: a) 5-JIC/XCA u 6) 16-JIC/XCA
koMITIiekc. Ha momoj momoBuHM ciuke je mpukasaH ytunaj [MK]:[XCA] Ha yneo HeBe3aHe KOMIIOHEHTE
(HB), Nnv, 3a: B) 5-JIC/XCA u r) 16-JIC/XCA xommuiekc. Cu y3opiu cy caapxamu 0,1 mM XCA (y
100 mM I1BC-y, pH 7,4). Monapuu oxnoc [[IC]:[XCA] je ouo 1:1.

[Tokazana 3aBucHocT ynena JB, CB u HB xomnonenTe on konnuune Bezane MK
MOXe Ja Oyne BeoMa KOpHCHA ca CTaHOBHINTa Kopuinhema odenexuada 5-JIC u 16-
JIC y moMeHyTOM JHujarHOCTHYKOM TecTy. Hanme, moBehana konnumHa Be3anux MK 3a
XCA, mpucyrHa y oapeheHUM NATOJNOMIKMM CTamkbuMa Ou Tpebalo Ha OCHOBY
nobujeHux pesynrara, aa yrude Ha yaene HB, JB u CB kommonenara, ynme Ou
Tpebasio nma Oyae MOCTUTHYTa M00pa kinacuduKalyja WCIUTAaHUKAa Ha TAlUjeHTEe M

31IpaBe KOHTPOJIE.
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4.3.4.2. Ymuuaj eezusarva macHux Kuceiuna Ha KoHopmayuoue

npomene bCA ucnumane nomohy 5-MCJI obenesxcusaua

Kako Hmje mo3naro rae cy y anoymuny jgomupane 5-JIC u 16-JIC y nmpucyctpy
apyrux MK, pagum mpoydyaBama KOH(POPMAIMOHMX NPOMEHA KOje HACTajy Ycien
BesuBama MK, moTpebHo je 1a ce CTpyKTypHEe MPOMEHE JIETEKTY]y ca jeHOT MO3HATOT
Mecrta y anoymuny. 3aro je BCA obenexen ca 5-MCJI, na je tako opmMupan KOHjyrat
nHKyOupaHn ca HaBeneHux net MK, y pasnmuuntum [MK]:[BCA] Monapaum ogHOCHMA.
Ha oBaj nHaunH ce, Takobe, npoyuasa aupekrtan yrunaj MK Ha oxonuny Cys-34, unme
MOJKe J1a ce yTBpAU Kako npucyctBo MK yTude Ha peakTHBHOCT oBe aMuHOKHUcenuHe. C
0o03upoM Ha TO Ja N0 caja HUCY To3HaTe Kpucrtaimorpadcke ctpykrype BCA y
komruiekcy ca MK, oBze je moTpeObHO Hariacutu Aa he ce cBu pe3ynTaTu A00HjeHH 3a
BCA tymauutu y3 mpernoctaBky na cy 3a XCA u BCA mosumwmje m 06poj mecta
Be3WBama pa3HUX JHUraHajga HWCTe (HA OCHOBY aHANOTHje Yy KpHUCTAIOTrpadCKuM
ctpykrypama usmel)y XCA u BCA, koju ce He Hanaze y komruiekcuma [86]). Ha crnutm
40a je mpuKa3zaHa 3aBUCHOCT 2A yax 011 [MK]:[BCA] monapuor onnoca. Ca oBe ciuke ce
MOXKE€ MPUMETUTU Ja C€ 2Apmay 32 MAIMUTHUHCKY, CTEAPUHCKY U OJIEMHCKY KHCEIHHY
cMambyje 10 MoJlapHOT ofgHoca 7:1, mTo yka3yje Ha moBehaHy (riekCHOMITHOCT OKOJMHE
Cys-34 npu Be3uBamy cBakor cieaeher monekyina MK. 3a ose Tpu MK ce y rpanunama
TPEIIIKe 3aMaka caTypalrja BPEIHOCTU 2A yax TPH MOJIADHUM OJHOCHMA BUIITUM 01 7:1.
OBakaB pe3ynrTaT ce claXe ca YMIEHHULIOM Ja alOyMHH MOXE Ja Be3yje ceaam
Mosiekyna ayronanyanux MK [2,52,53], Tako jga mnpu  MOJApHUM OJHOCHMA
[MK]:[BCA] Bumum o 7:1 He MOTY J1a ce youe 3HauyajHE MPOMEHE mapamerpa 2Amax.
Hacynpor Tome, 3a naypuHcky u mupuctuHcky MK Mory na ce yode nomaTHe male
MPOMEHE 2Amax YaK M MPU OgHOCHMMA BUIIMM on 7:1. OBakaB pe3yiTar ce claxe ca
KpHUcTajorpadCKuM CTyarjaMa y KOjuMa Cy JIeTeKTOBaHa J0JaTHA MECTa Be3HBamba 3a
MK cpenme nyxune nanna [52]. Ha caumm 400 je mpukazaHa 3aBUCHOCT POTAI[OHOT
KopenanuoHor BpeMeHna JB komnonente, 1. (JV), on [MK]:[BCA] monapHor onHoca.
OBakBa 3aBUCHOCT 3a T, (SV) HUje mpuKa3zaHa, 3aTo IITO HHje OMIo Kopenaiuje uamehy
ose BenmmunHe U [MK]:[BCA] omnoca. Pesynratu npukazanu Ha ciauuu 400 notephyjy
NPEeTXOAHO H3HeTe 3akibydke. C 003MpoM Ha TO J1a Cy MecTa BE3WBamba MAaCHHX

KHCEJIMHA, KaKo je TO JIeTaJbHO 00jalimkeHo y mormasiey 2.1.2.1.2. nuctpubynpana Ha
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pa3IMYUTUM JIOKalMjamMa y anOoymuHy (y YHYTPAIIFOCTH CBa TPU JOMEHa U u3Mehy
pPa3IMYUTUX TOJIOMEHA), Ha OCHOBY ToJlaTaka JoOHjeHUX 32 2Apmax U Tc (JV) MOXKe ce
3aKJPYYUTH Ja Be3uBame cBakor cieneher monekymna MK 3a BCA noBoau 10 oTBapama
Cys-34 yena, 6e3 003upa Ha TO KOJIHKO je MecTo BesuBamba MK ynameno on Cys-34.
TakaB 3akJbydak ce cllake ca JIMTEPATYpHUM IOJAaTKOM J1a peakTuBHOCT Cys-34 mpema
jenumemuMa  Koja ce Be3yjy 3a cynxmapuiaHe rpyne pacte ca mnobehamem
kounentpanuje MK [146]. Takohe, mpema mpukazanum pesyatatuma (ciuka 40),
Be3uBame mpBor u apyror moiekyna MK 3a BCA y nHajBehoj Mepu 10BoIM 10 OTBapama
Cys-34 yema, Maga HU MpoMeHe Koje ce aorahajy mpu Be3uBamy Tpeher m uerBpTOT
monekyna MK wHucy 3anemapspuBe. Kako je ojammeno y mormasipy 2.1.2.1.2, y
JUTEpaTypu MOCTOjU MpeTnocTaBka na npu Besusarmy MK 3a nomen III (rae ce Hanmaze
mecta MK3, MK4 u MKS5, on kojux cy MK4 u MKS5 mecra Bucokor apunutera 3a Koja
Oou Tpebasio ma ce Be3yjy npBa aBa mojekyina MK) oBaj momeH poTupa 3a Majiu yrao y
onnocy Ha nomeH Il [99]. Takohe, mpu BesmBamy MK 3a MK2 (mecto cpenmer
aduHUTETa), MHAYKYje ce poranuja nomeHa I y ogHocy Ha gomen II [99]. Yommreno
rienano, poranuje nomena Il u I y ognocy na I, moBoje 1o oTBapama MEHTPATHOT
1Iera Koju ce Hanasu u3melyy oBa tpu nomeHa. Mmajyhu cBe oBe nHdopmanuje y Buay,
MOXE Jla C€ MPETIOCTaBH, Ha OCHOBY pesynrara nooujenux 3a Cys-34, nga riobaiHO
OTBapame CTPYKType anoymuHa npu BesuBamy MK takole y3pokyje u aa yen Cys-34

nocraHe (prexcuOMIHuju.

a) 62,8 JNlaypuHcka kuc.
MUpUCTUHCKA KUE.
62,6 [ManmMUTUHCKa KK1C.
CTeapwHcKa Knc.,
— 82,41 OnewnHcka Kue.
Q
3 62,2
S 7
<
~
62,0
61,81
BeaMK 1:1 2.1 41 61 71 81 101 BeaMK1:1 2:1 41 6:1 7:1 8:1 10:1
MonapHu oaHoc [MK]:[XCA] MonapHn oaHoc [MK:[XCA]

