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CHUHTE3A, EJEKTPOXEMUJCKO UCIIMTUBAILE HHTEPAKIINJA CA THK "
IN VITRO AHTUTYMOPCKA AKTUBHOCT
AMUWHOKHUCEJINHCKUX TEPUBATA AKPU/IUHA

PE3MME

Y 0BOj mucepTandju Cy ONWCAaHW MPOLECH CUHTE3e, MpedninhaBamba M (U3HYKO-XEMHU]jCKE
KapakTepu3alje aMHHOKHCEIMHCKUX HepuBaTa akpuauHa. (S)-mertwn 2-(akpuauH-9-Hia-aMUHO)-3-
dennnnponanoara (1), (S)-merun 2-(akpuauH-9-ui-amuHo)-3-(1H-umunaszon-4-un)npomnanoara (2),
(S)-metun 2-(axpuaun-9-nmin-amuHo)-3-(1-metrn-1H-unnoa-3-un)nponanoara (3), (S)-2-(axpuaun-9-
wi-aMuHO)-3-(1-metun-1H-unnon-3-mwi)npomnancke  KUCEIHHE (4), MeTui-8-(akpuauH-9-ui-
amuHO)okTaHoata (5), erun 4-(akpuauH-9-umin-amuHo)OyTranoara (6), mpomma 4-(akpuanH-9-mi-
amuHO)OyTaHoata (7), etwn 3-(akpuauH-9-mi-amuuo)nponanoata (8), npormmn 3-(akpuauH-9-ui-
amuHO)pomnadoata (9), etun 6-(akpuanH-9-mia-amuno)xekcanoara (10) u npomun 6-(akpuauH-9-mi-
amuHo)Xxekcanoara (11).

HcnutuBame aHTUTYMOPCKE AaKTHBHOCTH OOYXBATWJIO j& WCIUTHBAKHE ITUTOTOKCUYHOCTH,
KIIOHOTCHH €CE€j, WCIUTUBAIE YTHIAja CUHTETUCAHWX jCIUbEha Ha NeIMjCKHM IUKIYyC W aHaIu3y
hemmjcke cmpt. MTT tectom yrBpheno je na jeaumemwa 6, 7, 8 u 9 umajy 1Csp < 20 uM. Osna
jenumema Mory naxuobupatu xymany JIHK ronmonzomepasy lla.

HcnuraHo je eNeKTPOXEMH]CKO IOoHamame 9-XJopoakpuauHa Hu jenumema 6, 7, 8§ u 9
MPUMEHOM LUKINYHE, TU(EPEHIINjaTHO MYJICHE U BOJITAMETPHje MPAaBOYTaOHHX Tajlaca, Ha €JIEKTPOIH
O]l CTaKJIaCTOT yIJbCHHKA. 9-XJIOpPOAKPUAMH TOJIeKEe UpeBep3nOiIHuM, pH 3aBucHuM u audysuono-
KOHTPOJIMCAHUM TIpoliecuMa okcuaanuje u penyknuje. Enexkrpoxemujcku JJHK 6uocenzop xopunrhen
je ca IMJbeM MCIUTUBAba UHTEpaKIHje 9-xIopoakpuanHa u jeaumema 6, 7, 8 u 9 ca IHK, npumenom
BOJITAMETPH]€ MTPABOYTaOHUX Tajlaca Ha €JEKTPOIN O] CTAKJIACTOT yIJbeHHKA.

O-xnopoakpuauH u jeaumema 6, 7, 8 m 9 wunrepkamupajy usmely ©Oaza JIHK. Jauuna
MHTEpaKIyje Huje Ouia ucTa 3a cBa jeJUbemha, a MpuMeheH je u yTHIla] KOHLUEHTpPalllje UCIIUTUBAHOT
jenumema Ha BPEAHOCT KOHCTaHTE Be3MBama. VIHTepKanaiuja je moTBpheHa MpUMEHOM MOJIEKYJICKOT
docking-a.

KibyuHe peun: aMUHOKHCENTMHCKU JIEPUBATH aKPUAMHA, CHHTE3a, aHTUTYMOPCKa aKTHBHOCT,
naxuoumnyja JJHK ronousomepaze Ila, Bonramerpuja, enekrpoxemujcku JJHK Onocenzop
Hayuna obaact: ®apmanuja

Yika Hay4yHa o0sacT: @apManuja — MeANLIMHCKA XeMHUja



SYNTHESIS, ELECTROCHEMICAL STUDY OF INTERACTION WITH DNA
AND IN VITRO EVALUATION OF ANTICANCER ACTIVITY OF
NEW ACRIDINYL AMINO ACID DERIVATIVES

ABSTRACT

This dissertation describes synthesis, purification and physicochemical characterization of
amino acid derivatives of acridine: (S)-methyl 2-(acridin-9-ylamino)-3-phenylpropanoate (1), (S)-
methyl 2-(acridin-9-ylamino)-3-(1H-imidazol-4-yl)propanoate (2), (S)-methyl 2-(acridin-9-ylamino)-3-
(1-methyl-1H-indol-3-yl)propanoate (3), (S)-2-(acridin-9-ylamino)-3-(1-methyl-1H-indol-3-
yl)propanoic acid (4), methyl 8-(acridin-9-ylamino)octanoate (5), ethyl 4-(acridin-9-ylamino)butanoate
(6), propyl 4-(acridin-9-ylamino)butanoate (7), ethyl 3-(acridin-9-ylamino)propanoate (8), propyl 3-
(acridin-9-ylamino)propanoate (9), ethyl 6-(acridin-9-ylamino)hexanoate (10) and propyl 6-(acridin-9-
ylamino)hexanoate (11).

In vitro anticancer activity tests included citotoxity, long-term survival assay, cell cycle analysis
and cell death analysis. Compounds 6, 7, 8 and 9 were found to have ICsy < 20 uM by MTT test. The
inhibitory activity on human DNA topoisomerase Ilo. was confirmed.

The electrochemical redox behavior of 9-chloroacridine and compounds 6, 7, 8 and 9, was
investigated using cyclic, differential pulse and square wave voltammetry, on a glassy carbon electrode.
The results indicated that 9-chloroacridine undergoes irreversible, pH dependent and diffusion-
controlled redox processes.

An electrochemical DNA biosensor was used to investigate the interaction of 9-chloroacridine
and compounds 6,7, 8 and 9 with DNA using square wave voltammetry on a glassy carbon electrode.
9-chloroacridine and compounds 6, 7, 8 and 9 intercalate between DNA bases, whereby the strength of
the interaction was not the same for all compounds, and the influence of the concentration of the tested
compounds on the value of the binding constant was also observed. The intercalation was confirmed by
molecular docking.

Key words: amino acid derivatives of acridine, synthesis, anticancer activity, DNA topoisomerase Ila
inhibition, voltammetry, electrochemical DNA biosensor

Scientific Field: Pharmacy

Narrow Scientific Field: Pharmaceutical — medicinal chemistry
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1.1. Akpuaunu

AKpHIIMH je XeMHjCKO jeIMIbEhe KOje je MPBOOMTHO M30JI0BaHO W3 aHTpaueHa 1870. ronune
[1], a xacHHMje M YCIENIHO CHHTETHCAHO Yy JabOpaTOPHjCKMM YyclIoBMMa [2]. AKPHINH XEMHUjCKH
npexacraBba aubeH3o[b,e]nupunun, 1j. 10-azaantpauen [2]. CTpykTypa M HyMmepaiuja akpuIdHa
npukasane cy Ha Caunnu 1.

Cactoju ce M3 TpH KOBYroBaHa NPCTEHAa W IUIaHapHe je cTpykType. IlpencraBiba uBpCTY
cymcraniy, ©Oasumx ocobmna (pKa b5,6), Omemoxyre 6oje. Moke ce KiIaCH(PHKOBATH Kao
SJIIeKTPOHIe(DUIIUTAPHA XETEPOLUKIYC W KAao TakKaB IOKa3yje IUIaBy (IIYOPECICHIM]Y Y BOJEHO-
€TaHOJHUM pacTBopuMa [3].

Cauka 1. AKpuavH, CTpYKTypa U HyMepalyja

JlepyBaTi akpuJUHA MPEACTaBJbajy MOJIEKYJE KOJU y CBOjO] CTPYKTYPU CaJapiKe aKpHUIAUHCKO
J€3rpo ¥ TPOHAIUIM Cy NMPUMEHY y Pa3IMUATUM HAyYHUM OOJlacTUMa, a OJ HM3Y3€THE j€ BaXKHOCTHU
BUXO0Ba IpUMeHa y MenuiuHu. Ca oTkprheM MeIUIMHCKE IPUMEHE KPUCAHWINHA
(5-(4-amuHOGeHMT)-2-aKpUAMHAMEIHA), CIIOPEIHOT MPOU3BOJA y Tpoliecy aobujama ¢GykcuHa, 1888.
rOIMHE, OTIOYENIO j€ U cripoBoheme cTyuja Koje cy ce OaBuiie NOTEHIN]aTHOM KIMHUYKOM ITPUMEHOM
akpuauHa [4].

VY Toky IlpBor cBerckor para, akpudiaaBUH M NPOQJABUH NPUMEHY Cy MUMaJIH y JIOKAJIHOJ
Tepanuju O6akTepujckux nHPeknuja pana. Kacuuje, 1930. ronune, OTKpUBEH j€ KBUHAKPUH, CHHTETCKU
aHTHMAaJIapHjCKH JIeK Koju je kopuirheH y J[pyrom cBeTCKOM pary.

Haxon Jlpyror cBeTcKOr para MOTHCHYJIH Cy WX NEHHUIWINHHU, a OM HEIITO KacHHje, YCIleH
[0jaBe pe3ucCTeHlUje OakTepuja Ha MEHUIWIMHE, aKpUAWHU MOHOBO OMIM KopulIheHH 3a Jieuerme
uH}eKIrja y3pokoBaHux OakTepujama [5].

AHTHBHPYCHY aKTHUBHOCT aKpHIMHA IMOKAa3aJM Cy JEpUBATH aKpHJMHA ca CYNCTHUTyeHTUMa —
aAMUHO aJIKOXOJIMMA M €CTPH aMHHOKHCEIIMHCKHX JIeprBaTa akpuauHa [6].

[Tpumehena je epukacHOCT JleprUBaTa aKpUAMHA U KA0 aHTUTYMOPCKHUX areHaca. AMCakpuH
(4’-(9-akpuauHIIaMUHO )MeTaHCYIDOH-M-anu3uaua i M-AMCA) BakaH je TpeJCTaBHUK JepuBarTa
aKpuAMHA KOjH je ToKa3ao in VItro u in Vivo aHTUTYyMOPCKY aKTHBHOCT [ 7].

KacHuje je mokazaHo J1Ja aMCaKpHH CBOj€ JI€JCTBO MCIOJbaBa U KA0 MHXMOUTOP TOMOM30MEpas3e
I1[8].

Brornomnrka akTHBHOCT aKpUIMHA MIPHUITUCYje C€ TUIAHAPHO] CTPYKTYPH MOJIMAPOMATHIHOT je3rpa
MoJIeKyJa 3axBajbyjyhu kojoj Moxke na uHTepkamupa usmehy 6aza JIHK u yruue na henujcke
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¢ynkuuje. Takohe, akpuMHA MOTY Jla UHTEPAryjy ca pa3Iu4uTUM [UJbHUM MECTHMa JIejCTBAa, 3aBUCHO
0]l CYNICTUTyEeHaTa, T j€ I0OKa3aH yTHIlA] aKpUJIUHA Ha €H3UME TorouzomMepasy |, Tomomsomepasy I,
TeJIOMEepasy U IMKJINH 3aBUCHE KuHa3e [9-13].

dotoauHaMcKa Tepamdja TymMopa, jOIl jelHa je o0aacT y Kojoj OM akpuJIWHHM MOTJIM Hahu
npumeny [14]. dorommHamcka Tepanuja mojpazyMeBa NMPUMEHY (OTOCEH3UTHU3ATOPA, KOjU HAKOH
u3Jarama CBeTIoCTH oMoryhasa ¢opMupame peakTHBHOT KHCEOHHKA KOjU MMa IUTOTOKCUYHE edeKTe
[15].

CBojcTBO akpuanHa aa UHTEpKaaupa niMehy 6aza JJHK moke ce mckopucTutu 3a AETEKIU]y
tymopckux henuja [16] y kojuma je perummkanuja JJHK wHTEH3MBHUjU Tpoliec y OJHOCY Ha 3/paBe
henmje. Y Te cBpxe BpIICHO je PaJHOaKTHBHO oOOenekaBame 9-aMHHOAKPUIMHA DPAAUOHYKIUIOM
ayTeuujymoM-177 u npuMemeH je 3a ucnuThBama Ha Raji henujckoj nuHUju 1 henujckum nrHUjama
bubpocapkoma muresa [16].

3axBasbyjyhu (DOTOCEH3UTHBHUM CBOjCTBHMMA, ACPUBATH AKPUAMHA MOTY CE€ KOPHCTUTH M Kao
erKaCHA MOJICKY/IH 3a (POTOAMHAMUYKY HHAKTHBaIjy coja Candida albicans [17].

1.1.1. MexaHu3MHu /iejcTBa aKpUIAMHA

1.1.1.1. AHTHOAKTEPHjCKO 1€jCTBO

[TokazaHo je na HeKoMMKO (akTopa yTHYe Ha aHTHOAKTEPHjCKO JIEjCTBO JEpHUBaTa aKpHIUHA.
dopmupame KarjoHa, BUCOK CTENEH jOHHM3alHje Mpu HeyTpamHoMm pH, TuraHapHa MOJIEKYJICKa
crpyktypa [18,19] kao u eneKTpOHCKa KOWyranuja u3Mel)y aToma a3oTa aKkpuauHA U CYIICTHTYHCAHE
aMHHO TPYyIEe U TOCJIEANYHA JOHHW3alHja, YTHUY HA BHCOKY aHTHOAKTEPHjCKYy aKTUBHOCT jelUIbCHA.
Taxohe, youeHo je n1a cy oA HapOYHUTOT 3Ha4aja 3a AHTUOAKTEPH]CKO /I€JCTBO CYNCTUTYCHTH MPHUCYTHU
y nonoxajuma C3, C6 u C9 [20, 21]. l'oaune 1973. cuHTETHCAHM CY IEPUBATH aKPHIMHA KOJU CaapiKe
KapOamuj, ecTpe THOKapOaMHJIHE KUCETMHE UM THOYPEY Kao CYNCTUTYEHTE y Mooxkajy 9. Jeaumema
koja caapke tuoypey (Ciamka 2A) moka3ajia cy aHTHOAKTEPHUjCKY aKTHBHOCT IPOTHB BEIUKOT Opoja
baktepuja kao mro cy: Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Salmonella pullorum, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia u Diplococcus pneumonia [22].

Lerman u cap. mokasanu cy JAa uHTepkanmamuja jeka usmely Oaza JIHK mompunocu
aHTHOaKTepHjcKoj] akTUBHOCTU. C 003MpPOM Ha CIMOCOOHOCT aKpUJIMHA J1a MHTEPKAIUPAJy, TOYEo je
pa3Boj JepuBaTa aKpuiuHa Koju OW T1opeA aHTUOAKTEpUjCKE IMOKa3ald M aHTUTYMOPCKY
aKTUBHOCT[23].

9-okcoakpuIuHU cynctuTyrcanu Hutpodypantonnom (Cimka 2B, 2B), mpumep cy nepuBara
ca aHTHOAKTEPH]jCKOM aKTHMBHOIINY KOja je MOCienulla WHTEepKajallije OBUX jeaumema u3Mmehy 0aza
JIHK [19].

CTpyKType HEKHX JiepuBaTa akpHJWHA ca aHTHOAKTEPHjCKOM aKTHUBHOIMhy MpHKa3aHe Cy Ha
Caunu 2.
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Cauka 2. JlepuBaT akpuanHa ca aHTHOAKTEPHjCKOM aKTUBHOIINY

1.1.1.2. AHTHBHUPYCHO /I€jCTBO

JlepyBaTi akpuAMHA CYNCTUTYHMCAHW aMHUHOAJIKOXOJIMMA M aMHUHOKHCEIHMHAMa, MOKa3aau Cy
3HAYajHy aHTUBUPYCHY aKTUBHOCT MpOTHB Xxeprec cumiuieke Bupyca (HSV, enrnm. Herpes simplex
Virus) y nopehemy ca mo3HaTHUM aHTUBHPYCHUM areHCUMa, KAMEIOHOM U aMUKCHHOM [6].

[Tokazano je ma Heku aepuBatu akpuauHa (Ciauka 3) ¥Majy aHTUBUPYCHY aKTHBHOCT IIPOTHB
HSV ycnen ciocobHocTu na nHTepkanupajy usmehy 6aza IHK u nocneanuno noBeny 10 MHXHOUIM]jE
eHzuMa tomnousomepasze |l. Unak, u jenumema Koja HUCY MOKa3ana JIejcTBO Ha Torouszomepasy I,
nocesioBasia cy oapeheHy aHTUBUPYCHY akTUBHOCT mpoTuB HSV. OBo je o0jamrmeHo HecnenuGuaHuM
BE3MBAkEM aKpUAMHA ycien HHTepKananyje. CYyICTUTYEeHTH ca Pa3IMYUTHM CTEPHUM H €JIeKTPOHCKUM
epeKTUMa yTU4Yy Ha DPa3JIMUUTy HMHTEPAKLH]y jelUIEeHha, TAaKO JIEPUBATH aKpHUJIUHA KOJU CaJapiKe
nuetusiaMuH 'y nonoxkajy C2 u C3, moka3yjy 3HauajHy aHTUBHUPYCHY aKTHUBHOCT, JOK IPUCYCTBO
KapOOKcaMHJIHE Ipyle WIH 9-aMHHO Tpyle MO)Ke yTHIaTH Ha noBehame aHTHBHpPYCHE aKTHMBHOCTHU
[24].

Kako je y remomy HSV-1 youena crtpykrtypa I-kBajpuruiekca, ucnuTaH je yrumaj -
KBaJIPUILICKC JIMTaHa/la, Kao mTo je Hip. 3,6,9 — Tpucyncruryncanu nepusar akpunuHa (BRACO-19,
Camka 3A) u J0Ka3aHo je Ja yclieJ OBe MHTEpakije J0Ja3u A0 crabmim3anuje ['-kBagpuruiekca u
nocaeauuHo perutnkaija HSV moxe 6utn 3aycraBibena [25].
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Cauka 3. JlepuBaty akpuanHa ca antTuBupycHoM aktuBHomhy: A) BRACO-19; b) akpuduasuH,
B) nmpodraBun

CyOTokcruyHe KOHIIEHTpallje aKkpuAWHCKUX 0oja akpuduaBuHa u npoduaBuna (Cauka 3b,
3B), koje cy mpBoOUTHO KopHIIhieHe Ka0 aHTHUCEIITHIIM, ITOKa3ale Cy aHTUBUPYCHY aKTHBHOCT IpemMa
puHoBupycuMa. OBa jeumbema JIeNyjy Kao WHIUPEKTHU aroHucTH nukimaHe-GMP-AMP (CGAMP)
cuHTa3e u u3a3uBajy omrehemwe JJHK [26].

1.1.1.3. AHTHMAIapHjCKO 1ejCTBO

AHTHManapujcka aKTHBHOCT JiepuBaTa akpHIWHA jaBjha C€ Kao TMOCJIETUIa HEKOJIUKO
MeXaHHM3aMa JIeJI0Barba: UJBaHoOT JIeIOBaka Ha XeMo30uH [27] unxubuitije Tononzomepase |1 [28, 29],
nHxuounuje Mmerabousma dosnata [30] u naxuOHIKje masmencuna [31].

Hcnutuama Santelli-Rouvier u cap. mokasana cy aa je mpUCYCTBO aKpUAMHCKOT je3rpa y
jeIumBeny jefaH o1l pakTopa Koju yTUYe Ha aHTHMajapujcKy akTuBHOCT. [lopen akpuanHCKor jesrpa,
u cyndoHcka rpymna y nonoxajy C9 nonpunocu akrusHoctr npotuB Plasmodium falciparum [30].

HejctBo N-ankwi amMHMHO JepuBaTa akpuIuHA WCIUTHUBAHO j€ HAKOH CHHTE3€ je/IMIbEHa ca
XETEePOLMKINYHUM TMpcTeHOM Yy moniokajy C9 u 3a oBa jenumema moTBpheHa je aKTMBHOCT MPOTHB
Plasmodium falciparum. Jemumerma ca XJIOpO- M METOKCH- CYICTHTyeHTHMa HMana cy Behy
MHXUOUTOPHY aKTMBHOCT Ha (GopMHpame [-XxeMaTHHA, ald MHXUOUIMja HUje Ouila y Kopenauuju ca
aHTUMaJIapHjCKOM akTuBHOIIhY [32].



1.1.1.4. AHTUTYMOPCKO /1€jCTBO

JepuBar 9-aHMIMHO akpuaMHa — amcakpuH (4’-(9-akpuauHMIAMHHO)METaHCYI(OH-M-
arm3uaua wid M-AMCA) koju je moka3ao u3y3eTHe 0coOuHe/pe3ynTare CHHTeTHCaH je 1974. roaune.
CaM0 HEKOJIMKO ToJIMHA KAaCHHUje MOCTA0 j€ J1e0 KIMHUYKHX HMCIUTUBAKA HAKOH Yera Ce YCIEIIHO
KOPHCTHO y Tepanuju akyTHe tumbobiactae geykemuje (Camka 4A) [33, 34].
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Cimka 4. Xemujcka CTpyKTypa JiepuBarta akpuanHa ca aHTATYMOPCKOM akTUBHOMINY: A) aMcakpuH,
b) N-[2-(numeTnnamuno et ]-akpuaun-4-kapookcamua (DACA)

Hekonuko roawHa KacHUWje, JOKa3aHO je Ja aMCAaKpHH CBOjE¢ JIEJCTBO HCIIOJbaBa M Kao
uaxubuTop tomomsomepase II [35, 36]. Amcakpun je umao mpumeny y Tepanuju Hodgkin u Non-
Hodgkin numdoma, anu HUje MOKa3a0 aKTHBHOCT MPOTUB COMUAHUX TyMopa. Ca IUbeM MpOHATaKeHha
HOBHX JIepUBaTa akpuarnHa KOju Ou MOKa3aly aKTUBHOCT MpeMa COJIMIHUM TYMOPHUMa, CHHTETHCAHO je
jemumewe  N-[2-(mumernnamuno)etun|-akpuanH-4-kapookcamun — (DACA), akTuBHO  mpema
anenokapuuHomy ruiyha (Cauka 4B). Mnak, Bucoka munopuianoct DACA yrunana je Ha HHTepaKiuje
ca JIMITUIMMA Y JOHCKMM KaHaJIMMa, Tj. J0Belia je 10 MHXUOUIIHje JOHCKUX KaHajla U TOKCH4IHOoCTH [37].
Hexespenn edextu, pe3sucTeHIja U Jiola OMOpacHoI0KUBOCT JOCTYITHUX aHTUTYMOPCKHX JIEKOBa,
pasio3u Cy 3a MpOHAIAXEHEe HOBHMX JepuBaTa akpuauHa KOju OM TokKasanu ojJrosapajyhy
[IUTOTOKCHYHOCT, a Mambe HeXeJbeHuX aejcrana [38-40].

VY nmnopehewmy ca amcakpuHoM, nepuBath N-CyncTHUTyHCaHMX 9-aMHHOaKpuaWHa H OHC-
aKpHIMHA MOKA3alu Ccy 100py aHTHTYMOPCKY aKTHBHOCT [41].

AXpHUIMHU aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT MCIIOJbaBajy Hajuemhe Tako MITO pearyjy ca MOJIEKYJIOM
JHK. IMpunukom ¢opmupama komiuiekca ca JIHK moryha cy aBa tuma BesuBama arerca u JIHK:
KOBaJICHTHO U HeKoBaieHTHO. Kazna ce usmelyy arenca u JIHK ycrioctaBe koBajeHTHE Be3e, OCIeUIIa
je omokupamwe* JIHK, mTo je umpeBep3ubuinHa mpomeHa u jgoBoau a0 cmptu henuje. Kama ce
WHTEpaKIfja OCTBApY HEKOBAIICHTHUM Be3aMa (MHTEepKalallija, BE3UBAhE 32 MAIH HITH BEJIUKH JKIbEO,
eJIEKTPOCTAaTUYKE MHTEPAKIIM]je), TPOMEHA j€ PeBEep3UOMIHA U areHC ce cMaTpa Mame TOKCHYHUM IO
henujy [40, 42].



1.1.1.4.1. OnHocC CTPYKType M aHTUTYMOPCKE AKTHBHOCTH AKPHIMHA

AHann3a KBaHTUTAaTHBHUX OJHOCA CTpyKType W aktuBHoctH (enri. Quantitative structure —
activity relationship analysis, QSAR) 9-anunuHO aKpuaMHA Ca AHTHUTYMOPCKOM aKTHUBHOIIOY
(y3umajyhu y 003up HHXHOMTOPHY aKTHBHOCT Ha TyMopcke henuje u BesuBame 3a JJHK) mokasana je
Jla Ha Be3uBame Mojekyna akpuauHa 3a JIHK ytuuy crepuu edextu, 1ok XuapopoOHOCT yTuue Ha
IPUCTYI jeArbeba akTUBHOM MecTy [43]. [ykuHa GOYHOTr JIaHIla BaKHA je 3a aKTUBHOCT JI€pHBATa
aKpUIUHA, U TO KaKO 32 IIMTOTOKCUYHY AKTHBHOCT aKpUAWHWI-AMHUHOKHCEIIMHA M HUXOBUX METHII
ecrapa [40, 44], Tako u 3a anTunponudepaTiBHY aKTUBHOCT K Be3uBame 3a JIHK mepuBara kox xojux
j€ 3a aKpUIUHCKO je3rpo Be3aH (eHWI OCTaTak oAropapajyhum nuHKepoM (OOUHHUM JIAHIIEM PA3IAYUTE
nyxune) [45]. MoaubukanujoM jeaumeha Koja y CTPYKTYPH CaapiKe aKPHIUHCKO je3rpo MOCTUTHYTO
je npobujame jenumema Koja HMMajy aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT Behy oJ JoKcopyOMIMHA
(aHTPaIMKIMHCKOT aHTUOMOTHKA KOjJH je& TI0Ka3a0 aKTHBHOCT IPOTHUB IIUPOKOT CIEKTpa TyMOpa,
yKJbY4yjyhu conumHe Tymope) Koju je kopuinheH kao cranaapn [46]. buonorika akTHBHOCT JepuBaTa
aKpuauHa Ouia je TeMa OpOjHUX UCTPaXMBAUKUX PAZOBa, O/ KOJUX Cy Haj3HAYajHUJU MPEICTaBILEHU Y
peBujanHOoM pany [47].

Haxon nperpare JimTepaType, MpeTIOCTaBLEHO je J1a O jeumbemha Koja calpiKe aKpUIUHCKH
NPCTEH W CYNCTUTYEHT Yy IMOJIOkKajy 9, MOTIa moka3aTu aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT. M3 Tor pasnora, y
OBOj JUCEpTAllMjU, U3BPIICHA j¢ CHHTE3a aMHHOKHCEIMHCKHX JIepUBaTa aKkpHIWHA Ca Pa3InYUTUM
ApPOMAaTUYHUM ¥ aTH(PATUIHUM CYTIICTUTYEHTHMA y TIOJI0XkKAjy 9 aKpHIMHCKOT MPCTEHA.

1.2. JHK, cTpykrypa u pyHKuHja

He3oxcupudonyknenncka kucenuna (JJHK) najaxkHuju je Monekyn y opraHuzmy ¢ 003upom
Ha MOryhHOCT Ja CKJIAAWIITH MH(OpMaIUje 3a pa3Boj W MPABHIHO (YHKIIMOHUCAHE CBHX KHUBUX
opranuzama. Cactoju ce oj JBa NOJUHYKJICOTHIHA JaHLa, KOje YMHU HHU3 KOBAJEHTHO BE3aHUX
HYKJICOTH/IA.

Hyxneotun ce cacroju o a3otHe 6ase, mehepa nenTose - ge3okcupudose u docdaTHe rpyme,
JOK caMO a3oTHa 0a3a u mehep yuHe Hykineo3una. A30THe Oa3e (IypUHCKE: aJ€HUH U TyaHUH U
NUPUMHUIMHCKE: TUMUH U IIUTO3UH) ca J1e30Kcuprubo3oM cy nosezane N-rimko3uaHoM Be3oM. C3' atom
jenHor Mosekyna ae3okcupudose je docdoanecrapckom Be3oMm mose3aH ca C5' aromom cneneher
MOJIEKyJIa 1€30KCHUpH003e, TaKO J1a MOJMHYKICOTHIHHU JIaHAIl HA JeTHOM Kpajy UMa MOJIEKYJ NEHTO3e
ca c1000JHOM XUJIPOKCHITHOM TpyroM y nosoxkajy C3 u Taj kpaj ce Ha3uBa 3' Kpaj, a Ha APYroM Kpajy
cio00IHy XUAPOKCUIIHY Ipymy y mnonoxajy C5 u Taj Kpaj ce Ha3uBa 5' kpaj. Bpcta m penocnen
HyKJIeoTH a2 unHe npuMapHy ctpyktypy JHK (Cauka 5)[48, 49].
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Cmmka 5. Ctpykrypa JTHK [48]

Cexynaapany ctpykrypy JAHK unnu cnmpana xoja ce cactoju o1 ABa aHTUIIapalienHa (Hacnpam
3' kpaja jeqHor Hamasu ce 5' Kpaj Ipyror jJaHLa ¥ OOpHYTO) MOJMHYKJIEOTHJHA JIAHIA, ILITO j€ OJ
moceOHOT 3HAYaja 3a MPOIeC peruiMKanuje. Y JABOJAHYAHO] CIUpalid, CBaka 0a3a jeAHOr JIaHIA je
BOJIOHMYHHM Be3aMa, KOMIUIEMEHTapHO, MOBe3aHa ca 0a30M Apyror JIaHla, TaKo jeé aJCHUH IpPBOT
JIaHIIa TBEMa BOJJOHUYHUM Be3aMa MOBE3aH ca THMHHOM JPYTOT JIaHIa, IOK je TYaHWH TPBOT JIaHIa ca
TpU BOJOHHYHE Be3€ IMOBE3aH ca IIMTO3WHOM Jpyror JaHna. base cy okpeHyTe Ka yHYTpalllbOCTH
cimpasie JIHK, 1ok cy ¢ocdarne rpyne okpeHyre mpema CIOJbALIBOCTH W ca InehepHoM
kommoneHToM uuHe ckener JIHK [49]. Tlpeunuk cnmpane uctu je y memom monekyny JTHK, a ycnen
cienn(UYHOT Be3uBama 0a3a, pa3liMKyjy ce JBa *JbeOa, BEIMKH M Maji, HITO je 3HadajHo 300r
cnenuduaHOT Be3uBama oJpeheHnx MoyIeKysia 3a 0Be KJbeOOoRBe.

JIHK ce y »xuBuM henujama Hana3u mnoBe3aHa (YKJIOIJbEHA) ca NPOTEMHUMA M TakKo
,,CTIAKOBaHa" YMHU T3B. TepuujapHy crpykrypy JHK [49].



JHK canpxu nmornyHy reHeTHuKky nHpopmanujy opranuzma. ¥ monekyny JIHK ,3anucana‘ je
CTpYKTypa, aliu U (pyHKIMja CBUX NpoTenHa. Tpu mporeca y kojuma ydectByje JIHK Baxna cy 3a
opraHusam: peruldKaiuja, TpaHcKpumniuja W TpaHcinandja (Camka 6), a IeHTpaaHa J0rMa
MOJICKYJIapHE OHOJIOTHje ONHUCyje NpeHoc HH(OpManHja KOjU C€ OJBUja y OBHM HIpOlLIECHMA.
Peruukanuja (oaBuja ce y jeapy henuje) omoryhasa na ce yasoctpyuun konmuunaa JIHK u na o jentor
JIHK mosnekyna HacTaHy ABa MCTa MoJIeKyJaa. Y mpolecy TpaHckpurmiuje, aeo moiekyna JJHK koju
canpxxu onpeheHy cekBeHIly HykieoTuaa (reH) ce ,JIpenucyje” y jeIHOJIaHYaHy CEKBEHILY
pubonykienncke kucenune (PHK). OBaj monexyn PHK namymmira jenpo u y nuromiazmMu omoryhara aa
ce y mpollecy TpaHCIallMje CEKBEHILa HYKJICOTH/Ia MPEBE/IC y CEKBEHIy aMHHOKHCEIMHA KOje Tpaje
npotenne [50, 51].
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\ /1008000000
A A e SR Y
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T
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W / %, wPHK
““7, __ MEMBPAHA

LHUTOMNA3MA JERPA

LTSI GRS TPAHCNALMJA
mPHK CUHTE3A
[npoTenH pubozom NPOTEUHA

npoTeunH

Cauka 6. llentpanna qorma mojekyaapae ouosoruje [50]

Nmajyhu y Buay cnoxeny crpykrypy AHK kao u dyHkuje koje cy 3HauajHE 3a OJpKaBambe
KHMBOTa hemnuje, HOBOCUHTETHCAHHU JEpUBATH aKpUIMHA Yy OBOj JAMcCepTanuju Ouhe ucnuTaHu U ca
MJbeM yTBphuBama Tuna uurepakuuje kojy ca JHK octapyjy.



1.3. heaujcku MUKIYC

Renujcku MUKITyC cacToju ce U3 HHU3a Ipolieca KOju ce OJBU]jajy y KuBOj henuju, nusmely npe
neobe hemmje, mpu demy je jemHa geoba ykJbydeHa y IuKIyc. Tpajame henmujckor mnmiiyca
eyKapuoTckux henuwja je pa3nuumrto, a 3aBHCH Of Thna henuja. henujcku mUKIyc ce cacToju u3
uHTepdase, mepuojga y TOKy Kora ce henmuja mpumnpema 3a aeo0y, u jpeobe (enri. Mitosis, M).
Hutepdasa ce cactoju u3 tpu dase, Gy dase (enri. Gap, G, npekun), S (eurn. Synthesis, S, cunresa) u
Gy. ¥V toky G; (haze cuHTETHINY C€ TPOTEUHH, YITHEHU XUIPATH U JUIUIN NOTpeOHH 3a pact henmje. Y
S ¢asu ce xommuuna JIHK ynBoctpyuyje, 1j. nonasu go perumkandje JIHK, npu yemy HacTajy nBa
monekyna JIHK on kojux cBaku caip>ku jeaH CTapu JIaHAIl M jeJaH HOBOCHMHTeTHCaHH JiaHail. Y G
¢da3u ce yaBocTpydyje Opoj opraHena W CHUHTETHINE ce TyOynWH, IPOTEUH MOTpedaH 3a J1e00HO
BpeTeHo. Y TOKy naeobe (M dasze), monasu 10 KapHOKHHE3e, Tj. TOJelie Marepujajia jeapa u
LUTOKKHE3E, Tj. TOeNe nuTomasme [52].