Caunka 40. a) 3aBucHoct mupune EITP criektpa BCA o6enexenor ca 5-MCJI, 2A ax, OJT KOHIICHTPAIIH]C
(IMK]:[BCA]) mer pa3muuuTHX MacHHX KucenuHa. 6) Yrtumaj moxapHor omHoca [MK]:[BCA] na
POTAIOHO KOpENAIMoHo BpeMe jako BezaHe (JB) xommonente, T, (JV). Cu y3opiwm cy caapxamu 0,15
mM BCA (y 50 mM ¢ochataom mydepy). (Cruka je BmacTHTH pe3yiTaT npuwiaroheH U3 pana ayropa

nmuceptanyje [123].)
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4.3.5. Yruunaj BeauBama Jjiekoa Ha koHpopmannjy XCA u BCA

4.3.5.1. Ymuuaj eezusarwa nexosa na xkongpopmayuone npomene XCA

ucnumane nomohy /[C obenexcusaua

Y 0BOM TOTJIaBJbY j€ MPHUKA3aHO KAaKO BE3WBAE MIECT YOOMYajeHO KOPUITNEeHUX
nekoBa (uOympoden, nuazenam, BapdapuH, paMHUOpHI, OpoMaszenaM W HaTPHjyM
muknodenak) yruue Ha BesuBame JIC oOenexuBaua 3a XCA, ¢ o03upom Ha TO Ja
Be3WBAkhb€ MACHUX KHCEIMHAa W JIEKOBa Yy HEKUM CcIydyajeBUMa MOXe Ja Oyne
KOMITETUTHBHH TIPOIIEC, a TaKohe U KOOMepaTUBHHU yCIIe] aocTepHe Moayiamuje [147].

Ha coumu 41 je mara 3aBucHoct mupuHe EIIP criektpa 2Anax o1 [1ek]: [ XCA]
MOJIAPHOT OJTHOCA, 3a Y30pKe KOju Ccy nobujeHu mHkyOamujoM XCA ca pa3smudauTuM
KOHIIEHTpallMjaMa HaBeJIeHUX JIEKOBa, a moToM cy nonaBanu 5-JIC wmm 16-J1C, Tako na
je omnoc [[IC]:[XCA] 6mo 2:1. Mehy oBuM JiekOBUMA, TpH Cy THUIIMYHA JIMTAaHIA 32
MecTa Be3uBama jekoBa 1 u 2 (MBJI1 u MBJI2; oBa mecTa cy ommcaHa JI€TaJbHO y
nornasiby 2.1.2.1.1). JIBa neka, ubynpoden u nuaszenam, Cy THUIHYHH JUTAHAA 32
MBJI2, a Bapdapun 3a MBJI1 [94,97]. Ha ocHOBy ciuke 4la ce youaBa ja CBaKku O]l
JIeKOBa TMoKa3yje onpeheH yTuiaj Ha 2A .y 3a 5-JIC/XCA u 1O Tako 1a Cy BpeIHOCTH
oBOr mapameTrpa Behe y oaHocy Ha ciydaj kama XCA HeMa 3a cebe Be3aHE JICKOBE.
Wzy3erak je nmuaszemam, KOJ KOra Mociie MHUIMjATHOT CKOKa mpu ogHocy [Jek]|:[XCA]
1:1, 2Aax omana 1o BpenHocty kana 3a XCA HuUCY Be3aHM JiekoBH. Takohe ce moxe
MIPUMETUTH J1a HajBehu yTHIa] HA 2A . UMa HOYTIPOGEH, a 32 UM CJIeAe PAMHUIIPHII U
nukiodeHak. AHalM3oM TogaTtaka mpukazaHuMm 3a 16-JIC (ciuka 410) Buam ce na
Be3uBame JiekoBa 32 XCA mokasyje MHOTO crnabuju yTHIa] Ha 2Anyax MApaMeTap OBOT
obenexxnBaya. UumeHUIIA Ja CE BE3WBAWkE JIEKOBA BHINE OJpa)kaBa Ha IMPOMEHY
mupupae EIIP cnekrpa 5-JIC nero 16-/IC, yka3yje Ha TO Aa je JOKCHJI Tpyma
OCETJhMBH]ja HA TIPOMEHE HACTaJie BE3UBAKEM JICKOBA aKO j& CMEIITeHa y XUuApohoOHO]
yayrpammocTd XCA (5-1C), nero ako ce nanazu 6musy mospmuHe (16-11C). Takas
pe3yaTar je ¥ O4eKUBaH C 003MPOM Ha TO Jia ce JIEKOBU U BE3Yjy YIpaBo 3a XuapodoodHe

leroBe cMelTeHe y ynyrpammoctu XCA [4,94].
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a) 5-[1C/XCA 6) 16-AC/XCA WBynpodpe

Ouazenam
BapchapuH
Pamunpun
Bpomazenam
OuknodpeHak

NENEER

14 21 41 &1 8 TBes 14

exa
nex MonapHn oaHoc [Nek]:[XCA] neka MonapHu oaHoc [nek]:[XCA]

21 41 6:1 81 101

Cauka 41. 3apucHocT mmpuHe EIIP cnekrapa, 2A .y a) 5-AC/XCA u 6) 16-JIC/XCA xomruiekca of
koHueHrpanuje nexosa ([1ex]:[XCA]). Cu y3opuu cy cagpxam 0,1 mM XCA (y 100 mM I16C-y, pH
7,4). Monapuu oguoc [[IC]:[XCA] je 6uo 2:1.

3a 16-J1C, nuasenam, OpomaszenaM U paMUIPUI FOTOBO /1a HE YTHUUYY Ha IPOMEHY
BPEIHOCTH 2Amax, JOK Haju3pakeHU]u edexar mokaszyje MUKIO(EeHaK KOJ KOjer ce
Oenexxu HajBehn CKOK 2A .y Ha omHocy [yek]:[XCA] = 4:1. Ubypnoden u Bapdapun
noka3yjy MMUHUMyMe Ha omHocuma 2:1 u 1:1 pemom, mocie yera 2Amax pacre a0
BpenHocTH u3mepene 3a 16-JIC/XCA 6e3 nexa.

[Ipomene y BpeaHocTuMa 2A .y Ka0 W Yy CIydajy Be3WBama MaCHUX KHCEIHHA
(mornassee 4.3.4.1), Mmopajy Z1a ce MaKJbUBO MHTEPIPETUPA]Y, C 0O3UPOM Ha TO Ja HHUJE
Mo3HaTo Ha koju he ce HauMH M 3a Koja Mecta Be3uBatu Moiyekynu 5-JAC u 16-J1C y
npucycTBY JekoBa. Moryhe je nma moBehame BpegHOCTH 2Angax kon 5-JIC/XCA
KOMIUIEKCa MOTHYe O] rnmoBehaHe PUTHIHOCTU OKOJHMHE JOKCHJI TpyIe Yy MNpPUCYCTBY
jgekoBa. CIMYHO €€ MOXKE€ TyMayuTH M HAarjd CKOK y BPEOHOCTUMA 2Anax 3a 16-
JC/XCA npu monapuom onnocy [aukiodenak]:[XCA] 4:1. Hacympor Ttome, manm y
2 A max BPEIHOCTHMA 34!

1) 5-JIC/XCA/munazenam xomrekce (nmpu [nuazenam]:[ XCA] omnocuma Behum

on 1:1),

2) 16-J1C/XCA/ubynpoden (no [ubynpoden]:[ XCA] 2:1), u

3) 16-AC/XCA/Bapdapun (npu [Bapdapun]:[ XCA] onnocy 1:1)

Oum Morao ga ce Tymauyn Kkao moBehame (DIeKCHOMIIHOCTH OKOJHMHE JOKCHI TPYIIE.
Melytum, He cMe ce IPEBUIETH J]a CBE OBE MPOMEHE MOTY /1a MMOTHYY U O] Pa3IMUUTHX
MOJTAPHOCTH MecTa 3a koja cy ce Bezanu 5-JIC u 16-JIC [31]. Nako je Temko y oBoM

CIIly4ajy MHTEPIPETUPATH MPOMEHE mapameTpa 2Amax, PE3YJITATH KOjH Cy JTOOH]jEeHU
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MOKa3yjy J00po ciarame ca JIMTepaTypHHUM IojauMa o Opojy MecTa Be3WBama 3a
CBakM o] oBHX JekoBa. OBU mojmanu Ccy cymupanu y tabemu 6. Hamme, 3a cBaku on
JIEKOBa MOXE ce YouuTH Aa mocrtoju oapeherm monapuu omnoc [nek]:[XCA] uzHan
KOjer ce 2Amax MPAKTUYHO BUIIIE HE Memwa. 1aj ,, KpUTUYHHU OJHOC ce JOOpO Cliaxe ca

OpojeM MecTa Be3uBama Koja Cy mpoHaheHa y nurepaTypH.

Tabena 6. [Ipernen nmonaraka u3 aureparype o Opojy M JIOKalMju MecTa Be3UBambha UCIUTHBAHUX LIECT

nexoBa Ha XCA u BCA.

Jek Bpoj mecTa Jlokainuje uaeHTH(PMKOBAHUX MeCTa
Hoynpoden 6 [148] MBJI2 (npumapso) [94], MBJI1 [94], MK2 u MK6 [149]
Jnazemnam 3 [150] MBJI2 (mpumapho) [94]
Bapdapun 4 [151] MBIJI1 (mpumapho) [94], moxmomen Ib [98]
Pamumpun 1 (yBCA) [152] MBIJII [152]
Bpomaszenam 1[153] Huje npeatudurxoano
Juxnodpenak 3 [154] ITognomen 1b, nBa mecta y MBJI1 [154]
4.3.5.1.1. Ymuuaj ee3usamwa nexoea mna yoene mneeezanoe, cnabo u jaxo

séezanoe JIC obenesxncusaua 3a XCA

Panu Goswer pazymeBama pacnopehuBama 5-JIC u 16-J1C y XCA y nipucycTtBy
HaBEIHMX IIECT JIEKOBa, cuMyJsaijama cy oapehenu yaemn jako (Nyy), cmabo BezaHe
(Nsy) u HeBezane koMmrnoHeHTe (Nny). 3aBUCHOCT OBHUX YZe€la O] MOJApHOT OJHOCA
[1ex]:[XCA] je mpuka3zan Ha cinuiu 42. Ca oBe CIUKE CE MOXE MPUMETHUTH Ja Cce y
MIPUCYCTBY JIeKOBa cMmamyje yneo JB, a pacty yaenmn CB u HB xommonenara, kao u 'y
Clly4ajy IPETXOJIHO BE3aHUX MACHUX KucenuHa. OUHIJIeIHO CBU JIEKOBH Yy MamOj WU
Behoj Mepu yruay Ha To aa ce 5-JIC u 16-/1C apyraunje pacrionene y XCA y ogHOCY Ha
CUTYyalujy Kajaa JIekoBu Hucy nperxoano Be3anu 3a XCA. Ilocmatpajyhu 3aBuUCHOCT
Nyv/Ngsy ox momapuor oaHoca [1ek]:[ XCA], 3a ob6a obenexrBadya MOXKe C€ YBHJETH Ja
Kao W Koj mapameTpa 2Amax moctoju omHoc [nek]:[XCA] u3Hag Kojer ce BpeaHOCT
N;jv/Nsy HE Mema.

[Mocmarpamem yaena Nny Buau ce ga je 16-JIC ocersbuBHjE Ha MPHUCYCTBO
nekoBa, Mok ¢y 3a 5-/IC mpomene Nny TOTOBO 3aHeMapJbUBE, IITO CE KA0 M Y CIy4ajy
Be3MBamka MacHUX KucennHa (mornasibe 4.3.4.1.1) moxke mpunucatu Behoj KOHCTaHTH

aduHuTeTa 32 BesuBame 5-J[C 3a cexyHmapHa mecta, y ogHocy Ha 16-JIC [30]. 360r

98



Tora he majbe OWTH AUCKyTOBaHA caMo TojaBa HeBezaHor 16-J/[C. Hajsehe mpomene y
konuuuHU HeBa3zaHor 16-/]C ce mpumehyjy 3a ubynpoden u Bapdapus. 3a udbynpoden
ce TaKBO IMOHAIIAke U OYeKyje C 003UPOM Ha TO JIa ce Be3yje 3a IIeCT MecTa O]l Yera ce
HEroBO NPUMapHO MecTo BesuBamwa, MBJI2 noknana ca mectuma MK3 nu MK4 (mecto
BEe3MBalkba MACHUX KHCETWHA BHCOKOr aduHHTETa), a cekyHmapHa ca MBJI1 (koje je
ucropemeno u mecro MK7), MK2 u MK6 [94,148,149]. Kon Bapdapuna, npumapHo
Mmecto BesuBama, MBJI1 ce moknama ca MK7, koje npencraBba Mecto BesuBama MK
Huckor adunurtera [2,94], Tako na mojaBa Hee3aHor 16-JIC mpu Be3uBamy MPBOT
Mosekyna Bapadpuna 3a XCA BepoBaTHO MOTHYE 0 KOH(GOPMAIIMOHUX MPOMEHA KOje
uHIyKYje BapdapuH. /[nazenam, koju ce kao u udynpodeH Besyje npumapro 3a MBJI2,
J0BOM 10 He3HaTHoT noBehama konmmuuHe HeBe3aHor 16-J[C 3a cBe [auazemam]:[ XCA]
MoJlapHe ojHOce. Pas3ior BepoBaTHO J€XH y TOME HTO MOynpodeH M auasernaM Ha
pasnuuuTe HaunHe uHTeparyjy ca MBJI2 [94]. CaudyHO Baku W 3a paMHUIIPHI KOjU Ce
Besyje 3a MBJI1 y BCA [152], a mona3u ce o1 MPeTHoCTaBKe /1a C€ BE3yje 3a OBO MECTO
n y XCA. YKoIMKO je OBa XMIIOTe3a TauyHa, OHJA OW TO 3HAYMIIO Ja JiBa JieKa Koja ce
Be3yjy 3a MBJIl He yruuy mcto Ha BesuBame 16-J{C, BepoBaTHO 300T Pa3IMYUTHX
MHTEpaKIMja ca MeCTHMa Be3MBalka WIM YClieJ] HHIYyKOBama KOH(OPMAIMOHUX
mpoMeHa koje O0u Moruie na Oiokupajy BesuBame 16-/IC. YMepen pact Hee3aHor 16-
JIC ycnen Be3uBama JuKiIo(eHaka BEpOBaTHO MOTHYE O] TOTa IITO CE U 3a OBaj JIEK CBa
TPU UICHTH(PHKOBAHA MECTa TMOKJIANAjy ca MECTHMMa BE3MBama MACHUX KHCEIHHA —
MK1 y nognomeny Ib, a nBa mecta BesuBama y MBJI1 ce npeknanajy ca MK7 [154]. V
cnydajy Opomaszenmama ce Nyny 3a 16-JIC roBoto He Mema, MTO MOXe na Oyje

mocjenuIia Tora To 3a OBaj JIEK MOCTOjJU CaMo jeAHO MecTo Be3uBama Ha XCA [153].
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a) ] 5-[IC/XCA 6) 16-0C/XCA WGynpocpeH
Ouasenam
BapdbapuH
Pamunpun
Bpomaszenam
IuknodheHak

NENEER

Bes 11 21 41 61 81 101
neka

MonapHw oaHoc [nek]:[XCA]

5-JIC/XCA r 16-OC/XCA

0,008+

21 41 61 81

Bea 11 21 41 &1 &1 101
Nekx

a
MonapHu oaHoc [Nek]:[XCA] MonapHu ogHoc [nex]:[XCA]

Cauka 42. 3aBucHocT onHoca ynena jako (JB) u cmabo Besane xommonente (CB), Nyy/Nsy, o
koHneHTpamnyje ([7ex]:[XCA]) mect pasnuantux nexosa 3a: a) 5-JAC/XCA u 6) 16-AC/XCA xomrurexc.
Ha nomoj monoBuHm cinuke je npukaszal ytuiaj [1ekx]:[ XCA] Ha yneo HeBesane kommnonenTe (HB), Nyy,
3a: B) 5-JIC/XCA u r) 16-AC/XCA xomiutekc. CBu y3opuu cy caapxkamm 0,1 mM XCA (y 100 mM IIBC-
y, pH 7,4). Monapuu onxoc [JIC]:[XCA] je 6mo 2:1.