Kapuokunesa ce cacroju u3: mpodase, npomeradase, meradase, anadasze u tenodasze (Canmka
7). Y mpodasu mocroju MemOpaHa jeipa, YIABOjeHH XPOMO3OMH ce KOHIeH3yjy. Dopmupajy ce
KHHETOXOPH (IIPOTEHHCKE CTPYKTYpE KOje MMajy YyJory na ,,BeXy' XpOMO30M 3a JACO0HO BPETEHO) Y
HUBOY IIEHTpoMepa (MIPUMAPHHUX CY)KCHha Ha CBAKOM XPOMO30MY KOj€ CIlajajy CECTPUHCKE XPOMATHIC).
LlenTpo3omu (opranerne Koje cajupike map UEHTPHOJIA, Tj. IJIMHIPUIHUX helnjCKuX CTPYKTypa Koje ce
cacrtoje o4 MHUKpoTyOyje) ojana3e Ha CynpoTrHe mnosnoBe henuje. Y mnpomeradasu aonasu 1o
KOHJICH3aIlije XpoMO30Ma U JaJber yaajbaBama IeHTpo3oma. Hecraje omoTau jeapa m XpoMO30MH ce
nomepajy. MukpoTyOyse Be3yjy kuHeroxope. Y MeTadasu Cy HEHTPO30OMH Ha Pa3IMYMTUM IOJIOBHMA
hemuje, n3mehy \UX je 1€00HO BPETEHO KOj€ C€ CacTOjU O] MHKPOTYOyJia, XpOMO30OMH CY Y CPEIUHU
henuje m mouumme mnoxena marepujana jeapa, Tj. Xpomo3oma. Y aHadasu ce pasqBajajy cecTpe
xpomatuae. Y ternodasu 1Ba ceTa XpoMo30oMa ce JACKOHICH3Y]y U (hopMHpa ce OMOTad jepa.

Y uuToKHMHE3M Jnoyiazd 110 (U3MYKE IMoJeNe Ha JiBe henMje KOHTPAKTHIHHM IPCTCHOM
(caunmeHUM O]l aKTHMHCKUX (QuiameHata, Muo3uH Il ¢unamenata u Jpyrux CTPyKTYpHHX H
perynaTopHux NpoTerHa) Be3aHuM 3a henujcky memOpany (Camka 7) [53, 54].

Toxom henujckor nuKITyca MoBpeMEHO MOTY HAaCcTaTH Tpelike, Te ¢y 300r Tora henuje pa3puiie
CepHjy MeXaHu3aMa KOjU KOHTPOJMIIY CBAaKM KOpak TOKOM NeIHjcKor IMKJIyca W He J03BOJhaBajy
henuju na yhe y Hapenny dasy ako npetxoaHa ¢asza HHje ycremHo 3aBpiieHa [55, 56]. Ykoauko ce
JeTeKTyje Tpelka, Op30 ce 3ayCcTaBjba IIMKIYC JIOK C€ Ipellka He OTKJIOHH. 3ayCTaBJbame Ipoleca
oMoryhaBajy MOHUTOPHH MEXaHH3MH, Tj. KOHTpoJiHe Tauke checkpoints wmu checkpoint controls [55-
57]. Ykomuko checkpoint mexanu3amu He QyHKIIMOHHUIY MTPABUIHO, MOCIEIUIA MOXKE OUTH U3MCHCH
KapHOTHII, 1 OHKOTEHEe3a.

JIBe rmaBHe KoHTposiHe Tauke omrtehewa JIHK mocrtoje mpe Hero mrto henuja yhe y S dazy
(xontponna Tauka G1-S) u HakoH perumkanuje JJHK (koHTposHa Tauka G2-M).

Hukaua 3aBucHe kuHaze (CDK) cy mpoTewHM BaKHHM 3a OJBHjarbe NesujcKoOr IMKIIyca jep
yBoze henujy y HapenHe ¢ase henujckor mukinyca. OBu eH3UMH (OCHOPUIIUILY pa3IMIUTe MPOTEHHE Y
hemju, 3aBucHo on ¢asze hemmjckor mukiyca. Jlok je konmentpamuja CDK pematuBHO cTabmiHa
TOKOM IIEJIOT IIMKJIyca, HUBO IIUKJIMHA ce Mema U onpelhyje hopmupame CDK/IMKIMHCKUX KOMILIEKCa.
[Tocroje 4 kmace nukiauHa: G1/S koju Be3yjy LMKJIMH 3aBHCHY KuWHa3y Ha kpajy Gi dase u yBome
hemnjy y S ¢a3y, S muxinHu Koju Be3yjy KuMHa3y y TOKy S ¢as3e u MOTpeOHM Cy 3a MHHIHPamke
permmukanuje JJHK, M muknmman koju yBone hemmjy y mMutosy m Gi HUKIMHU KOjU TIOMaxy hemuju
npojia3 Kpo3 CTapTHY WM pecTpuKiuoHy Tauky y Gi ¢asm [53]. ¥V kontponnoj taukum GI1/S,
3aycTaBJbambe NENMMjCKOT MUKIyca 3aBUCH OJ] aKTUBHOCTH mporenHa P53 [55]. MexaHusmMu KOHTpOIIE
henmjckor mukityca y ¢as3u S cy jom yBek Hepasjammenu [55, 57-61]. Kontpona henujckor nukiyca y
G2 da3u oaBHja ce U 3aBHCHO M He3aBHCHO o1 pS53 [55, 62]. henujcku MUKIyC ce 3aycTaBiba Kaja je
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omrehena JIHK, taga p53 unaykyje excrpecujy eH3uMa 3a perapaiujy, a ako Heke rpemke y JTHK
UIaK OCTaHy, p53 axkTWBHpa mporpam amomnTose (mporpamupane hemmjcke cmprti). OBaj HpoTEHH
KOHTPOJIMIIIE U €KCIpecHjy mporenHa P21, jemHor ox Tpu TPOTEHHA KOju (OPMHUPA]Y TOPOIHUILY
Cip/Kip nporeuna uaxuburopa akrusHoct CDK-1iukiinHckux komiiekca [57, 63, 64].

Kako je mo3Hato Aa akpuJIMHHU CBOj€ AEJCTBO HCIIOJbaBajy M Ka0 MHXUOMTOPU Pa3IUYUTHX
€H3UMa, MOMYT LMKJIMH 3aBHCHUX KHHa3a M TOIOM30Mepase, y OBOj AucepTauuju, Ouhe y OKBUpY
UCIHUTHBaka aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTHM HOBOCHMHTETHUCAHMX JIEpUBaTa aKpHAWHA UCIHUTAH M HHUXOB
ytuilaj Ha (ase hemujckor nukiIyca, kao u Ha Torouzomepasy lla (en3um onwmcan y aeny 1.3.1).

UHTEP®A3A MPODA3A MPOMETA®A3A
HUTW OEOBHOI OENOBUM  LIEHTPOMEPA
BPETEHA TENWJCKE
LIEHTPUONE ‘ WHLTC E_HTPOMEPE MEMBAH ' HUTU

OEOBHOI

~ MEMBPAHA LIUTOMNA3MA XPOMO30MWU CA

JEAPO yEnPA NIBE XPOMATVE
TENO®A3A U
META®A3A AHA®A3A LUNTOKUHE3A
SOPMUPAHE
VHBATVHALIVJA
EKBATOPUJATHA JEMIPA
Edeih LTOMTASME g EQ

LIEHTPUONE SOPMUPAHE -
e S MEMBPAHE JE[IPA

Cauka 7. hemujcku nukinyc [54]
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1.3.1. lejctBO TOomou3somepase ||

3a BehuHy mporieca 3a koje je moTpedHa nndopmamuja caapxkana y JJHK, naBa manma xenukca
JIHK mopajy ce pa3aBOjUTH U TO pacILIUTame MOKe OUTH peBep3uOMITHO (32 TOTpede TpaHCKPUTIIHUje
WK peKoMOWHaIMje) WK HpeBep3ubmiHo (3a morpebe pemukammje) [65, 66]. Kako 6u mporecu
peruIMKanmje, TPaHCKPUIIUje, PeKOMOWHAIIMjEe U PEMOJIeTIOBamha XPOMATHHA MOTJIH Ja C€ MPABUIHO
OJIBUjajy, HEOMXOJHH CY €H3MMH TOIIOM30Mepa3e KOju MOry jaa Memajy tomojorujy JJHK [65]. Cse
tornon3omepasze pearyjy ca JJHK Tako mro ce crBapa mHTepMmenujep Kao mocienuna (hopmuparma
dbochoauecrapcke Bese usmel)y tuposuna y easumy u pocdarue rpymne JHK (Caunka 8).

OHK 3'
o
(0]

\P/

/ \ OHK 5
0 o |

OHK 3' OH
—_—

OH

”HLL
"LL
“u,

Cauka 8. Karanu3za pesep3udunnor npekuna IHK, tpancecrepudukanuja n3mely ocratka THpo3nHa
y eH3umy u ¢pocdarue rpyne JJHK monekyna

3aBUCHO OJ] TOTa Jia JIn €H3UM ,lIpecena’ jenan, wim uctoppemero oda nanna JJHK, paznukyjy
ce Tononsomepasa |, ogHocHo Tonmonsomepasa Il. Y okBupy o0e kiiace oBUX eH3UMa, TOCTOje oapeleHe
MOTKJIACE 3aBHCHO OJ1 CTPYKTYpeE.

3a mpaBwiHO (QyHKIMOHUCAake Tononzomepase |l neonxonan je ATP monekyn. BesuBame u
xuaponusza ATP-a yruue Ha KOH(GOpMalMOHE NMPOMEHE Y €H3UMY U IOCIEIUYHO, HAa aKTUBHOCT U
npomeny JIHK rtomomormje [65]. ¥V xymanumm henmjama mocroje nBa Tuma Tomoum3omepase |l
tononzomepasa lla, unja je ekcnpecuja 3HavajHa y henrjama koje ce aene u tononsomepasa IIf, umja je
eKkcripecuja jeaHaka y henmjama xoje ce gene u 'y henmjama koje mupyjy [67].

Excnpecuja Tormonsomepase Ilo pasauuunta je y Toky hemujckor nukiayca u HajBeha je y Go/M
KOHTPOJTHOj TauKH, a HajMamba Ha Kpajy MUTO3e, JIOK eKcIipecuja Tononzomepase 11 He 3aBucu oz daze
henujckor nukiyca [68].

Hugo excrnpecuje en3uma oapelyyje oceTsbuBoCT henuja Ha THXUOUTOpE eH3UMA.

VY xuBuM henmmjama koje ce aene, Tomonszomepasa Il ykimama cyneprnaBoje JIHK y S dasm, u
KaTanu3yje Ipolece pas/Bajamba CECTPUHCKUX Xpomarujaa y Toky anadase [65]. YV oxmnocy Ha
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¢yHKIMje HaBEACHUX EH3MMa, MocToje oapeheHa jequmera Koja Jenyjy Ha eHsume. Muxuburopu
Toron3omepase Mory na pearyjy ca JIHK u popmupajy kommnexe JJHK-jequmeme-eH3um, npu yemy
HEMa OJIMOTaBama CylepHaBoja, u Aojia3u 1o omrehema J[THK koje ce onucyje kao ,,rpoBame JJHK* u
anonTo3e henuje. [Ipyru HauuH Je/I0Bama je MHXHOUIIM]a KaTaTUTHIKE aKTUBHOCTH €H3UMa y aHadaszu
U y3pokoBame henujcke cMpTH aronto3om [65, 68].

Kao muaxuburopu Tonmomszomepase llo, KIMHHYKK Cy 3HAYajHH UTOTOKCHYHH JICKOBH y KOje
Crajajy ITOKCOPYOMIIMH, €TOMO3M I, akTHHOMHUIMH UTH. [69, 70], ma ce oBM JICKOBU MOT'Y KOPHCTUTH
Ka0 KOHTpOJIa TMPWIMKOM HCIUTHBAKaA JI¢jCTBA HOBOCHHTETHUCAHHX jCIUHCHA Ka0 IMOTCHIIM]jATHUX
MHXUOHUTOpPA OBOT €H3UMA.

1.3.2. heaujcka cMpT

Hexkpo3sa u amonrosa mpejacraBibajy ase Bpcre hemujcke cmptu (Cauka 9). Koju on oBa 1Ba
npoiieca hie ce JOroauTH 3aBHCH O] CTUMYJIyca, TeHETCKE OCHOBE U MHKPOOKpYKema henuje [71, 72].
Paznmunti Mexanuszmu henmujcke cMpTH HHCY Mel)yCOOHO HMCKJbYYHMBH, TaKO Jla MOTY JeJIOBAaTH
CHHEPIHCTHYKH WM MOTY OuTH MeljycoOHO cynpoTcTaBiberu [73, 74].

Arnornto3a mpeacraBjba ,,IporpamMHupaHy henmjcKy cMpT™ W TOXeJbaH, aKkTUBaH, ypeheH u
TeHeTCKU perynucan aorahaj. Pasmukyjy ce mopdoromike npoMeHe pane u kacHe (asze amomnrose. Y
paHoj amomTo3W J0Ja3u 0 TpeMemTama MojeKyna ¢ochaTuani-cepuHa ca YHYTpallkbe Ha
CroJpallllby CTpaHy henujcke mMeMmOpaHe, KOHJEH3alMje XpoMaThHA U IUTOIuIa3Me. Y KacHoj (asu
J07Ia3u 0 Je3WHTerpanuje hemujcke MemMOpaHe W MHUKHO3E (3rylimaBama M (pparMeHranuje) jeapa,
TaKo Jla Ha Kpajy OBOT Ipolieca HacTajy (hparMeHTH anonToTcke hemuje Koju cy OKpyKeHH henujckom
MeMOpaHOM M Ha3WBajy ce amonTotuuHa tenammma [75, 76]. Ilpe ocmobahama caapikaja henuja,
Makpodaru arouuryjy anontorcke henmje. Kako ce y panoj anonro3u ¢hocdaTuani-cepuH Hana3m ca
CTIOJpAIlIbE CTpaHEe MeMOpaHe, aHEeKCHH pPEleNnTopH KOjH Ce Haja3e Ha IMOBPIIMHH Makpodara ra
Ipeno3Hajy, Jlajbe ce Makpodar Besyje 3a anonToTcKy henmjy M akTUBUpaA ce IMpolec (parouuTose.
VYcnen oBakBOr MeXxaHU3Ma YKIIambama helrja KoJ arornTo3e, He J10J1a3u 10 HH(IaMaTOpHE peakiivje
[77-79].

Hekpo3za npencraBipa macuBHy henmjcky cMpT, Koja c€ OJiBHja y HE(PU3HOJIOIMIKUM YCIOBUMA,
NPUIMKOM Koje Jonazu 1o OyOpema opranena, a 3aTuM W uyurtaBe hemuje. Ilotom pomasu 1o
Ne3UHTerpaiyje MemOpane henuje u jeapa, ycien yera ce caapikaj henuje ocinodaha y OKOJIHO TKHBO.
OBOM NpHIIMKOM J10J1a3H JI0 MpUBIademha HHpIamaropHux henuja u pa3Boja nHpIaAMaTOpHE peakuuje
(Cauka 9). Ycenen undaamarije, noia3u a0 omreherma TKHBA, MOKpPEeTama CHCTEMa IOMPaBKE U
nponudepanyje, a ympaBo OBH IPOLECH IOBOJBHO YTHUYY Ha OHKOT€HE3Yy M pa3Boj Tymopa H
HajBakHH]a cy (paza Tymoporenese [77-80].

3a jenumerna 3a Koja je MoKa3aHo Jla UMajy aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT, BaXKHO je MCIMTATH Ja
U 10 cMpTH henwje JA0BOjE yciie[ HEKPO3€e WU alonTo3€ U y OBOj AUCEpTanuju y neny 4.3.2. ouhe
oIMcaHa aHanu3a henmjcke CMpTH.
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Hopmana henuja cMakehe BonyMeHa henwuje,

KOHAEH30BaHk€ XPOMaTHHA W

B . thopmupare Mexypoea
\

bybpere opraHena, owrteherwe (pparmenTaumja Hykneyca u hopmuparse
LMTONNa3MaTU4YHe U HYKNeycHe anonToTH4HKX Tena
MembpaHe

dparmentaunnja (LS ' charouutoza

henuja nvy

‘ L]
Hesan anontosa

Cauka 9. Mopdosomke paznuke u3Mmel)y amonrto3e W HEKpo3e (CIMKa Mpey3eTa W aJanTHpaHa U3
pedepentie [79] y3 mo3Boay 6p. 5597251163557 Copyright 2002, John Wiley & Sons, Inc.)
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1.4. CunTe3a aMHUHOKHCEJIMHCKHUX JepUBATA AaKPUIMHA

Aytopu Lyakhov u cap. ucnutuBamm cy OMOJIONIKY aKTHBHOCT JepuBaTa 9-aMHHOAKpHIMHA
Koje cy cunteTucaiu. [Ipunukom KoHAeH3aluje 9-XI0poakpuarHa ca TIIUIUHOM y MPHUCYCTBY (eHoa,
CIIOPEHH TPOU3BOJ - aKPUJIOH, TOOMjeH Yy BEIIMKOj KOJMYHMHH, TPEACTaBbA0 je HEJIOCTaTaK METOJIE,
JIOK je MPOM3BOJ peakiuje (J0O0MjeH HAKOH J0JIaTKa aMUHOKHCEIHHA) OMO KOHTaMUHHPAH (EHOJIOM.
OcuMm Tora u mpeuuninhaBame MPOU3BOAA JOBEIO je a0 HoBHX ryoumraka (Ciamka 10, meroma A).
KacHujom Moamdukanujom MeToje, TPUMEHOM MpoIeca Yy KOME aMHHOKHCEIUHE WM oJroBapajyhu
eCTpH aMHHOKHCEIIMHAa pearyjy y3 pediykc ca 9-METOKCHAKPUIMHOM y aHXUJAPOBAHOM METaHOIY,
nobujen je 3amoBosbaBajyhu mnpunoc (Caumka 10, meroma B). Ayropu cy HaBenu jga jajbe
npeuninhaBamkbe OBaKO JOOMjEHUX MPOM3BOJAAa HHje Omio morpedHOo (uucroha je Owia mpoBepeHa
XxpoMarorpadujoM Ha TaHKOM cJ10jy). [IprMeHOM TecTa Ha KOpEeHy KpacTaBlia, ayTOpPH Cy J0Ka3aiu aa
CHUHTETHCaHA jeMbEha JOBOJIE 0 3ayCTaBibama Jeo0e henuja u nmpecranka pacra henuja. YTBpheHo
je ma moctoju Be3a u3Mely ayKuHe MOJIMMETHIICHCKOT JIaHI[a U aKTUBHOCTU CHHTETHUCAHUX jeIUhCHA

[44].
‘\/J‘\/‘ rMULKH / heHon “ g
o '1.
120 °C. 1, \"H

90 % 10 %

HN" cooH

B HaTpujyM-MeToKC KA / meTaHon
65°C. 20,87 %

HN" CDY

HN-X-CO-Y
65°C. 10h

Cauka 10. CuHTe3a aMMHOKHCEIMHCKUX JepUBaTa akpuauHa (CIMKa Ipey3eTa M aJanTUpaHa u3
pedepentie [44] y3 n03BOJY H31aBaya)

Momudukamujom onucane merone (Camka 10, meroaa B), y oBoj aucepranuju, CHHTETHCAHN
CYy aMHHOKHCEITMHCKH JIEPUBATH aKpuanHA. 9-XJIIOpPOAKPUAMH KOPUIIhEeH je Kao MOJa3HO jeIUbEHe,
JIOK je YMEeCTO TJHMIMHAa M (eHosla, y NMPBOM KOpaKy peakiuje KopuitheH HaTpujyM-alKOKCHIHH
pacTBOp METaHOJIa, €TaHOJa WM MpOoMNaHoyia. Y JAPYroM KOpaKy peakiuje, KopumheHu cy cienehu
eCTpH aMUHOKHCEINHA: MeTu ecTpu L-penmnanannna, L-xuctuauna, 1-metun-L-rpunrodana,
8-aMHHOOKTaHCKE KHUCEJIMHE; €THJI €CTPH Y-aMUHOOYTEpHE KUCEINHE, 6-aMIHOXEKCAHCKe KUCETTNHE, 3-
aMMHOIIPOIIAHCKE KUCEIIMHE; POIUII €CTPH Y-aMHUHOOYTEpHE KHCEINHE,
6-aMHMHOXEKCAaHCKE KHCEIIMHEe, 3-aMHUHOINPOINAHCKe KucenmuHe. Takohe, xopumhena je u
aMMHOKHUcenuHa 1-metui-L-tpuntodaHn.
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1.5. Boarramerpujcke metoje

Kako merabonmuku aktuBHE henuje mpencTaBibajy CHCTEME Y KOjUMa C€ OJIBHjajy PEIOKC
IpoIecH, MPUMEHA EJIEKTPOXEMH)CKIX TEXHHMKA 33 aHAIM3Y MpoLeca MPEeHOCca eIEKTPOHA MPE/ICTaBIba
jenHy o1 BaXHHjUX (ha3a MPUIMKOM HMCIHUTHBamka HOBHUX jenumema. JJHK xuBux hemmja je jeman on
nenoa henuje y KoMe ce 0J]BHja KOHTUHYAIHU MIPEHOC eleKTpoHa. [IpuarkoM nHTepakiyje jeInmbemha
ca IHK mpuMeHOM eNeKTPOXEMH]CKHX TEXHHKa MOXKE C€ OJPEIWTH Ja JIM je Tpanchep eleKTpoHa
OJIAKIIaH WM OTEXaH, Te JOHETH 3aK/bydyaK O jauyMHHM M THIy uHTepakuuje. Kako O6u ce mobuia
NoTIyHa WH(OpMaIMja O MPOIECY M MEXaHU3My OKCHIAIM]je W PEAYKIHje, YCICIIHO Ce KOPHUCTE
Bostamerpujcke merone (Camka 11): muknmuna Bosnramerpuja (CV), mudepeHImjaaHo MmMyiacHa
Bonramerpuja (DPV) u Bontamerpuja mpaBoyraonux tanaca (SWV) koje ce pa3iukyjy 1m0 pa3InduToOM
noOyhuBaukoM cUrHany u HauMHy Mepema cTpyje [81]. OBe TexHHKe MPUMEHUBAHE CY 32 HCITUTHBAE
€JIEKTPOXEMH]CKOT TIOHAIIaka JIEPUBaTa aMUHOAKPUIMHA Ka0 MOTCHIIUjATHUX aHTUTYMOPCKUX areHaca
[82]. Takohe, xomwyratu TpuazoN-aKpUAWHA UCIUTUBAHU CY EJIEKTPOXEMH]CKH IPUMEHOM HAaBE/ICHE
TPU TEXHHMKE ca Im/beM ojapehuBama pemokc mexanusma [83]. Ox moceOHOr je 3HaYaja PEIOKC
MOHAIIAkEe 9-XJIOPOAKPUANHA, C 003UPOM J1a C€ MOKE KOPHCTUTH Kao MPEKypcop 3a CHHTE3Y JAepHBaTa
aKpUMHA Ca aHTUTYMOPCKOM akTuBHoIhy [44].

VY oBoj mucepranuju, HaBeaene merone CV, SWV u DPV kopumihene cy 3a wcnutuBame
PEIIOKC TOHAIIamka 9-XJIOPOAKPUIMHA U HAjaKTUBHHJUX CUHTCTUCAHUX aMHHOKHCEIMHCKUX JIepUBaTa
aKpUIUHA.

BOJMITAMETpUja ca IMHeapHOM

n npOMeHOM noTeuMjana n UMKNUYHA BONTameTpuja
o o
T T
e e
H H
u u
7] n
j j
a a
n n
Bpeme Bpeme
n | AudepeHunjanHo nyncHa n BonTameTpuja
o BonTameTpuja o npaBoyraoHux Tanaca
T T
e e
H H
1) u
n u
i j
a a
n n
Bpeme Bpeme

Camnka 11. Pasnmuunte MeTOAe NMpPOMEHE IMOTEHIMjaia pajHe EJIEKTPOJAE y BOJTaMETpUju (CiHKa
npeysera u agantupana u3 pedepente [81])
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1.5.1. Ilpupona npoueca KOju ce MOIy NIPATHTH BOJTAMETPHjCKHM TeXHUKaMa

JapocnaB Xejposcku je 1959. rogmne mobmo HoOenoBy Harpaay 3a oTkpuhe u pasBoj
nojaporpaduje, MeToe KoJ Koje je Kao pagHa elekTponaa KopumheHa kamnajyha >kuBuHa eneKTpoaa, a
Ha OCHOBY IPHMEHECHOT MOTEHIHjajla MEPEH je MHTEH3UTET cTpyje nmonaporpadekor Tamaca. OCHOBHH
HEJOCTaTaK >KMBE - HEHA TOKCHMYHOCT, YTUIA0 j€ Ha Pa3BOj HOBHX BOJTAMETPHJCKHX METOAQ, Tj.
METO/a ca YBPCTHUM €JIEKTpoJaMa Kao ITO Cy eJIEKTPOoJia ca YIJbeHUYHOM ITacTOM, OOPOM JIOTHpaHa
TMjaMaHTCKa eJIeKTPO/Ia, EJEKTPO/Ia O] CTAKIACTOT YIJbEHUKA U JIPYTE.

Jla Oum enexTpoxeMHjcKa peakifja MOrjia Ja ce OjBHja, MOTPEOHO je Ja TOCTOjU HEKa
MOKpeTayuKa CHara, Tj. IOTEHIIMjaJl eJIEKTPOe, IIPH YeMy C€ Y CHCTEMY jaBjba CTpYja KaJa MPUMEHECHH
MOTEHIIH]jaJl TIOCTaHe JOBOJHHO HETaTHBaH HIIU MO3UTHBAH Jia O JIOILIO 10 enekTposinie. Enekrponmnsu
MOJUIeXkKE EeNIEKTPOAaKTUBHA BPCTa Koja je AM(yY3ujoM CTUTIIA J0 MOBPIUIMHE €IEKTPOJE, a MHTEH3UTET
U3MEPEHE CTpyje cpa3MepaH je KOHIeHTpaluju aHamuta. OBakBH NPOLIECH OJBHjajy c€ mpema
dapasiejeBOM 3aKOHY M Ha3HBajy ce ,,papazejcku mporecu, a mpare ce MpeKo TpaHcdepa eIeKTpoHa
TOKOM PEJIOKC Tporieca:

0+ ne” 2R (n

rae cy O u R OKCHJIOBHA M peayKoBaHa GopMa peloKc mapa, a ne~ MpeacTaBiba Opoj eIeKTpoHA KOjU
y4ecTBYjy y peakuuju [84].

Besa u3Mel)y moreHmumjana eaeKTpoe U KOHICHTpAIMje SICKTPOAKTHBHE BPCTE HA MOBPIIUHH
eNeKTpojie aara je HepHCTOBOM jeiHaunHOM:

E=E"+=In=* (1)

nF  Qreqd

rae je:

E — noreHmujan enexTpone,

E° — cTanapaHu €NeKTPOIHY TIOTEHIH]all,

n — Opoj eNeKTPOHa KOjU YUECTBY]Y Y Peakliju OKCUAO-PEAYKIH]E,
R — racha xoncranTa (8,314 J K™ mol ™),

F — dapanejeBa koHctanTta (96487 C molfl),

T — remmniepatypa (K),

a
aﬂ — OJHOC aKTUBHOCTHU OKCHAOBAHOT' U PCAYKOBAHOT 00JIMKa aHaIUTA.
red

Kako je:

a=vy-c (2)

e je:

¥y — Koe(ULHJEeHT aKTUBHOCTH,

C — KOHIICHTpaIlHja, KaJia je JOHCKa jadylMHa Yy CBUM PAacTBOPHMA jeTHAKa, IITO C€ MOCTUXKE JTOJAATKOM
WHEPTHOT MOMONHOT €NEKTPOJINTa y PEeNaTUBHO BHCOKO] KOHIIEHTpaIuju, HepHCTOB u3pa3 ce Moxe
MPEACTaBUTH ciieiehoM jeTHAYNHOM:

E=E"+2303 " log - A3)

Cred
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Kazna xpo3 enekTpoiy He mpojia3u cTpyja, €IeKTpoja je Ha paBHOTEKHOM MOTEHIMjally U HUje
moJjlapu30BaHa, a PaBHOTEXHHM TOTEHIMjald mpeacTtaBibeH je HeprcroBum umspasom (3). Kama kpos
€JIIEKTPOJIy MPOJIa3H CTPYyja, MOTEHIMjaJ OJCTYNMa OJ PABHOTEKHOT W JOJIa3W 0 MOJapHu3aluje.
Peakmuja (1) yBek je ycMmMepeHa Tako Ja c€ CyHmpoTCTaBjba IOJIApU3AIUjU, MPEACTaB/ba PEAKIH]y
JieTioyiapu3aiinje, 10K ce aHaJIuT Ha3uBa jenojapusarop [84, 85].

VYKyIlHa eJEeKTPOJHA peakifja CacTOju Ce U3 MPEHOCA CIIEKTPOAKTUBHHUX BPCTa JIO MOBPIIMHE
eJIEKTPO/e, MPEHOCa €JIEKTPOHA HAa TPaHUIM eJEeKTPOAa/pacTBOp M NpeHOoca IMPOW3BOAA Hazal y
pactBop. [lopen HaBeneHUX TpoIieca, KOJI CIIOKEHHU]UX peakiija I0aTHO CE MOTY JaBUTH U PA3IUYUTH
XEMHUJCKA W TOBPIIMHCKHM TPOIECH KOjU MPETXOJe WM MpaTe Mmpoiec mpeHoca ejaekrpona [81], a
HAjCIIOPH]jH CTYIaml peakuuje oapeljyje Op3uHy yKYIHOT eIeKTPOAHOT mporieca [85].

Bp3una peakiuje koja ce AemiaBa Ha TPAHUYHO] MOBPIIWHU €JIEKTpojaa/pacTBop oapeheHa je
TpaHCIOPTOM Mace (TPaHCIOPTOM BPCTE KOja Ce OKCHJYje WM PeayKyje Ha MOBPIIUHH CICKTPOJC) H
TPAHCIOPTOM €JIeKTpOHA. TpaHCHOPT Mace MpPEACTaBJba KPETamhe AHAIM3UPAHOT jelUIbEHha Yy
CIIEKTPOXEMHUJCKO] henwju W oJaBHja ce Ha TpU HauyMHA: MHUrparmjoM (MO JEjCTBOM TIpaadjeHTa
CIICKTPUYHOT TOTEHIIMjalla), KOHBEKIMjoM (IOJ JICjCTBOM rpaaujeHTa Op3une) u audysujom (mox
JICJCTBOM TpalldjeHTa KOHIEHTpaluje). Mwurpanuja ce jaemiaBa yciel KpeTama HaeleKTPHCAHUX
YeCTHUIa KPO3 €JIEKTPUYHO MOJbE M KOJI BehHHE eNeKTPOaHATUTHYKUX TEXHUKA, eekar Murpanuje je
MUHHMH30BaH YIIOTPeOOM OCHOBHOT €JICKTPOJIUTA 4Hja je KoHleHTpanuja Bume oa 100 myra Beha on
KOHIICHTpAllMje aHaIM3upane cyncranie. KoHBeknuja, Tj. XHIpOAMHAMUYKHA TPAHCIIOPT Mace, JeniaBa
ce yclie]l KpeTama pacTBopa, Kao MOCIeInIla Melllamka, WIM MpUcycTBa potupajyhe niu BuOpupajyhe
enekrpone. KouBeknmjy je Moryhe camo a0 ojapeheHe TpaHUIlE CMamHUTH, W TO H3BOhCHEM
EKCIIEpUMEHTa ca pacTBOpPHMa KOju ce He Memiajy. Jlo mudy3noHOr Kperama J10j1a3u yciell KpeTamba
MOJIeKyJTa 300T IOCTOjama TPaJMjeHTa KOHICHTparuje. Kako y ekcnmepuMeHTHMa KOju ce Tpare
MPUMEHOM EJICKTPOXEMH]CKMX TEXHHKa u3Mel)y MOBpIIMHE EJIeKTPOJe M pPacTBOpa YBEK IOCTOjU
IpaJijeHT KOHIEHTpaIlMje eJEeKTPOAKTUBHE BpcTe, Audy3uja je MojaBa 3ajeHHYKA 3a BehuHy
CIIEKTPOAHAIMTHYKUX ekcrepruMeHaTa. CTpyja Koja ce jaBjba KOJ Ipolieca KOju Cy camMo AU(Y3UOHO
KOHTPOJIMCAHU 3aBHCH Of (rykca (MpWIIMBA) €IEKTPOAKTHBHE BPCTE Ha MOBPIIMHY €JIEKTPOE, IITO
OIIeT, 3aBUCH U O]] TOBPIIKHE U O]l TeoMeTpHje enekrpoe [84].

JenHomumen3nonu Quiykc mace je omucaH npBuM DUKOBUM 3aKOHOM Ha cieaehu HauuH: ako
MOCTOjJH pa3jivKa T'yCTHHE WM KOHIIEHTpaiuje nare cyrcradie (0C) y JBe Tauke Koje ce Hajase Ha
pacrojamy 0x, oHza je (paykc cyrncTtanue (J) u3paxeH cienehom jeTHaunHOM:

ac
] =-D (4)

rae je D — nudy3noHu koeuLMjeHT, BeIMYMHA KOja 3aBUCH OJ1 IPUPOJIE CYIICTaHIIM, TEMIEpaType U
BHCKO3HOCTH PacTBOpA.

dnykc npenacraBiba Op3uHY O/BHjama mpoleca audysuje, a JeGuHUIIE ce Kao Opoj decTHa
Koje AM(y31joM mpoa3e Kpo3 jJeIMHUYHY MOBPIIMHY Y JEMHHUIN BpEMEHa.
[IpomeHe y KOHIIEHTpalLWju, y3uMajyhu y 003up mpocTop U Bpeme, onucane ¢y ApyrumMm OUKoBUM
3aKOHOM KOjH Ba)K{ 3a yCIJIOBE HecTallmoHapHe audysuje:

ac 92¢c
% =D ()

Kana je cTtpyja koHTpoicana camo audy3ujoM, jaunHa Tu(y3HuoHE CTpyje ce MOXKE HU3PaA3UTH

MIPEKO MPOMEHE KOHIICHTPAIIMje aHaIuTa Ha PacTojamy X O]l MOBPILIUHE elNeKTpoe, u3 npBor dukoBor
3aKoHa audysuje:
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ac
I =n-F-D-AZ (6)

e je:

| — uaTeH3UTET CTpYyje (A),

n — 0poj pa3MEmHEHUX EIEKTPOHA,

F — ®apagejesa korcranra (96 485,3 C mol ™),
D — nudysuonu koedurmjent (cm? s ),

A — noBpiiHa enextpoze (cm?),

dc . )
— — IPOMEHA KOHIICHTPAII]C aHAINTA Ha PACTOjakby X O CIEKTPOJC.
[Tperxoanu u3pa3 Moxe ce TpaHCHOPMHCATH:

cy—C.
[ =n-F-D-A-X2 7)
dx
7€ Cy: C, - KOHIIEHTpallija aHaIuTa y YHYTPAlllbOCTH PACTBOPA U C, - KOHIIEHTpallUja aHAIMTa Ha
nospmuHu - enekrpoge. Kama je ¢, =0, noctmxe ce rpanudna audysuona cTpyja Koja je

IPOTIOPIIOHATIHA CaMO KOHIIEHTPALUj! aHAIIUTA y YHYTPAIIOCTH PacTBOpa U A00uja ce u3pa3 Koju ce
KOPHUCTH 32 KBAHTUTATHBHY aHAJIM3Y €JICKTPOAKTHBHUX jenmbera [84, 85]:

Iy =nF-D A~ ®)

[Ipornecu koju ce mpaTe MOTY C€ OBHjaTH PEBEP3UOMUIHO M UPEBEPIUOMITHO.