Pesynratu y xojuma ce ommcyje yruiaj jgexoBa Ha yaene Nyy, Nsyv U Nny ¥
CYIITHHM MOX€E Ja TMpeacTaBba mnpobdsem mnpu kopuimhewy 16-J1C y cBpxe
JIMjarHOCTHYKOT MapKepa YTOJMKO INTO OBH YW OHJAa OJpakaBajy MpPOMEHE Y
Kamanurery BesuBama XCA Koje HE MOTHYYy camMO OJf MeTaboiuTa M TOKCHHA
cneun(UYHMX 3a oApeheHa maToJomKa cTama, Beh W 0]l IPUCYCTBA JIEKOBA KOjU ce
yobuuajeHo kopucte y Tepanuju. Ca napyre cTpaHe, MokazaHa OCETJHUBOCT OBHX yjesa
Ha MPHUCYCTBO JIMTaHaJa YOMNIITEHO je TMOTOJHOCT KOoja oMoryhaBa Ja ce mpoydaBajy
UWHTepakiyje pasHux cyncranugja ca XCA, mTo je BaXHO NpPU HCIUTUBAY

(apMaKkOKUHETHKE U (papMaKoJUHAMUKE.
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4.3.5.2. Ymuuaj eezusarwa nexosa na xougopmayuone npomene bCA

ucnumane nomohy 5-MCJI obenescueaua

Jla Ou ce ucnHTao YTHIA] BE3WBama JIEKOBa Ha KOH(OpMaIlMOHE MPOMEHE Yy
aIOyMUHY, Ka0 U y CIIy4ajy MacHUX KHcenuHa (rmoriasibe 4.3.4.2), moxkeJpHO je aa ce
nHOoopMaIHje 0 BUMa A00Hjajy ca jemqHor Mecta (yMecTo ca BHIe kao y ciaydajy JC
obenexuBaya). M3 tor paznora je 5-MCJI/BCA koHjyraT MHKyOHUpaH ca pa3IuuyuTHM
KOHIICHTpallijaMa HaBEJACHUX IIeCT nexosa’’. [Ipomene y okomuHu Cys-34 mnpu
Be3uBamy OBUX JiekoBa 3a BCA cy mpahene mpeko mapameTpa 2Apmax U POTAIOHOT
KOpENalMoOHOT BpEeMEHa jako Be3aHe kommoHeHTe, T, (JV) (cimka 43). Porammono
KOpeNaroHo BpeMe cliabo Be3aHe KOMIIOHEHTE, T. (SV) y 3aBHCHOCTH O/ MOJapHOT
onnoca [nek]:[PCA] Huje mpuka3zaHo 300r Tora mTO HHUje TpoHaleHa Kopemaiuja
u3mel)y oBor mapaMerpa M KOHLEHTpalMje JIeKoBa. Y OKBHpPY TIpaHHUla TpEIIKe,
napameTpu 2Amax 1 T (JV) 3a cBaku Jiek MOjeIMHAYHO MMOKA3yjy CIMYaH TPEHI (CIuKa
43), najyhu koH3ucTeHTHe MHPOpMalje o mpomeHama y okoinuau Cys-34. YommreHo,
MOX€E Ce MPUMETHTH Jia BehnHa OBUX JIEKOBA y3POKYj€ CMaBEHe 2A max U Te (JV), mTO
3Haun moBehame QuiekcuomnHoctu Cys-34 yemna. Takohe, 3a Behuny sekoBa, HajBehe
MpOMEHE y BPEIHOCTHMA OBHX Iapamerapa ce mnpumehyje mpu MOJIapHOM OJIHOCY

[nek]:[BCA] = 1:1.

20 YCJ'IC,H HEAOCTAaTKa JIUTCpATYypHUX IOJaTaKa O noxaunjaMa BC3WBamkba MCIIMTHUBAHUX IICCT JICKOBA 3a

BCA, oBne he 6utu npernocraBibeHO aa je Opoj U JoKanuja Mecta BesuBama 3a BCA ncra xao y XCA.
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a) 630 17+ Bl cynpogen
1 B [uaszenam
62,8 4
[ ] BapdpapuH
62,6 - Pamunpun
O, l:l Bpomasenam
g 62,41 I Auknodpenax
<
o 62,2
62,0
61,8 1

- 9
Bea 11 211 41 61 81 101 21 41 61 81
neka

MonapHu ogHoc [nek]:[XCA] MonapHu oaHoc [nek]:[XCA]

Cauka 43. a) 3aBucHoct mupune EITP criektpa BCA o6enexenor ca 5-MCJI, 2A ax, OJT KOHIICHTPAIH]C
([nex]:[BCA]) mect pa3nuuyutux JiekoBa. ©0) Ytumaj momapHor omHoca [nek|:[BCA] Ha portaiuoHo
KOpeJalinoHo Bpeme jako Be3ane (JB) xommonetHe, 1. (JV). CBu y3opuu cy caapxamm 0,15 mM BCA (y
50 mM docdatHoM mydepy). (Cnuka je BIACTUTH pe3yNTaT MpHUaroheH u3 paja ayTopa JucepTalldje

[123].)

Ca cnuke 43 MOXe ce TPUMETUTH J1a UOYNpOo(dEeH yTHUe HA CMABEHE 2A pmax U Te
(JV) Bpemnoctu mpu cBuMm omHocuma [iek|:[BCA] y mopehewy ca y3opkom 5-
MCJI/BCA koju HUje nmao 3a ceOe Be3aHe JiekoBe. To 3Hauu ja ubynpodeH yruye Ha
otBapame Cys-34 yiemna, nmpu ueMy ce HajBeha mpomeHa yodaa rpu ogHocy 1:1, Tako na
BE3WBambE NMPBOT MoJieKyJa oBor Jieka 32 BCA unaykyje Hajsehy nmpomeny. Kao mro je
Beh mpumeheno y ciydajy macHuX kucenuHa (morniasibe 4.3.4.2) kpuBe Ha ciauiy 43 (a
u 0) moka3yjy catypainujy npu ognocuma [ubymnpoden]:[bBCA] Behum ox 6:1. OBakan
MOJIaTaK Ce ClIaXe ca JTUTepaTypHUM TojanuMa o Opojy MecTa Be3uBama noynpodeHa
3a XCA xoju cy nmatu y tabenu 6 (morneibe 4.3.5.1). CBa Tpu wujaeHTHPUKOBaHA
CEeKyHJapHa MECTa Cce MpeKJIanajy ca MeCTUMa Be3MBamba MAaCHUX KHCEIHMHA, 33 Koje je
MOKa3aHo y norasiby 4.3.4.2. na uicniosbaBajy ciudan edexar Ha okonuny Cys-34.

Nako ce nuazenam Be3yje 3a UCTO MPUMApHO MeCTO Kao u udynpoden, MBJII2,
MIPOMEHE y BPEIHOCTUMA HUCY TaKO M3pakeHE Kao y ciaydajy uoynpodena. Yak ce 3a
Juasenam, HacynpoT HOyrnpodeHy, youaBa OJlary pacT BPEIHOCTH 2A pmax B Te (JV), mTO
cyrepuiue na ce nosehasa puruganoct Cys-34 nena. Pasnuuntu edexrn nubynpodena u
nrazenama (JeKoBa KOjH ¢e Be3yjy 3a UCTO MPUMapHO MecTo) Ha okonnHy Cys-34, kao u
y cnydajy 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA (mornassee 4.3.5.1) MOXke Ja IOTUYE O] BUXOBUX
Pa3IMYUTUX CTPYKTYpa, YCJIEH Uera ce yCIOoCTaBJhajy Pa3IM4UTe MHTEpaKIuje usmehy

BCA u oBux nekosa [94]. Jlek koju je tunmuan gurang 3a MBJI1, Bapdapun, kao u
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JMasenam, y3pokyje ciad mopact BpeTHOCTH 2Amax B Te (JV) npu cBum [nex]:[BCA]
MOJIADHUM OJIHOCHMA, mTo 3Ha4yM aa ce yen Cys-34 3aTBapa U MOCTaje PUTHIAHUjH. Y
OKBUpHMA TPEIIKe, PE3YJITATH U3HETH Y OBOj AMCEPTAIN]U CE CIIaXy ca JTUTePaTypHUM
nojanuMa o Opojy MecTa Be3uBama Jua3ernaMa U Bapdapuna (tabGena 6, moriiaBibe
4.3.5.1). CBa Tpu ocraja Jieka, paMUIIpWI, OpoMazenam W IUKIODEHAK, YTHYY Y
Pa3IUUUTO] MEPH HA CMALEHHE 2A max U Tc (JV), Tj. HHAYKY]Y OTBapame CTPYKTYpE [iena
Cys-34 npu cBum [nek]:[BCA] monapauM ogHocuMma. 3a OpoMasenaM U paMUTIPHII Ce
youaBa jaa npu onHocuma [ek|:[BCA] Behum oz 1:1 nomaszu no carypanuje (Tj. 2Amax 1
7. (JV) ce u3Hag oBOT OJHOCA BWINIE HE MEHA]y 3HA4YajHO), JIOK C€ KOJ IUKIO(hEeHaKa
caTypalMoHU TPEH]I jaBJba MPU OJHOCKMMA BUIIUM o1 4:1. OBH pe3ynTaTH ce, Kao u 3a
JIeKOBE KOjU cy TUNWYHM Juranad 3a MBJIlI u MBIJI2, cnaxy ca nuTepaTypHUM
nojanumMa o Opojy Mecra u3HeTUM y Tabenu 6 (mornsasse 4.3.5.1).

YonmreH 3akJbydak KOjU C€ MOXKE U3BECTH JeCTe Jla, MaKO Ce JIEKOBH BE3yjy 3a
HCTO MecTo, Oe3 003upa Ha TO Jia JIM j€ OHO MPUMApPHO WM CEKYHIAapHO, HUje Moryhe
YTBPAMTHU MPaBUIIO Kako he Be3uBame Jieka 3a opeh)eHo MEeCTO yTUIAaTH Ha BE3UBAbE S-
JC u 16-/1C, unu Ha koHpOpMaIMOHEe IPOMEHE Koje ce oJipakaBajy Ha okoJuHy Cys-
34. Tako ump. uOynpodeH u nuazenaMm KOju Jiele MCTO MPUMapHO MECTO BE3WBambAa,
pasnmuuuTo yTudy Ha Be3uBame [IC obGenmexuBaua (a mocedno 16-JIC), a xama je y
nutaby okonuHa Cys-34 ucnospaBajy MOTIYHO CYNPOTHE €(eKTe ca CTAaHOBUIITA
purnaaoctu/prekcudunHoct Cys-34 pena. CnuyHa je CUTyalMja B ca PaMUTIPUIIOM H
BapdapuHOM uYHje TpuUMapHO MecTto TmpeactaBba MBJI1. OBakBu pesyaTatu cy

MocleauIia pa3IMuuTUX HHTEPAKIFja JIEKOBA ca MECTUMa Be3HBama Ha alOyMUHY.

4.3.6. YTunaj peakTHBHUX KHCEOHMYHHUX BpcTa Ha KOoH(popmanujy XCA

u BCA

4.3.6.1. Ymuuaj peakmuenux KuceoHuUUHUX épcma Ha KoH{opmauuoune

npomene XCA ucnumane nomohy /[C odenexncusaua
[IpemMa MaHAIIBUM Ca3HABMMa, OKCHIATHBHH CTPEC je JETEKTOBaH y MHOTHM

MaTojiorvjaMa, Kao INTO Cy KaHIep, MeTaboinyku mopemehaju, KapauoBacKylIapHe,

HeypojereHepaTuBHe U Apyre Oonectu [64]. Ilox TepMUHOM OKCHAATUBHOI CTpeca ce
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nojpaszymeBa aucOaliaHc y KOJIMUYMHU aHTHOKCHJIaHAca ca jeHe CTpaHe U PeaKTHUBHHUX
kuceonnunux (POC, onx enrneckor Reactive Oxygen Species) n azotHux Bpcta (PHC,
ol eHrieckor Reactive Nitrogen Species) ca npyre [155]. Ilo3naro je n7a POC mory na
n3a30By omrehema NMpoTenHa, a Kako je aJOyMHH TJaBHM aHTHOKCHJAHC Y KpBHU [6],
yclieT pPa3IUYUTUX TMAaTOJOWIIKMX CTamka, MOXe Ja MpeTpru OKCHUAATHBHE
Moaudukaiuje. Y oBOM TorjaBjby he cTora OMTH MOKa3aHO KAaKO BOJIOHUK-TIEPOKCHUI,
H,0, u cymepokcuanu aHjoHCKH pamukain, O, yTHdy Ha KamaluTeT Be3WBama U
KoH(popManujy andyMmuHa.

Ha 6u ce ucnurao yruna] POC Ha kananurter Be3uBama, XCA je momeriad y
ekBuMosiapaoM oaHocy ca H,O, mmm KO, (XxeMujcku reHepaTop CyHEepOKCHIHOT
panukana), a 3aTuM je unkyoupan ca JIC obGenexxuBaunma. Ha cnumm 44 (a u 6) cy
NpHUKa3aHe 3aBUCHOCTU BUCUHE NMUKAa HAa HUCKOM 10Jby (Inp) EINTP cnexrapa 5-JIC/XCA
n 16-JIC/XCA xommnekca (Tpetupannx ca POC u HeTpeTupaHux) 01 MOJIAPHOT OJTHOCA
[[IC]:[XCA]. Ha ocHoBy oBe ciuke, Buau ce aa Hu HyO,, Hu ‘O, He yTudy Ha MpOMeHy
Lp, yak HU npu BucokuM oxHocuMa [JIC]:[XCA]. OnaBae Ou ce MOINIO 3aK/bY4UTH Ja
OBE JIBE pEaKTHBHE BPCTE HE MEHA]y KamanuTeT Be3uBama XCA mpema MoJleKyinuma 5-
JC n 16-JAC. MehyTum, kako je paHuje moMeHyTo y noriuasbuma 2.2.3. u 4.1, I, Moxe
Jla 3aBUCH U OJ1 LIMPUHE MTUKA Ha HUCKOM OJbY U HIMPUHE IEJIOT CIIEKTPA, 2Amayx, CTOTA
je u oa BenmuuHa onpehena ca EITP cmekrapa 3a [[C]:[XCA] monapHe ogHOCE 01T
0,5:1 no 6:1 (cnmuka 44 B u 7). Jlako ce mpumehyje na ce BpemHOCTH 2Apmax 32 XCA
teprupan ca HyO, u ‘O, He pasiukyjy y ogHocy Ha Hetpetupan XCA, mITo yKasyje Ha
to 1a HyO, u ‘O, mpu kopuitheHM KOHIICHTpaIMjaMa HE YTHIY Ha OKPYKEHba JOKCHUIT
rpymna oba obenexuBaua. Pasnarmem EIIP cnekrapa Ha KOMmoHEHTe A00Hja ce aa cy
BpeaHocTH yaena Nny, Nyy u Ngy y TpaHuIiama rpeimike jeJHaku 3a 00a o0enexunBayda y
cnydajy XCA tpetupador ca POC u HeTpeTHUpaHOT, TaKO /1a OBH PE3yJTaTH HHUCY HH
npuka3anu. Ha ocHOBY cBera HaBejeHor, Hamehe ce 3akibydak ja uHKyoOarujom XCA
ca H,O, nnmu KO, npu patum monapaum ognocuma [POC]:[XCA] u koHIleHTpanujama
He J10J1a3u J10 poMeHe kananuTeTra Be3uBama XCA 3a 5-J1C u 16-/1C (a BepoBaTHO HU
3a JApyre MacHe KHUCEJIMHE), HUTH C€ MOTY JIETEKTOBAaTH MPOMEHE Y OKOJMHH JOKCHII

rpyma oBa JBa o0eeXruBayva.
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a) 5-ICIXCA 6) 16-f1C/XCA

175 180 - Bez POC
150 i 160 4 I HO0,
125 140 e Bl o,
1204 L
= 100 = 100 . =¥
@ ¥ (o é
2 7 » é . 804 P
50l ,féf ~ 601 /E
% P 40 <‘§/$
%1 & 20l ¢
Q T T T T T T 0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
[AC]:[XCA] monapHu ogHoc [OC]:[XCA] monapHw ogHoc
B) 5-0C/IXCA r) 60,0~ 16-0C/XCA

0,5:1 11 21 31 g:1 0,51 1:1 21 31 a1
[OCI:[XCA] monapHM 0gHoG [AC]:[XCA] monapHu ogHOC

Canxa 44. Ytiaj H,O, n ‘O, Ha BucuHy nuka Ha HHCKOM mosby (l,,) m Ha mupuny (2An.) EITP
cniekTpa. Ha ropmoj mostoBrHM CivKe je npukasad yruiaj H,O, 1 ‘O, Ha BUCHHY ITHKa HAa HUCKOM IT0JbY
(Inp): a) 5-AC/XCA u 6) 16-IC/XCA xommnekca npu pasnuuutuM [JIC]:[XCA] mMonapauM omHOCHMA.
Ha nomo0j monoBuHu ciuke je mpukasad ytuiaj H,O, u 'O, Ha mmpuny (2Ana.x) EIIP crmekrpa: B) 5-
JC/XCA u 1) 16-IC/XCA xommnekca npu paznuuutuM [[IC]:[XCA] mMonapHUM ofgHOCHUMA. Y CBHM
y3pouuma konuenrpanuja XCA je 6uma 0,1 mM (y 100 mM IIBC-y, pH 7,4), a onnoc [H,0,]:[XCA],
onnocHO [KO,[:[XCA] je 6uo 1:1.