Kana je Tpancdep enextpoHa u3Mel)y OKCHIOBaHE W pEAYKOBaHE BPCTE CIIOPU CTYIam,
CJIIGKTPOJIHA peakilvja je upeBep3uOmiHa. Tana je KOHIIEHTpamuja eIeKTPOAKTHBHE BPCTE jeTHAKA Ha
MIOBPILIMHM €NIEKTPOJIe U y AYOMHH pacTBOpa, a 3aBUCHOCT MOTEHIIMjalla €JIEKTPOAE U KOHIICHTpAIlHje
eJIEKTPOAKTHUBHE BPCTE C€ HE MOXKe omucaTtd HepHCTOBOM jeTHAUYMHOM 3a PEBEP3UOMIIHU €IEKTPOTHH
npouec. Kazna je Tpancdep enekrpoHa n3Mel)y oKCHI0BaHE U peyKOBaHE BPCTE BPIIO Op3, a TPAaHCTIOPT
Mace JeIMHU CTIOPH CTyIak, €JIEKTPOJIHA PeaKiifja je peBep3uOmiIHa. Y KOJIUKO j€ U MMPEHOC Mace, Kao u
HPEHOC eNeKTPOHA CIIOPHU CTYIak, peakiiyja je KBasupesep3nouiHa [86].
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1.5.2. Enektpoxemujcka heauja

EnextpoxeMujcka Mepema ce BpIle y eJIeKTPOXEMH]CKOj henrju Koja ce 0OMYHO cacToju Of TpU
eJIEKTPO/IE KOje CY y KOHTAKTY Ca pacTBOPOM €JIEKTPOJINTA: pajHa, pedepeHTHa 1 MOMONHA eeKTpoaa.
OcHuM eneKTpo/ia W pacTBOpa, eIeKTpoxeMmHjcka henmja caiapku ¥ OTBOp 3a IIEBUMIlY 3a yBoheme
MHEPTHOT raca ca I[iJbeM YKJIambamba PaCTBOPEHOT KuceoHuka [87].

1.5.2.1. Paana enektpona

N360p MaTepujana o Kora je uzpaleHa eJeKTpo/ia 3aBUCH OJ1 OIICera MOTEHIIM]jala eeKTPOIL Y
onpeheHOM pacTBOpY, Kao U O] €IEKTPOXEMHUjCKUX OCOOMHA MCIUTHUBAHOT aHaiMTa. PajHa enekrpona
Tpeba qa 00e30e11 BUCOK OJTHOC CHTHANI-IITYM U PEPOJAYKTUBHE pe3yaTare. YpaBo 300r Tora, ogadbup
pajiHe eJNEeKTPOJe YIIIaBHOM 3aBUCH O] JBa (hakTopa: pPelOKC MOHAIlaka WCIHUTUBAHOT aHAIUTAa |
M03a/IMHCKE CTPYje y OKBUPY OIICera IMOTEeHIIMjana Koju je moTpedaH 3a Mepeme. IHTeH3uTeT n3MepeHe
CTpyje 3aBHCH Kako o] 1u3ajHa henwuje, Tako u of (U3HUKOT OOJIHMKA paiHE EIEKTPOJE, TOK Ha MPOIEC
peHoca eJeKTpoHa Koju omoryhasa mpaheme peloKe MoHalllamka eIeKTPOIUTa YTHUE MaTepujasl Ol
Kora je uzpaheHa enexkrposa.

[TpeaHOCTH YBPCTHX €JIEKTPOA Y OJHOCY Ha )KUBHHY €JIEKTPOAY CYy: Malld ICKTPUYHHU OTIIOP,
00Jbe MEXaHUYKE KapaKTePHCTUKE U NMPUMEHA y 00JacTH BeoMma MO3MTUBHUX MOTeHIHWjana. Mako je
MOCTU3akbe¢ OOHOB/BMBOCTH TOBPIIMHE YBPCTUX €JIEKTpOJa M Jajbe H3a30B, a Mpe3ullaH
CJIEKTPOXEMHUJCKU TPETPETMaH W TMOJIMPAlkEe Cy HEONXOJHHM Kako OW ce JOOHMIM PErnpoayKTUBHU
pe3yiaTaT, OBe eleKTpoje oMoryhaBajy HCIIUTHBAKE OKCUIAIIM]jE€ MHOTHX OPraHCKMX MOJIEKYJa Ia Cy
[pOHAIILIE MIUPOKY puMeny [84].

1.5.2.2. EnexTpoaa o1 cTaKJIacTOr yI/beHUKAa

Enekrpone on craknacror yribenuka (enra. glassy carbon electrode, GCE) cy Beoma 3HauajaHe
u yecto kopuimhene rpadgutHe enextpone. [JoOujajy ce 3arpeBameM Pa3IuYUTHX BPCTa MOJIUMEPA,
Hajuemthe NOIMAKPUIOHUTPHIIA, Ha BHUCOKMM Temmeparypama (1000 — 3000 °C) mox BuCOKHM
MIPUTUCKOM, KaJia BJlara ¥ CBH XETEPOATOMH HCIIapaBajy, a 0CTajy caMo YIJbeHUKOBH aromH. [lox oBuM
ycJ0BHMa He Joia3u 10 packuaama C-C Besa, Beh ce Memwa J1y’kuHa, koja je Beha y oJHOCY Ha 1yXKUHY
C-C Besa y rpagury.

CTaKIIaCTH YIJbEHHK KA0 MaTepHjas ca sp° Xuopumm3oBaninM C aTOMHUMA TOCE/yje CIIOCOOHOCT
KOBAJICHTHOT BE3WBama Ma je 300r Tora ajcopIilidja 4ecTa TojaBa Ha OBUM ejekTpoaama. Ha ose
eJIEKTPOZIC C€ JIaKo ajcopOyjy MOJIEKYJIM WM JOHH peakTaHaTa, Kao M MehympoayKTH XEeMH]jCKHX
peaknmja, amu W apyre Hedncrohe MPHCYTHE Yy pacTBOpY, Tako Ja je MPHUIIpeMa OBUX EIIeKTPOja
npeAMeT BEIMKOT Opoja HcTpakuBaukux panoBa [88]. KunHernka mNOBpIIMHCKE OKCHIALHUje W
u3nBajame BonoHNKa cy Ha GCE nanexo crnopuju HEro Ha KOHBEHLIMOHAJIHUM elleKTpojiaMa (Kao IITO
Cy €JIeKTpOJIe O]l 3JIaTa WM IUIaTHHE), [1a OBE eJIEKTPOIe UMajy IIUPOK OICEr paJHUX MOTEHIHjalla 01
—1,5 V ma go 2 V, mrro 3aBucu oa pH BpeaHOCTH pacTBOpa U MPUCYTHUX €IEKTpoJUTa. PeatuBHO cy
OTIIOpHE Ha eKcTpeMHe ycnose paga. C 003upom fa rpaduTHH MaTepHjalii JaKko ajcopOyjy OpraHcke
MaTepHje, eJIeKTpoia O]l CTAKIACTOI yIJbeHHKa MOXKe OUTH Moau(HKOBaHA W KOpHUIINEeHa 3a M3paay
SIIEKTPOXEMHUJCKUX CeH30pa u Orocensopa [89].
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1.5.2.3. PedepenTHa esiekTpoaa

[Torennujan paaHe €NeKTPOAE y €IEKTPOAHAIUTHYKOM EKCIIEPUMEHTY je YBeK jae(uHHucCaH y
OJTHOCY Ha HEKH CTaHJapi, Tj. y OIHOCY Ha pedepeHTHY eneKTpoay. Ynorpeda pedepeHTHE eNneKTpoie
uMa 3a [uJb Ja 00e30enu crabuiaH M PerpoayKTHBAH MOTEHIMjal y OJHOCY Ha KOju ce ojapehyje
MOTEHITM]a pagHe enektpojae. PedepenTHa enekTposa je enekTpoaa Apyre BpCTe, YHjH j€ MOTCHITHja
KOHCTaHTaH TOKOM EKCIIEpPMMEHTa M HE3aBHCaH O]l MPHCYCTBA €JIEKTPOAKTHBHE BPCTE Y PaCTBOPY.
Hajuemhe kopunihena pedepentHa enexkrponaa je cpedpo—cpedpoxiopuana (Ag/AgCl) enekrpoaa jep
j€ pyKOBame OBOM EJIEKTPOJOM jJEAHOCTABHO, a OIICET TeMIIepaTypa MpH KOjUMa c€ MOXKe KOPUCTUTH je
BEJIMKH.

[Morenuujan Ag/AgCl enekrpoze ce 3acHUBa Ha peloKe peakuuju [85]:

AgCls+ e™ 2 Ags+ Clgq (I

Y 3aBHCH OJ1 aKTUBHOCTH XJIOPHIHUX jOHA Y PACTBOPY, a JIaT j& U3Pa30M:

— 50 RT
Eci-/agcrag = Eci-jagcrag — ?lnaa— C)]

rJIe je:

Eci-/agci,ag — MOTEHIMjAN CPEOPO-CPEOPOXIIOPHIHE ENEKTPO/IE,
EQ- /AgclAg — CTAHIAP/IHU EIICKTPOIHM IOTEHIM]alI,

Ac;- — aKTHBHOCT XJIOPUJIHUX JOHA Y PacTBOPY.

1.5.2.4. TlomohHna esiekTpoaa

[Tomohna enexkTpona y TPOENEKTPOJHOM CHUCTEMY KOPHCTH ce€ Kako Ou Ouo omoryhen
aJITEpHATHBHM IyT 3a MPOTOK CTpYje, TaKO Ja Kpo3 peepeHTHY €IEKTpoay MpOTHYE CTpyja Maie
jauuHe. Y CympoTHOM, Kaja Ou Kpo3 pedepeHTHY €IeKTPOy MpOTHIIaa CTPYyja BETUKOT HHTCH3UTETA,
noTeHIMjan 6u OMo NMOMepeH BaH CTaHAAPAHE BPEIHOCTH. Y TPOEIEKTPOJHOM CHUCTeMY (yHKIIHja
pedepeHTHE elNeKTpojie 0/IBOjeHa je o1 (YHKIIMje MOMOhHE eNeKTpoje Ha Ta] HAYMH HITO CTPyja Koja
nojlapusyje pajgHy eJleKTpoAy npotude usMel)y panHe u nomohne enextpoje. Ilorennujan pagHe
EIIEKTPO/IE MEPU CE€ Y OJJHOCY Ha peepeHTHY €NEeKTPOIY, Y OCEOHOM EJeKTPUIHOM KOy, METOJIOM
komneH3anuje. IlomohHa enexkTposa Moxe OUTH HampaBJbeHa OJ] OWJIO KOr Marepujaia, OMIIo Koje
reoMeTpyje, a Ja OW ce moap)kajia CTpyja Koja je TeHepHucaHa Ha paJHO] EJIIEKTPOJH, MOBPIIMHA
noMmohHe enexTpoie Mopa OMTH HajMame UCTE BEIMYMHE Ka0 U pajHa eJIeKTpoa. Y IpakTUIHOM pany,
MIPaKTUKYj€ Cce Jla MOBpIIMHA ToMOohHe Oy/e BUllecTyko Beha 0] HOBpIIMHE paJHe eIeKTPoJe, Kako Ou
jOj OTIOP Y ENEKTPUYHOM KOITy OMO 3aHEMapJbUB y opelemy ca oTnopom paaHe enextpone [86].
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1.5.3. HukauyHa BoJITAMETPHjA

[lukimdHa BoNTaMeTpuja je eJIeKTpOaHATMTHYKAa NOTCHUUOAMHAMHYKA TEXHUKA Koja ce
IpUMEbYje Yy MHOTUM 00JIaCTMMa XeMHje M MEIHUIIMHE 332 KBAJUTATUBHY aHAIIM3Y EJIEKTPOXEMH)CKUX
peaknuja. 3aCHUBA ce Ha Mepemy MHTEH3UTETa CTPYje Koja MPOTHYE KPO3 ENEKTPOIMTHYKY henwjy,
NPUIMKOM JIMHEApHE MTPOMEHE MOTEHIMjana pajgHe eleKkTpoae ca BpeMeHoM. [loTeHiujan ce nuHeapHo
Mema 3aaToM Op3MHOM 10 opeleHe MakcHUMallHe BPEAHOCTH, a HAKOH TOTa Ce MEHa CMEp JINHEapHe
IpOMEHe MOTeHIMjasa 1 100uja ce 3amuc, MUKIMYHA BOJITaMOorpaM, ca OAroBapajyhuM nukoBuma Koju
cy ozapehenn mnoreHumjanoM (Ep) m umHTeH3uterom crpyje nmka (l,) [81]. Amammzom mopnaraka
nobujenux npumenom CV mory ce nobutu uHpopMalyje o Ipupoan U peBep3MOMIHOCTH Tpolieca,
Opojy pa3MEmEHUX ENEeKTPOHA/TIPOTOHA, TEPMOJMHAMHUIIM W KUHETHIM PEIOKC IpoIeca, ald U O
KYIUIOBaHMM XEMH]jCKUM peaKiyjama U afcopiiroHum nporecuma [81, 87].

Kana ce moTeHnujan Mema 01 NO3UTHBHUJUX Ka HETaTHBHUJUM BPEIHOCTHMA, Ha oJpeheHom

MOTEHIIH]jaJTy JI0JIa3H JI0 PEAYKIIMje eeKTpoakTHBHE BpcTe (peakiuja 1),

O+ ne” - R (1

Penyknuja ce Ha HUKJIAYHOM BOJITaMOrpaMy MOJKE MPATUTH I0jaBOM KAaTOMHOT IHKA U
oxrosapajyhe xaronne crpyje, lpc (Canka 12) [90]. Kaga ce cBa konu4nHa eIeKTPOAKTUBHE BPCTE HA
HOBPILHMHH €JIEKTPOJIE PelyKyje, KaToAHa CTpyja AOCTHXKE MakcuMyM, lpc. HakoH moctH3ama Kpajmber
NOTCHIIMjalla, CMEp IpPOMEHe IMoTeHlMjana ce Mewa. C 003upoM Ja ce NPWIMKOM CHHMAarba
BOJITAMOTpaMa pacTBOp HE Mellla, a BpeMe u3Mel)y Impeokpera MoTeHIrjala je KpaTKo, POU3BO] KOjU
HACcTaje Kao MOCIEAWIa PEAYKIHje je y HEMOCPEeIHO] ONU3MHU TOBPIIMHE EIEKTPOJE M MOXKE Ce
OKCHJIOBATH KaJia ce MPOMEHHU ToTeHIrjan. Kao pe3ynrar moBpaTtHe peakiuje:

R—- O+ ne” (1V)

HacTaje aHOAHU MUK, YUjH j€ HHTCH3UTET CTpYje |p ..

oKcHugauMja

Illr'-\\'\.

Py
o [ 1\
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>

PEEY noTeHumjan

Cauka 12. TUnuyHYM IUKIMYHE BOJITaMOrpaM (CJIMKa rmpey3eTa u agantupana u3 pedepennu [81,90])
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3a peBep3uGHIaH TIpoLeC, OmucaH peakuujoM |, muTeH3HTET cTpyje Ha 25 °C mar je Randles-
Sevcik jeqnaunnom [84, 91, 92]:

I, =2,69x10°n%2-4-DY2-y1/2.C (10)
e je:

I, — untensuret cTpyje nuka (A),

n — 6poj pa3sMEembEHUX EIEKTPOHA,

A — nospumHa enexrpoge (cm?),

D — nudysuonu koedurmjent (cm? s ),

v — 6p3uHa npomene norexnujana (Vs ),

C- KOHugHTpaqua MOYETHOT OOJIMKA aHAJIUTa Y pacTBOPY KOjH MOAJIEKE OKCUIAIN]H/PETYKIIIU
(mol cm™).

[Ipema oBoM u3pasy, cTpyja MUKa je AUPEKTHO MPOMOPIUOHAIHA KOHIICHTPAIMjU aHAIUTA U
KBaJ[paTHOM KOpeHy Op3uHe mosiapu3aiuje. bpoj enekrpona (n) Koju ce pa3MEHH TOKOM PEBEP3HOMITHE
€JIEKTPOJIHE PEAKIIUje MOKE CE OJPENUTH M3 PasiuKe MOTeHLHjalta aHoaHOT (Ep,) u xaTomHor (E,)
MKa Koja u3HOCH oko 59 mV / n.

OBa pasnuka ce MoXKe IpeaCcTaBUTH jenHadyrHoM (11):

59 mVv
AE, = Epq-Epe == (11)

n

KOI[ peBep3H6I/IHHOF mnmporeca, HOTeHL[I/IjaJ'II/I IIMKOBA HC 3aBUCEC O 6p31/IHe nonapmaunje.

3a yrBphuBame peBep3UOMITHOCTH TU(PY3MOHO KOHTPOIUCAHOT TPOIEca MOTY ce€ KOPHCTUTH
cnenehe penanuje [84]:

Ep je He3aBUCHO 01 V;
I, je mponopuuonaiuo vt/?;

I, ce MMHEApHO Mea ca MPOMEHOM KOHIIEHTpanuje;

E _ E_p _ 57mV,
p 2 v '
59mV
Epa = Fpe = ==
Ta_q,
IpC
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3a KBa3upeBEp3UOMIIHE CHCTEME, CTPYja je KOHTpOJIHCaHa U TpaHcepoM Mace U TpaHchepom
HaelleKTpucama. [[MKIMYHN BOITaMOTrpaMu KBa3UPEBEP3UOMITHUX CHCTEMa Cy NMPOMEHEHH y OJTHOCY
Ha pEeBEp3MOMIIHE CHCTEME W BHUIIE Cy pa3aBojeHH. [lapamerpn KBa3HpeBep3UOMIHUX CHCTEMa MOTY
OuTH NpuKa3zaHu HA ciefehn HauuH:
Ep je 3aBHCcHO 011 v;
Ip je 3aBHCHO 0 v'/2 anu 3aBHCHOCT HUje IMHEAPHa;
Crpyja nuka y JUPEKTHOM CMEpY Ce JTMHEapHO MEHa ca MPOMEHOM KOHIIEHTpAIIH]E;

Epa - Epc 3aBHCH OJ U,

48 mV - 57 mv
an an

E
E, — 7’9 JEIUMUYHO 3aBUCH O] V M UMa BPEIHOCTH u3Mehy

Kox tpancdepa enekTpoHa y cucTeMuMa KOjU Cy Mamke PEeBEP3UOMIIHY, ITMKOBH BOJITAMOTpaMa
Cy 3a00Jb€HUJU U pa3jMKa y MOTEeHLHUjanuMa je Beha Hero KoJx peBep3UOMIIHUX cucTema. Y cly4ajy
W3paKCHHU]C HUPEBEP3UOMITHOCTH, WHTCH3UTETH CTpPyja aHOJAHOT M KATOAHOT IMHKAa MOTY CE€ 3HATHO
pa3IMKOBaTH, MOTY OMTH jOII BUIIIE pa3/IBOj€HH, 1A YaK jeJaH Of lbUX MOXE Ja u30cTaHe (He jaBJba ce
MUK y TIOBPATHOM LIUKIIYCY).

[ToTryHO WpPEBEp3UOMIIHM CHUCTEMH CY OKAapaKTEPUCAaHW MOTIYHUM H30CTAHKOM IIHKa Yy
MOBPAaTHOM CMeEpy M TOMepameM IMOTEHIHjaja MHUKa ca MPOMEHOM Op3MHE NMPOMEHE MOTEHIHjaa.
Taxohe, Ha Temnepatypu 25 °C, CTpyja MUKa ce MOJKe MPEACTaBUTH jenHauurom [93, 94]:

I, =299 x10°n - (any,)*/?-A-DV2 012 C (12)
rae je:

@ — KOe(pUIMjEeHT MpeHoca,

N, — O6poj eNEKTPOHA KOJH YUECTBY]Y Y CTYIY Koju oapelyje Op3uny mpoiieca (HajCIOPU]jU CTYTIA ).
[TapameTpu upeBep3nOMIIHOCTH C€ MOTY CYMHpAaTH Ha cieaehu HauuH:

Ep je 3aBuCcHO 011 v;

lp je mponopLuuOHAIHO oY%

Ctpyja nuka y 1upeKTHOM cMepy |y forward C€ IMHEAPHO MEH-A Ca IPOMEHOM KOHIIEHTpAlHje;

Ctpyja nuKa y HOBpaTHOM cMepYy, |y reverse= 0;

Ip forward .
pforward — () 54 cBe v;
Ip reverse
E. — E_p _ 48 mv

p 2 an
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. Ep 48 mv .
AnamuzoM jenHaunne Ejp — 5 = T, 38 HUpEBEP3UOUITHE CHUCTEME, MOXKE C€ OJAPETUTH OpOj

eNeKTPOHA KOjU YYECTBYjy y pemokc mpomecy. Kako o mnpencraBiba KoeQHIHMjEeHT IpeHoca
HaeJleKTpUcamba U 32 WPEeBE3MOMIIHE IpoIlece YBEK MMa BPEJHOCT Mamwy WM jenHaky 1 (Hajuemrhe

E
p .
usmehy 0,3 u 0,7), xaza cy 3a nuk nosxare BpeaHoctu Ey, u - Opoj eIEeKTPOHA CE MOXKE M3PAUYHATH.

3a upeBep3uOMWIHE cHCTEME, TIOTEHIIMjajl TMKA aHOIHOT Tpolieca MoMepa ce Ka MO3UTUBHUJUM
30 my

ang

BPEIHOCTUMA ITOTEHITHjaJ1a 32 OKO npu noBehamy Op3uHE MpoMeHe noreHiyjana 10 myra.

Nmajyhu y BuIy ma ce eNeKTpOXEMHUjCKH TpoIlec OOMYHO CacTOju OJ peakiuje TpaHcdepa
eNIeKTPOHA, TpaHCc(epa peakTaHaTa U3 pacTBOpa A0 MOBPIIMHE eIeKTpoe (M MPOU3BOa ca MOBPLIMHE
eJIEKTPOZIEC Y PacTBOp) M MOTyhHMX XEMHjCKHX peakilfja KOje OBE Mpolece Mpare WM UM MpPETXOoje,
BA)XHO je omucatu M mporec ancopruuje. [Ipunukom TpaHcdepa peakTaHTa 10 €JIEKTPOAE, OCHM
mdysuje, Moke OUTH MPUCYTHA U aJICOPIIIH]ja, Tj. PEAKTAHT MOXKE aJICOPIIIMOHIM CHIaMa OMTH Be3aH
3a TIOBPLIMHY €JIEKTPOJe. YKOJHMKO je aacopOOBaHM pEaKTaHT €JIEKTPOAKTHBAaH, Ha LUKINYHOM
BOJITAMOTpaMy C€ MOXKE€ YOUUTH aJCOPHIMOHHU NUK, YHMja BHCHHA 3aBHCH OJ jauWHE ajcompiyje. 3a
pa3nuKy o1 Au(y3MOHO KOHTPOJMCAHUX Mpoleca KOJ KOjUX je MHTEH3UTET CTPYje MPONOpLUUOHAaH
KBaJpaTHOM KOpEeHy Op3WHE NpPOMEHE IMOTEHIMjajia, KOJ afCOPIMOHO KOHTPOJIHMCAHUX Ipoleca,
MHTEH3UTET CTPYje MHKa MPONOPLUUOHANAH je Op3MHU MPOMEHE MOTEHIHjalla U TO MpeMa jeTHaYHMHU
(13) 3a peBep3ubuHe nporece [84, 95]:

L, = (n?F?/4RT)vAT (13)
rae je:

|, — nHTEH3UTET CTpYje muKa (A),

N — Opoj pa3sMEHEHUX EIEKTPOHa,

F — dapanejeBa koncranta (96 485,3 C molfl),

R — yHuBep3aHa racHa koncranTa (8,314 J K- mol™),

T — remneparypa (K),

v — Gp3uHa npoMeHe moteHmmjana (V s 5),

A — moBpmmHa enexTpoze (cm?),

I" — xonMuMHa aHAIHUTA Koja ce ajacopOyje (mol cm_z) TJ. TOBPIIIMHCKA 3aMIOCETHYTOCT €JIEKTPOJIE.

Kon mpotieca ko1 KOjuX OCTOJU aJICOPIIIIHja, MOXKE C€ YOUUTH JIMHEapHA 3aBUCHOCT JIOTapUTMa
WHTEH3UTETa CTpyje NUKa O]l JoraputMa Op3MHE NpOMEHEe MOTeHIHjana, Ipu 4Yemy Harub uma
BpenHocT Behy oz 0,5. V cnyyajy Kaja je afcopiiyja jeIMHU IPUCyTaH Mpolec Harud oBe 3aBUCHOCTH
uma BpeaHocT = 1 [96].

AHaM30M TpOMEHE MOTEHIMjajla MHKa ca npoMeHoM pH BpeaHOCTH pacTBOpa, MOXE ce
MPETIOCTAaBUTH JIa je ca MPOMEeHOM pH BpeTHOCTH peqoKC MpoIlec ONaKIIaH WA OTeKaH ald U Ja JId
Mope/l eJIeKTpOHa W TPOTOHHM YYECTBY]y y PEIOKC Ipolecy Ha NOBpIIMHU enekTpoxae. Kama y
EIIEKTPOHOM TIPOIIECY YUYECTBY]y NMPOTOHU, MPUIMKOM PEIYKIIHje TONTYTaJaCHU MOTECHIIMjall IToMepa
ce Ka HeraTMBHMJUM BpenHocTUMa ca mnopactoM pH. Omucana 3aBHCHOCT 3a MpeBep3uOMIIaH MpoIiec
NPE/ICTaBJbEHA j€ JeITHAYMHOM:
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RT
E1/2 = Eg/z + mmpl‘[ (14)

rie je:

E,/, — nosyranacHu noTeHIHMjall Kajia IPOTOHH HE YYECTBY]Y Y PEIOKC HPOIECY,
m — 6poj MPOTOHA KO YUECTBY]Yy Y PEIOKC MPOIIECY.

U3 jemnaunne (14) moryhe je m3Bectu jemmauuny (15), koja mpeacraB/ba OJHOC Harmba
3aBucHoctH E1p = T (pH):

AE1/2 0,059
HArmo = ——= —— 1
aruob ot pLl (15)

[pema jennauunu (15), ykomnuko je Eq, = f (pH) 3aBucHoCT InHeapHa, a Harub uMa BpeIHOCT
= 59 mV, na temmeparypu ox 298 K, y pemokc mporiecy y4ecTByje UCTH Opoj €IeKTpOoHa U MPOTOHA
[96-99,100].

Auamu3om yTuiaja Op3uHE MpoOMeHe moTeHnujana, Tj. 3aBucHoctu E, = f(logv), moryhe je
JNOOWTH JETaJbHUJU YBHJ y MEXaHHM3aM PEIOKC Ipoleca. TeopHujcka BpEIHOCT Harmba HaBeICHE
3aBucHOCTH 011 = 20 MV yka3yje Ha mpoiec GpopMupama IUMepa, OJHOCHO Ha MPHUCYCTBO XEMHU]jCKe
peakimje, mopes eaekTpoxemujcke peakmmje [101].
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1.5.4. IlyJjicHe BoJITAMETPHjCKEe TEXHUKE

[TyncHa BositameTpHja je NIMPOKO NPUMEHHBaHa TEXHUKA 32 JCTEKIIN]jy HUCKUX KOHIICHTpaIlrja
anamura. Hajuemthe ce kopucre mudepennujanno myncHa ontamerpuja (DPV) um Bomramerpuja
npaBoyraoHux taiaca (SWV), koje ce pasnuKkyjy Mo oONHMKYy IyJica MOTEHIMjaja KOju C€ JTOBOIH
enexkTpoau. JloOujeHM CHUTrHaJ TpeAcTaB/ba 3aBUCHOCT pa3iMKe CTpyje H3MEpeHe y JBE Tauke
(HemocpenHO Mpe IModYeTKa M Mpe Kpaja mysca MOTCHIMjana) O HpuMermeHor moteHnujama [102].
[Tpennoct SWV je mro ce 0BOM METOI0OM MOT'Y JOOUTH MH(OpMAIHje U O PEAYKIH]U U O OKCUIAIH]U
aHaJaMTa UCTOBpeMeHo [81].

15.4.1. Indepennujaino myjacHa BoJTaMeTpuja

JudepeHirjamHo myJICHa BOJITaMETPHja je H3y3eTHO KOPUCHA TEXHUKA 3a 0JIpel)uBambe HUCKUX
KOHILIEHTpallMja EIEKTPOAKTUBHHUX CYINCTAaHIIM M YeCTO ce KOPUCTU 3a oapehuBame (apmareyrcku
AKTHBHUX CYICTaHIM NPUCYTHUX Yy TparoBuMa y (apMakoJIOMIKKM TpernapaTiMa M Y30plHMa
ouosomikor marepujana. DPV je mMetona y kojoj je curHan noOyhuBama nuepeHIujalHO MYJICHH.
Osaj curHan npukasas je Ha Caunm 13 [103].

n AvdhepeHumjanHo nyncHa
o BONTameTpumja
T
e e
H / /2
;
:: 1\ t=| =
. \ /
a
n ) >l<t,

Bpeme

¢apaaejcka cTpyje

_ KOHAeH3aTopcka CTpyja

Cauka 13. Curnan noOyhuBama y audepeHLHjaTHO MYJICHO] BOJATAMETpHjHU (CIHMKa Npey3era U
amanTtupana u3 pedepennu [81, 103])
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Y oBoj MeToau ce y oapehieHoMm BpeMmeHy t; Mepu cTpyja i1, a 3aTUM ce IPUMEHYjE MMyJC
MOTEHIIMjajla HUCKE aMIUTUTyAE. Y BpeMeHy 1y, HAKOH IpUMEHE HOBOT ITyJIca MOTEHIMjalia, TOHOBO Ce
MEpH CTpyja, HEMOCPEIHO Mpe Kpaja Mmysca, o3HaueHa kao Ip. I[lapamerap koju ce mpatd y
nudepeHIInjaTHo MYJICHO] BOJITAMETPH]H je pas3iiuka cTpyja ip-iy [84].

3anuc je y 00JIMKY KpHBE CTpYja-IOTEHITHM]jall M MMa OOJIMK IHKa.

Crpyja nuka y audepeHIHjaTHO IYJICHO] BOJITAMETPHjH j€ TUPEKTHO MPOMOPLUOHATHA
KOHIICHTpAlju oaroBapajyher aHamura, mTo ce MOoxe BuaeTd u3 jennaunmbe (17) 3a peBep3uOMIHE
nporece:

n?rF2AC f D
Ip= 4RT AEp E (17)

rae je:

lp — uHTEH3UTET CTpYje muKa (A),

N — Opoj pa3MEmEHUX EIeKTPOHA,

F — ®apasejea koucranTa (96 485,3 C mol %),

R — yHuBep3aiHa racHa kouctanTa (8,314 J K mol™),
T — Temmnepatypa (K),

A — noBpinHa enexrpoge (cm?),

D — nudysuonn koedurmjent (cm?®s ),

t,, — BpeMe Tpajama rmepuojia myJjica MmoTeHIUjaa.

[TonymupuHa nuka, mapamerap A00HjeH ca BOJITaMOTrpama, MOXe ce KOPHUCTHTH 3a ofpehuBame
Opoja eIeKTPOHA KOjU YUECTBY]Y Y PEIOKC PEaKIIUju, IpeMa JeTHaYNHU:

RT
W1/2 = 3’5211_F (18)
TJIe je:

W, /> — nonymupuHa nuKa (IMPUHA MHKa Ha HOJOBUHU BUCHHE MTHMKA),
n — Opoj pa3MEmHEHUX EIEKTPOHA,

F — dapanejea koucranTa (96 485,3 C mol %),

R — ynuBep3anHa racHa kouncranra (8,314 J K1 molfl),

T — remmnepatypa (K).