4.3.6.2. Ymuuaj peakmuenux KuceoHuUuHuUXx épcma Ha KoH{opmauuoune

npomene bCA ucnumane nomohy 5-MCJI obenesrcusaua

[Tomrro cynpxunpunna rpyna Cys-34 moxe na pearyje ca POC, npu uemy ce
TpaHchopMmuILe y cyapeHcKy, CyapHUHCKY U CYI(POHCKY Kucenuny (moriasibe 2.1.2)
[6,7], y oBoj mucepranmju je yrumaj HyO, u 'O, Ha anOyMHH UCIUTaH 00ejIeKaBambeM
BCA xoju je mpBo Tperupan ca POC, a morom oOnexen ca 5-MCJI. TakBum
€KCIIEpUMEHTAITHUM MPUCTYTIOM Tpeba 11a ce 1o0ujy nHbopmalmje o:

1) xondopmanmonum npomernama BCA uymja je cyndxuapunna rpyma Cys-34
ocTaja y CBOM PEIyKOBaHOM CTamy (M MOCIEIUYIHO je Moria aa Bexe 5-MCJI),

MEpPEeHEM 2A max, Te (JV) 1 1. (SV);
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2) KOJWYUHU CYyI(DXUIPWIHUX TPyIa KOje HUCY MOJIeTIIe OKCUIAIN]H, pauyHabeM
nBoctpykor unTerpana EINP criektpa, koju npencraBiba Mepy konuauHe S-MCJI
Be3aHor 3a bCA.

Bpennoctu 2Amax ¥ T (JV) u3mepene 3a y3opke BCA tpetupane ca H,O, u 'Oy
Cy 3Ha4ajHO Mame y oJHocy Ha HeTrpeTupad bCA (tabena 7), mTo ykasyje Ha TO Jia IIer
Cys-34 moctaje ¢uieKcuOMIHUjU MpU OKCUAATHBHOM ommTehemy. Ca npyre cTpase, T
(SV) je mamu 3a BCA tpetupan ca H,O, u ‘O, y mopelemy ca HeTpeTHpaHUM, IITO
yKa3yje J1a OKpyKeme aMHMHO Tpyna 3a Kkoje je BezaH 5-MCIJI, Takole, mocraje
bnexcubunuuje. 3a 06e POC nBoctpyku unaTerpan crekrpa 5S-MCJI/BCA konjyrara je
cMmameH 3a oko 10 % y nopehemwy ca y3pounma HerpetupaHor BCA. Cumynanujama cy
EIIP cnextpu paznoxenu Ha JB u CB xoMmoHeHTy, U oapeheHr Cy HBUXOBU YJICIH.
Kako je Ngyv 3a BCA tperupan ca POC uznocuo 4,5 %, xao u y cinydajy 5-MCJI
Be3aHor 3a HeTpetupad BCA (nornasibe 4.2), To 61 3Haumio aa je 10 % amuHo rpymna u
CynpXUAPUIIHUX TPyIa OKCHI0BaHO y peaknuju ca HyO, u 'O,". Okcuaanuja peaaTuBHO
Maie konumuuHe cyndxuapmwiaux rpyna (10 %) ce cnaxe ca IurepaTypHHM MOJAUMA
nmpeMa KojuMa je oBaj Ipoliec penaTuBHo criop [7,156]. U3 cBera npeTxoaHO HaBEAEHOT
3akspydyje ce aa H,O, m ‘O, mpu kopuinhennm konnentparnujama u [POC]:[BCA]
MOJIApHUM OjHOCHMa y Majoj mepu okcuayjy Cys-34, a oxcumaTtuBHa omTehema ce
norabhajy u Ha apyrum Mectuma Ha BCA, kao HIp. aMHHO Tpynama Koje ce Hajas3e Ha
noBpmimHu BCA, mpu demy ce norahajy TakBe NMpOMEHE Koje Y3pokyjy mosehame

dbnexcubumaocTu Cys-34 yerna.

Tabeaa 7. Bpennoctu 2A a5, Te (JV) u 1. (SV) 32 5-MCJI Be3an 3a BCA koju je nHKyOupaH ca

peakTUBHUM kKuceonnunuM Bpcrama (H,O, u ‘Oy), u 3a HerpeTupaH y3opak BCA.

Herperupanu BCA BCA + H,0, BCA +°05’

2Amax (Gl 62,65+ 0,08 62,05 +0,08 61,90 +0,08
1. (JV) [ns] 13,9+0,9 11,8 £0,9 9,5+0,9
7. (SV) [ns] 17£02 15402 14402

*Konnenrpanuja BCA je y cBum y3opuuma 6uma 0,15 mM (y 50 mM dochartaom mydepy, pH 7.,4).
(ITomamu mpuka3anu y Tabenu MpecTaBbajy BIACTHTE PE3YINITATe MPEy3eTe U3 pasia ayTopa AucepTaliyje

[123].)
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S. 3akipyuak

VY 0BOj amcepranuju Ccy uUcnuTane npomeHne kKoHpopmaruje xymaHor (XCA) u
roeher cepymckor anbymmHa (BCA) meTomoM CHUHCKOT oOenekaBamba MPOTEHHA H
enekTpoHcke mnapamarHeTHe pe3oHanTHe (EIIP) cmektpockonuje. Kondopmanmone
MpoMeHe Cy HWHIYKOBaHE BapupameM Temiieparype u pH, momaBamem eTaHoIna,
BE3MBaWkEM JIMTaHaga (MAaCHHX KHCEJIMHA U JIEKOBAa KOJU C€ KOPHCTE Y CBAaKOJIHEBHO]
TEpaIuju) W W3JIarameM JejCTBY peakTHBHHMX KuceoHmdHux Bpcra (H,Op, m Oy), a
UCIHUTaHEe Cy y3 momoh Tpu pa3auuuTa CcHnuHCKa obenexuBada: S5-ITOKCHII-
creapuncke kucenune (5-1C), 16-nokcun-creapuncke kucenune (16-1C) u 3-
Maneumugo-npokcuna (5-MCJI). ¥V okBupy Tora, ucnuraHa je OCETHHUBOCT 5-
JAC, 16-1C u 5-MCIJI 3a perexnujy koHpopmanuonux npomena XCA u BCA,
JOK MCIUTUBAkE yTHUI[aja €TaHOJa U BEe3WMBama MACHUX KHCEIWHA U JIEKOBA 3a
anrOyMHH JgonpuUHOCH OO0JbeM pa3yMmMeBamy YTHILIaja OBUX CYINCTaHIMja Ha
MOY3JaHOCT JIMjarHOCTUYKOT TECTa KOjU MOYMBA HA CIIMHCKOM OOeJie)KeBamby
KpBHOT cepyMma/mna3me. Takolhe, mnpoydaBamwe CTPYKTYpHHX IMpPOMEHa H
kananutera Be3uBama XCA u BCA npu wuHTEpakuuju ca pasIudyuTUM
JUTAaHIUMAa, a Tpe CBera ca JEeKOBHMa, JIONMPHUHOCU OO0OJbeM pa3yMeBamy

dbapmMakokuHETHKE U papMaKOJIUHAMHUKE.

Ha ocHOBY pe3yiaTata npHUKa3aHUX Yy OKBUpPY OBE JUcCepTalwje,
3aKkJbyuyje ce Ja CHHMHCKO o0enexaBame alOyMHUHA JOKCHUI-CTEAPUHCKUM
oOenexuBaunMa M MaJCUMHUAO-TIPOKCHIOM J1aje 3HauyajHe wuHPopMamuje o
KOH(opMaluju M KamauuTeTy 3a Be3MBame MACHUX KHCEJIMHA U JIEKOBa O]
cTpaHe oBor mnporeuHa. IIpahewmem ctpykrypHux npomeHa XCA u BCA
MHAYKOBAaHUX pPa3JIMYUTUM areHcuMa, 3akJbyd4eHO je Ja ce OoBa TpHu
obenexuBaya MOTrY YCHNEIIHO KOPUCTUTH 3a MCIUTHBAKkE KOHPOPMAIMOHUX
npoMeHa y alOyMUHY M Jla, YKOJHMKO C€ CBa TPU KOPHUCTE, 1ajy KOMILJIETHE
uHpopmanuje O CTPYKTypHUM IpomMeHama anOymuHa, 300r ToOora mTO cCe€

BHUX0OBC aAMUHOKCHUIIHC I'pyII€ HAJIAa3€ HA PA3JIMUYUTUM MECTHUMA Y IPOTCUHY.
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JetasbHuM ucnutuBameM Be3uBama 5-JIC m 16-JIC 3a XCA, u 5-MCIJI

3a BCA 3akspydeno je cinenehe:

1)

2)

3)

nokcun rpyma 5-JIC obenexuBaua ce Hamazuw y XuApopoOHO]
ynyrpammoctd XCA, nok ce y cayudajy 16-J1C Hanazu 6113y noBpumuHe
anOoyMuHa;

EIIP cnextpu 5-JIC u 16-JIC Be3anux 3a XCA cactoje U3 TpH TJIaBHE
KOMIIOHEHTE Koje ojoroBapajy jako (JB), cmab6o Bezanom (CB) wu
Hesezanom (HB) obenexuBauy;

y cinyuajy 5-MCJI Be3anor 3a BCA, EIIP cnexTpu cy pa3noxeHu Ha JBE
komnoHente, JB u CB, npu uyemy JB moruue ox 5-MCJI Be3aHor 3a
nuctenH Ha no3unuju 34 (Cys-34), nok je 3a CB neTasbHOM aHalU30M

yTBpheHo 1a ce Besyje 3a aMmuHoO rpyne Ha noBpmnHu bCA.

[IpoyuaBamem koH(popmanuonux npomeHa XCA u BCA obenexaBameM

OBHX MpPOTEMHA ca JAOKCHJI-CTeapuHCKUM obenexuBaunma u 5-MCIJI, penowm,

u3BeJeHU cy ciaenehu 3akipydnu:

1)

2)

noBehawme Temmepartype, mMemame pH BpenHocTtu on ¢Gu3HMOIOIMIKE Ka
KHCen0j U 0a3HO] CPEeJAWHH, J0JaBakE €TaHO0JIa, KAa0 U BE3WBAkHE MAaCHUX
KHCEeJMHAa U JIEKOBa yTHM4y Ha npomeHe y pacmnogenu 5-JC u 16-J1C y
XCA u to tako ga ce yaeo JB koMnoHeHTe cMamyje, a pacty yaenu CB
u HB komnonente. Hacynpor Tome, BOJOHHUK-IIEPOKCUI U
CYNEpPOKCUIHU AaHJOHCKHM paJuKal HHUCY YyTUIAIU Ha TPOMEHE Y
BesuBawy 5-J[C u 16-/1C 3a XCA.

[lpu TepmanHoj neHarypanuju anbymuna jgo 50-60 °C  okosnuHa
AMUHOKCHJIHUX Tpymna cBa TpH oOenexuBada mocTaje ¢JIeKCUOUIHH]a
ycien oamoraBama mnporenHa. Ca nassuMm noehawmem Temmepatype
okonnHa amuHokcuiaHux rpyna 5-JC u 5-MCJI (Bezanor 3a Cys-34)
JOUMpPAaHUX Yy XuUApPopOoOHO] YHYTPAIIKHOCTH alOyMUHA I0OCTaje CBeE
puruaauja, a 3a 16-JIC u 5-MCJI Be3an 3a amuHo rpyne BCA cBe
¢bnexcubunnuja. Ha BumumM Temenparypama Aojla3u A0 JICIUMHYHO
peBep3uOUIIHUX TIPOMEHA CTPYKYTpe aiOyMUHA, TAKBUX Ja XUApOoHoOHHU

UEMOBH TMOCTajy CBE 3aTBOPEHH]H, IITO je& TMOCIeAUIla TepMallHe
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3)

4)

5)

arperamnmje, a ca JApyre CTpaHe Joja3W 0 OJAMOTaBama ajlOyMHHa Ha
MOBPUINHM.
Bapupamem pH je yTBpheHo na okosmHe cBa Tpu oOenexuBava MocTajy
cBe (uekcubOuIHUje yclieq oJMOTaBama anOyMHUHA Yy CpEeIUHH KoOja je
Kucenuja unm 6aszHuja y ognocy Ha pusuonomky (pH 7,4). IIpu Tome ce
mokasa’jo Ja je:
a) mupuna EIIP cnekrtpa, 2Anyayx, u3mepena 3a 5-JIC/XCA ocerspuBHja
Ha mpoMmeHe pH y xucenoj cpenunu y nopehemy ca 16-JJC/XCA;
6) ynmeo HB xommonente 16-JIC/XCA xoMmiekca YONIITEHO
oCeTJpMBHUjH Ha IpoMeHe pH.
TpebGa marmacutu ga oamoraBame BCA, MHAYKOBAaHO Kucen0-0a3HUM
npenasuma, 3a mocieauny uma He camo orBapame Cys-34 yena, Beh u
noBehaHy MOKpPET/LUBOCT aMUHO Tpyna Ha moBpmuHU BCA.
Henarypamuja XCA u BCA eranonom, Takohe, Boau pa3MoTaBamy OBUX
nporeuHa, mro ce y caydajy 5-JIC/XCA u 5-MCJI/BCA manudectyje
Kao cMameme mupune EIIP crnekTapa ycnen noBehane ¢piaexcuOMIHOCTH
okoJimHEe oBHX oOenexuBauva. Takohe, S-MCJI Be3an 3a aMuUHO TpyIlie Ha
nospmuHu BCA je mokazao moehany moOunnoct. Hacympor Towme,
mupuna EIIP cnextpa 16-JC/XCA ce mnosehaBama, mTo MOXe Ja
roBOpM MWW O MoBehaHO] PUTHAHOCTH, WM, IITO j€é BEpPOBATHHUjE, O
noBehaHo] momapHocTH oOKoJMHE nokcua rpyme 16-JIC, koja ycaen
pasmoTaBama XCA mocTaje U3J0KeHH]ja pacTBapaydy.
HcnuTtuBameM YyTHIIaja Be3MBamka MACHHUX KHCENMHAa M JIEKOBa Ha
KoH(popMalujy W KamalmuTeT Be3MBama ajldyMHHa JOULIO C€ M0
cnenehux 3akJpydyaka:
a) 3a cBa TpH oOeNexuBaya y MPUCYCTBY JIUTaHada M0Ja3u A0 MPOMEHE
y mupunu EIIP cnekTpa, ogkaine ce 3akipyuyje cienehe:

i. O6enexusauu 5-JIC u 16-JIC ce Be3yjy 3a apyra Mecra Ha

XCA yKOJHMKO Cy 3a Hhera Be3aHU JUTaHIH.
1i. 3a 5-MCIJI/BCA je youeHo na:
e Be3UBaKkE JUraHaja HEe yTHYEe HAa OKOJHMHY aMUHO

rpyna bCA;
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e Be3uBawe MacHuXx kucenuHa 3a BCA poBoau 1o
oTrBapama Cys-34 yena;
e Be3MBame JekoBa 3a ucra mecrta y bCA yrude Ha
pa3nuuuTe HaunHEe Ha okoauHy Cys-34.
0) Ilpomene mapamerapa uszpauynatux u3 EIIP cnekrapa (mupune EITP
cnekrapa, u yaenu JB, CB, u HB) 5-JIC/XCA, 16-AC/XCA u 5-
MCJI/BCA He 3aBuce 0J MecTa Be3uWBama JiekoBa, Beh ox HauMHa
Be3MBama Jieka (OpUjeHTAaIM]je MOJIEKYJa JeKa U HHTEpaKIhja ca MECTOM
BE3UBamba) U HEroBe MOJIEKYJICKE CTPYKTYpE.

6) BomoHuKk-epOKCUI U  CYNEpOKCHUIHU AHJOHCKH  pajuKal IpHu
KopumheHUM KOIHETpalujaMa HE MeEmajy KamanureT ajldyMuHa 3a
BE3MBalk€ MACHUX KHUCEJIMHA, alld JJOBOJE 0 OKCHUAATUBHUX olTehema
Koja ce wmcmoJhaBajy Kpo3 otBapame Cys-34 pema, mnoBehame
MOOMJIHOCTH aMHUHO Tpyla Ha MOBpPIIMHU anOyMmMuHA, Kao U Kpo3

OKCHUJIaIlUjy OBUX T'pyma.

Ha ocHOBY cBuX pesynarara ce 3akspyuyje nga je EIIP/cnuHCcko
obenexxaBame METOJOJOTHja KoOja HMMa BEJIMKM NOTeHuujaia 3a Oyayha
UCIUTUBaKa an0yMuHa, kao u 3a npumeny 5-J1C u 5-MCJI y n1ujarHoCTUYKUM

TecToBHUMa, KakaB je Beh pa3Bujen 3a 16-J1C.
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JI0jK€ KOpHUIThemeM elleKTpoHcke mapamarHetHe pe3oHaHije (EITP)*. V mxomnckoj
2011/2012. ronunum je ynucana ToKTopcke cryauje Ha DakynreTy 3a GU3NIKY XeMH]y.