[Ipumenom DPV wmory ce youutu paznuke uszmely peBep3uOMIHUX U HPEeBEP3MOMITHUX
chcTeéMa, TaKO IITO HPEBEP3UOMIIHM PEIOKC CHCTEMM Jajy IIUpEe U HUXKE IMHKOBE Ca MamOM
0CeTJbUBOIINY ¥ HHKOM PE30JIYIIM]jOM Y OJTHOCY Ha peBep3noOmiHe cucteme [84, 104], mTo je onmcano
jenraunrom (19):

RT
Wl/Z = 3,52 n

angF

(19)

r7e je @ — KoedUIUjeHT MmpeHoca.
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1.5.4.2. BoarrameTpuja npaBoyraoHux Tajaca

Bonramerpuja mpaBoyraoHux Tajlaca je TEXHMKAa Yy KOjOj C€ MNpUMEHmYyje HHU3 ITyJceBa

MOTEHIM]jajla KOHCTAHTHE aMIUTMTY/E KOjU C€ HaJ0Be3Yyje Ha CTeNneHnYacTo pactyhu noreHmujan. OBaj
nobyhuBauku noreHnujan je rpaduuku npeacrasibeH Ha Coaunu 14.
SWV je camuna DPV meroam, y cMucCIy Ja ce CTpyja MEpH JBa IyTa TOKOM Tpajama ITyjca IITO
pesynryje mudepeHnujaTHuM oarosopom. JupektHa crpyja lf ce Mepu mpe Hero mro je omanajyhu
noteHiujan npuMemeH (y Tauku 1, Cauka 15), a pesep3na (moBpaTtHa) ctpyja |, ce Mepu Ha Kpajy
noBpatHor mnyinca (y tauku 2, Cuamka 15). Crpyje ce Mepe TOKOM IMOCICIBUX HEKOJIMKO
MHUKPOCEKYH/IM CBAKOT ITyJica U pa3iuka u3Mel)y BbHX je YKyIHa CTpyja Koja ce AehrHHUIIe Kao:

Al =1 —1, (20)
AMIUIITYIA /5 w <I>PEKBE.HI.I.-}/(If)
e | 5 BPEME
L V30PKOBABHA
T =
KOI\.K —_.1J,._ BPEME
s -~ 4
rxo ATA (1) V30PKOBABA
BPEME
MUPOBABA

t
Cummka 14. Curnan nooyhusama y SWV (ciuka npeysera u agantupana u3 pedepenie [84])

Pesyntyjyhu Bositamorpam je y 00JaMKy CUMETPUYHOT MHKa, & CTpyja MMUKa je MPONopIHOoHaIHA
KOHIICHTPALlMjU eNIEKTPOAKTHBHE KOMIOHEeHTe. Kako J00WjeHN MWK TMpencTaBiba IMOCIECIUILY
OKCHJAIMje W PEeIyKIHMje HCIUTUBAHOI aHAJWTA, BEJHMKa MPETHOCT METOJE je LITO j€ W3 jeJHOT
eKcriepuMeHTa Moryhe no0uth wHpOpMAINHMje W O MPOIECY PEAYKIHje W O TMPOIECYy OKCHAAIU]e
UCIHUTHBAHOT aHaJWTa. AHAIM30M IUKOBa (MHTEH3UTETa CTpYja) KOJU HPEICTaB/bajy TUPEKTHY U
HOBPaTHY KOMIIOHEHTY cTpyje YKymHor nuka (¢ u I)) MOry ce JOHETH 3aKJbYUIld O PEeBEP3UOMIHOCTH
nporeca. YKOJIUKO Cy MHTEH3UTETH CTpyja MUKOBa y oAHocy 1:1, a moTeHIujanu npubImKHO jeTHaKH,
IpoIleC je peBep3uOUIaH, 0K YKOJIMKO y MOBPATHO] KOMIIOHEHTH CTpYyje HeMa Muka, Tj. I, = 0, unu je
UK c1a00 M3pakeH, MpolLec je upeBep3udunan [84].
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Tavka 1

T x0oTSh

(¢ B O <7 |
—p

\

Tauyka 2

o spgExT®=- 0O

Bpeme

Cauka 15. [lupekran u nospatan mnync, SWV (ciuka npeyseta u agantupana u3 pedepeniie [103])

Beoma mmcke rpanmne oxpehusama ox 10" mol L™ je moryhe mocruhm saxsasmyjyhn
epuKacHOM omajamy KanauuTHBHE cTpyje. OCETJPMBOCT je HEKOJIMKO Iyra Beha HEro Kof
Qg epeHInjaTHo IMyJICHE BOITaMETPH]je, KaKO 32 PEBEP3UOMITHE TAaKO U 32 HPEBEP3UOMIIHE CUCTEME.

SWYV 1mMa HEeKOJIMKO MPeTHOCTH Y enekTpoananusu. [IpBo, HemoxesbHN edekTH Hedapaaejcke
CTpyje Cy peAyKOBaHH, TaKko jJa Op3uHa CHUMama MOXE 3Ha4ajHO Ja ce rmoBeha u TUIHYHA Mepema y
SWYV tpajy camo 1 — 5 s, 1ok DPV mepemwa Tpajy oko 2 — 4 munyta. @pekBeH1IH]ja y OIcery
oxn 1 mo 100 Hz no3BospaBa ynoTpedy ekcTpeMHO Op3e mpoMmeHne noreHujana. OCceT/bUBOCT U Op3uHA
SWYV unHe je KOPUCHOM METO/IOM 3a aHaJIM3y, HapouuTO 3a oapehuBame jeumema MPUCYTHHX Y
TparoBuma [84].

SWV ce Moxe KOPUCTUTH 32 HCIUTHBAHKE E€JIEKTPOXEMHUJCKOT IOHAIllamka aHaJIUTa KaKo Y
pacTBOpy, TaKO M HAKOH aJCOpPMIMje Ha TOBPIIMHU enekTpone. CMameme CHTHalla KOJU OIHCYje
Ipolec OKCUAlK]je UIH PeAyKLMje HAaKOH a/ICOpPIIIHje aHaJIuTa Ha MOBPLUIMHU €JIeKTPOoie, MOKe OUTH
MPEJICTaBJbeHO HOPMAIM30BAaHUM HMHTEH3UTETOM CTpyje (jemHauwmHa 21), Kpo3 mpoleHaTr MmpoMeHe
CHTHaJA!

d(1)% = 2 x 100 (1)

p, con

rae I, ,nc TPENCTaB/ba MHTEH3MTET CTPYjE TNUKA HA BOJATAMOIpamy KOjH j€ MOOUjeH HAKOH
ypamama €JIEKTPOJIE Y PacTBOp aHAIWTa, WHKyOaluje y TOKY oapeheHor BpeMeHCKOor mepuoja, u
HaKOH Tora TpaHC()epa y OCHOBHH PacTBOp, a I, co,. MPEACTaB/ba HMHTEH3UTET CTpyje NMHKa Ha
BOJITAMOTpaMy KoOju je M00WjeH HakOH CHUMama pactBopa ananmrta [93, 105, 106]. Ha ocHoBy
I00MjeHHX BPEAHOCTH HOPMAJIM30BAHOT MHTEH3MTETAa CTPYje MOXKE CE NMPETIOCTABHTH Ja JIH aHAIUT
MoKazyje apUHUTET 3a aJCOPIMIIH]Yy Ha MOBPIIMHU €JIEKTPOE.
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1.6. IHK 6uocen3zopu

1.6.1. EnekTpoxeMHjcKo NoHAMIAK€ MYPUHCKUX U MUPUMHIMHCKUX 0a3a, HYKJI€0TH 1A,
HykJieo3uaa u JJHK Ha e1eKTpoau 01 CTAKJIACTOr YIJbeHUKA

3a ucnuTuBame HHTEepakiuje manux Mmosekyna ca JIHK wajuemthe ce kopucre UV-VIS
criekTpodoTomerpuja, GpayopumeTpuja, enekrpodopesa, kao u enekrpoxemujcke meroze [107].
Wutepakimuja monekyna u JIHK Moxke ce BONTaMETpUjCKM TPATUTH Yy PacTBOpPY — Kaaa ce y
€JIEKTPOXEMHjCKOj henmnju Haa3e pacTBOp UCHUTHBAHOT MoJiekyna u pactBop JJHK, nin Ha noBpmuHU
enektpoae rae je mnperxogHo JHK wumoOmnm3oBaHa (eBamopanujoM WM €IEKTPOCTATHYKOM
agcoprnmujoM). OBako MoamduKkoBaHa enekTpona mpeacrtaBba JJHK OuoceHzop koju ce ypama y
pacTBOp UCIMTHBAHOT MOJIEKYJIa, HAKOH 4era ce rmpatu uarepakmmja [108].

Hajmmpe npuMemHnBaHa eJNEKTPOXEMHUjCKa TeXHHKA 3a ucnuTHBame uHTepakuuje JJHK wu
pa3IMYUTUX MOJIEKYJa je BOJITaMeTpHja, U TO AudepeHIrjalHo MyJIcHa BoJTaMeTpHja jep omoryhasa
UCTIUTHBAKE Yy IIUPOKOM OTICETy KOHIIEHTpaIja U npeacTaBiba ocetsbuBy merony [109, 110]. Unak,
BOJITAMETPH]ja MPABOYTaOHHX Tajlaca MMa ofpel)eHe MPeaHOCTH Y OJHOCY Ha AU(EPEHIINjaTHO MYyJICHY
BOJITAMETPHjy— 3axTeBa Kpahe Bpeme aHaim3e, Mokasyje 00Jby IOHOBJBMBOCT M MamU OJIHOC
currai/mym [111].

YKOIHMKO HAaKOH WHTEpaKIHje, 1ole 10 moMepama MoTeHIMjajia BoiraMeTprjckux mukosa JJHK
Ka HEraTUBHUJUM BpPEAHOCTHMA, TUI MHTEPAKIIMjE j€ EJICKTPOCTATHYKa WHTEPaKIHja, JOK YKOJIHKO
nohe 1o mpoMeHe MOTEHIMjana Ka MO3UTHBHUJUM BPEITHOCTUMA, TUI MHTEPAKIHjE je WHTepKaitaluja
[112]. BontameTtpuja omoryhasa u na ce npatu okcuaatusHo omreheme JIHK Tako mTo ce nmpatu nuk
KOjU Ce y Ciy4ajy OKCHAATHBHOT omrehema mojaBipyje npu mnoreHnumjany ox 0,4 mo 0,6 V
HETaTUBHH]EM O]l TIOTCHIIMjala JIe30KCUTYaHO3MHA HITH JIE30KCHAICHO3UHA U OJITOBapa jeHbCHhUMa
8-0Kco ryaHuHy OJJHOCHO 2,8-muxuipokcu afaenuny [113-115].

VYcenen unrepakuuje ucnuruanor monekyna u JJHK nonasu no mpomene mopdonoruje JJHK
MOJIEKYJIa M TIOCJIEIMYHO J0 IPOMEHE HHTeH3uTeTa curnana. Moske gohu no nenarypanuje aena JHK
Ha MECTy MHTEpakKiifje IITO OJaKIlIaBa MPHUCTYI eIeKTPOaKTHUBHUX IeHTapa Mmosekyna /IHK (azotne
0a3e) TOBPIIMHHM YIJbEHUYHE €JEKTPOJAE, T€ JOBOAM JO0 JIaKIIe pa3MEeHe €JIEKTpoHa u Beher
MHTEeH3UTeTa curHana. JlobujeHn curnan Moxe OUTH UCKOpHINNEH 3a aHAJM3y MHTEPaKLKje MOJIeKya
ca JIHK kao u 3a onpehuBame tuma uatepakuuje [116, 117]. Ycien nuaTepakmuje, Moxke Takohe gohu
10 dopMHpama PUTHAHUjE CTPYKTYpe M MOCIEANYHO CMambeHOI TpaHchepa eNeKTpoHa J10 MOBPLIMHE
SNIEKTPO/IC U HIKET CUTHANIA (MHTEH3UTeTa CTpyje nuka) [118-120].

Enextpoxemujcko nmoHamame a3oTHUX 0a3a /IHK ncnutruBaHO je MpUMEHOM BOJITaMETPH)CKUX
TEXHHKA Ha Pa3IMYMTUM yIJbeHHYHHM ejiekTpoaama [121-126]. YTBpheHo je ma ce peaokc mporecu
OJIBHjajy Ha MypUHCKUM U MUPUMHUIANHCKUM Oa3ama, ok cy mehepHe komnoHeHTe U GocaTHe rpyne
SNICKTPOXEMH)CKH HEAaKTUBHE HA YTJbCHUYHUM €JIEKTPOiaMa U Y BOJACHUM pacTBopuMa [121-124].
Penokc Mmexanuzam co0OHUX MYPHUHCKUX M MUPUMUIUHCKHUX 0a3a y BOACHUM PacTBOpUMA 3aBHCH OJ1
pH BpeanocTu, npu 4emy ce oKcujaaluja MypuHCKUX 0a3a o/1BHja Ha HETaTMBHH)UM MOTEHLHUjaIuMa y
OHOCY Ha mnHupuUMHIUHCKe Oasze [126]. Okcupanuja THUPUMHAMHCKUX 0Oa3a ce OJBUja Ha
MOTEHIMjaTuMa KOjH Cy OJMCKH TMOTSHIMjaly U3/Bajarba KHCEOHUKA, MMa X je TEHIKO AeTeKkToBaTu. Ha
Camum 16 mpuka3aHd cy BOJTaMOTpaMd IYPUHCKUX M MUPUMUIAMHCKUAX 0a3a KOPHIOBaHM Ha
nmo3ajauHCKe mporece (6asHy nuHH]Y), Tj. baseline kopuroBanu Bonrtamorpamu (y JajbeM TEKCTY —
KOPUI'OBAaHU BOJTAMOTPAMHU).

Aytopu Brett u cap. [126] ucnutanu cy OKCHIAaNWjy CBHX a30THUX 0a3a, HyKJICO3HJa U
Hykineotuaa npu pH 7,4. MHTeH3uTeTH CTpyja OKCHIalMje IUTO3MHA M ypaluia OMIM Cy MamU y
OJIHOCY Ha CHUTHaJle 3a HMCTE€ KOHIIEHTpallhje aJeHWHAa W TyaHWHa, IITO j€ 00jallllbeHO CIIOPUjOM
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OKCHJAIMjOM TMUPUMUIAMHCKUX Oa3a. Takole, HyKIeo3uau W HYKJIEOTHIM CBHX 0a3za ce MOry
OKCHJIOBaTH Ha TIOTCHIHMjaIMa KOju cy 3a oko 0,2 V MO3UTUBHUjU O] MOTEHIIMjaJIa Ha KOJUMa JI0J1a3u
10 okcuupanuje oaropapajyhux 6a3za. Kako uHu mehepre kommnoneHte, Hu ¢ocdarHe rpymne HUCY
eNIEKTPOAKTUBHE, IIPOMEHA 0JI0Kaja BOITAMETPH]CKHUX IMMKOBA HYKJICO3UAa U HYKJICOTHA, Tj. OTEXaH
TpaHcdep eNeKTPOHa, BEPOBATHO je TIOCTeANIIa IIIMKo3uaHe Bese. CmaTpa ce 1a mpucyctBo ocdarhe
rpyIe 3Ha4ajHO yTHYE Ha CMAmhEeHe MHTCH3UTETA CTPYje MHKa, A jé CUTHAI IHKa HYKJICOTHa MarmbH
o THKa Hykieo3uga. Takohe, ucrnuTHBaHA je OKCHAAIMja XOMONOJHMHYKJICOTHIA CBHX 0Oaza H
MIOKa3aHO je Jla ce XOMONIOJMHYKJICOTHIH OKCHAYjy Ha MCTHM IOTEHIMjaluMa Kao M oAroBapajyhu
nykieoruau (Cimka 16)[126, 127].

A G
n nonu[G] MOM[A]
A
n ” nonu[C]
nonu[U]
J U LAS
S
50 nA
JLJLd
06 08 10 12 14 16 08 10 12 14 18

E IV vs. Ag/AgCI E IV vs. Ag/AgCI

Cauka 16. Kopurosanu qudepeHimjaaHo MyJICHU BOJITaMOTPaMu:

A) cmere kojy ynne 20 UM ryanus (G), 20 UM anenun (A), 20 pM tumus (T) 1 20 UM turosun (C),
20 UM ryanosun-5-monodocdar (GMP), 20 UM agenosun-5-monodocdar (AMP),

500 pM tumunun-5-MmoHOodochar (TMP) u 500 pM wuruauns-5-monodocdar (CMP) y 0,1 M
docharaom nydpepy pH 7,4 na GCE (mmjamerpa 1,5 mm) (cnuka mpeysera u3 pedepenie [126] y3
n03Boity Op. 5597270442546, Copyright 2004, Elsevier) u

B) 40 pg/mL momu[G] u momu[A], 100 pg/mL monu[C], u 250 pg/mL momu[U] y 0,05 M dochatrom
nydepy pH 7,4, Amumatyna mynca 50 mV, Bpeme Tpajama reproja mysica nmoreHnujana /0 ms, 6p3uHa
cuuMmama 5 mV/s (ciuka mpeysera u3 pedepenie [127, 128] y3 mo3somy, Copyright 2006, American
Chemical Society)

HUcnutuBameM enexkTpookcuaamnuje aBosiandane u jennonandane JIHK, yreBpheno je ma ce
MIPUMEHOM EeJIEKTPOIe O] CTAaKJIACTOT yIJbeHHMKa MOTY Ha CHUMJbEHUM BOJATMOTpaMUMa YOUHTH JBa
jacHO pas3aBojeHa muka. OBa aBa THMKa MOCIEIWIA Cy OKCHaanuje aesokcuryanoswHa (dG) wu
ne3okcuanenosnna (dA). dnekcubmnna jennonanuana JIHK caapxku 0ase xoje cy, y mopehemy ca
puruaaoMm aBosandanoM JIHK, Bumie wu3noxeHe Tako Ja MOTY OCTBapHTH jaue HHTEpaAKIHje ca
MOBPIIMHOM €JIEKTPOJIe, Ma Cy MHTEH3UTETH CTpyja Koje cy mnocineamia okcupanuje dG um dA y
jennonandanoj JIHK Behu on onroBapajyhux crpyja y npomandanoj JAHK, 1j. Tpancdep enexrpona je
opxu/naxmm, Camka 17 [128]. Kako ycnen okcuaanyje NTUPUMHIMHCKUX 0a3a HACTajy MUKOBH YHje CY
CTpYj€ BeOMa HHUCKE, OBE MMKOBE HUjEe MOTYhe IeTEeKTOBATH.
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Cauka 17. KopuroBanu nudepeHIjaiHO MyJICHH BOJTaMOTpaMU JBOJIAaHYAaHE (—) M jelHOJIaH4YaHe
(++) IHK umooOunu3oane Ha GCE; konunenrpanuja 60 pg/mL y 0,1 M aneraraom mydepy, pH 4,5
(cnuka mpeysera u3 pedepenie [128] y3 mossomy 6p. 1381591-1, Copyright 2010, Betham Science
Publishers)

AHanu3oM HMHTEH3UTETa CTpyje MHKoBa Koju motuuy ojn 6a3za JIHK moryhe je ncnuruBaru
uHTepakiyjy aHanuta ca JIHK. Cmameme MHTEH3UTETa CTpyje MHMKa Koju motuue ox 6Oaza JIHK
BEPOBATHO j€ pe3yJTaT MHTEpakKiyje aHanuTa ca pesunyama 6aza JHK u popmupama JIHK arperara,
Kao 1ITo je Beh Mo3HATo 3a Apyra jeumbema Koja nHTepkanupajy [129].

[IpomeHne WHTEH3WTETA CTPYj€ HAKOH MHTEPAKIMje MOTY Ce MPEICTaBUTH Ka0 HOpMalIH30BaHa
crpyja nuka d(dA)(%) 3a nezokcuanenosut, win d(dG)(%) 3a ge30KCHTryaHO3WH MPUMEHOM jeTHAYHHE
(22):

d(dA)% = 244 x 100 (22)

Ipo,dA

rae lpda 1 lpoda peacTaBibajy HHTEH3UTET CTPYje MHUKa AE30KCHACHO3MHA/I€30KCUTYaHO3HHA 110CTIe
U IIP€ MHTEPAKIIM]€ Ca aHATUTOM.
[TojaBa ma ce mpupoaa WHTEpAKIHje MOXKE MMPOMEHHUTH, O]l €IEKTPOCTATHYKE WHTEPAKIHjE 10

HMHTEpKaaiuje, ca mosehameM joHCKe jaunHe, Beh je Ouia youeHa u o0jaBibena [130, 131].
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1.6.2. Enextpoxemujcku JTHK 6uocen3op

ITpema International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), enekTpoxeMujcKu
OMOCEeH30p TpeACTaB/hba CAMOCTAIHHM HHTerpucanu ypehaj, cmocoban nga o6e3beam crneruduaHe
KBAaHTUTATUBHE WJIM CEMHKBAHTUTATHBHE aHAJIMTUYKE WH(pOpMainuje KoprucTehn OMOJIOMIKU €IeMEHT
Mperno3HaBama (OMOXEMUJCKU PEIENTOpP) KOjH je Y JUPEKTHOM KOHTAKTy Ca €JICKTPOAOM. brosomku
eIeMEeHT TpeBoau HHOpMalHje U3 OMOXEMHJCKOT JOMEHAa y XEMHJCKM WU (PU3WYKH CHTHAI ca
BHCOKHM CTETIEHOM CEJIEKTUBHOCTH 3a MCIMTUBAHU aHAJIUT, JJOK €JIEKTPOJa MPeJCcTaBiba JIe0 CeH30pa
KOjH CIIY’KH 3a IIPEHOC CUTHAJa ca OMOJIOIIKOT eJIeMeHTa y eJeKTpuunu qomed [132, 133].

Bucoka 0ceTJbMBOCT M MPEUU3HOCT, MOTYhHOCT MOBE3MBamka Ca MOJCPHUM TEXHOJIOTHjama
MUKpohadbpuKaIyje, MPEeHOCHBOCT, HUCKA [I€HA, MHHUMAJIHU EHEPreTCKHU 3aXTEBH, HE3aBHCHOCT O]l
TypOUIUTETA WIN ONITUYKHX 0COOMHA y30pKa, YHHE €JIEKTPOXEMH]jCcKe OMOoCceH30pe BeoMa MOTOJHUM 32
ymotpeby [134, 135].

JTHK enextpoxemujcku 6uocen3zop kopuctu JJHK (jeqHonmaH4aHy Wi IBOJIAHYAHY), TyPUHCKE
WA TUPUMHUIMHCKE 0a3e, HYKJICO3UIe UM HYKJICOTH IC Ka0 OMOJIONIKU SIIEMEHT, 0K Ce O]l eJIeKTpoIa
Hajuemthe KOpHCTe YIJbEHHYHE EJEKTPOZe. 3a ONTHUMAallaH OATOBOP CHCTEMa, BAXKHO je IMPABHIHO
dbopmupaTi GHOCEH30p U 0J1a0paTH ONITUMAIIHE YCIIOBE.

ExcnepumeHTanHu pajioBU MOKa3allu Cy Jia je cUurHall Koju notude ox 6a3a JJHK najBehn xana
ce ekcriepuMeHTH u3Boje Ha pH 4,5 — 5,5, ycien 6osbe ancoprnumje JJHK Monekyna Ha yribeHUYHY
MOBPILIHUHY, HaKko ce oBa pH BpenHocT paznukyje o dhusuonomke (pH 7,4) [129].

Crabuinoct nBonanuane JHK y pH obnactu 4 — 8 koja je norBphena y paay ayropa Nowicka u cap.
[136], onpaBnaBa oBakakB MpUCTYII, Tj. H3BOheme ekcrieprMenara Ha pH 4,6 y oBoj qucepraiuju.
[Tocroje Tpu pasznuuuta tuna JJHK Ouocensopa, 3aBucHo oj mporenype 3a umoomimzanujy JHK na
SJICKTPOJIA: TAHKOCJIOjHY, MUPOKOCIOjHU U Butieciojuu JJHK 6uocen3op.

TankociojHr OHOceH30p ce GopMupa Tako MITO ce oAroBapajyha enekTpoaa ypoHU Y pacTBOp
JIHK u y TOKy IpeTX0JHO ONTUMHU30BAHOT BPEMEHA MIPUMEHH MPETXOJIHO ONTUMHU30BAHU IMO3UTUBHU
noteHujain. [lupokocnojuu 6Guocen3op Gpopmupa ce Tako IITO ce Ha eleKTpory HaHocHu pactBop JJHK
BesKe KoHueHTpauuje (m3nag 30 mg mL 1) [128, 137]. Bumecnojun JHK 6nocensop (Camka 18)
¢dopmHpa ce Tako IITO Ce€ Ha MOBPLIMHY €IEeKTPOJe CYKIIECHBHO HAaHOCH HEKOJIMKO Kamu (Hajuerthe
tpu) pactBopa JIHK Hmke xonmenrtpanmje (mcmox 100 pg mL ™), mpu wemy je BaxwHo ja ce, mpe
HAHOIIICHha HApeIHE KaIlK, PETXO0IHO HaHeTa Karl (kamu) ocymm/e [128, 137].
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Cauka 18. ®opmupame BumieciojHor JJHK 6nocensopa

VY oBoj muceprauuju Ouhe xopumrhen Bumeciojau JJHK Omocen3op ca nuibeM HCIUTHBAMbA
uHTepakiyje ca JIHK, npumeHom BoaTaMmeTpuje MpeBOYraoHUX Tajaca Kako MpeKypcopa 3a CUHTE3Y
AMHHOKHMCEITMHCKUX JIepuBaTa aKpWAWHA, TaKO W HAJaKTHBHHUJUX AaMHUHOKHCEIMHCKHX JepHBaTa
aKpHUIMHA.

[Ipumenom BumecnojHor JIHK Ownocensopa moryhe je oapeauTd NpUBHUIHY KOHCTaHTY
Be3uBama Komruiekca aHanmuT—/{HK, ., koju HacTaje nmpunukom nMHKyOanuje pactsopa ananuta u JJTHK
MoJieKyaa azacopOoBanux Ha moBpmuHA enektpoae (JAHK,.), y3 Momudukanujy crangapaHe
nporeaype tutpanuje [138, 139]. Tlpuiukom usBohema ekcrepuMmenTa, koHmeHtpamuja JHK Ha
MOBPIIMHU €JIEKTPOJIC j€ KOHCTaHTHA, JIOK ce moBehaBa KoHIeHTpaiuja pactBopa aHanurta. OBa
MojudUKaIHja cTaHAapIHe Npoleaype TUTpallKje U3BEJeHa je MpeTrnocTaBbajyhu f1a ce camo jeaaH
TUI KOMIUIEKca (opMHpa HM Jla Ce TMpoIleC KOMIUICKCHpama MOXKe MpencTaBuT cienehom
PaBHOTEKHOM jE€HAYMHOM:

JHK ;e + n(ananur) 2 (anamut),—IHK V)
¥ 0/iIroBapajyhoM KOHCTaHTOM PaBHOTEXE, KOja je Tpe/ICTaB/beHa jefHaunHOM (23):

_ [(ananut), —JHK, ]
- [AHK, 5 |[ananuT]™ (23)
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I7Ie Cy PaBHOTEXHE KOHIEHTpaIlMje IOjeMHAYHUX KOMIIOHEHATa TOCMaTpaHe Kao Je0 VYKYITHE
KOHIICHTpAIlH]j€ Y PEaKIIMOHO] CMEIIIN:

[AHK ] = C(AHK ) — [(anamat)n—AHK]

"

[anamuT] = c(ananut) — [(anamut)—IHK 4]

a N mpejcTaBba MOJIAPHY KOJMYKHY aHAJIUTa KOjU pearyjy ca mojapHom kommuuaom JJHK [140].
[TIpema XwuaoBom Mopeny KoomepatuBHocTd [141], ¢dpakumja aHamuTa Koja je Be3aHa 3a

ancopoosany JIHK (f) je y xopenamuju (npukazaHoj jGI[Haqﬂll{0M 23) ca paBHOTEKHOM KOHCTAaHTOM

peaknumje auconmjanuje (Kq) 1 koHcTanToM Be3uBama (K = Kg 7).

[(aHaJ'II/IT)n— JHK, ac] _ [onamur]”

- [(aHaJlHT)n—[lHKaﬂc] - [anamut]|"+ I(g

(24)

Makc

rze je [(aHaJII/IT)n— AHKaAC]MaKC MaKCHMaJiHa KOHIIEHTpaIfja 0a3HUX mapoBa KOju MOTy pOpMHpaTH

KOMILJIEKC, a [(aHaJII/IT)n— JJHK ] je KOHIIeHTpanuja 0a3HUX MmapoBa Koju (Gopmupajy KOMIUIEKC TIPpH

anac
onpeheHoj KOHIEHTpalnju aHaauTa. Pa3nnka HaBeleHNX KOHLEHTpaIyja 0a3HUX IMapoBa MpeacTaBiba
KOHIIEHTpAIU]y clI000AHNX 0a3HMX MapoBa KOjU Cy IOCTYITHU 33 BE3UBAE Ca AaHAJTUTOM M OIHCaHA je

jennaunHoOM (25):
[AHK, ] = [(aHaJII/IT)n—ﬂHKaAC]MaKC — [(ananuT) —HK, ] (25)

Jennaunne (26) u (27) onucyjy 3aBUCHOCT HHTEH3UTETA CTPYje BOJITAMTEPH]CKOT THKA, O] YCIOBUMA
kana je xkouunenrpanuja JJHK agcopboBana Ha MOBpIIMHH €JEKTPOJE€ KOHCTAaHTHA M MHKyOMpaHa ca
pPacTOBOPOM aHAJIMTA YKja Ce KOHIIEHTpalllja Mema:

Ixommexca = K- n - [(ananut) ,—AHK, | (26)

Iipik =K-n- [(aHaJII/IT)n—[[HKaAC] (27)

MaKcC
jennaumHa (24) moxe ce TpanchopmucaTu y jenHaunny (28):

(L) = K" - [apamut]" (28)

1-f

PemaBamem jeqnaunna (24), (26), (27) u (28), moxe ce nzBectu jennaunna (29):

log [w] = nlogK + nlog[ananur] (29)

I THK — I KOMILJIEKCA

rae je K KoHCTaHTa Be3uBama, Iy ITPEICTaB/ba MHTEH3UTET CTpYje nuKa Oase agcopOosane JJHK y

OJICYCTBY aHaluTa, a Iyxommupkca MHTEH3UTET CTpyje muka 6aze aacopbosane JIHK mpu pazmumuutum
KOHIICHTpallijaMa aHainuTa ca kojuma ajacopoosana JIHK popmupa xomriexc.
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Ha ocHOBy noOujeHuXx BpemHOCTH 3a Haru® © OJCEYaK JIMHEApHE 3aBUCHOCTH

IKOMILJIEKCA
log [—
I ik —IKoMIIEKCA
(xoHcTanTa BesuBama JIHK u aHanmuTa) koju je aacopOOBaH Ha MOBPIITUHU EIEKTPO/IC.

] on loglananuT], mMoryhe je ompeauTH KOHCTaHTy (OpMHpama KOMILIEKCa

Onpehena koHcTaHTa Be3WBamba NPUIMKOM (GopMmupama Komiuiekca azacopbooBane [IHK wu
aHaJIMTa, MOXKE CE YIMOTPeOUTH 3a M3padyHaBame npomene ['mbOcoBe crmobomne enepruje (AG), mTo
MpeACTaB/ba MEPY CTAOMIIHOCTH (opMHUpaHOT KoMILIekca. ' mbcoBa ciio00/1Ha eHepruja u3padyHara je
npuMeHoM ciieaehe jeHaunHe:

AG = —RTInK (30)

HeratuBHa Bpennoct AG moTBpa je CIOHTaHOCTH Tpolieca MPHUIMKOM OJMIPaBamba peaxiiyje
Ha HOBpIIMHU enekTpoae usMehy ancopboBane JJHK u ananura, 10K O3UTHBHA BPEIHOCT IIPOMEHE
I'nGcoBe croboiHE eHepruje yKasyje Ha HecroHTaHe mporece [142].

AMcakpuH, Kao NpeACTaBHUK JepUBaTa aKpuAMHA ca MOTEHIHMjaIHOM AaHTHMHEOIUIAaCTUYHOM
aktuBHOIIhy, ucnutruBaH je npumeHoM JIHK GuoceH3opa u eTeKToBaH y y30pIrMa XyMaHOT cepyma
u ypunHa [143]. Javar u cap. cy mpuMeHOM TU(EPCHIUjaTHO IYJICHE BOJTAMETPHje HCIUTHBAIH
MIPOMEHY WHTEH3UTETAa CTPYyje U MOTEHIMjalla MHKa KOjH OMUCYje OKCUAANN]y TYaHHHA Y MPUCYCTBY U
OJICYCTBY aMCaKpHHa.Y OUMIIU CYy J1a UHTEH3UTET CTPyje MHKa ca MOPacTOM KOHIEHTpallKje aMcakpruHa
omaja, 0K ce MOTEHIMjall ToMepa Ka MO3UTUBHUJUM BpenHocTuMa. Ha OCHOBY HaBeeHHX pe3yiTara
3aKJpydydsIM Cy Ja amcakpuH wuHTeparyje ca JIHK u ga je Tum wuHTepakuuje HajBepoBaTHHjE
uHTepkanauuja. Ayropu Untiveros u cap. cy mnpumenom enektpoxemujckor JIHK Ouocenzopa
MCIUTUBAIM UHTEPAKLN]Yy XUOPUIHOT MOJIEKYJa KOJU C€ CaCTOJU U3 aKpUIUMHCKOI IPCTEHA U THO(EeHa
ca IHK. Ananu3om nmuKoBa KOjU MOTHYY O/ T'yaHHHA M aJCHWHA, UCTIMTUBAIM Cy M NOTEHIIM]aTHO
okcuaatuBHO omreheme JJHK [144].

1.7. PauuoHa/IHO AU3ajHUpam-€e JepuBaTa — MoJieKyJacku docking

Mounekyncku docking je kommjyrepcka MeToJa Koja ce KOPUCTH Kako OM ce uchurana
WHTEpaKIfja JUraHaa ca OUJFHUM MOJIEKYJIOM 4YHja jeé TPOJMMEH3HOHAHA CTPYKTypa IMPETXOTHO
neduHUcaHa, Tj. mo3HaTta. MHTepakuuja nuranna ca nporenHuMa i monekyiom JJHK ce ucnuryje
KopuihemheM pa3IuYuTUX IPOCTOPHUX KOH(OpMalKja JUraHa U U3pakaBa ce Kao €HEerHja Be3uBama,
kcal mol™. 3a ucrimtiBame MHTEpaKIHMje MOry ce KopucTuTH mporpamu AutoDock Vina, Glide, Dock,
AutoDock, AutoDock Vina, GOLD, Surflex, FlexX. [145, 146]. 3a npumnpeMy CTpyKType JHraH1a MOTY
ce KOPHUCTHUTH MPOrpaMu 3a IpTame CTpykType auranaa, nonyr ChemDraw Ultra 12.0, nporpamu 3a
ontumuzanujy crpykrype - Chem3D Pro 12.0 u npunpeMy nuranaa ¥ MubHOT MoJiekyia 3a docking
ananmmse - AutoDockTools 1.5.6. ¥V nporpamy AutoDock Vina, crpykrypa monekyna JJHK npukazana je
y KOOpPAMHATHO] MPEXH, Yhja CE€ PE30JIyllMja MOXKE IOJEIIaBaTH, a HaKOH MPUMEHEe oJroBapajyhe
¢byHKIIMje, MOKE C€ OAPEAUTH ONTHMalHa KOH(pOpMalMja HCIUTHUBAHOI JIMTaHJA Koja je OIUCcaHa
HAJHMKOM JOOMjEeHOM EHEprujoM Be3WBama. Bamumanuja aHanuse BpIIM ce mpumeHoM Discovery
studio 4.5 nporpama koju omoryhaBa m3pauyHaBatbe RMSD BpenHocTH (KBagpaTHH KOPEH CpEIihe
BpenHocTH, eHril. Root Mean Square Deviation), uuja BpeaHoCT, y clydajy BaduaHe MeTojae, Tpeba aa
je Mama of 2 A [145, 147-149].
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[{usbeBU UCTpaXKUBamka OBE JOKTOPCKE AUCEPTALIH]je CY:

1. CuHTe3a aMUHOKUCEIMHCKUX JIepUBaTa akpUINHA:

e 1I300p mNoNa3HUX aMHHOKHCEJIMHA 32 CHHTE3y AMUHOKHCEIMHCKUX JepUBara akpuiuHa Ha
OCHOBY IIperjefa JIUTEepaType W OAHOCA CTPYKTYpE W aHTHTYMOPCKOT [EjCTBa JepUBaTa
aKpHIMHA,

e OnTHMH3aLKja yCIIOBa 3a U3BONEHE CUHTESE;

e [IpeunmhaBame CHHTETUCAHUX JEPUBATA;

e Kapakrepu3aliyja HOBOCHHTETUCAHUX jeHbCHA IIPUMEHOM clieKTpocKorckux merona (IR,
MS/MS, *H NMR u *C NMR, HRMS), xao u ogpehuBamem Temneparype Torbema.