On 1.12.2011. 3amocneHa je Kao MCTpaXKHBau MpUIIpaBHUK Ha DakynaTery 3a
¢usnuky xemujy Ha mpojektry WHNHN41005 MunucrapctBa NpocBeTe, Hayke U
TEeXHOJIONIKOT pa3Boja PemyOmuke Cpbuje ,,buomapkepw y HeypoJereHepaTHBHUM H
MaJUTHUM TIpoliecuMa’. 3Bame MUCTpaKMBad CapaJHUK CTeKiIa je y centeMOpy 2013.
rogune. Ox 1.11.2014. 3anociena je Ha ®@akynrery 3a GU3NYKY XEMHU]y Ka0 aCUCTEHT.

Anexcannpa IlaBuheBuh je Ouna cTUmeHOUCTKMIa MMHHCTapCTBa IMPOCBETE
Brnane PenyOomuke Cp6uje 3a mxoncky 2007/2008. roawHy, CTHUIECHIUCTKHEbA
Penryoimmuke donpanuje 3a pa3Boj HaydHor u ymeTrHuukor moamuiatka 2008/2009. u
cruneHaucTkuma PoHAa 3a Miane TaneHTe MUHMCTapcTBa OMIJIAJMHE W CIIOpTa
2009/2010. u 2010/2011. JJoOutHMIa je cnenujadHOr mpu3Hama CpIICKOT XEeMHjCKOT
JPYIITBA 33 U3y3€TaH ycnex y Toky cryauja (2011).

Aytop je unmu koaytop 10 HaydHMX pajgoBa MyOJWKOBAaHHMX Yy MelyHapOIHUM
yaconucuma (6 kareropuje M21, 3 xateropuje M22 u 1 xateropuje M23), oz uera cy 2
pana u3 pokropcke nucepranuje (1 xareropuje M21 u xareropuje M23), npu yemy je

MIpBU ayTop Ha o0a paja.
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Hayuynu pagoBu y KojuMa cy myOJMKOBAHU Pe3yJTATH U3

TOKTOPCKe JUCepTaIH]e
Paoosu y epxynckum mehynapoonum uwaconucuma, M21:

1. A. Pavicevi¢, A. Popovi¢-Bijeli¢, M. Mojovi¢, G. Baci¢, Binding of Doxyl
Stearic Spin Labels to Human Serum Albumin: An EPR Study, The Journal of
Physical Chemistry B, 2014, 118(37), 10898-10905.

Paoosu y ucmaxnuymum meljynapoonum uaconucuma, M23:
1. A. Pavicevi¢, J. Luo, A. Popovi¢-Bijeli¢, M. Mojovi¢, Maleimido-proxyl as an

EPR spin label for the evaluation of conformational changes of albumin,

European Biophysics Journal, 2017, 46(8), 773-787.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MNoTnucann-a _AnekcaHapa [lasuhesuh

©poj nHaekca 2011/0307

UzjaBrbyjem
[a je [oKTopcKa AucepTauuja nof Hacrosom

»IIpEMeHa eJIeKTPOHCKe IlapaMarHeTHe pe30HaHTHe
HCNUTHBAake KOH(GOPMAIMOHMX MNpoMeHa andyMuHa

o0eJieskaBama“l

e pe3yntaTt CoONCTBEHOr UCTPaXXUBa4Kor pana,

CHeKTpoCcKonuje 3a

METOAOM CHHHCKOI

e [anpeanoxeHa guceprauuvja 'y UenuHu HU y AenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujarbe Ouno koje gunnome npema CTyAWjCKMM nporpamuma Apyrix

BUCOKOLUKOJICKMX YCTaHOBA,
e [a Cy pe3yntathh KOPEeKTHO HaBeLeHN N

e [a HWMcam KpluMo/ma ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTENeKTyarHy CBOjuHY

APYrux nuua.

MoTtnuc pokTopaHAaa

Y Beorpagy, 7.8.2018.

f%\;&:‘tcc.»\%uxo\ T\;Qoufie,u
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Mpunor 2.

UsjaBa o nctoeeTHOCTU WTaMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Anekcangpa MNasuhesuh

Bpoj nHaekca 0307/2011
Cryaujcku nporpam HokTopcke akageMcke cTyauvje — homsnyka xemuja
Hacrnos papa o[1PUMEHa eneKTPOHCKe napamarHeTHe pe3OHaHTHe

CMeKTPOCKONuje 3a _ UCNUTUBaHE KOHOPMALMOHUX NpoMeHa _anbymuHa

MeToAOM CNMHCKOr obenexaBana'

MeHTOp ap Munow Mojoeuh, BaHpeaHu npodecop dakynrera 3a

U3NYKY XeMujy, YHuBep3uTera y Georpa

MoTnucanu/a _AnekcaHngpa MNasuhesuh

VsjaBrbyjem fa je wrtamnaHa Bepavja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €IEeKTPOHCKO]
BEepsuju kojy cam npejao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany  [urutanHor
penosutopujyma YHusepsurteta y Beorpagy.

[osBorbaBam fga ce objaBe MOjU NMUYHM NofauM Be3aHu 3a Aobuvjawe akagemckor
3Bara [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe v Nnpesvme, rogavHa 1 Mecto pofiewa 1 gatym
onbpaHe paja.

OBu nuyHM nogaum Mmory ce o0GjaBUTM Ha MPEeXHWM CTpaHuuama AuruTanHe
Gubnunoteke, y enekTpoHckom katanory v y nyGnvkaumjama Yrusepauteta y Beorpaay.

Mornuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 7.8.2018.
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Mpwunor 3.

MUsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTosap Mapkosuh® aa y [urutantu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKy AucepTauumjy noa
HacnoBoM:

,,l'lpvlmeHa eJIeKTPOHCKe napamarHeTHe pe3OHaHTHEe chneKkTpockonuje 3a

McnuruBawe KOoHdopMauMOHMX NpomeHa anbymMuHa MeToOAoOM  CNUHCKOr

obenexaBawa“

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

HOucepTalmjy ca cBuM npuno3avma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy norogHoMm
3a TpajHO apXMBUpaH-E.

Mojy AoKTOpCKy AucepTauujy noxparbeHy y [urataniu penosutopujym YHusepauterta
y Beorpany mory aa kopucTte CBM Koju nowwTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjaIHO
@AyTopCTBo — HekomepuumjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenuTW Nog UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTBOo — 0e3 npepane

6. AyTopCcTBO — AEenuTu NoA UCTUM ycrioBuma

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefHy Of LUECT MOHYREHUX NULEHLM, KpaTak onuc
nuueHumn aat je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc goktopaHga

Y Beorpapy, 7.8.2018.

'\*V-@LCCA u 1%&, j\(}g}&uk&oﬁ
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, u npepaje, ako ce HaBefe UMe aytopa Ha HauvH ogpefneH of cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
nuueHum.

2. AyTOpcTBO — HekomMepuujanHo. [Jo3BorbaBate yMHOXaBakwe, AUNCTPpUOYLIMjy 1 jaBHO
caonwrTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HayduH oapeheH of
CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOSbaBa KomMepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBak-€,
ancTpmbyumnjy n jaBHO caonwTaBakwe pfena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wunu
ynotpebe gena y CBOM [ferny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH oA
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 0o3BOSfbaBa KoMepuwujanHy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTasne nuueHue, OBOM fULEHLIOM ce orpaHu4aBa
Hajsehun o6mm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo — JenuTu nog uctum ycrnosuma. [dosBosrbaBaTe
yMHOXaBake, AucTpnbyumjy 1 jaBHO caonwtaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBefe
nmMe aytopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa uUnv faBaoua IvueHue U ako ce
npepaga Aauctpubyvpa nog MCTOM WAM cnudHOM nuueHuom. OBa nvueHua He
A03BOrbaBa komepuwmjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBahe, OUCTPUBYLMjY U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - [OenuTu nog ucTuM  ycrnoBuma. [o3BorbaBaTe YMHOXaBakb-€,
AMcTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae UMe aytopa Ha
HauuMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa WNM faBaoua JNMUEHLE M ako ce npepaja
AMCcTpubyupa nog MCTOM WM CnMyHOM  nuvueHuom. OBa nuueHua [o3BorbaBa
komepumjanHy ynoTpeby agena v npepaga. CrnvyHa je codTBEpCKUM nuLeHUama,
OZHOCHO NULieHLlama OTBOPEHOT koaa.
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