2. OnpehuBame iN Vitro aHTUTYMOpPCKE aKTHBHOCTH HOBOCHHTETHCAHUX aMUHOKHCEITMHCKUX
JiepuBaTa akpUInHA!

e OpnpehuBame uUTOTOKCHYHOCTH Ha henujckum mnuHujama K562 (XpoHHyHa MujenougHa
neykemuja) u A549 (henmjcka nuHMja ageHokapurHoMa Iuiyha) M Ha aumIonaHoj hemujckoj
muanju MRCS5 (deranman myhaun ¢udbpodbnactn) MTT tecrom; mopeheme ca aMCakpuHOM |
UCIUTHBAKkE TOKCHYHOCTH jelumema ca HajMamboM |Csy BpeaHomrhy Ha HECTUMYIHCAHUM
XYMaHHM JICYKOIIUTUMA,

e Amanuza henmjckor HUKIIyca IPUMEHOM NPOTOYHE IIUTOMETPHje Kako OM Ce MCIHTA0 YTHUIA]
CUHTETHCAHUX jJe[Ubeha Ha MpexuBbaBame hemuja ycien moxynanuje ¢asza hemmjckor
UKITYCa,

e Amnanu3za henujcke cMPTH IPUMEHOM IPOTOYHE ITUTOMETPHj€ HAKOH IITO Cy henujcke JuHH]e
U3JI0)KEHE CHUHTETHCAHNUM jEHIbCHHIMA.

3. HcnutuBame Be3nBamba CUHTETHCAHUX jenumbemna 3a JJHK npumenom tecta enekrpodopercke
MOKPETIHUBOCTH.
4, HcnutuBame MHXUOUTOPHE aKTUBHOCTH CHHTETUCAHUX jEeUH-EHha HA XyMaHy

JAHK-tonounzomepasy Ila.

S. EnexkTpoxeMujcKo HCTUTUBAKE peAYKLMje U OKCHIauje 9-XaopoakpuauHa (jetumema Koje he
OouTH KOpUIINEHO Kao MOJIA3HO jeANHEHHE 3 CHHTE3Y aMUHOKHCEITMHCKUX JIepUBaTa aKpH/IMHA)
U HAJaKTUBHUJUX CHUHTETUCAHMX aMHMHOKHCEIMHCKMX JlepuBaTa akKpUAWHA MPUMEHOM
BOJITAMETPH]CKHX MeTo/a: nukandne Bonramerpuje (CV), BoaTameTpuje mpaBoyraoHUX Tajgaca
(SWV) u nudepennujanto mynacue Bontamerpuje (DPV).

6. EnekTpoxeMujCcKo HCITUTUBAE Be3UBaba 9-XJI0pOaKpUIMHA U HaJaKTUBHUJUX CUHTETUCAHUX
aMUHOKHCENMHCKUX JepuBara akpuauHa 3a JIHK mpumenom BodTamerpuje mpaBOyraoHHX
TaJjaca.

7. Enextpoxemujcko oapehuBame KOHCTaHTE Be3HBamba 9-XJIOpOAKPUANHA U HAjaKTUBHHU]UX

CHHTETUCAaHMX AMUHOKHCEIIMHCKUX JiepuBaTa aktuanHa 3a JJTHK.

8. [Mpumena docking aHanu3e 3a UCIUTHBAE HHTEPAKIIN]E 9-XIOPOAKPHUIMHA M HAjaKTUBHH]HUX
CUHTETHCAaHNX AMUHOKHCEINHCKUX JepuBara akpuanHa ca JJHK.
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3.1. Pearencu u pacTBapaun

3.1.1. CuHTe3a 1 PU3NYKO-XeMHUjCKa HCIIMTHBAKbA

. 9-xmopoakpuaut, 97% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)
1-metun-L-tpunrodan, 95% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauxka)
Etun-4-amunoOyrupar-xuapoxiopun, 98% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)
Tuonun-xiopua, 97% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)

JHuerun etap, > 99,7% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)

Metun ectap L-dhenmnananun-xuapoxiopuaa, 98% (Acros Organics, Geel, benruja)
ETun ecrap B-amanun-xuapoxiopuaa, 98% (Acros Organics, Geel, benruja)

Mertuin ecrap L-xuctuaun-auxuapoxiaopuaa, 98% (Acros Organics, Geel, benruja)
Xnopodopm, > 99% (Fisher Scientific, Loughborough, Benuka bpurtanuja)
Etunanerar, > 99,8% (Fisher Scientific, Loughborough, Benuka Bpuranuja)
Meranon p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, Benuka bpuranuja)

Cunnkaren 60 GFjs4 3a Tankociojuy xpomarorpadujy (Merck, Darmstad, Hemauka)
XekcaHn, anxuaposanu, 95% (Merck, Darmstad, Hemauka)

[Tponanoin, anxuaposanu, 99,7% (Merck, Darmstad, Hemauka)

Anconyrau eranoin (Carlo Erba, Rodano, Uranuja)

Aneronutpun HPLC gucrohe (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)

Anueron p.a. (Zorka Pharma, I11a6arr, CpGuja)

Jumernncyndokeun, > 99,9% (Sigma Aldrich, Steinheim, Hemauka)

6-amuHO Xexcanoat, 98% (Alfa Aesar, Karlsruhe, Hemauka)
Kosnona Zorbax Extend C18 150 x4,6 mm, nujamerap uectuiia 5 um (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, CAJT)

3.1.2. UcnuTuBame aHTUTYMOPCKE AKTHBHOCTH

J dsDNA HS kur 3a tect, Invitrogen

. 1% arapos3a rex, Sigma-Aldrich

J Xymana manursa henujcka muauja: A549 — anenokapuaom mryha (ATCC-CCL-185,
American Type Culture Collection, Manasas, VA, CA/)

o Xymana manuraa henujcka nmuauja: K562 — mujenonana neykemuja (ATCC-CCL-243,
American Type Culture Collection, Manasas, VA, CAJI)

. Hopmanuu ¢pudbpodnactu miyha MRC — 5 (ATCC-CCL-171, American Type Culture

Collection, Manasas, VA, CA/l)

Xpaussusu meaujym: RPMI — 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAT)

10% cepym deTtyca roeuera (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJT)

[Mennnmnun (Galenika A.D. Beorpan, Cpouja)

Crpenromurun (Galenika A.D. Beorpaa, Cp6uja)

3-(4,5-mumeTrnTrazon-2-mi)-2,5-mudennn terpazonujym-opomus (MTT) (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, CAJT)

Awmcakpun-xuapoxmuopun (TCI Chemicals, CAJT)

. 10% uatpujym-moaermicyiadar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJT)

. 4% dopmanmexun (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJT)
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o 0,05% xpucran Buonet (Himedia, Mumbai, Nuauja)

. 10% cuphetHa kucenuna (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAI)

. [Mponuaujym-jomun (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAT)

. Amnekcun V-FITC gerexnuja amonrose, kut 3a Tect (BD Biosciences, San Hose, CA, CAJI)
. PubGonykieasa A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJT)

Tpuncun (Promega)

GelRed rex 60ja 3a HykenuHcke kucenune (Biotium)

Tris/HCI mydep (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJ)

[Tporennasa K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAT)

CrpentaBuauHoM obioxeHa mioda ca 96 6azenunha (Thermo Scientific Pierce)

Xymana Tonouszomepasa Ila kut 3a tect (Inspiralis, Norwich, Yjenumeno KpabesctBo Bemnnke
Bpuranuje

. Etonosun (TCI, Tokyo, Jaman)

3.1.3. EnexTpoxeMHjcka MCIUTHBAaA

o JlBonanuana JJHK u3 tumyca rosedera, dsSDNL, MW, = 10 — 15 x 10° (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Hemauxka)

XnopoBononnyuHa kucenuHa (Sigma-Aldrich, Steinheim, Hemauka)

Kanujym-xnopua (Merck, Darmstadt, Hemauka)

I'nanmjanza cupherna kucenuna (Merck, Darmstadt, Hemauka)

Harpujym-anerar (Merck, Darmstadt, Hemauka)

Harpujym-nuxunaporen ¢pocdar, monoxuapar (Merck, Darmstadt, Hemauka)

Juuarpujym-xuaporen ¢pocdar (Merck, Darmstadt, Hemauka)

Awmonujym-xuapokcus (Sigma-Aldrich, Steinheim, Hemauka)

Awmonujym-xmopun (Sigma-Aldrich, Steinheim, Hemauka)

. ANyMHHHUjYM OKCHJI 32 IPUTIPEMY CYCIICH3H]E 3a OIUPAhE YUBPCTE eICKTpo e (BeTHnInHA
gyectuna 0,05 um, Metrohm Autolab, Utreht, Xomauauja)

. A3sor 3,5 (Messer Tehnogas, beorpan, Cpouja)

. Cranpmapn 3a kanuopanwujy enekrpoae, pH 7,000 + 0,010 (Radiometer Analytical S. A.,
Villeurbanne Cedex, ®panirycka)

. Cranpapa 3a kanubpanujy enekrpose, pH 4,000 + 0,010 (Radiometer Analytical S. A.,
Villeurbanne Cedex, ®panirycka)

. Kanujym-xsopus, pacTBop 3a nymeme enekrpoae, 3,00 M (Metrohm Autolab, Utreht,
Xonauauja)

° JlectunoBana Bojia

o PenecrtunoBana Bona

3.2 Onpema u nporpamu

3.2.1. Cunre3a n GU3NYKO-XEeMHjCKAa HCIUTHBAKHA

. Amnanmutruka Bara AdventurerTM-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, CAJT)
. Porarmonu Bakyym ynapuauy, ROTAVAPOR-R (Blichi, I1IBajuapcka)
. Anapar 3a onpehuBame TemepaType Torbema, Boetius PHMK 05 (Radebeul, Hemavuka)
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UV namna, UV-Cabinet Il (Camag, 1IBajiiapcka)

Orbitrap UHPLC-HRMS (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, CAT)

NMR BRUKER AVANCE I11 400 (Bruker, Biospin GmbH, Rheistetten, Hemauka)
UHPLC-MS-MS anapar — tednu xpomarorpad cpersyT ca TPUIUIKBaIPUIIOJICKUM MaCEHUM
nerekropom (ThermoScientific, CAJI, Accela 1000 TSQ Quantum Access Max)

UHPLC Teunu xpomarorpad ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, CA/JT)
TpumnkBanpunonacku MS-MS nerextop TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific
Inc., Madison, WI, CAT)

ATR-FTIR cnekrpodoromerap Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI,
CAJl)

HPLC amapat Agilent 1200, manyenau unjexrop, 20 uL (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA, CAJN)

pH merap, Radiometer PHM 220 (Radiometer, Kopenhagen, /lancka)

Kombunosana pH enexrpoaa, mogen GK2401B (Radiometer, Kopenhagen, Jlancka)
Amnanmutruka Bara Scaltec SBC 31 (Scaltec Instruments Gmbh, Hemauka)

Varpa3ByuHo kymatuio (,,Iskra® UZ 4R, Cnosenuja)

RP-18 Fys4 anymunmjymcke TLC mioge, 20 x 20 cm (Merck, Darmstadt, Hemauka)

3.2.2. AUcnuTHBame aHTUTYMOPCKE AaKTHBHOCTH

Cnexrpodoromerap Multiskan EX reader (Thermo Labsystems, Waltham, MA, CA/JT)
Codreep GraphPad Prism 7

Henrpudyra Histopaque-1077 (Sigma Aldrich)

[Tporounu uromerap (Calibur Becton Dickinson flow cytometer)

Codtaep Cell Quest

Cnekrpodoromerap Shimadzu Biotech Bio-spec nano

UV-VIS Thermo Sientific GENESYS

Co¢reep VISIONIite

dnyopumerap Thermo Scientific Invitrogen Qubit 4

- kut 3a Tect, Qubit dSSDNA HS

Yurau mukporutounna (BioTek Synergy H4, excuuranuja: 485 nm, emucuja: 537 nm)
Codreep GraphPad Prism 6

3.2.3. EleKkTpoXeMHjCKO MCITUTHBAM€

[Morenmmocrar/ranBanocrar pAUTOLAB (Eco Chemie, Utrecht, Xonanauja)

Metrohm 663 VA Stand, IME 663 (Interface 3a Metrohm enextpoae, Herisau, I11Bajiiapcka)
Enexrpoxemujcka henuja ca TpOSIEKTPOIHUM CHCTEMOM:

Pasna enekTposa / uBpCTa eIeKTpo/Ia 01 CTaKJIACTOT yribeHHKa aujamerapa d = 3 mm (eHri.
Glassy carbon electrode, GCE), CH Instruments, Inc., Austin, TX, CA/]

PedepenTHa enexkrpoaa: cpedbpo/cpedpo-xmopuana enexrpoaa (Ag/AgCI/3,00 M)

[TomohHna enexTpoja: TuiaTuHCKa enekrpoaa (Pt)

IMporpam GPES 4.9 (enrs. General Purpose Electrochemical System 4.9)

[Tporpam OriginPro 8

[Mporpam Microsoft Office Excell 2016
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3.2.4. Moaexkycku docking

ChemDraw Ultra 12.0 (CambridgeSoft Corporation, http://www.cambridgesoft.com, 2002)
Chem3D Pro 12.0 (CambridgeSoft Corporation, http://www.cambridgesoft.com, 2002)

Chimera 1.10.1

AutoDockTools 1.5.6 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, http://autodock.scripps.edu/)
AutoDock Vina (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, http://vina.scripps.edu/)
Discovery Studio Visualizer 4.5.0.

Swiss-PDBViewer v4.1 (Swiss Institute of Bioinformatics, 2020, http://spdbv.vital-it.ch/)
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3.3. CunTe3a 1 PU3HIKO-XeMHUjCKa HCTTMTHBAKHA AMHHOKHCEJTUHCKHUX IepUBaTa aKpHIMHA

3.3.1. CunTe3a ecTapa aMHHOKHCEJIMHA

Xuapoxyopuan MeTwn ectpa l-merwn-L-tpuntodana, MeTwn ectpa  §-aMHHOOKTaHCKE
KHCEJIHHE, PO ecTpa 4-aMUHOOyTEpHE KUCENWHE, TPONIII ecTpa -ajJaHuHa U MPOIIII eCTpa
6-aMHHOXEKCAaHCKe KHCEIMHE CHHTETUCAHU Cy MPUMEHOM MoudukoBaHor moctymnka [44] Ha cnenehu
HAYMH: Y CYBH OQJIOH ca OKPYTJIUM JTHOM KOJU je& MOCTaBJheH Ha JIEAEHO KymaTuio oaMepeHo je 1 mL
akoxoJa (METaHoJIa WK MpoIaHosa), xoaaro je 145 pL tnonmi-xmopuaa u 0,65 mmol oarosapajyhe
amuHOKHcenuHe. Kako ce mpuinkoMm ojBHjama peakmnuje ociobaha BenmMka KOMWYMHA TOIUIOTE,
HEOITXO/HO j& U3BOheme peakiinje y cyay KOjH je OCTaB/beH Ha JICICHO KyNnaTwio. Peakirona cmemia
ce Memia y Toky 24 h, HakoH 4era ce yrapaBa Ha BaKyyM ylapuBady.

CuHTEeTHCAaHH XUJAPOXJIOPUIM €cTapa aMHUHOKHUCEIMHA MPEKPUCTAINCAHU CYy Kopulihemem
THETUIIETPA.

3.3.2. CuHTe3a aMHHOKHCEJIMHCKHX JepuBaTa akpuJIMHA

Hatpujym-aikokCuaHA pacTBOPU NMPHUIPEMAHU CYy TaKO MITO je pacTBopeHo 150 mQ Hatpujyma
y 25 mL oaroBapajyher ankoxoina (MeTaHOJIa, €TAHOJA WU MPOMAHOIa) HA COOHO] TEMIIEpaTypH.

VY npBoj (ha3u cuHTE3E je Y CyB OAIOH ca OKPYTIIMM THOM OAMEpeH 9-XIIOpOoaKpHUInH
(0,03 mmol; 1 exkBuBaneHT) Koju je pactBopeH y 3 mL ankoxona y3 gogarak 3 mL oxarosapajyher
ankokcuaa. Peakimona cmera ce meia y3 peduryke y Toky 2,5 h. V apyroj ¢asu cunTese, y cMmerny ce
J0/1a aMHHOKHUCEIHHA Wik ectap amuHokucenune (0,42 mmol; 1,4 ekBUBaleHT) U peakiMOHa cMella
ce Mmema y3 pedaykc jomr 4 h (Camka 19) [40]. Crpykrype ammuokucenune (AK) u ecrapa
amuHokucenuHa (AKE) kopuinheHux 3a CHHTE3y aMHHOKHCEIMHCKHX JepuBara akpunuHa (AJIA)
npukasane cy Ha Caunm 20.

e COOR
— CH, |
— CH,CH, X
— CH,CH,CH
cl A N
1 9 8

\ 1. ROH, RONa 0 \ 7

PE®NYKC 2,5h

6
N/ 2. AK/AKE 3 N/
PE®IIYKC 4h
4 10 5

Caunka 19. CuHTe3a aMUHOKHCEIMHCKUX JiepuBata akpuanHa (AJ1A) [40]
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Jeaumwere AMUHOKUCenuHa / ectap aMMHOKUCENTHE
COOCH;
NH,
1 METUN ECTAP L-®EHUNANAHUHA
COOCH; N
2 )\/E) METUN ECTAP L-XUCTUOUHA
HoN N
CHy
/
N,
3 / METUN ECTAP 1-METUN-L-TPUNTODAHA
NH,
COOCH,
CHs
/
N,
4 / 1-METAN-L-TPUNTO®AH
NHy
COOH
5 /\/\/\/\
HoN COOCH; | METUN ECTAP 8-AMMHO OKTAHCKE KUCENUHE
6 Hz,\l/\/\COOCHZCH3 ETWN ECTAP y-AMUHO BYTEPHE KUCENWUHE
7 /\/\ NPOMNWN ECTAP y-AMUHO BYTEPHE KUCENWHE
HoN COOCH,CH,CHj
8 i N/\/CO()CHzCH3 ETWUN ECTAP 3-AMWUHO MPOMAHCKE KUCENIMHE
2!
9 COOCH,CH,CHj
" N/\/ NPOMNWM ECTAP 3-AMUHOMPOMAHCKE KUCENWUHE
2
10 HoN /\/\/\COOCHZCH3 ETWN ECTAP 6-AMUHOXEKCAHCKE KUCNEWHE
11 HZN/\/\/\COOCHzCHZCH3 NPOMWN ECTAP 6-AMUHOXEKCAHCKE KUCENWUHE

Cauxka 20. AMUHOKHCENMHA / €CTPU aMUHOKHCENIHA Kopulthern 3a cuaTesy AJ1A

46




Hakxon 3aBpiieHe cUHTE3€, peakIMOHa CMeEIla je yrmapeHa 10 CyBa Ha POTAllMOHOM BaKyyM
ylapuBauy I0j CHI)KeHUM mnputuckoM. CyBH oOCTaTak je pacTBOpeH y cMmeld xjopodopma u
MeTaHolla ¥ mnpeuuinheH xpomarorpadgujoM Ha TaHKOM CIIOjy ca CMEIIOM  ellyeHaTa
(ermnanerat/xekcan 4:0,3 (V/v); erunanerar/xekcan 4:1 (V/V); xaopodopm/meranon 9:1 (VIV);
xmopodopm/meranon 9:1,6 (V/V); xiaopodbopm/meranon 9:2 (V/V) koju 06e36el)yjy motmyHo pa3aBajame
CIIOPEIHKMX MPOM3BO/IAa OJ1 TJIABHOT MPOU3BO/IA PEAKIIH]E.

[Ipeunmmhena jenumema NPEKpPUCTAIMCAHA Cy KopuIIhemeM oAroBapajyher pacTBapava
(mueTHna eTpa) WM cMelie pactapada (xiaopodopm/meranon 5:5 (v/v)) [40].

VY neny 4.2. mopen pesynrara GU3NIKO-XEMHUJCKE KapakTepu3allyje, HAaBESACHU Cy U CIIYCHTH

KopHIINEeHH 3a CBAKO IMOjeIMHAYHO jeUHbCHEe Kao U pacTBapay 3a MpeKpUCTaIn3alujy.

3.3.3. UcniuTuBame yncrohe n puznuko-xeMujcka KapakTepu3anuja CHHTETHCAHUX
AMUHOKHUCEJIHMHCKHX JIepUBaTa aKPUANHA

HPLC ananmuza je xopumheHa kako Ou uuctoha jequmema Omia HcnUTaHa. AHaiau3a je
u3BesieHa kopuinhewem uHcTpymenta Agilent 1200 system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
CAJl), xoju caapku OWHApPHY MyMIly, MaHyalHH HHjekTop (3ampemuna y3opka: 20 pulL) u DAD
nerexkrop. Kopumihena xonona 6uia je: Zorbax Extend C18 (150 mm X 4,6 mm, BenuunHa yecTuia 5
um). MoOunHa ¢asza cacrojaiga ce W3: MeTaHoja W Bojae (BpemHoct pH Owia je momemieHa Ha 3,2
nomohy docdophe kucenune) y cieaehum oguocuma (V/V): 25:75 (jenumeme 2), 40:60 (jenumema 6, 8
u 9), 50:50 (jemumeme 7), 55:45 (jenumerme 10) u 60:40 (jemumema 1, 3, 4, 5 u 11). Temnepatypa
KosoHe 6mia je 25 °C 1ok je 6p3uHa mpotoka 6mta 1 mL min . UV xerekuuja Bpurena je va 220 nm,
230 nm, 254 nm, 265 nm u 280 nm.

du3nuKo-xeMHjCcKa KapakTtepusaiyja cuaretucannx AJIA oOyxBara ojipehuBame TeMiiepaType
TOIUbEHA METOJIOM TPEHYTHOI TOIUbEH-a, MpUMeHy uHpaipseHe cnekrpomerpuje (IR), HykieapHe
MarHeTHe pe3oHaHTHe crnektpomerpuje (NMR H, l?’C), macene crekrpomerpuje (UHPLC-MS-MS)
kao u oapehuBame taunux maca (UHPLC-HRMS).

MeTosoM TpeHYTHOT TOIUbeHa oapeheHe cy TemmepaType TOIUbEHha CHHTETHCAHHUX
AMHUHOKHCEIIMHCKUX JIepHBaTa aKpuaAnHa, mpuMeHoM uHetpymenra Boetius PHMK 05.

Wudpaupsenn crnekrpu cHuMmbern cy npumenom ATR-FTIR Nicolet iS10 cnektpodoromerpa u
nporpama OMNIC 8.0 [40].

NMR crnexrpu (*H, °C) cunrerncanux jemmmema pacrBopennx y CDCls, DMSO wm
MeTaHoNy cHUMJbeHH cy npumeHoMm nHctpymenta NMR BRUKER AVANCE 111 400 [40].

Macenn cnektpu cHuMIJbeHH cy npumeHoM UHPLC-MS-MS wuHCTpy™MeHTa, Tj. TEYHOT
xpomarorpada ACELLA crpernyror ca TpUILIKBaIPHUITOICKHM MaceHHM jeTekropom [40].

Taune wmace oxapeheHe cy NpPUMEHOM TeYHOT Xpomarorpada CHPErHYTOr ca MaceHHM
nerekropom npeuusnux maca Orbitrap UHPLC-HRMS [40].
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3.4. In vitro ucnuTHBaKke AHTHTYMOPCKE aKTHBHOCTH AMHHOKHCETHHCKHX ePUBATa aKPHIHHA

3.4.1. IUTOTOKCHYHOCT

[Mutotokcuunoct HoBocuHTeTHCaHUX AJIA ucnurtana je MTT (3-(4,5-mumernaTrason-2-mn)-
2,5-1(eHnATETPA30INjyM-OpOMHT) TECTOM Ha JBEMa KaHLEPCKUM U jeJHOj HOPMAJIHO] TUILIOUIHO]
henujckoj nuanju. Kopumrhene cy K562 (xponnuna mujenongaa aeykemuja, ATCC-CCL-243) u A549
(xapraom enmrennux henuja miyha, ATCC-CCL-185) kao u HopMmaiiHa aurionaHa henujcka JuHuja
MRCS5 (pubpobnactu mayha ¢eryca, ATCC-CCL-171), a jemumema ca HajMamboM |Csy BpeaHoihy
TECTUpaHa Cy M Ha HECTUMYJIMCAaHUM XyMaHUM Jieykoruruma [40, 150].

K562 hemmje cy MynTumoTreHTHe, XeMmaTomoeTrcke Manurde hemmje. Hucy aaxepeHTtHe y
KYJITYpH U IPUIIAAA]y TPaHyJIOLUUTHO] CEPHjH.

A549 je hemumjcka nMHHUja HOPEKJIOM OJ ajeHokapuuHoma miuyha. Y kynrtypu dopmupajy
MOHOCJIO] ¥ HE 3a/IpKaBajy CTPYKTYpHE HU (PYHKIIMOHATHE KapaKTEPUCTHKE TKUBA.

MRC-5 cy henwmje, mopeksiom o1 HOpMaJIHOT TKKBA Miyha deryca, aaxepeHTHE y KyJITYpH.

HaBenene henujcke nmuHuje yyBaHe cy y XpaHbuBoM Meaujymy, RPMI-1640, y koju ce nonajy
10% deranan rosehu cepym (emri. fetal bovine serum, FBS), memmmmmu (192 U mL™) u
crperrromuns (200 ug mL ™), a rajene cy y muky6aropy Ha 37 °C, y armocdepy Basayxa Koju je
3acuheH BojieHOM napoM U caapxku 5% CO;.

henuje cy Omie 3acejaHe y MUKPOTHTAPCKUM Tutodama ca 96 GaseHumha Tako 1a je y CBakoM
0azenunhy Omiao 7000 hemuja. Hakon 24 h henuje cy TperwpaHe pasiuvuTHM pa3OiiakemHMa
amcakpuaa wi AJIA, duju je omcer KoHIeHTpamuwja 6uo ox 6,25 mo 100 uM. Hakon mepumoma
uHkyOarje henuja u amcakpuna Tj. ucnutuBanux AJIA ox 72h, MTT pactBop (kyTe 60je) moaar je y
cBaku Oasenunh. Hakon 4 h on nomarka MTT pactBopa, y cBaku 0a3enunh monat je 10% pactBop
Hatpujym-noaetmn cyindara (SDS). Ilnoue cy uHKyOMpaHe TOKOM HONWHM, a 3aTUM je OYMTaHa
aricopOaHIlMja Ha TajacHoj XyxuHU o1 570 nm Ha untayy Multiskan EX (Thermo Labsystems). Kako
caMo y *KHMBHM MeTa0OJIMUYKM akTUBHUM henujama Moske nohu no peaykuuje MTT-a no ¢opmasana, a
pacTBapame (GopmaszaHa y HaTpujyM-moaenms cyiadary je OojeHa peakmnuja (JpyOmyacta 00ja),
cmamewe penyknuje MTT-a Moxke ce mnpatutéd crnekTpoOoTOMETPUjCKH, NpahemeM MpoMeHe
anicopbannuje Ha 570 nm. 1Cso BpeHOCT TIpeicTaB/ba KOHIICHTPAIH]Y jeIU-EHha TP KOjoj J0Ia3u 10
cMamema peaykuuje MTT-a 3a 50%, T1j. 10 cMamema Opoja )KUBUX METaOONIMYKM aKTUBHUX henuja 3a
50%. Bpeanocrt 1Csp onpehena je ca rpaduka 3aBHCHOCTH ancopOaHIlfje OJ] KOHIICHTPAIH]e jeTUbCHha
[40], 1j. mpaheweM cMamerma ancopbaHiirje y IPUCYCTBY TPETHPaHOT y3opka henuja, y nopehemy ca
KOHTPOJTHHM Y30pKOM y KoMme je camo aumMetricyiadpokcua (DMSO), npema cienehoj jemnauntu:

S[%)] = (j—z) x 100% (31)
e je:
S[%] — npouenar npexusibaBama henuja y Kyiarypu,

A, — ancopbaniuja TpeTHpaHor y3opka henuja (y3opka henuja TpetTupanux amcakpuHom uin AJIA),
A}, — ancopbaHIija KOHTPOJHOT Y30pKa henuja.
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3.4.2. IpunpemMa 4 TpeTMaH XyMaHHUX JIEyKOIUTA

JleykonuTi Cy W3ABOJCHH W3 VYKYIIHE XEMapWHU30BaHE KPBU 3[paBHX J00pOBOJbAIla
ueHrpudyrupamem (uentpudyra Histopaque-1077). JleykouuTd ce TOM MNPHIMKOM TPYIHUIIY Ha
JOJUPHO] MOBPIIMHU WHCTPYMEHTA M IUIA3ME JIOK C€ SPUTPOIMTH M TPAHYIOIUTH TAIOKE HA JTHO
enpyBere. henuje y mehydasu (Ha rpaHUIM, JICYKOIUTH) CY HMCIpPAaHE TPH IyTa, a HAKOH TOTa
u3bpojane u pecycrnengoBane y memujymy RPMI-1640. Tako mpumpemsbere hemuje (150000 mo
Oa3eHuunhy) cy 3acejaHe Ha MHKporuioun ca 96 6azeHumha. Hakon 2 h, henmmje cy uznokeHe aejcTBy
pactBopa amcakpuHa U AJIA, paznuuuTux pa3diaxkema y oIncery KoHmeHrpamnuja ox 6,25 mo 100 pM.
Haxown 24 h u 72 h, npexuBrpaBame henauja ucnurano je npumerom MTT tecra [40].

3.4.3. KnoHorenu ecej

Knonorenun ecej u3BeneH je Ha henmjckoj auHuju AS549. V caku GazeHunh mioye ca 6
0azenunha 3acejano je 1000. OBe henuje TpeTupaHe Cy 01a0paHUM CHHTETHCAHUM jeaumbeuma (6, 7,
8 u 9) y Toky 48 h. Konnenrpamuje omadbpanux AJIA omarosapaie cy 1Csy koHIIEHTpalUju oapeleHoj
nomohy MTT tecra. henuje cy 48 h HakoH M3yarama HCIpaHe, a pacT KOJIOHH]ja 0o je oMoryheH y
ToKy Hapenuux 10 mana, HakoH dyera cy henuje Oune ¢ukcupane 4% dopmanaexugaoMm u o06ojeHe
0,05% xpucran Buonerom [151]. Kpucran Buoner 6oja ce Besyje 3a JJHK um mporeune y >xuBuM
henujama, Tako Ja ce MHTEH3UTET IJIaBe 0oje y3uMa Kao MEpuiio KoinuuuHe henujckor marepujana.
Haxon excrpakmuje 0oje 10% cupheTHOM KHCETHMHOM, BpIIEHA je KBaHTH(HKanuja *XUBHX henmuja
MepemeM aricopOaniije Ha tanacHoj ayxuau ox 570 nm (Multiskan EX reader, Thermo Labsystems)
[40].

3.4.4. Ananu3a heamjckor nuKIyca

Ananmsza hemujckor nukiyca [152] u3BeneHa je MpUMEHOM MPOTOYHE MUTOMETpHUje. henwmje
(A549) cy y Toky 24 h tpetupane jenumemuma 6, 7, 8 u 9 (ICsp koHIeHTpanuja oxpelena momohy
MTT Ttectra). HakoH TpeTmaHa, KBaHTUTATHBHA aHaiuu3a AUCTpuOyIuje ¢aza hemmjckor mukiyca
U3BpIIICHA je MPUMEHOM MPOTOYHE IuToMeTpuje (mporounu uromerap Calibur Becton Dickinson;
coptep Cell Quest). Hakon makyOanuje u tpuncuauzanuje (tTpurcus 0,25%) cakylybeHH Cy y30pLu
henuja, ucripanu PBS-oM u npebauenu y enpysere 3a [UTOMEeTap. Y30pIH ¢y (GUKCHpaHU Na ey y3
BOPTEKCOBAME y aliCOIYTHOM XJIaHOM eTaHoiy. Hakon Tora, ucnpanu cy PBS-om n nakyOupanu
30 munyta Ha 37 °C ca 500 pL pacteopa PBS-a koju canpsku pubonykieasy A (GpuHaIHO
200ug mLfl). VY30puu cy 6ojenu nponuanjym-joauaoM (dunamso 50 pg mLfl). [Tponuaujym-jonun je
¢dnyopecuenTHa 0oja kKoja ce kBaHTHTaTHUBHO Be3yje 3a JIHK, a muTensurer ¢uyopecuenunuje je y
kopesnanuju ca koiamuuHoMm JIHK, koja je pasnuumra 3aBucHO on (aze hemmjckor mukmyca [153]. V
henujama TpeTupaHuM Ha MPUKA3aHU HAYUH, Ha IPOTOYHOM LIUTOMETPY cHUMIbEHO je 20 000 norabaja
y cBakoM y30pky. Ha ocHOBY xuctorpama (pekBeHnuje kojum je mpukaszad caapxaj JJHK oxpehen je
npoueHar henuja y rmaBHuM ¢azama hemumjckor nukiyca, subG1, G1, S u G2/M [40].
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3.4.5. Ananu3a hejujcke cMpTH

Ananuza hemmjcke cmptu ucnurana je npumeHoMm Aneksin V-FITC tecra. KBantutatnBHa
aHanM3a henMjcke CMPTH HAaKOH U3jarama helrja CHHTETUCAHUM jeAMIbEHhbUMAa M aMCAaKpHHY
(xonTpoaa) m3BeneHa je momohy Aneksin V-FITC Apoptosis 1eTeKIIMOHOT KUTa KOjJU CaJIp KK aHEKCHH,
nporaujyM-jomua (Pl) pactsop 3a Gojemse u amexcun V Besyjyhu mydep [154]. Anexcun je Ca**
3aBucaH (ocharuauincepuH-Be3yjyhn mnpoTeMH Koju uMa BHCOK aduHHTET 3a (ochomumnumae.
docharuami-cepuH je KoJ BHjaOUIHUX henuja opHjeHTHCAH MpemMa LUTOCONY, MOK ce y ¢da3u paHe
arornTo3e OpHjEeHTHUIIE IPeMa eKCTpalellyJapHOM IPOCTOPY, TAKO Ja je MPUMEHOM OBOT TecTa Moryhe
ueHTH(UKOBATH U paHu cTaaujyM anomntose [155, 156]. Hakon Be3nBama aHekcuHa 3a GochaTuami-
CEpPHH U M3JIarama y30pKa Jlacepy, Jo1a3u 10 nodyhusama 1 10 (GryopecieHnuje MPUINKOM ITOBpaTKa
Yy OCHOBHO CTame€ KOMIUIEKCA, MPU YEeMy C€ E€MHUTYje CBETJIOCT 3elieHe 0oje, IITO Ce KOPUCTH 3a
uneHTruduKaIujy nporeHrta henvja y panoj ¢asu amonro3e.

[Mporumujym-jonun je dryopeciieHTHa 00ja, TOJapHO, KBATEPHAPHO aMOHH]YMOBO jeAHEHCHC
koje ce Besyje 3a mousekyn JJHK [157], mehyrum Hema crmocoOHocT ma mudyHayje Kpo3 OdyBaHy
henujcky MmemOpany Bujabnminaux henuja, HUTH Kpo3 MmeMOpany henuja y panoj ¢as3u anonrose. Kana ce
JOTOM TIPOLIEC HEKpo3e, WHTErpUTeT MeMOpaHe OuBa HapymieH, na je Moryhe npa Mmomekyn
nponuaujym-joquna audynnyje no JAHK. Hakon BesuBama nponunujym-jonuaa 3a JJHK u nznarama
y30pKa Jlacepy, JoJja3u 10 nodyhuama u 10 ¢ryopecueHIrje MPUINKOM IOBPaTKa y OCHOBHO CTambe
KOMIUICKCa, TPU YeMy C€ EMHUTYje CBETJIOCT IPBEHE 0o0je, MTO Cce€ KOPUCTH 3a HIACHTH(PHUKAIU]Y
MPOLIEHTa HEKPOTUYHUX henuja.

Kanma ce maentudukyjy obe 0oje, mporec Koju ce OJBHja je KacHa amorTo3a, ¢ 003MpOM Ja Taja
aHekcuH audyHayje kpo3 henujcky memOpany, FITC ce Besyje 3a monekyn JHK u nponuaujym-jonus
ce Be3yje 3a mostekyn JIHK [156, 158, 159].

Hakon 24 u 48 h ox uznarama amcakpuny u jeaumemuma 6, 7, 8 u 9 (kopumrhene cy I1Csg
KoHIeHTpanuje oxapeherne momohy MTT Ttecra), henuje henmjcke nuuuje AS549 TpetHpaHe cy
TPUIICHHOM, MCIIpaHe /IBa MyTa XJIaJHuM pocatHuM nydepom u pecycnengoBane y 200 mL Besyjyher
nydepa (10 mM HEPES/NaOH pH 7,4, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCl; ). Y3opak koju je unHmIO 2 X
10° henmja je HakoH Tora 06OjeH aHekcuHOM V M mpommamjyM-jomumaom. Hakom 15 mumyTa
MHKyOanuje Ha coOHOj TeMIlepaTypH, 3alITUheHO O]l CBETNIOCTH, henuje cy aHalu3upaHe MPUMEHOM
nporounor uutomerpa (FACS Calibur Becton Dickinson) u codteepa Cell Quest u yrBphen je yaeo
armonTOTUYHUX M HeKpoTuuHuX henuja [40, 154, 157].
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3.5. Ecej eaexkTpodopercke MOKPeT/bHBOCTH

Kako Ou ce mcnurTao NMOTEHIMjal HajaKTMBHUjUX jenumbera (6, 7, 8 u 9) 3a mHTEpakuujy ca
JHK, xopumheH je eneKkTpogopeTcKH TEeCT MOKPETJHMBOCTH KOJU C€ 3acCHUBAa Ha PpasJInYuTO]
MOKPET/BUBOCTH KOMIUIEKCA KOjU HacTajy HakoH nHTepakiuje JJHK ca ucnutuBanum jeumenuma.

N3 henuja hemujcke nmuauje A549, nzonosana je renomcka JJHK Tako mro je 500 000 hemmja
TPUIICHHU30BaHO W IeHTpudyrupano nHa 1500 rpm y toky 10 munyra. Hakon Tora, Tamor je
pecycrnienaosan y 300 pL mydepa 3a nuzupame ca 10% SDS u 20 mg mL™* nporennase K. Hakon 1h
unKyOaruje Ha 56 °C, nusaru cy momenranu ca 100 uL 6 M NaCl u kpaTko M3MeniaHu MpUMEHOM
BopTekca. PacTBopu cy 3atum nieHTpudyrupanu y Toky 3 munyTa Ha 14 000 rpm u cynepHaTaHT KOjH
canpxu JIHK je npener y HOBY enpysery. [Ipenunuranuja JIHK u3BpieHa je mpuMeHOM arcoiyTHOT
eraHona, 3atuM je JIHK nBa nyra ucnpana 70% etaHosnom u ocylieHa Ha Ba3nyxy. Jooujena JIHK je
pecycrieH70BaHa y JECTHJIOBAHO] BOJIW M KOHIGHTpamuja je onapeheHa cnexTpodoToMeTprjcKu
(Shimadzu Biotech criekrpodoromerap).

Onmepenux 0,5 pg IHK uzonoBane u3 A549, nuakyOupano je Ha coOHOj Temneparypu ca 100
MM pacTBOpOM CBakor oj McHuTHBaHUX jequmerba y 5 mM Tris/HCI/50 mM NaCl nydepy. Hakon
MHKYyOAaIyje ca UCIIUTUBAHUM jeIUbelhuMa 1 aMcakpruHoM, y3opiu JIHK naneru cy Ha 0,8% arapo3nu
ren U enekTpoopeTcKo pasziBajame U3BeleHo je y Toky 4 h npu Hamony oz 30 V. 3a Busyenuszauujy je
kopurnihena GelRed (Biotium) 6oja y Toky 10 MuHyTa Ha COOHOj TeMIIEpaTypH.

Kon jenumema koja octBapyjy unrepakuujy ca JIHK gosenasu 10 3aoctajama nomepama JJHK
y arapo3HoM Tejly y ojHocy Ha KoHTposy [40].
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3.6. OnpehuBame nuxuOuTOpPHe akTUBHOCTH HA XyMaHy /IHK Tononzomepasy Ila

Tect umcnuTHBama HMHXMOUTOpPHE akTMBHOCTH Ha XxymaHy JIHK tomomsomepasy Ila [160]
U3BEJCH je Ha Toun ca 96 Oazenumha oGnoxkenux crpentaBuguHoM (Thermo Scientific Pierce).
[Tnoue cy momohy mydepa (20 mM Tris-HCI, 0,01% w/v BSA, 0,05% v/v Tween 20, 137 mM NaCl,
pH 7,6) pexuapaTiucaHe ¥ HAKOH TOTa ¢ OJUTOHYKJICOTH] 3a KOjH je Be3aH OMOTHH MMOOWIIM30BaH y
cBakoM Oazenunhy. HakoH wuchupama HEBE3aHOT OJIMTOHYKJICOTH/A, W3BEICH j€ EH3UMCKH TeCT.
Peakinona cmema ox 30 pl, koja ce cacrojana ox mydepa (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 125 mM
NaCl, 5 mM DTT, 0,1 ug mL* an6ymuna, 1 mM ATP, pH 7,5), 1,5 U (1 U je xonuunza xymane
toron3omepase |l morpedue na penakcupa 0,5 ug cynepHaBoja IUIa3Muja y CTAHAAPIHO] PEaKIUjH)
xymane JIHK Tomouzomepase Ila, 0,75 pg mnazmuaa pPNO1 u 3 puL pactBopa nHXUOUTOpA KOJU CaTPIKH
10% DMSO u 0,008% Tween 20, Ouia je uakyoupana y Toky 30 munyta Ha Temneparypu ox 37 °C.
Hakown Tora, y peakiony cmemry noaat je TF mydep (50 mM NaOAc, 50 mM NaCl, 50 mM MgCl,,
pH 5,0) kako Ou eH3uMmcka peakiuja Owia okoHuana. Hakon 30 MuHyTa HMHKyOanuje Ha COOHO]
TEMIIepaTypu, Y TOKY KOjux ce (opMHUpa TepIHjapHH KOMILICKC OMOTHH-OJIMTOHYKICOTUA-TUTa3MH]I,
ucnpas je Hesezanu miazmua TF mydepom u nonata je 6oja 'y T10 nmydepy (Diamond 60ja y mydepy
koju ce cactoju o1 10 mM Tris-HCl u 1 mM EDTA, pH 8,0). ®iyopecieniyja je u3mepena momohy
mukpountada (BioTek Synergy H4), npu ekcuutanroHoj TanacHoj QyHHA o1 485 nm U eMHUCHOHO)]
tanacHo] AyxuHu o 537 nm. GraphPad Prism 6 codrtBep je xopuithen na ce uspauyHajy ICsg
BpenHoctu. Kao mosutusHa koHTpoia kopuinhen je erormo3us (ICso =71 uM)[40].
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3.7. EJIeKTPOXeMHjCKO HCTUTHBAK-€ 9-XJI0POAKPUANMHA U HAJaKTHUBHHUjUX AMHHOKHCEJTUHCKUX
JAepuBaTa aKpUANHA

3.7.1. Ipunpema pacTBopa

3a mpumnpeMy OCHOBHHUX €JIEKTpOHMTa paznuuuTux pH BpemHoct, kopumtheHu cy pacTBopu
HaBesenu y nureparypu [93, 161] 3a mocrusame pH Bpeanoctu 2,0 kopumihena je cmemra HCI/KCI, 3a
pH Bpennoctu 3,5; 4,6 u 5,2 kopuuihen je aneratHu mydep (cmerna cupheTHe KUCETHMHE U HATPH]yM-
arerata), 3a mocruzame pH Bpemnoctu 6,2; 7,0 u 8,1 xopumhen je docharuu mydep (cMmerra
JMHATPHUjYM-XHIPOreH ¢ochata W HaTpujymM-guxuaporeH docdara), A0k je 3a moctusame pH
Bpeanoctu 9,0 kopunrhena cmema NH3/NH4Cl. Joncka jaunna cBux mydepa 6mia je 0,1 M. Mepema
pH m3Benena cy momohy mucrpymenta PHM 220 pH meter u xomOuHOBaHe enektpone Radiometer
GK2401B. ITydepu ce uyBajy na remneparypu oa 4 °C [93, 133, 137, 162].

OcHoBHE pacTBop 9-xopoakpuanaa (9CI-A) xonmenrpammje 1,0 x 10> M npunpeman je Ha
cnenehn Haumn: Ha aHanuthukoj Bard (SCALTEC SBC 31) oamepeno je 0,0107 g 9CI-A,
KBaHTHTATUBHO j€ TPEHETO y OJMEpHH CylI M pactBopeHo y 50 mL amcomyrtHor eranona. OCHOBHU
pactBop 9CI-A ce uysa na temneparypu ox 4 °C. Konnenrpauuja 9CI-A koja je xopumihena 3a
SJIEKTPOXEMH]CKA UCIIUTHBAMA, IPUIPEMIbEHA j& Pa30iaXMBak-EM OCHOBHOT pacTBopa ojaroBapajyhum
nydepom [93].

OCHOBHH pacTBOpH HajakTHBHHjX AJIA, 6, 7, 8 1 9, koruenTparmje 1,0 x 107> M npunpemann
Cy oJMepaBameM oroBapajyhnx maca HajakTuBHUjUX AJIA Ha aHAIMTUYKO] Bard U pacTBapameM y
2 mL ancomrytHOT eTanona. OCHOBHH PacTBOPH HajakTUBHUjUX AJIA dyBaHM Cy Ha TEMIIEPATyPH O
4 °C. Kouuenrparuje HajaktuBHujux AJIA koje cy kopuinheHe 3a €leKTPOXEMHjCKa UCIHUTHBAIbA,
MPUIIPEMJbEHE Cy pa30iakUBamk-eM OCHOBHOT pacTBopa oarosapajyhum mydepom [137].

OcHoBHu pactBop asonandane /THK (calf thymus double stranded DNA) npunpemibeH je Ha
cienehy HaYMH: Ha aHATTUTUYKO] Baru, oamepeHo je 36,9 mg JIHK, oamepena xonnuuna JJHK npenera
jé KBaHTUTAaTHUBHO Yy OJAMEpHM cya U pactBopeHa y 250,0 mL ameratHor mydepa
(CH3;COOH/CH3COONa), pH 4,6, joucke jauune 0,1 M. Hakou pactBapama JIHK, m3mepena je
arcopbammmja pactopa (Gp3uHa cHEMama 120 nm min ', o6ract 200-500 nm, uaTepsan 0,5 NM) u
onpelena je konnentparmja JJHK y pactBopy, koja je usnocuia 73,95 pug mL*[93, 133, 137, 162].

3.7.2. llpunpema esexkTpoae

GCE je mpumpemaHa Tako IITO je TIPe CBAaKOT Meperma MOJIMpaHa y TOKY | MHHYyTa CyCIIeH3HjOM
Al;O3 (mmjamerap wectnma 0,05 pm) Ha oxaromapajyhoj moayo3u 3a monupame. HakoH monumpama
eJIeKTpo/ia je ouninheHa moMohy ynTpa3BydHOT BOJEHOT KyNaTHIIa, IPBO Y JIECTUIOBAHO] BOJAU Y TOKY
2 MHHYTa, a HaKOH TOra y arncOoJIyTHOM €TaHoly y ToKy 2 muHyTta. KopumiheHo je ynTpa3By4yHO
kymaruio ,,Iskra® UZ 4R (Sentjernei, CnoBenuja). [To 3aBpmieTky mpurpeme, eIeKTpoaa je HCIpaHa
pEeleCTUIIOBAHOM BOJIOM, M HAaKOH YKJamamka BHIIKAa BOJIE NAalMUPHOM BaToM, KopuinheHa 3a
eNeKTpoxeMujcka Mepema [93, 133, 137, 162].
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3.7.3. Ipunpema /IHK 6uocensopa

Bumecnojuu JIHK Guocensop [93, 133, 137, 162-164] npumpeMibeH je CYKIECHBHUM
HaHouleweM Tpu Kanu pactBopa JIHK. HakoH HaHOmEema CBake Kamu, MOBPIIMHA €JIEKTPOJE CyLICHA
je y atmocdepu azoTa Ha COOHO] TeMriepaTypu. HakoH HaHoOIIEwka U CylIema Tpehe Karu, eJIeKTpoaa je
UCTpaHa JIejOHU30BAaHOM BOJOM Kako OM O0uo enmMuHucaH Bumiak HeBezaHe /IHK um makon Tora je
JIHK 6uocen3op kopuiheH 3a e1eKTpOoXeMHUjCKa UCITUTHBAbA.

V¥ Toky npunpeme JIHK Guocenzopa, Bapupanu Cy pasMduTd MapaMeTpH Kao IITO Cy BpeMe
cymema, BennurHa kanu JIHK, konnentpanuja JIHK u pH, xako 6u 6uo dhopmMupan ceH30p KOju 1aje
cTaOuiaH v MOHOBJHHB CUTHAIL.

Hakon ontumuzoBama ycnopa 3a npurpemy JIHK Ouocenszopa, ucnuruBana je WHTEpaKIiyja
JHK u 9CI-A, xao u IHK u HajaktuBHUjux AJIA, mpu yemy je 3a CBAKHM E€KCIICPUMEHT MPHUIPEMaH
nosu JIHK Ouocenszop.
3a ucniutuBame JJHK GunoceH3opa, kao 1 3a HCIIMTUBAKE UHTEPAKIHje jenumbema ca JIHK, kopunthena

je SWV [81, 91].

3.7.4. IlapameTpu kopumhenu 3a eJieKTPOXeMHjCKa Mepemba

Bostamerpujcka ucnuTuBama U3BEICHA Cy IPUMEHOM HMHCTpyMeHTa pAutolab analyzer (Eco
Chemie, Utrecht, Xonanauja) u codpreepa GPES 4.9. KopumiheHn je TpoeneKTpOAHH CHCTEM KOjH C€
cacToju H3: CJIEKTPOAE OJ CTakjacTor yribeHuka kao paane enekrpone (GCE, d = 3 mm, CH
Instruments, Inc., Austin, TX, CAJl), cpedpo/cpedpo-xnopunae pedepentne enexrpone (Ag/AgCl,
3,00 M KCl) u miaTurcke enektpoje kao momohne (Pt) [93, 133, 137, 162, 165].

HcnutuBame enektpoxemujckor mnoHamama 9CI-A u HajaktuBHHMjux AJIA BpIieHO je
OPUMEHOM TPU BOJITAMETPHjCKE TeXHHKe: nukindHe Bontamerpuje (CV), mudepeHuujamHo myscHe
Bontamerpuje (DPV) u Boaramerpuje mpaBoyraonmx tamaca (SWV) [93, 133, 137, 162, 166]. V
elekTpoxeMujcky henujy y kojy je oamepeHo 9 mL ocHoBHor enektponuta (mydepu paznuautux pH
BpeaHoctH, of 2,0 no 9,0), yBoheH je mHepTHM rac, a3or, y Toky 10 munyra. Hakon 10 munyra,
CHMMJbEH je oAroBapajyhu BolTaMorpaM OCHOBHOTI' €JIEKTPOJIMTA, & HAKOH TOTa j€ Y €JIEKTPOXEMH]jCKY
henujy momata oarosapajyha 3anpemuna ocHOBHOT pactBopa 9CI-A wiu HajakTuBHHjUX AJIA Kako Ou
ce TMOCTUTIIa UCTIUTHBaHa KOHIIeHTpaIuja 2,5 X 10 * M 3a 9CI-A u 2,4 x 10 * M 3a HajakTuBHUje AJIA
[93, 137].

CBa ucIUTHBamba U3BEJEHa Cy Ha cOOHOj Temmeparypu, T 25 °C.

VYcnosu 3a CV ucniutuBame 9CI-A u HajaktuBHIjux AJIA [93, 137] Owu cy:

e nmpomena moreHnujaita: ox 0,0 V ngo +1,6 V y mupexktHom cmepy, a 3atum g0 —1,3 V y
moBpaTHOM cMepy; kao 1 01 0,0 V 10 —1,3 V, a 3atum g0 +1,6 V, 3a 9CI-A;

e mnpomeHa norenuujana: og 0,0 V no +1,5 V, a 3atum Hazax 10 —1,5 V, kaom 01 0,0 V 10 1,5V
a3atum 1o +1,5 V, 3a nHajaktuanje AJIA;

e OpsunHa npomMeHe nmoteHiyjana: ox 0,01 V st 10 0,1V Sfl;

® UHKpeMeHT npoMeHe norenyjana: 0,005 V.
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VYcnosu 3a DPV ucnuruame 9CI-A n HajaktuBanjux AJIA [93, 137] Guu cy:
WHKpeMeHT nmpomeHne notermujana: 0,005 V;

ammuaryna mynca: 0,05V,

Bpeme moxaynarnuje mynca: 0,05 s;

BpeMe Tpajama repuoa myjca noreHnujana: 1 s.

Ycnosu 3a SWV ucnutusame 9CI-A u HajaktuBaujux AJIA [93, 137] 6wu cy:
dbpekBenmyja: 25 Hz;

edexTHBHA Gp3uHa mpomene notenrmjana: 0,025 V s

MHKpEeMEHT npoMene norennujana: 0,001 V;

amruutyaa myica: 0,05 V.

3.8. M3Boheme docking cryauja

Docking crymuje cy usBeneHe npumeHoMm mporpama AutoDock Vina y 3D cTpykTypu cermeHTa
JIHK monekyna rae ce ocTBapyje MHTEpakidja ca aMCAaKpHHOM M TOTCHIMjATHO Ca MCIUTHBAHUM
jenumemnma. 3D crpykrypa cermenta JJHK mMonekyna y kommiekcy ca XxymanoM Tonousomepaszom 113
u amcakpurom (4GOU) [93, 162, 167] mpeysera je u3 6a3e momataka RCSB Protein Data Bank, mpu
yemy Tomou3omepasa I} Huje Omia ox MHTepeca 3a Jajba MCIUTHBAWba, TE€ HUjE y3eTa y 003Hp
npuimkoM u3Bohewa docking cryauja. Hanprane crpykrype cy ontumuszoBane y Chem3D Pro 12.0
nporpamy. CTpyKType LHJBHOT MecTa ¥ Juranaza 3a docking npopauyHe npunpemMibeHe Cy IPUMEHOM
AutoDockTools 1.5.6 (ADT). ITporpam AutoDock Vina kopurihen je kako Ou 3a CBako jeHIbCHE OHO
KkpeupaH (aja ca koHpopmanujama. HampaBieeHa je koopauHaTtHa Mpexka aumensuja 10 x 10 x 10
Tadaka, ca pazmakoM usMehy Tadaxa of 0,375 A u mocraBibeHa je y LEHTPY Mace UCHIMTUBAHOT Jena
monekyna JIHK. ITapamerap koju neduHuIe neTabHOCT MOTpare 3a ONTHMATHOM KOH(MOpMaIijoM
(Exaustivenes) 6uo je moxenien Ha 8. Bamumarja docking cryauje usBpiiena je nmopehemem BezaHor
JWraHfa W3 KpucTamHe pemietke mpumeHoMm docking mporpama (1j. mopehemem mobOujeHe
KOH(opMallrje) ca KpUCTAIHOM CTPYKTYpPOM, a 3aTHUM Hu3pauyHaBakeM RMSD Bpennoctu. PauyHame
RMSD BpenHOCTH BpILICHO je MPUMEHOM padyHapckor mporpama Discovery Studio 4.5 (kana je metona
sanmuaHa, RMSD BpennocT je mama ox 2 A) [145]. TIpumenom nporpama Discovery Studio Visualizer
4.5.0. u3BplIeHa je BU3yenn3alija HHTEPaKIija UCIIUTUBAHUX JeIUHbCHA Ca LIUJbHUM MECTOM.
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4. PE3YJITATU U JTUCKYCHJA
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4.1. OnmTH NOCTYNAK 32 CHHTEe3y AMHHOKHMCEJITMHCKHUX [IepUBaTa aKpUIMHA

AMMHOKHUCENMHCKU JepuBatu akpuanHa (AJIA) cuHTeTHCaHU Cy U3 9-XJIOpOaKpHIUHA TpeMa
NOCTYNKY Koju cy omucanu Lyakhov u capaguuim [40, 44] y3 momudukanuje y muby aoOujamba
oapehenor ecrpa (Caunka 21).

3a cuntesy AJIA xopumihieH je qBOCTENEHH NOCTyHak. Y mpBoj (azu 9-XJIOpOaKpHIHMH Je y
MPUCYCTBY aIKOXOja (MeTaHoJa, €TaHOoJIa MM MPOIaHOJIa) PearoBao ca alKOKCHIOM (METOKCHIOM,
€TOKCHJIOM WJIM TPOIMOKCUIOM) Y3 peduiyke y Toky 2,5 h. ¥V peaknuju HykiIeo(UIHE CYICTUTYIH]E
nobujeH je 9-alKoKcH aKpHWIWH, Ydje W30J0Bamke HUje Omino morpebHo, Beh je y npyroj ¢dasum y
PEaKIMoHy CMeITy JoAaT oAroBapajyhu ecrap aMUHOKUCEIIMHE WM AMUHOKHCEIHNHA, Y3 pediykc jorr
4 h.

PactBOp ankokcuma Ouo je y CKIagy ca CTPYKTypOM €CTpa aMHHOKHCEIWHe, Kako O ce
usberna tpaHcecrepudukanrja. 3a 1obujame AepuBaTa ca METUJ €CTpUMa, KopuilheH je HaTpujyM-
METOKCHJI, 32 JI0OMjame JepuBaTa ca €T eCTprMa KOpUIIheH je HATPUjyM-ETOKCHI, 3a JoOHjame
JiepuBaTa ca IpoIui ecTpuma, KopuiheH je HaTpujyM-niponokcu. OBaj MOCTyIaK je IPUMEHEH jep Cy
IPOU3BO/IM 100WjeHN y BeheM MpHHOCY y 0JJHOCY Ha IMPEKTHY peakinjy u3mel)y aMmHOKHCEenHE U
9-xmopoakpuauna [40].

I Cl
N + XONa + XOH (pedonykc 2,5 h)
N/ X:

— CH,
1 — CH,CH,

— CH,CH,CH,
Il +ECTAP AMMHOKWUCENMHE + XOH (pedhnyke 4 h)

V4

MeTUn ecTpu: L-dpeHunanaHuHa, L-xuctuauHa, 1-metun-L-tpuntodaHa,
8-aMWHOOKTaHCKe KUCenuHe
eTUN ecTpU: y-aMUHOBYTepPHE KUCENUHe, 6-aMUHOXEKCAHCKE KUCENUHE,

3-aMUHOMpPONaHCKe KUCENUHE,

Nponun ecTpu: y-aMUHOBYTEPHE KUCENUHE, B-aMUHOXEKCAHCKE KUCENMUHE,
3-aMUHOMpPONaHCKe KUCENuHe

1 aMMHOKUCenunHa 1-meTun-L-TpuntodpaH

Cinka 21. CunTe3a aMUHOKUCEITMHCKUX ACpHrBaTa akpuanHa
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CuHTeTHCaHa Cy jeIUkbCHha YUjU je O0YHHM JIaHall OUO CIIMYHE TYKHHE Kao KOJI HajJTIOTCHTHH]UX
jenumema Koja cy ayropu Lyakhov u cap. [44] ucnuranu, a To cy jenumema 6, 8 u 9. Takohe,
CUHTETHCAHA Cy jeIMbCHha ca Ay)KUM OOYHHM JIaHIleM U Behowm numnodunHomthy — jeaumemna 5, 7, 10 u
11, ka0 U jenumema Koja CagpKe METWI ecTap apOMAaTUYHUX AMUHOKHCEIMHA WM apoOMaTH4YHY
KHCEIMHY y 00YHOM JIaHIy — jeaumbemna 1, 2, 3 u 4 [40]. [IpunocH jeaumemba MPUKa3aHu Cy y
Tabenn 1.

Tabena 1. [IppuHocu CUHTETUCAHUX AMUHOKHCEIMHCKUX JepuBaTa akpuanHa

Jequmeme ITpunoc
(%)
1 (S)-metun 2-(akpuanH-9-uia-aMUHO)-3-PCHUIIPOIIAHOAT 21
2 (S)-metmn 2-(akpuaun-9-un-amuno)-3-(1H-umugazon-4- 77
WJI)IIPOIIaHOAaT
3 (S)-merun 2-(akpuaun-9-un-amuno)-3-(1-metmn-1H- 31
WH10JT-3-HJT)[TPOITaHOAT
4 (S)-2-(axpuaun-9-un-amuno)-3-(1-metmi-1H-unom-3- 57
WJI)IPOTIAHCKA KUCEJINHA
5 Metwni-8-(akpuanH-9-mi-aMHHO ) OKTaHOAT 38
6 Etun 4-(akpunnH-9-un-aMmuHo)O0yTanoar 36
7 [Tponun 4-(akpuauH-9-un-aMuHO)OyTaHOAT 42
8 Etun 3-(akpunuH-9-un-aMuHO)Ipomnanoar 29
9 [Tponun 3-(akpuauH-9-MII-aMHHO ))[TPONIAHOAT 22
10 ETun 6-(akpuann-9-un-aMuHoO)XeKcaHoaT 33
11 [Tpormn 6-(akpuanH-9-MIT-aMUHO ))XEKCaHOAT 32
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4.2. ®U3MYKO0-XeMHjCKa KapaKTepU3alHja CHHTeTHCAHUX AaMHHOKHCEIUHCKHUX AepuBaTa
aKpuaAnHA

Cunterucann AJIA cy CTpPyKTypHO OKapakTepucaHu ojapehuBameM TemmepaType TOIUbCHA U
OPUMEHOM CIIEKTPOCKOIICKMX MeTona W To: uHpparpseHoMm crekrpockonujom (IR), HykiaeapHoMm
martetHoM pesonanmmjoM (‘H NMR, *C NMR), macerom crekrpockormmjom (MS/MS) 1 MaceHoMm
criekTpoMeTpujoM Brucoke pesoayije (HRMS) [40].

Crpykrype cuntetucannx AJIA npukaszane cy Ha Camuu 22.

COOCH; COOCH, N”/’\ COOCH, COOH
N——cH, N—
CH.
HN \ ’
“ = =
\ \ \

/\/\ COQCH,CHs
HN/\//\\/\/\coocHs N COOCH,GH, HN/\/-\\COOCHzc}'ZCH] HN/\/

/ & 7
N X x
N N N

6

7 8

pog
A
sl

s
[
N
5
COOCH,CHyCHs
““/\/ HN/\\/\\/\CDOCH;CM HN/\\/\\/\COOCHECHchJ

/
N

10 11
Cimka 22. CTpyKType CHHTETHCAaHUX aMUHOKHCEITMHCKUX JiepuBara akpununa [40]

7
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Jenumeme 1, (S)-meTun 2-(akpuanH-9-mi-aMuHO)-3-QEeHUITPOIIAHOAT

Jenumeme 1 je CHHTETHCAHO y CKJIaAy ca OMIITHM IMOCTYNKoMm (omumcaHuM y neny 4.1.), a
KopuitheHn Cy HaTpUjyM-METOKCHJ U XHUAPOXJOpUA MeTuia ectpa L-penunananuna. Peakunona
cMmema je mpeuriiieHa MPUMEHOM MpemnapatuBHe xpomarorpaduje Ha tankom ciojy (TLC), ca
mobmitHOM (hasom ermnanerar:xekcad 4:0,3 (V/V) u xnopodopm:meranon 9:1,6 (V/v). Jobujex je
YKYTH KPUCTAITHU TMpalllaKk HAKOH PEKPUCTAIHM3AIH]je Y JUCTUIICTPY.

IMpunoc: 21%. Temmneparypa tombema: 176,0-179,5 °C. IR (ATR) vimax (Cm_l): 705,0;
789,20; 1209,67; 1470,37; 1587,16; 1739,65; 3236,92; '"H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 8,26
(d, 2H, J = 6,8 Hz, H-4 u H-5), 7,96 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-1 u H-8), 7,71 (t, 2H,J = 7,6 Hz, H-3 u
H-6), 7,39 (t, 2H, J = 8 Hz, H-2 u H-7), 7,20-7,31 (m, 5H, H-4’, H-5’, H-6’, H-7* u H-8"), 5,03 (5,
1H, H-1°), 3,64 (s, 3H, -CH3) 3,40 (d, 2H, H-2"); *C NMR (100 MHz, CDCls)  ppm 172,59;
135,31; 131,44, 129,55, 128,80, 127,64; 124,47; 122,59; 77,34, 77,22, 77,02; 76,70; 70,62; 62,73,
52,63; 40,13. m/z = 357,4 (M" + 1), 206,18; 179,19; 297,26. MS [M + H]+ uspauynaro 3a
Ca3H20N20, = 357,15248; onpeheno = 357,15297

Ha Cankama 23 u 24 npuxazanu cy 'H NMR u *C NMR criexrpu jemmera 1.

16
4.998
3.546

Al e }

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
90 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm
@
g (g (e 8 -
- ol e - @

Cauxka 23. Jemmmeme 1, "H NMR [40]

60



CHANNEL f1
100.6228293 MHz
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T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Cinxa 24. Jeqmmeme 1, °C NMR [40]

Lot |

Jenumeme 2, (S)-metun 2-(akpuaun-9-min-aMuHo)-3-(1H-umunazomn-4-mn)nponanoar

Jemumeme 2 je CHHTETHCAHO y CKJIQJy ca ONIITHM TOCTymKoM (omucaHuMm y geny 4.1.), a
KOpHUIIheHU Cy HAaTPHjyM-METOKCH] U TUXUAPOXIOpUI MeThI ecTpa L-xuctuanna. Peakunona cmemra
je npeuntihena npumenoM npenapatuBae TLC ca MoOmiHOM (hazom xsopodopm:meTanon 9:1,6 (V/V).
JloOujeH je )KyTH KpUCTAIHU MPallak HAaKOH PEeKPUCTAIN3ALH]E Yy AUETHIIETPY.

Mpunoc: 77%. Temneparypa Tombema: 95-97,5 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 750,67; 1168,29;
1205,05; 1473,66; 1636,99; 1738,11; 2872,03. *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 8,25 (d, 4H,
J=8,4 Hz, H-1, H-4, H-5 u H-8), 7,63-7,69 (m, 3H, H-3, H-6 u H-5"), 7,37 (t, 2H, J=7,6 Hz, H-2 u
H-7), 6,95 (s, 1H, H-7"), 5,28 (t, 1H, J=4.4 Hz, H-1"), 3,68 (s, 3H, -CH3), 3,30-3,49 (m, 2H, H-2").
3C NMR (100 MHz, CDCls) & ppm 171,30; 154,80; 143,30; 135,65; 133,00; 124,11; 123,90; 123,36;
114,76; 61,81; 52,98; 30,76. m/z = 347,1 (M" + 1), 205,98; 178,99; 234,96. MS [M + H]+ u3pauynaro
3a CyoH19N4O, = 347,14298; onpeheno = 347,14966.

Ha Camxama 25 u 26 npukasanu cy "H NMR u BC NMR CIIEKTPH jeIUbEHa 2.
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Canka 25. Jeqmmeme 2, 'H NMR [40]
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Cauka 26. Jenumeme 2, °C NMR [40]
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Jenumeme 3, (S)-mernn 2-(akpuanu-9-min-amuno)-3-(1-metmn- LH-un1051-3-11)Ipomnanoar

Jenmumeme 3 CHHTETHCAHO je y CKJIaay ca OMIITUM IMOCTYNKoM (ommcanum y neny 4.1.), a
KopuitheHH Cy HaTpHUjyM-METOKCHJ M XHUAPOXJIOpUA MeTHi ectpa |-mermi-L-tpunrodana.
Peaknmona cmema je mnpeuninmhena mnpumeHoMm mnpenapatuBHe 1LC ca moOumHOM dazom
xmopodopm:meranon 9:1,6 (v/v), a 3arum mobmiHoMm ¢asom ermnanerar:xekcan 4:1 (V/v).
JloOujeH je )KyTu KPHCTAIHU Tpallak HAaKOH PEKPUCTATU3aIje Y TUETUIIETDY.

Mpunoc: 31 %. Temmneparypa Tombema: 55-585 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 738,83;
1205,01; 1441,65; 1470,75; 1525,13; 1557,74; 1737,67. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm
8,12-8,15 (m, 2H, H-1 u H-8), 7,51-7,74 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6 u H-7), 7,33 (d, 1H,
J=8 Hz, H-10"), 7,09-7,15 (m, 3H, H-4’, H-7’, H-8’), 6,95 (t, 1H, J=7,6 Hz, H-9"), 5,02 (s, 1H,
H-1°), 3,64 (s, 3H, -CHs), 3,54 (s, 3H, H-12°), 3,49-3,50 (m, 2H, H-2"). *C NMR (100MHz,
DMSO) 6 ppm 173,12; 136,95; 131,16; 129,00; 127,87; 121,54; 119,01; 118,85; 110,03; 52,41,
32,64. m/z = 410,2 (M + 1), 174,06; 216,04; 144,07. MS [M + H]+ uspauynaro 3a
C25H2402N3 = 410,17903; onpebeHo = 410,18594.

Ha Caukama 27 u 28 npukazanu cy ‘"H NMR BC NMR crekrpu jenumema 3.
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Ciuka 28. Jemumeme 3, °C NMR [40]

Jemumeme 4, (S)-2-(akpuaun-9-min-aMuHo)-3-(1-mMetun-1H-unmom-3-mn)nponaHcka KuceanHa

Jenumeme 4 CHUHTETHCAaHO je y CKJaJly ca ONIITUM MOCTynKoM (omucaHuM y neny 4.1.), a
KopuitheHu cy HaTpujym-MeTokcua u 1-merun-L-tpunrodan. Peakunona cMemia je npeunnrheHna
npumeHoM mpernapatuBHe TLC ca mobumHOM (asom xmopodopm:meranon 9:2 (v/v). obujeH je
HapaHaCTH KPUCTAIHHM Mpallak HAKOH PEKpUCTAIU3allMje Yy pacTBapady KOjU C€ cacTojao H3
xnopodopma 1 Mmetanona y ogrocy 5:5 (VIv).

Mpunoc: 57%. Temneparypa Tombema: 43-46,5 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 737,28; 1271,24;
1370,64; 1529,12; 1586,03; 1634,44; 2850,80; 2920,97. 'H NMR (400 MHz, CD;OD) & ppm
8,01 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-1 u H-8), 7,63 (t, 2H, J = 8 Hz, H-3 u H-6), 7,40 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-4
u H-5), 7,17 (t, 2H, J=7,6 Hz, H-2 u H-7), 6,98 (d, 1H, J=7,6 Hz, H-10"), 6,83-6,92 (m, 2H, H-7’ u
H-8°), 6,68 (s, 1H, H-4), 6,52 (t, 1H, ] = 7,2 Hz, H-9"), 5,28 (s, 1H, H-1"), 3,55-3,59 (m, 2H,
H-2), 3,30 (s, 3H, H-12"). *C NMR (100 MHz, CDsOD) & ppm 156,98; 139,09; 136,58; 134,39;
130,95; 128,17; 127,27; 123,16; 120,96; 118,43; 117,94; 117,69; 112,39; 108,59; 108,53; 64,28,
30,99; 29,34. m/z = 396,1 (M" + 1), 195,05; 144,06; 202,03. MS [M + H]+ uspauynaro 3a
CasH2202N3 = 396,16338; onpeheno = 396,17023.

Ha Cankama 29 u 30 npukazanu cy ‘H NMR n BC NMR CHEKTpH jeTubema 4.
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Cimka 29. Jeqmmeme 4, 'H NMR [40]
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Canka 30. Jenumeme 4, °C NMR [40]
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Jenumeme 5, MeTni-8-(akpuanH-9-1i-aMHHO ) OKTaHOAT

Jenumeme 5 CHHTETHCAHO j€ y CKJIQay ca OIIITHUM NOCTYNKoM (ormucanuMm y aeny 4.1.), a
KOpUIINeHN Cy HATPUjyM-METOKCHJ M XHJPOXJIOPHUJ METHUJ ecTpa 8-aMHHOOKTAaHCKE KHCEIHE.
Peaknmona cmema je mpeummhena npuMmeHoMm mnpernapatuBHe [LC ca moOwiHOM (dazom
xsmopodopm:meranon 9:1,6 (V/v). JloOujeH je *KyTH KpUCTAJIHHU TMpalllak HAKOH PEKpUCTATU3AIHje Y
THETUIICTPY.

Ipunoc: 38%. Temneparypa Tombema: 106,3-109,0 °C. IR (ATR) Vmax (Cm_l): 662,28; 748,69;
1165,98; 1466,81; 1566,82; 1633,69; 1734,35; 2738,24. *H NMR (400 MHz, CDCI;) 6 ppm 8,18 (d,
2H,J =8 Hz, H-4 u H-5), 7,95 (d, 2H, J = 8 Hz, H-1 u H-8), 7,41 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-3 u H-6), 7,17
(t,2H,J =8 Hz, H-2 u H-7), 4.04 (t, 2H, J = 7,6 Hz, 2xH-1"), 3,67 (s, 3H, 3xH-8"), 2,39 (t, 2H,
J=17,2Hz, 2xH-7"), 2,02 (quin, 2H, J = 7,2 Hz, 2xH-6"), 1,55-1,66 (M, 4H, 2xH-2’ u 2xH-3"),
1,38-1,46 (m, 4H, 2xH-4" u 2xH-5"). *C NMR (100 MHz, CDCls) & ppm 174,18; 155,70; 141,16;
132,92; 124,75; 122,80; 121,04, 112,91, 51,48; 48,75; 33,97; 30,55; 28,97, 28,94; 26,76, 24,77.

m/z = 351,2 (M" + 1), 195,03; 150,99; 178,01. MS [M + H]+ m3pauynaro 3a CzH,70,N; = 351,19943;
onpeheno = 351,20621.
Ha Cimxama 31 u 32 npukazanu cy "H NMR u B3C NMR crexrpu jenumema 5.
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Cuauka 31. Jenumeme 5, 'H NMR [40]
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Ciuka 32. Jemumeme 5, °C NMR [40]

Jenumweme 6, etun 4-(akpuauH-9-MI-aMIUHO)0yTaHOAT

Jemumeme 6 CHHTETHCAHO je y CKJIaay ca OIIITUM MOCTynmKoM (omucanum y ngeny 4.1.), a
KopHUIIheH! Cy HATPHjyM-€TOKCUI U XUAPOXJIOPH] €THII ecTpa 4-aMHHOOyTepHE KucenuHe. Peakimona
cMmema mpeynmheHa je nmpuMmeHoMm mpemnapatuBHe TLC ca moOwiHOM ¢a3zoM XJI0pohopM:METaHOI
9:1,6 (v/v). [1o0OujeH je »yTH KPUCTATIHHU MPalIaK HAKOH PEKPUCTATH3AI]e Y THETHICTPY.

Mpunoc: 36%. Temnepartypa Tombema: 148-150,5 °C. IR (ATR) vmax (cm™): 747,07; 1171,20;
1477,01; 1569,49; 1588,35; 1635,85; 1725,72; 2779,74. "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 8,58
(d, 2H, J = 8 Hz, H-4 u H-5), 7,92 (s, 4H, H-1, H-3, H-6 u H-8), 7,52 (d, 2H, J = 6,4, H-2 u H-7), 4,10
(2H, s, 2xH-4), 4,00 (2H, g, J = 7,2 Hz, 2xH-1"), 2,13-2,17 (m, 2H, 2xH-2"), 1,12 (3H, t,J = 6,8,
3xH-5"). *C NMR (100MHz, DMSO), & ppm 172,98; 157,40; 140,78; 134,90; 126,36; 123,57
119,57; 113,25; 60,43; 31,45; 31,18; 24,90; 14,49. m/z = 309,1 (M + 1), 87,10; 195,02; 281,01. MS
[M + H]+ uspauynaro 3a C19H»10,N, = 309,15248; onpeheno = 309,15955.

Ha Canxama 33 u 34 npukazanu cy "H NMR u BC NMR CIIEKTPH jeIUbema 0.
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Cunka 34. Jenumeme 6, °C NMR [40]

68

15.00 usec

13.00000000 W

400.1300000 MEz

EM

0.

o
a

=)



Jenumeme 7, mponui 4-(akpuauH-9-miI-aMuHO))0yTaHOAT

Jenumeme 7 CHHTETHCAHO je y CKJIaAy ca OMIITHM IMOCTyNKoMm (ommcaHuM y aeny 4.1.), a
KopuitheH ¢y HaTpUjyM-TIPONOKCH] M XHIPOXJIOPHI MPOMHI ecTpa 4-aMUHOOYTEpHE KUCEIUHE.
Peaknmona cmema je mnpeunhena npumeHoMm mnpemnapatuBHe TLC ca MoOwimHOM (azom
erwianerar:xekcan 4:1 (V/V) a 3arum moOmiHOM dazom xsopodopm:meranon 9:1 (v/v). odujen
j€ )KYTH KPUCTAIHU Tpallak HAaKOH PEKPUCTATU3AIH]E Y TUSTUIICTDY.

Mpunoc: 42%. Temneparypa Tombema: 156,5-159,8 °C. IR (ATR) Vmax (Cm_l): 664,40;
745,42; 939,82; 1172,32; 1467,45; 1588,44; 1635,45; 1730,53; 2778,87. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm 8,28 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-4 u H-5), 8,09 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-1 u H-8), 7,49
(t, 2H, J = 7,2 Hz, H-3 u H-6), 7,21-7,25 (m, 2H, H-2 u H-7), 4,22 (t, 2H, J = 6,8 Hz, 2xH-4"),
4,11 (t, 2H, J = 6,8 Hz, 2xH-1°), 2,73 (t, 2H, J = 6,4 Hz, 2xH-3"), 2,36 (quin, 2H, J = 6,4 Hz,
2xH-2%), 1,63-1,70 (m, 2H, 2xH-5"), 0,95 (t, 3H, J = 7,2 Hz, 3xH-6"). *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm 174,15; 133,70; 124,89; 123,13; 119,98; 112,30; 66,83; 48,72; 32,00; 24,87; 21,94;
10,37. m/z =323,2 (M" + 1), 87,11; 195,07; 281,11. MS [M + H]+ u3pauynaro 3a
C20H2302N2 = 323,16813; onpebeHo = 323,17508.

Ha Caukama 35 u 36 npukazanu cy 'H NMR BC NMR crekrpu jenumema 7.
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Canka 35. Jemumeme 7, "H NMR [40]

315 _

69



(A AR AN

T T T T T T T FE
200 180 160 140 120 100 a0 &0 40 20 Ppm

Cauka 36. Jenumeme 7, °C NMR [40]

Jenqumeme 8, etnn 3-(akpuanH-9-MI-aMHUHO)TPONIAHOAT

Jenumeme 8 cMHTETHCAHO je y CKIaay ca OMNIITHUM IOCTYyNKOM (omucanuMm y aeny 4.1.), a
KopuIINeHH Cy HATPUjyM-€TOKCHJ W XMJPOXJIOpUJ eTus ectpa [-anaHuHa Peakimona cmemia
npeunitheHa je npumeHoMm mnpenapatuBHe TLC ca moGmwiHoMm (a3om xiopodopm:eranon 9:1,6
(v/v). loOujeH je ®yTHu KpUCTATHH Npalllak HAKOH PEKPUCTANIN3AIH]E Y JUCTHIICTPY.

IMpunoc: 29%. Temmneparypa tombema: 29,7-325 °C. IR (ATR) vVmax (Cm_l): 741,88:;
1019,40; 1186,82; 1514,04; 1725,16; 3317,52. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 8,16 (d, 2H,
J=8,4 Hz, H-4 u H-5), 8,08 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-1 u H-8), 7,63 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-3 u H-6),
7,36 (t, 2H,J = 7,2 Hz, H-2 u H-7), 4,21 (q, 2H, J = 7,2 Hz, H-3"), 4,11 (t, 2H, J = 6 Hz, H-1"),
2,81 (t, 2H, J = 6 Hz, H-2"), 1,27 (t, 3H, J = 7,2 Hz, H-4"). *C NMR (100 MHz, CDCls)  ppm
172,44; 152,50; 146,88; 130,97, 127,07; 123,61; 123,34, 116,76, 61,14, 45,89; 34,90; 14,17.

m/z = 295,2 (M* + 1), 207,07; 206,06; 267,08. MS [M + H]+ U3pavyHaTo 3a
Ci18H1902N, = 295,13683; onpeheno = 295,14413.
Ha Caukama 37 u 38 npukazanu cy ‘H NMR n BC NMR CIEKTpH jeTubema 8.
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Jenumeme 9, mponuin 3-(akpuauH-9-MIT-aMUHO )ITPOTIAHOAT

Jenumeme 9 cuUHTETHCAHO je Yy CKJIaay ca OINIITHM NOCTYNmKoM (omucanuMm y aeny 4.1.), a
KOpHUIINEHN Cy HATPHjyM-TIPOMIOKCUA U XHIPOXJIOPUJ MPONHI ecTpa P-ananmHa. Peaknmona cmerna
npeuninhena je mpumeHoMm mnpernapatuBHe 1LC ca moOommHOM (azom xmopodopm:npomnanon 9:1,6
(V/v). loOujeH je sxyTH KPUCTAIHHU Tpalliak HAKOH PEKPUCTATU3AIN]C Y TUCTUIICTPY.

Mpunoc: 22%. Temmeparypa Tombema: 33-35,5 °C. IR (ATR) vmax (cm™Y): 742,56; 753,98;
1139,08; 1183,86; 1512,75; 1562,24; 1723,97; 3311,60. 'H NMR (400 MHz, CDCls)  ppm 8,14
(d, 2H, J = 8,8 Hz, H-4 u H-5), 8,09 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-1 u H-8), 7,66 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-3 u H-6),
7,38 (t, 2H, J =7,2 Hz, H-2 u H-7), 4,06-4,14 (m, 4H, 2xH-1" u 2xH-3"), 2,77 (t, 2H, J = 6 Hz,
2xH-2%), 1,64-1,69 (m, 2H, 2xH-4"), 0,94 (t, 3H, J = 7,2 Hz, 3xH-5"). *C NMR (100 MHz, CDCl5)
o ppm 172,71; 151,97, 130,63; 127,97; 123,67; 123,09; 117,23; 66,75; 46,02; 34,90; 21,92; 10,35.
m/z = 309,2 (M" + 1), 207,06; 267,08; 179,07. MS [M + H]+ m3pauynaro 3a C19H,10,N; = 309,15248;
onpeheno = 309,15948.

Ha Cankama 39 u 40 npukazanu cy 'H NMR u °C NMR CIEKTPH JeTUbeHha 9.
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Canka 39. Jemumeme 9, "H NMR [40]
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Cuuka 40. Jenumeme 9, °C NMR [40]

Jenumeme 10, eTrn 6-(akpuanuH-9-1I-aMUHO )XEKCAaHOAT

Jenumeme 10 cuHTETHCAHO je y CKIaAy ca ONIITHM IOCTYNKOM (omucaHum y naemy 4.1.), a
KopumiheHN Cy HaTpUjyM-€TOKCHJI W XHIPOXJOPHI eTHJI ecTpa 6-aMHMHOXEKCAHCKE KHCEIHE.
Peakiimona cmema npeunnrhena je npuMeHoM npenapatuBHe TLC ca mobuiHoM (azoMm xsopodopm u
metanon 9:1,6 (V/v). JloOujeH je »yTH KpUCTaTHH Tpalllak HAKOH PEKPHCTATU3AIHje Y TUSTUIICTPY .

Mpunoc: 33%. Temneparypa Tombemwa: 169,5-172,0 °C. IR (ATR) vmax (Cm_l): 663,28; 751,97;
836,63; 868,97; 1173,36; 1468,92; 1529,01; 1566,20; 1587,08; 1634,41; 1723,38; 2804,29. '"H NMR
(400 MHz, DMSO-d6) 6 ppm 8,59 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-4 u H-5), 7,93-7,99 (m, 4H, H-1, H-3, H-6 u
H-8), 7,53 (t, 2H, J = 6,8 Hz, H-2 u H-7), 3,99-4,09 (m, 4H, 2xH-1" u 2xH-6"), 2,29 (t, 2H, J = 7,2 Hz,
2xH-5%), 1,89-1,92 (m, 2H, 2xH-4’), 1,56-1,59 (m, 2H, 2xH-2’), 1,30-1,45 (m, 2H, 2xH-3"), 1,14
(t, 3H, J = 7,2 Hz, 3xH-7"). °C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & ppm 173,21; 157,76; 135,26; 126,49;
123,71; 119,18; 60,13; 49,13; 33,77; 29,01; 26,10; 24,49; 14,57. m/z = 337,2 (M" + 1), 195,06; 309,16;
69,26. MS [M + H]+ uspauynaro 3a C,1H50,N, = 337,18378; oapeheno = 337,19083.

Ha Caukama 41 u 42 npukasamu cy 'H NMR u BC NMR CIEKTpH jenumema 10.
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Ciamka 41. Jemumeme 10, 'H NMR [40]
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Jenumeme 11, mponmn 6-(akpuanH-9-Ua-aMUHO )XEKCaHOAT

Jenmumeme 11 cuHTETHCAHO je Y CKIIaay ca OIMIITHM IMOCTYNKOM (onucanum y aemy 4.1.), a
KopumtheHr Cy HaTpHjyM-TIPONOKCHI M XHUJPOXJOPHUJ TMPOMMI ecTpa 6-aMHHOXEKCAHCKE
kucenuHe. Peaknmona cmerna je npeunmheHna npumeHom npenaparuie TLC ca moomiHOM (hazom
etwinanerar:xekcan 4:1 (v/v) a 3atum MmoOmitHOM (azom xiopodopm:meranon 9:1,6 (v/v). Jobujen
j€ )KYTH KPUCTAIHU Tpallak HAaKOH PEKPUCTATU3AIH]E Y TUSTUIICTDY.

Mpunoc: 32%. Temneparypa Tombemwa: 145,7-149.3 °C. IR (ATR) Vmax (Cm_l): 662,50;
765,32; 1177,03; 1272,97; 1333,36; 1469,40; 1587,02; 1633,56; 1720,98; 2850,50. ‘H NMR
(400 MHz, DMSO-d6) 6 ppm 8,55 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-4 u H-5), 7,91-7,92 (m, 4H, H-1, H-3,
H-6 u H-8), 7,50 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-2 u H-7), 4,04 (t, 2H, J = 6,8 Hz, 2xH-6"), 3,93 (t, 2H,
J=6,4 Hz, 2xH-1"), 2,30 (t, 2H, J = 7,2 Hz, 2xH-5"), 1,87-1,90 (m, 2H, 2xH-4"), 1,51-1,59
(m, 4H, 2xH-2’ u 2xH-7), 1,37-1,41 (m, 2H, 2xH-3"), 0,84 (t, 3H, J = 7,2 Hz, 3xH-8). ®*C NMR
(100 MHz, DMSO-d6) 6 ppm 173,28; 134,60; 126,35; 123,46; 120,11; 65,61; 49,36; 33,80;
29,30; 26,16; 24,56; 21,98; 10,69. m/z = 351,2 (M" + 1), 195,00; 309,03; 69,26. MS [M + H]+
u3pauyHato 3a CooHp70,N;, = 351,19943; onpeheno = 351,20612.

Ha Cankama 43 u 44 npuxazanu cy ‘H NMR n BC NMR crekrpu jenumema 11.

H__' |_J‘l

T T T T T T T T

9 8 7 & 5 4 3 2 1 0 ppm
ML AN L)}
\ (o (8 G

ol |~

Canka 43. Jemumeme 11, 'H NMR [40]
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Canxa 44. Jeqmmeme 11, °C NMR [40]

4.2.1. HPLC ananu3a aMMHOKHMCEJIMHCKHUX I€PUBATa AaKPHIHHA

3a ucnuTHBame 4HMcTOhe CHMHTETHCAHUX jenumema kopumrheHa je HPLC mertoma mpema ycrnoBuma
ormmcanuM y geny 3.3.3. Xpomarorpamu y3opaka npukazanu cy Ha Camkama 45-48 3a jenumema 1-11
[40]. Yucroha cunTeTHCAHUX jequbeHba prkaszana je y Tadenn 2.
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Cuanka 45. HPLC xpomarorpamu — jenumersa 1, 2 u 3 (265 nm) [40]
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DAD1 E, Sig=265,16 Ref=380,100 (AKR\AKRIDINIO00028.D)
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Cauka 46. HPLC xpomarorpamu — jeaumema 4, 5 u 6 (265 nm) [40]
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DADT €, $ig=205.16 Re=360,100 (AKRVAKRIDINIO000 18.D)
] 1 Ll I
8 10 12 14 mi
=
A &
$ > g W
T T T L T bad 4 T
0 2 4 8 10 12 14 min
DAD1 E, Sig=265,18 Re=360,100 (AKR\AKRIDINIOO00 15.D)
mAU
w -
w -
m -
20 -
o
N
o & & o
2 g .F € .Y
T o & 3]
204 L oqf' .q-',\". . '\!
1 1 | 1 1 L]
0 2 4 8 10 12 14 min

Canka 47. HPLC xpomarorpamu — jenumerma 7, 8 u 9 (265 nm) [40]
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DAD1 E, 5ig=265,16 Ret=360,100 (AKRAKRIDINIO00021.0)
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Camka 48. HPLC xpomatorpamu — jenumerma 10 u 11 (265 nm) [40]

Ta6esa 2. Yucroha cuHTeTHCAHUX aMUHOKHCEIMHCKHX JepUBaTa aKpUIMHA
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4.2.2. In silico eBajyauuja ¢papmMakokHHeTHYKHX cBojcTaBa u druglikeness mpomena

SwissADME BeO-cajt [168] mpumemeH je ca LW/bEM HCIHTHBama (HapMaKOKHHETHUKUX
KapaKTepUCTHKa (arcopiiiyja, IucTpudyiuja, merabonusam u enumuHanuja, AJIME ) u druglikeness
nporeny (Tadena 3). 3a jenumema 6, 7, 8 , 9 1 aMcakpuH ucnuTaHa cy papMaKOKHHETHYKA CBOjCTBA
Kao IITO Cy: TaCTPOMHTECTHHAIHA arcopIIyja, MePMEadMIIHOCT KpO3 KPBHO-MOXIaHy Oapwujepy,
nepMeabrITHOCT Kpo3 KOoXy (koedunujeHt nepmeabuinnoctu, LogKp), momioxnoct tpancnopry I1-
rinukonporenHoM (P-gp) u norennumjan uaxuouimje ensuma CYPLA2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2DS6,
CYP3A4. Druglikeness je npouewen npumenom cienchux npaswna: Jlununcku (Lipinski’s) [169],
I'ozoBa (Ghose’s) [170], Bebeposa (Veber’s) [171], Eranosa (Egan’s) [172] u MyereoBa (Muegge'’s)
[173]. Cxop O6uopacnonoxuBocTu Takohe je kopuirhen kako 6u 6o npouemen druglikeness [174].

3a cBa jenumbeHa MOKa3aHo je Ja UMajy BUCOKY TaCTPOMHTECTUHAIIHY arCopIHjy. 3a pas3inuKy
Ol aMCaKpuHa, CHUHTETHCaHa jemumema 6, 7, 8, 9 mpema wucrnuTHBamY (HapMaKOKHHETHIKUX
KapaKTepUCTHUKA MOTY MpohH KPBHO-MOXKIaHy Oapujepy, HUCY cyrncTpary 3a [I-rIMKonpoTenH, mTo ux
YMHU JOOPUM KaHIUIaTHMa 3a Tepalujy Meractasa Ha mosry [175].

Jemumemwa 6, 7, 8 u 9 3a70BOJbABAjy HaBelIEHA IMpaBHJIA, A CE MOXE OUYCKWBATH HHUXOBA
nmoTeHIMjajHa Orostolika aktusHocT [40].

81



Ta6exaa 3. In silico eBanyaruja papmakoknHeTHUKHUX cBojcTtaBa u druglikeness mporena amcakpuHa u
jenumema 6, 7, 8 u 9 [40]

| jenumeme |
DapMaKOKUHETHYKA
CBOjCTBa U 6 ! 8 9 aMCaKpUuH
druglikeness
I'acTpounTecTHHAIHA BHCOKaA BHCOKaA BHCOKaA BHCOKaA BHCOKa
ancopnmuja
IIpona3ak kpo3 na na na na HE
KPBHO-MOXKIAHY
Oapujepy
LogKp —5,30 5,01 -5,15 —4,79 —5,85
(mepMeadMJIHOCT
KPoO3 KOKY, CmM/S)
Cynctpar 3a II- HE HE HE HE HE
IJIMKONPOTEHH
CYP1A2 unxuourop Ja Ja Ja Ja na
CYP2C19 unxudurop Ja Ja Ja na na
CYP2C9 unxuburop na Ja na na na
CYP2D6 unxuourop Ja Ja Ja Ja na
CYP3A4 unxuburtop na Ja Ja na na
JIMnMHCKY MpaBUJia na Ja na Ja na
I'o30Ba npaBuIa na Ja na Ja na
BeGepoBa npaBuiia na Ja na na na
EranoBa npaBuia na Ja na Ja na
MyereoBa npaBuJja Ja Ja Ja na na
Ckop 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
0MOpPAacCHoJI0KUBOCTH
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4.3. In Vitro aHTHTYMOPCKA AKTHBHOCT AMHHOKHCEJTMHCKHX J€PUBATA AKPUINHA

In vitro antukannepcka aktuBHOCT AJIA ucnuTuBana je nmpumeHoM MTT Tecra [150]. Vruiaj
AJIA Ha mpexuBspaBame henuja xymane manuriHe hemujcke nuamje K562 (XpoHMuHa MUjelouHA
neykemuja) u A549 (kapuuHoMm enutenHux henuja mnyha/henujcke nuHuje ageHokapimuoma miyha) u
Ha HopMmaintHe henwje mumuionane henmjcke nmuauje MRCS (deramau mnyhaun dubpobdiactu) ynopehen
je ca yTuIajeM aMCakpHHa — aHHJIMHOAKPHAWHA Ca IMO3HATOM aHTHICYKeMHjCKOM akTuBHOIIhy [33].
hemuje cy Tperupane MuKpoMoiapHuM KoinmunHama AJIA w HakoH 72 h wucnuTtHBaHO je
npexuBibaBame, Tj. oapehena je 1Cso Bpeanoct [150]. 1Cso Bpeanoct (Tabena 4) je nedpunucana xKao
KOHIIEHTpallMja areHca Koja JOBOJU 10 cMamema penykiuje MTT-a 3a 50% y nopehemy ca hennjama
Koje cy Tperupane aumerun cyiadokcuaom (DMSO), Tj. kao KoHIEHTpaija areHca koja 3a 50%
naxubupa hemmjcky BujabmimHOCT y omHocy Ha hemuje koje cy tperupane DMSO pactopom
(koHTpOda). Jengumema 6, 7, 8 u 9 cy HajnoTreHTHUjU nHXHOUTOpH y MTT Tecty Tj. HajakTuBHUjU AJIA
ca ICsp Bpegaoctuma ucnos 20 pM, 1mITo je ynopeauBo Wi HUKE Y OJTHOCY Ha aMCaKpHH. Jemnmema 8
u 9 6una cy mocebno epukacua Ha hemmje A549 (ICso = 6uM) (Camka 49). OBo je o mocebHe
BaXHOCTH, ¢ O003MpPOM Ja ce aMCakpWH HE MOXKE KOPHUCTUTH y Tepanuju KaHuepa Iuiyha yciex
HeoaroBapajyhe aHTUTYMOpCKe akTUBHOCTH [176].

Ta6ena 4. ICsp BpenHoCTH 3a aMCakpHH U jenuibera 1-11 [40]

K562 A549 MRC5

Jennmeme 1Cs0 (uM)

aMCaKkpuH 13,8+ 8,0 222+28 154+ 2,6
1 406 +2,1 25,7+4)9 476+4,4
2 46,1 +2,0 34,3+9,2 65,1 +11,2
3 46,6 + 3,7 29516 56,1 £ 9,6
4 424+14 341+1,0 46,95 +14,3
5 629+118 626=x1,1 49,8 £6,5
6 11,2+0,4 95+0,9 15,8 + 3,2
7 21,854 19,3+£4,0 169+1,7
8 19,2124 6,15+ 0,6 121+1,6
9 16,4 £2,5 6,3+0,2 11,6 £1,3
10 345+48 36,3+2,0 251+3,2
11 75,080 72,4+18 58,8 £9,1
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Cauka 49. Cmamewe BujabunmHoctn hemmja A549, K562 n MRC5 HakoH mpuMeHe aMcakpuHa,
jenumema 6, 7, 8 u 9 y Toxy 72 h [40]
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Anammza aktuBHOcTH Ha MRC5, mokasana je na cy AJIA TokcnuHU U mpema oBoj hemmjckoj
nuanju, amu npu Hemrto Behum ICsp. Kako mpumena siekoBa mojapa3ymeBa pa3zmaTpame OOHOCA
KOPUCTH U PHU3HKA, 3 MHOTH JIEKOBU C€ KOPHCTE YIPKOC TOKCHUYHMM e(peKTUMa (HIp. aMCaKpHH KOjU
nako epHKacaH MPOTUB HEKHUX THIIOBA TyMOpa, CMamyje Opoj Oenmx KpBHHX 3pHara) [176, 177],
TOKCHYHOCT HajakTUBHMjUX AJIA wHcIUTHBaHA jé HA HECTUMYJIHUCAHUM XyMaHUM JICYKOLUTHUMA.
JleykonuTy npunpeMIbeHH U3 XyMaHe KPBH TPETUPAHU Cy pacTyhrM KOHIICHTpaljaMa HajaKTHBHH]HX
AJlA, a pesynrtatu cy nopeheHu ca aMCakpuHOM. AHalIK3a aKTUBHOCTH M3BplIeHa je mpumeHoM MTT
tecta, HakoH 24 h u 72 h unky6anuje (Cauka 50) [40].

:
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Cauka 50. Cmameme BIjaOMITHOCTH XyMaHUX JICYKOLIMTa HAKOH PUMEHE aMCaKpuHa U jeimbema 0,
7,8u9 ytoky 24 u 72 h [40]

Kako ce HecTUMyNIMCaHM JIEYKOLUUTH He Jene y heaujckoj KyaTypH, CMambemhe BUjaOUIHOCTH Y
oBoM MTT TtecTy je oapa3 HLMTOTOKCHYHOCTHU jequmema. [0k je aMcakpuH moOKa3ao JO3HO- U
BPEMEHCKO-3aBHCHY TOKCHYHOCT, HajakTUBHHjU AJIA HHUCY MOKa3aiM TOKCHUYHOCT Ha HCIUTHBAHUM
neykorutuMa. [locebHo, jequmema 8 u 9 ca moBehameM KOHIICHTpAIM]e HUCY JOBEIA 0 CMambemha
NPOIIeHTa NpeKuBIbaBama henuja. Y3enmu y 003up 1Cso BpeqHOCTH 32 OBa JIBa jeINbEHa, KOje Cy 32
hemujcky muanjy A549 Oune HajHIKE Y 0OTHOCY Ha octaiie AJ[A 1 aMcakpuH, MOXKE C€ MPETIOCTABUTH
na OM oBa jequbeba Oria HajOOJbM KaHIMAATH 32 Pa3B0j aHTUTYMOPCKHX JIEKOBA.

[{uToTOKCHYHOCT 3a HAJNIOTEHTHHU]ja jequmbema 6, 7, 8 u 9 Takohe je morBplheHa KIOHOTEHUM
ecejoM Ha henujckoj muuuju A549. Jequmema npumemeHa y konueHtpanuju 1Csg (koja je onpehena
MTT Tectom) moBena cy 10 CMamemkha pacTta KoioHHuja Buiie o1 95% y nopehemwy ca henmjama koje cy
Tpertupane numetuicyndokcuaom (koutpoina) (Canka5l) [40].
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Cauka 51. Pesynraru kioHoreHor eceja 10 mana Hakon u3narama A549 henmja jenumemnma 6, 7, 8 u
9 (A) u kBaHTH(HUKAIHM]ja pacTa KOJIOHH]ja U3 [Ba He3aBHcHa ekcriepumenTa (b) [40]

[Tokazano je ma cy jenumema 6-10 ca nuueapuum anudpaTuyHuM OOYHHMM JIAHIIUMA TOKa3aia
n00py aKTHUBHOCT, JIOK Cy jenumema 5 u 11 mokaszama crmaly akTHBHOCT, IITO MOXKE JTOBECTH 10
3aKJbydKa Ja MPEBUINE JYr OOYHM HU3 yTUYE HENOBOJBHO Ha (PapMaKOKHMHETHYKAa CBOjCTBA W,
MOCJICAMYHO, HETTOBOJHHO YTUYE Ha aHTHNpospepaTuBHy akTUBHOCT. OBH MMOJANN y CKIAAy Cy U ca
nojanuma Koje cy npukasanu ayropu Lyakhov u capagauim [44] 3a CTpYKTYPHO CIIMYHA jeHbCIbA.

4.3.1. Anaau3a pa3za heamjckor nukiIyca

MTT tectom yTtBpheHO je ma cy jenumema 6, 7, 8 U 9 HajaKTUBHUJU aMUHOKHCEIUHCKU
JepuBaTH akpuauHa, Ha henujckum nuHujama A549 um K562. Kako O6u nerasbHuje OMO MCIUTaH
MEeXaHM3aM JI€jCTBAa OBHUX JeAMICHA, JellaH O] M3BEJECHUX TECTOBAa OMO je M HCIUTUBAKE YTHIAja
HajakTUBHUjUX AJIA Ha oaBujame hemujckor mukiyca. KoHTponHe Tauke y henamjckoM IUKITyCy
NPEeJCTaB/bajy MEXaHH3Me KOjH CIyXe 3a mpoBepy npumpema hemuje 3a neo0y [178]. IMocroje y G1
¢a3u 1a 6u ce obaBHIa KOHTPOJIAa KBaUTeTa npe ynacka y S dasy (G1/S) u y xacHoj G2 dazu (G2/M)
npe oTnounmame Mutoze. OBU MexaHU3MH, YKOJIUKO nohe mo omrehema JIHK, mory na 3aycrase
henujckn nukayc kako 6u mouwto po mompaske JIHK [179]. Vrtuuaj najaktuBHujux AJIA Ha dase
henujckor mukiyca ucnuTad je Ha henujckoj muanju A549, ¢ 063upom fa je oa henujcka nuHMja Oma
oceTJbHBHja Ha HajakTuBHUje AJIA y 0JHOCY Ha aMCaKpHH.

Ananmu3za (Qaza hemujckor IMKIIyca W3BpIIEHA j€ TMPUMEHOM TMPOTOYHE IMTOMETPH]E,
kopumthemeM ¢uryopeclieHTHe 00je MpONUAMjyM-jouaa y TpH He3aBUCHa ekcrnepuMmeHTta. Kako je
caapxkaj] JHK pasmuuur y pasnmuuutuMm (azama henujckor HuKIyca, a MPOMHANJYM-JOAUT CE
KBaHTUTaTUBHO Be3yje 3a JIHK u HakoH o3paumBama cBeriouhy onpehene enepruje ¢yopecuupa,
npahemeM uHTEH3UTETA (ayopecuenije 6mno je moryhe oapeautu caapxkaj JJHK [180]. henwuje
henujcke nuauje A549 uznoxene cy HajakTuBHHjUM AJIA (ICso Bpennoctu nodujene MTT tectom) u
amcakpuny y Toky 24 h u 48 h. Hakon wunky6amuje, campxaj IHK oxpehen je mpoTounom
LUTOMETPHUjOM, TPUKa3aH Kao XUCTorpam (QpekBeHIuje u oxapeheH je mporeHar henuja y riaBHUM
dazama henujckor nukiayca (Cauke 52 u 53) [180, 181]. Kao mTo je u mokazaHo paHuje y JIUTepaTypu
[182], amcakpuH je noBeo 10 3actoja y S dasu (Hakon 24 h, Cauka 52) u nocienvHe arnonTose, mTo
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je nerekroBaHo kao mopact y cy0 Gl ¢a3u makon 48 h (kacHe amomroTnuke henuje ca
dparmentupanom JTHK (Cauxa 53) [183].

3a jenumema 6 1 8 HUje youeH 3HauajaH yTuiaj Ha hemujcku nukiyc, HakoH 24 h u 48 h.

3a jenumee 7 ce Ha XUCTOTpaMy MOXKeE YOuuTH J1a je Behu mporeHat henuja akyMynupaHux y
G2/M ¢a3u (mnaBa 6oja Ha Camkama 52 u 53) y onHocy Ha KoHTpody. be3 Tpermana (koHTpona) 9%
henuja 6uso je y G2/M ¢asu nakon 24 h, a 11% nakon 48 h. Hakon u3narama henuja jenumemy 7,
18% henuja 6mio je y G2/M dasu nakon 24 h, a 29% nakon 48 h. Mako mamme n3pakeH, caudaH TPEH.T
YOU€H je ¥ MPUIMKOM u3narama henuja jenumeny 9: 12% henuja 6uo je y G2/M ¢dasu Hakon 24 h, a
19% naxon 48 h [40].
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Cauka 52. Anammsa ¢asza henujckor nmkiyca henuja henmujcke nuamje A549 koje cy Tperupane
aMCaKpUHOM | jefniberbuMma 6, 7, 8 u 9 y Toky 24 h [40]
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Cauka 53. Anaimmsa ¢asza hemujckor mmkiyca hemmja henmujcke muamje A549 koje cy Tperupane
aMCaKpUHOM H jenmemuMa 6, 7, 8 u 9 y Toky 48 h [40]

Ha ocHOBY OBOT TecTa MOXe ce 3aKJbYUUTH Ja jeArmbemba 7 1 9 TOBOJE 10 CMamkemha helujcKor
MIPESKMBJbaBahba BEPOBATHO YCIed HM3a3uBama 3acroja hemwjckor nmukinyca y G2/M dasu. [obujenun
pe3ynTaTd y CKJaay cy ca MojalnuMa JOCTYHHM Yy JUTepaTypu, rne ce HaBoau na je G2/M
3ayCTaBJhakhb€ YOUCHO 3a aKpUAMHE WIM JAPYre Kiace jeAumema Koja JeNyjy WIM Kao OTPOBHU
TOTIOU30Mepa3e UM UHXHOUTOPU TOMOU30Mepa3e KOju MOTy OOyXBaTUTH U JAPYyre IUJbHE MOJIEKYIe U
mexanu3me [40, 184-189].
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4.3.2. Anaau3a heaujcke cMpTH

VYrunaj HajaktuBHUjuX AJIA Ha THm henmujcke CMPTH HWCIUTAaH je€ TPUMEHOM IPOTOYHE
muromerpuje (Comka 54, penpesentaruBHu rpaduim). Annexin V-FITC/uponuaujym-jonua cert
kopuniheH je 3a 6ojeme henmnja A549 henujcke nuHUjE, KOje cy Omie u3noxeHe HajakTuBHUjUM AJIA y
Toky 24 h u 48 h. Konuenrpauuja HajaktuBHHjuX AJIA KOju cy KopuinheHH y OBOM TecTy Ouia je
npetxoaHo oapehena MTT Tectom, kao 1Cso BpeaHoCT.

Kako je amomnTo3a mpoliec KOju je y OJHOCY Ha HEKpPO3y TMOXKeJbaH, jep He JOBOAH 10
nH(]IIaMaTopHe peakiyje, OBUM TECTOM MOTyhe je IPOIICHUTH KOja jeIubelha O MOTJIa MPeICTaBJhbaTH
no0pe KaHAWaaTe 3a aHTUTYMOPCKE JIEKOBE, a TO CY jeAMICHA KOJ KOJHX je IMPOIEeC aromnTo3e
BEpOBATHHU]H KA0 Y3pOK helmjcke CMpTH.

VY nopehemy ca amcakpuHOM, TpolieHaT henmja Ko KOjux je JONUIO 10 amomTose (One-way
ANOVA) 3nauajuo je Behum HakoH m3narama henuja HajakTUBHUjUM AJIA, mpu uyemy je edekar
jenumema 6 u 7 ymopenus ca amcakpuHoMm (Caumka 55). Kako je y tecty ananuse ¢asa henujckor
LUKITyCa 32 je[IbCe 6 MOoKa3aHo a He yTuue Ha (ase henujckor nukiyca Hu HakoH 24 h (Comka 55)
Hu HakoH 48 h (Cauka 56), MoXxe ce 3aK/byduTH Ja j¢ HajBaXKHUJU Y3POK CMarmbeiha MPEeKUBbaBarbha
henuja 3a 0BO jeUI-EHE MHAYKIM]A allONTO3E.

Jemumema 8 u 9 Takohe MHIYKY]y armonTo3y, ajld y Mamkb0j MEPU Y OJHOCY Ha OCTaJIa jeIHbCHA.
VY3umajyhu y 003up KOHIEHTpaluje jeUbEmna, KOje Cy y OJHOCY Ha aMCakpUH CKOPO YETHUpPHU IIyTa
Mame (aMmcakpuH — 22 uM, jenumemne 8 — 6 UM, jenumemne 9 — 6 uM), Kao U MPETXOAHE pe3yIiTaTe rae
je MpHKa3aHo J1a 0Ba jeINbEeHha MMajy HajO0IbU MPOod U TOKCHUYHOCTH, PE3YATaTH JOOUjeHU TPUMEHOM
OBOT TecTa 3a jeumbemha 8 U 9 Takohe cy o1 3HaYaja 3a Jajba UCIIMTHBAKA U TOTCHIU]jATHY yIIOTpeOy u
OBHUX jeIMbCHa Ka0 aHTUTYMOPCKHX JiekoBa [40].

KOHTPONA [22 uM] AMCAKPMH
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Cauka 54. Ananu3za henmujcke cmptu henuja A549 TpeTrpaHux aMCakpyHOM U jeAumbembuMa 6, 7, 8 u
9, penpe3eHTaruBHY rpaduny HakoH 48 h ox n3narama henmja jennmemuma [40]
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Cauxka 55. Ananuza henujcke cmptu henuja A549 TpetupaHux aMcaKpyuHOM U jeAumbembuma 6, 7, 8 u 9
HakoH 24 h. Kpantudukauuja u3 Tpu He3aBHCHa eckcrepumenrta: one-way ANOVA ca Dunnett's
multiple comparison tectom [40]
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Cauka 56. Ananuza henmjcke cmptu henmja A549 TpeTupaHUX aMCakKpUHOM M jeumbemuma 6, 7, 8 u 9
HakoH 48 h. Kpantudukanuja w3 Tpu He3aBHCHa ekcrepumenrta: one-way ANOVA ca Dunnett's
multiple comparison tectom [40]
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4.4. Tect esekTpodopercke NOKPEeT/bUBOCTH

Tect enekrpodopercke MOKPET/HHBOCTH KOPHUIINEH je ca IUJbEM HCIUTHBAaMka MOTCHIIMjaa
HajakTUBHUjUX AJIA 1 amcakpuHa J1a TMPEKTHO CTyIe Y MHTEepaKIHjy ca asojdanyanom JJHK
(Cauka 57). Y oBOM TecTy uMcCOHTHBaHA je menokymnHa reaomcka JIHK uzomoBana uz A549 hemuja.
[Ipe emexrpodoperckor pazasajama je omoryheno ma JIHK y Toky 1 h pearyje ca 100 puM
HajakTuBHUjUX AJIA m amcakpuna. Hakon enexktpodoperckor pa3nsajama Ha 0,8% araposa reimy,
YOYEHO je J]a CBa UCIIMTHBAHA jeIUI-Eha I0BOJIE A0 rpoMeHe y nokpersbuBocty JIHK, a na amcakpun
U jenumbeme 7 1oBoje 10 Hajpehe mpomene mokpeT/buBocTi. OBH PE3yaTaTH YKa3yjy Jia CBa jeANbCHA
unTeparyjy ca JHK, npu demy ce moa AaTuMm €KCIIEPHMEHTATHUM YCIOBHMA, 32 jeIUCHE 7 U
aMCaKpUH MO>Ke TIPETIOCTaBUTH Ja je Tul uHTepaknuje ca JJHK unTepkanamnmja.

Kako je ouekmBaHO Ja cCBa jequmema IOKadyjy HUHTepKamanujy usmely oOaza JIHK, tun
nHTepaknuje HajaktuBHUjUX AJIA ca JIHK ucnuran je xacHuje u nmpuMeHoM enekrpoxemujckux JJTHK
OMoceH30pa KOju MPEACTaBIbajy OCETJbUBH]Y METOAY, Yy3uMajyhu y o003up OBe pe3yirare Kao
npeaumunapse [40].
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Cauka 57. Tect enekTpodopeTcke MOKPETIbUBOCTH - HHTEpaKIMja aMCaKpuHa U HajakTUBHUjUX AJIA
ca JIHK [40]
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45. UcnuTuBambe HHXUOUTOPHE AKTHMBHOCTH HAjaKTHUBHMjUX aMHUHOKHMCEJIHHCKHUX JepUBaTa
akpuauna nHa xymany JIHK-ronouszomepasy lla

HcnutuBame nHxuOUTOpHE akTuBHOCTH Ha xymaHy [IHK-romomsomepasy Ilo u3BpiieHo je
NPUMEHOM TecTa y KOME Cce TpoleHaT penakcanuje aonandane JIHK mmasmupa mparu
(hIyopuMETpHjCKU, HAaKOH OOjema peakIroHe cMmeme (Koja ce cacrojaja W3 IUIa3Muja, CH3WMa U
nHXuOUTOpa) (iyopeciieHTHOM OojoM Koja wuHTeparyje ca aojandanom JIHK. IIpahemem
(dayopecrieHIMje, YMjU jeé UHTEH3UTET MamH mTo je Behu mpouenat penakcanuje JJHK, onpehene cy
ICsp BpeqHOCTH 32 aMCaKkpWH W HajakTUBHUje AJIA.

Pesynratn ucnutuBama HMHXMOMTOpPHE AaKTHBHOCTH jeaumema 6, 7, 8, 9 u amcakpuHa
npukazanu cy y Tabeau 5. 1Csp BpenHocTu 3a jenumema 6, 7, 8 u 9 koje uzHoce 14, 16, 13 u 14 uM,
penom, Omucke cy ICsp BpemHocTH 3a amcakpuH (16 pM), ma ce Moke 3aKJby4WTH Ja HaBeleHa
jenumbema I0Ka3yjy CIMYHY HHXHOUTOpPHY akTuBHOCT Ha Xxymany JIHK Ttomomsomepasy Ila y
nopehewy ca amcakpunom. Ayropu Chourpa u Manfait cy o0jaBuiau cTyaujy Koja je pasjacHuia
NpUPOY MHTEPaKIKje MHXHOUTOpa Tononzomepase (amcakpuna) ca JIHK [189] y kojoj ce HaBoau 1a
ce hopmupa TepuujapHu komruieke amcakput-JIHK-Tomonzomepasa I, anmu u ga cam amcakpuH MOxe
pearoBatu camo ca Torou3omepazoMm Il. V ckimamy ca oBuM pe3yiaTatuma, MOXKE CE 3aKJbYyYHTH Ja
HajakTHBHUjU AJIA CBOje NIejCTBO MOTY MCHOJBUTH U Kao mHXuOuTOpH xymane /IHK-tomomsomepase

Na. [40].

Ta6ena 5. ICsy BpemHOCTH 3a aMCakpHH U jenumbema 6, 7, 8 u 9 [40]

Jenumeme AMCaKpuH 6 7 8 9

1Cs0 (M) 16+8 14 +5 16 +7 13+9 14 +5
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4.6. EnekTpoxeMHjCcKO MCTUTHBa€ 9-XJIOPOAKPUANHA M HAjaKTUBHHUjHX AaMHUHOKHCEJTHHCKUX
JAepuBaTa aKpUANHA

Enexrpoxemujcko ucnutuBambe 9CI-A kao mosia3HOr jelumbeha KOPHUIINEHOT 3a CHUHTE3Y
aAMHHOKHCEIUHCKHUX aepuBara akpuauna [93, 133] u najaktuBuujux AJIA — jenumema 6, 7, 8 u 9 [137]
U3BpIIEHO je mpuMenoM Tpu texuuke: CV, DPV u SWV, a kao panna enextpona xopuithena je GCE.

4.6.1. UcnuTuBame eJeKTPOXEMHjCKOT MOHAIIAKA 9-XJIOPOAKPUANHA NPUMEHOM IUKIUYHE
BOJITAMETPHje

PactBop 9CI-A, npeTxoaH0 HU3I0KEH a30Ty y TOoKy 10 MuHyTa, KOHIEHTpanuje 2,5 X 10* M
UCIHTHUBAH je y nydepuma unja je pH Bpeanoct 6mma ox 2,0 go 9,0.

Ha Camnm 58 mnpukasana cy Tpu y3acTolHa IMKIyca J0OMjeHa NPHIMKOM CHHUMamba
ukioBontamorpama 9CI-A y aneratiom niydepy, pH 3,5, ka0 U IMKINYHE BOJITAMOTPaM aleTaTHOT
nybpepa (pH 3,5, 1 0,10 M) koju je cHMMaH MOJ HCTUM EKCIEPHUMEHTAIHUM yciaoBuMa (Op3uHa
npomene norernujana 50 mV s 0). Horenmmjan je meman ox 0,0 V (vs. Ag/AgCI, 3 M KCI) no +1,6 V
u Hazan g0 —1,3 V (Cauka 58A) kao u o1 0,0 V 10 —1,3 V u Hazazg go +1,6 V (Cauka 58B)[93].

Jenan anonuu nuk (la) Ha noreHuujany Epja = 1,06 V youen je npunukom caumama og 0,0 V
Ka TO3UTHBHHUjeM IOTCHIWjaly, JOK jeé HAaKOH MpPOMEHEe cMepa IOTeHIHMjana, Ka HEraTUBHUM
BpeIHOCTHMa, yodeH karomuu muk (IC) Ha morenmmjamy E,c = —0,68 V. OBa nBa mmka Oumma cy
NPUCYTHA Y CBa TPH IMKIIyca, HE3aBUCHO OJ1 CMepa MpOoMeHe noteHnujana. Tpehu, Manu aHOTHH THK
(lac), na norenuujany oxko +0,5 V (vs. Ag/AQCI, 3 M KCI) youeH je nmpuiankoM CHUMama JAPYror u
tpeher nukiryca. OcuM 1Mo HaBeICHUM YCJIOBUMa, IMOTEHIMjal je MEeHaH, Tj. IUKIM3UPaH, Y TPH yKe
obnactu notenuujana u to: og —1,3 V 10 0 V, on 0,0 V no +1,6 V, xao u on +0,5 V 10 +1,6 V, a
pasnuke y BoiaTamorpammma Hucy yodene. Ilydpep (Camka 58, (—)) Huje mOKa3uBao MUKOBE Yy
UCIHUTHBAHO] 00J1aCTH MOTEHIMjalla KOjU OM YyTHULIAIK Ha aHAJIM3Y eJIEKTPOXEMHU)CKOT MOHAIIakha
9CI-A.

A b
| — e ] e
la ‘
— nyde
< —nydep | < ycep
= ac - lac
0 .4
1x10° lc
5 -1x T p— T T 2: T v T
110 45 -10 05 00 05 10 15

45 10 05 00 05 10 15
E IV (vs. Aa/AgCI. 3M KCI) EV (vs. AgiAgCl, 3M KCI)

Camka 58. Ilukmmann Boxramorpamu 2,5 x 10* M 9CI-A y 0,10 M amerarnom mydepy, pH 3,5,

CHUMJbEHO TIipu orcery norenuujaita ox —1,3 V mo +1,6 V, noueBmm ox 0,0V: A) ka mo3UTHBHUM

NOTeHIMjauMa, b) ka HeraTUBHUM MOTCHIUjaniMa; mpBu (—), Apyru (—) u (—) Tpehu muxnyc u
(—) arerarau mydep; v = 50 mV s 1 [93]
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AHanu3om nosoxxaja u npucycrsa nukosa la, IC u lac y Tpu y3acronna nuxiyca CHUMama
9CI-A, moxe ce 3akpyuntu na 9CI-A momneke HE3aBHCHHMM TpoliecuMma okcupanuje (muk la) u
penykiuje (muk IC), a ma ce mpow3BOA pPEAyKIMje BEPOBATHO MOXE OKcuaoBatu. Kao pesynrar
OKCHJAIMje MPOU3BOAA PEAYKIHje, MOXE CE YOUMTH Majld MUK MHpu moreHiujamy ox +0,5 V (vs.
Ag/AgCI, 3 M KCl), o3nauen kao nuk lac.

AHanu30M LHKIOBOJTAMOIpaMa, yOUeHO je Jla MPHJIMKOM IpoMmeHe moTteHnujaia ox 0 V ka
MO3UTUBHUM BPEIHOCTUMA TIOCTOjH jeJJaH OKCUIAMOHY MUK 13, JOK IPUIUKOM MTPOMEHE MOTeHIIHjalia
Ka HEraTUBHUM BPEIHOCTHMA OAroBapajyhu peayKuHoOHU NHUK u3ocTaje. Ha ocHOBY HaBeAeHOT MOXkKe
ce 3aksbyunTH jaa okcumamuja 9CI-A mpencraBiba UpeBep3UOUIaH IPoIIecC.

VYrunaj pH BpeaHocTr Ha mporec okcuaanuje, Tj. okcupanronu muk la (Camka 59) Takohe je
ucnutad npumeHom CV y oncery pH Bpeanoctu ox 2,0 10 9,0.

4,0x10°® -

0,0 . : . .
0,0 0,5 1,0
E/V (vs. Ag/AgCl, 3M KClI)

Canmka 59. Iuxmmann Bonramorpamu 2,5 x 10 M 9CI-A, mpeu mmkiyce, yrunaj pH BpexsocTH Ha
nporiec okcuaanuje [93]

- y = 1,27 - 0,0630 x

£ 1,2 r=-0,997
> 5
s

20,91

3 6
Cauka 60. 3aBucHoct Ep ox pH 3a muk koju omucyje okcupanujy (1a); v =20 mV s 193]
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AHanmM30M MpomMeHe MoTeHIMjana nuka la ca mpoMeHoM PH BpeaHOCTH OCHOBHOT €JICKTPOJIUTA,
YO4YeHO je na ce ca mopacToM pH BpeaHOCTH, MOTEHIMjajd MHKA IOMepa Ka Mambe MO3UTHBHUM
noreriujanuma (Camka 60). OBakBO HOHAIIAakE yKa3dyje Ha OJaKIIaH MPOIEC OKCHAAIU]E Y CPEAMHN
ca Bumiom pH Bpennomrhy (rze je Beha HykieohUIHOCT pacTBOpa).

3aBucHOoCT mpukazaHa Ha Cuaumu 60 uckopumhena je kako OW ce yTBpIHMO OJHOC Opoja
€JIIGKTPOHA M MPOTOHA KOjU YYECTBY]Y y MPOIECY OKCHAanHje. JeqHaunHa Koja OMHUCYje 3aBHUCHOCT
MOTEeHIMjaja muka oA PH BpeaHocTH je:

Ep.1a (V) = 1,27 (V) — 0,063 pH (r = ~0,997). (32)

Ha ocuoBy jennaunne (15) u3 nornasssa 1.5.3. varu6 ox 63 mV no pH jeaqununu cyrepuiie na
nporiec okcupamuje 9CI-A ykipydyje uctu 0poj enekrpona u nmpotona [96, 97, 190].

Jemnaunna |E, — Epipo| = 48 / (an,) [138, 191] rae je o koeduImjeHT IpeHOCa HACIEKTPUCAbA,

N, Opoj eleKTpoHa KOju ce mpeHecy y oanyudyjyhem cTynmy (Kopaky koju oapelyje Op3uHy peakiuje),
uckopuirhena je kako 0m Ouo oapeheH Opoj €NeKTpOHA KOjU ce MpeHecy y oanydyjyhem crymmy
peakuuje. Pasznauka msmely moTeHuMjana M HOTEHLMjada Ha IMONYBUCHMHM IHKA |Epjla — Epioial je
noOujeHa eKCHepUMEHTATHO M u3Hocu oko 40 MV, Tako &a NpUMEHOM jeIHa4YMHe, H3padyHaTa
BPEIHOCT 3a aN, m3Hochu =~ 1,2. C 003upoM na N, mpeacTaBiba Opoj €IEKTpOHA KOjH Ce MPEHECy y
o/ulydyjyheM cTylby U UMa BpeJHOCT 1ieJor Opoja, a 3a upeBep3uOuIaH Npolec oL kMa BPEJHOCT Koja
je Hajuemrhe y omncery o 0,3 o 0,7, Moke ce 3aKJbY4UTH Ja Y OJuIydyjyheM CTynmy oKcuaaluje
9CI-A yuectByjy 2 enektpona. Ha ocHOBy BpeaHocTr Haruba jeaHaunne (32), MOKe ce 3aKJbYUUTH J1a
ce y IpolLecy pa3MemYjy U 2 IPOTOHA.

Ananmsa naTeH3uTeTa cTpyje muka la (lp ) ca mpomenom pH, npu gemy |y 12 IpBO pacte a 3aTuM
npu Bpeanoctuma PH u3Hag 5 onana, ykasyje Ha TO J1a ce IpoLeC eNeKTPOOKCHIAIIH]e OJIBH]ja KPO3 B
CTyIHa, TaKO IMITO MPBO JOJA3M JO MPEHOCa EJIEKTPOHA, ITO je mpaheHOo XEeMHJCKOM peakifjoM, a
3aTUM J10J1a3U JI0 IPYroT CTYIHa U CYKLIECUBHOTI IIPEHOCA JOIII jJEeTHOT eJIEKTPOHA.

[Tpu pH Bpennoctuma 4,5 u 7,0 ucnuran je yrunaj Op3uHe TpoMeHe MOTEHIIMjajla Ha TOTEHITH]all
u crpyjy nuka la. Ilomepame noreHiujana nuka Ka MO3UTHBHUJUM BpeAHOCTHMA ca mnosehameM
Op3uHE CHHMama, MOTBplyje MPETXOAHY MPETIOCTAaBKY 3aCHOBAHY Ha aHAJIW3M IMKJIOBOJITAMOIpaMa,
J1a ce TpoIIiec OKCHIAIMje O/IBHja Kao upeBep3udmian [96, 192].
IMpu pH 4,5, xao u npu pH 7,0, uatensuter crpyje nuka 9CI-A nuHeapHO pacTe ca KBaJpaTHUM
KOpeHOM Op3uHe mpoMeHe noteHiyjana (Cauka 61), mrto je npeacTaBbeHo jefTHaYnHaMa:

lpsa (MA) = 0,045 + 8,72 (WA/(VSH)Y?)'% r = 0,997 3a pH 4,5 (33)
)51
lp1a (A) = 0,222 + 7,67 (MA/(Vs ) )vY% r = 0,998 3a pH 7,0 (34)

OBakBH pe3yNTaTh yKa3yjy Ja je mpolec okcuaanuje nudy3snoHo konTponucan [113, 114, 166,
99, 96].

Ananu3oM nuHeapHe 3aBucHocTH 109 Iy = f (log v), rae cy nobujene Bpennoctu Haruba oz 0,49
u 0,44 (3a pH 4,5 u 7,0, penom) Osrcke Teopujckoj BpeaHocTH o 0,5 3a qudy3M0HO KOHTPOJIHCAH
npoliec, MoTBpheHo je 1a je mpoiiec oKCuaaluje Juy3noHO KOHTPOIUCAH.
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3,0x10° b <
< I =8,72x10"6v1/2 + 4. 45x108 s
o = - 6102 7
~ 0.997 3.0x10° Ip =7,67x10° v’ + 2,22x10
—_— r=4u, ’ 1
r=0,998
2,0x10° la
pH 4,5 2,0x10° la
pH 7,0
-6 |
1,0x10 1,0)(10,6_
0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3
V1f2 / (V/S)”Z v1f2/ (VIS)1/2

Cimka 61. 3aBHCHOCT MHTEH3UTETA CTPYj€e MHMKa O] KBaJAPaTHOT KOpeHa Op3uHe MPOMEHE MOTEHIHjaia
3a 2,5 x 10 M pacreop 9CI-A, mux la. A) pH 4,5; B) pH 7,0 [93]

Naxko je nudysuja eneKTpoaKTUBHOT MaTepHjalia JOMUHAHTHO MPUCYTHA, U aJCOPIIIUja ToKa3yje
MaJIi IONPUHOC, HA TITa YKa3yje BPEAHOCT OJICEUKa Y jeqHAaYNHAMa KOje MPUKa3yjy 3aBUCHOCT
lpta = f(v'/%). Kako BpeQHOCT MHTEH3MTETa CTpyje OKCHIALMOHOr MMKA Omaxa o mpeor o tpeher
mukiayca (Caumka 58), 1 oBa mojaBa MOXKE CE€ MPHUIIMCATH CMambEHhy KOHIEHTpaAIHje ajacopOOBaHOT
npousBoja okcuaamuje 9CI-A Ha MOBPIIMHY €1eKTPOIE.

Kako ce mporec okcuaanmje Moke OnrcaTé Kao UpeBep3uOMIHA, TU(PY3MOHO KOHTPOJIMCAHH, 32
onpehuBame koedpunmjeHta audysuje Moke ce KopuctutH jeaHaunHa (12). HaBexena jenHaumna
IpHKa3yje MPOMEHY MHTEH3UTETa CTpyje 3a MU(PY3MOHO KOHTPOJHMCAHU, MPEBEP3MOMIHU TPOIEC ca
IPOMEHOM KBaJpaTHOI KOpeHa Op3MHEe NpOMEeHe MOoTeHIHMjana, Ha Temeneparypu 25,0 °C ys3
kopuiheme pajHe elneKTpoe opel)eHe eeKTPOaKTUBHE OBPIIMHE.

3a oxapehuBame enexktpoaktuBHe moBpmuHe GCE pagne enextpone kopuumiheHa je
elleKTpoxeMujcka peakuumja 3a Fe’*/Fe** uujanumnn penoke cucrem xoientpanuje 0,1 mM, guju je
xoeduimjent audysuje, D = 6,20 x 10°® cm? s™*. Ipumenom Randles-Sevcik jexnaunne (jeanaunna
10) 3a pesep3ubuIHM, TUQY3HOHO KOHTPOIMCAHHU TIporiec Ha TemmnepaTypu ox 25,0 °C, uspauyHaTta je
BPEIHOCT €NIEKTPOXEMH)CKU aKTUBHE TIOBPIINHE €JIeKTpoe, koja uzHnocu A = 0,052 cm? [142].

Bpennocr Haru6a 3aBucHoctH |, = f (%) (jennaunna 12), koja usnocu 8,72 PA/(V s )2, npu
pH 4,5 uckopumiheHna je kako 6u 610 u3pauyHar audysuonu koedurmjent ICI-A koju je y pacTBopy
610 TprCyTaH y KoHIeHTpammju 2,5 X 1074 M. Kopumhemem mperxomHo oapehennx BpeasocTr N u
an, 1o6ujeno je: Docia = 1,06 x 10°® cm? 5%, V meyrpanuoj cpemuuu, npu pH 7,0 HarnG 3aBHCHOCTH
lp= f(v''?) uma Bpeanoct 7,67 HA/(V sy onrosapajyhu koedunujeHt audysuje je:

Dacia = 8,18 x 10" cm®s ™,

VYTunaj Op3uHe NMpoMeHe NOTEHLWjajda Ha MoJjiokaj muka la 6uo je ucnuraH kako Ou OuIo
yTBphEHO J1a JiH, Y3 IPEHOC EIEKTPOHA, IOCTOj! CIIPETHYTA XEMH]jCKa PeaKIfja. 3aBHCHOCT
Ep.1a-= f (l0g v) 3a mpomec okcuaaruje nmpeicTasiba JMHEAPHY 3aBHCHOCT ONUCAHY jeJHAYNHOM:
Ep.ia (V) =0,021 (V) logv + 0,86 (V); r = 0,989 ca naru6om ox 21 mV (Cauxka 62), kapakTepUCTHIHUM
3a HHTEPMEIHjepHY XEMHUjCKY PEaKIlijy Kao IITo je mpoiiec aumepusanuje [101].
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Camka 62. 3aBrcHOCT noTeHImjana nuka la ox logv 3a 2,5 x 10 M pacrsop 9CI-A [93]

Penykuuja pacrBopa 9CI-A konuenrpaimje 2,5 x 10* M je ucnutuBana npumenom CV y
orcery pH Bpemnoctu ox 2,0 mo 9,0. [Tuk Ic 6uo je mpucyTan camMo y KHCEN0j CPSIUHU U TOTSHITH]alT
OBOT' IHKAa CE ca MmopacToM PH BpeaHOCTH MOMEpao Ka HEraTUBHUjUM TOTCHIIMjaIMMa, Y3 CMabCHe
untensureta (Cauka 63).

-5,0x10° 1

1,0 | 0,5 | 0,0
E /V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

Cauxka 63. Lukmmann Boxtamorpamu pactsopa 9CI-A konmnentpammje 2,5 x 1074 M, npsu muxyc,
yruiaj pH BpexHocTH Ha mporiec peaykuuje, v =50 mV s *[93].
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3aBucHOCT moTeHIMjana nmuka IC ox PH BpenHoctn mpukaszana je Ha Caunm 64 u MoXxe ce onucaru
cnenehoM jeTHAUUHOM:

Ep.ic (V) =-0,40 (V) —0,062 pH (35)
o =-0,40 - 0,0615x
¥ r=-0,991
=
)

> 50,61
w g
ES)
<
)
>
'0,8

2 4 6 pH
Cauka 64. Ep = f(pH) 3a muk penyxunje 9CI-A xonnentpammje 2,5 x 10 M, v=50mV s [93]

W3pauynatn Haru6 3aBucHoctd Epic = f(pH), og oko —60 mV no pH jegunumu (Ciauka 64)
oarosapa mpoiecy penykiuje 9CI-A y kome ydectByje uctu Opoj enektpona u mpotona [97]. Kako
NPUJIMKOM CHHMama BOJTaMOTpamMa Yy TIIOBPaTHOM Jelly LUKIyca HHje YO4YeH ojAroBapajyhu
OKCH/IAIMOHH MUK, MOXeE Ce 3aKJbyuuTH 1a ce u penykuuja 9CI-A oasuja kao upeBep3nbHIaH mporec
(Cauka 63).

ExcriepuMeHTanHu mojany IMoKa3adu Cy Ja je pasiuka u3Mmelhy MoTeHIMjana NuKa Hu
MOTEHIIMjajia Ha MOJIOBUHU BUCHHE KA |Ep,IC — Epq /2,1C| y omcery ox 93 mV mo 107 mV (3aBucHO oJ
pH BpenHOCTH M Op3uHE MpOMEHE MOTEHIIMjalla), a ce MOXe MpeTnocTaBuTH jaa ce peaykuuja 9CI-A
HajBEpOBATHHU]E JielIaBa y3 TpaHcep jJeAHOT eeKTPOHA U JeIHOT NMPOTOHA. AHallM3a yTUIaja IpOMEHe
Op3uHe TOTEeHIMjala TOKOM CHHMama IUKIMYHUX BodTamorpama mpu pH 4,5, mokasana je KaTomHo
nomepame mnuka IC ca moBehamem Op3uHE MpOMEHE MOTEHIMjaja, IITO CYTepHIle J1a je MPOoIec
pelnyKIiuje KOHTpoJucaH mpeHocoM Mace. OBO je MOTBpheHO A0OMjEeHOM JIMHEApHOM 3aBHUCHOLIhY
HWHTEH3MTETA CTPY]je MMUKa O] KBaJAPaTHOT KopeHa Op3uHe mpoMeHe noTeHnujana [96, 192]:

lp.ic (MA) =—-2,35 (WA/(V s )2 120,212 (A); (r = 0,982) (36)
AHanu3za o/HOCa JIOrapuTMa MHTEH3UTETa CTpyje nuka IC u yoraputma Op3MHE NpPOMEHE
HOTEHIMjana rmokasaia je aa je 3aBucHoct 10g Iy c = f (log v) nuneapHa, a Haruo6 uuja je Bpeguoct 0,36,
yKa3yje Jia je mporiec peaykije 1udy3uoH0 KOHTPOIUCAH.
3aBucHoct Ep ¢ = f (log v) (Camka 65) Moske ce IpeacTaBUTH jeTHAYNHOM:
Ep.ic (V) =-0,69 (V) + 0,028 logv; r = 0,976 (37)
Haru6 npase onucane jennaunHoMm (37) uma Bpeanoct 28 MV, mano Behy o OueKHBaHE 3a

npouec aumepusanuje [101], mro ykasyje Ha To na u y ciyuajy peaykuuje 9CI-A, xemujcka peakimja
IpaTH IpoLec TpaHcdepa eIeKTPoHa.
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Ep (V) =-0,69 + 0,028 log v
r=0,976 L)

Ep/V
(vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

1,8 ' 15 ' 12 1 09
log v
Camka 65. 3aBrcHoCT noTeHIumjana nuka Ic ox log v 3a 2,5 x 10 M pacrsop 9CI-A [93]

IMpumenom Randles-Sevcik jeanaunmue (jemHaumna 12) 3a upeBep3uOWIaH, TUPY3UOHO
KOHTpOJIMCaH Tpoliec, oapehen je nudysuonu koeuuujent 3a 9CI-A npu pH 4,5 koju uzHocu:
Dgc|.A =7,63 x 1077 sz Sil.

4.6.2. MHcnutuBame eJEKTPOXEMHjCKOI TMOHAIIAKHA HAjAKTUBHUjUX AMMHOKHMCEJINHCKUX
JAepuBaTa aKPHAMHA IPMMEHOM LMKJIHYHe BOJITaMeTpHje

[{ukinyHa BoATaMeTpHja KOpUIIheHa je 32 UCIMTHBAKE PEAOKC MOHAalIaka HajakTHBHUjUX AJIA
Ha GCE. Camke 66-69 mpuka3yjy HHMKIMYHE BOJTaMOTpaMe pacTBopa jenumema 6, 7, 8 u 9
xonnentpanmje 2,4 x 10 M cunmmene vHa GCE, y asotom 3acuhenom auerataom mydepy pH 4,6.
[TpunukoM cHuMama BoJTaMorpaMa (yBEeK TpU CYKIIECHBHA ILIMKJyca) MOoTeHuujan je mewad ox 0 V
(vs. Ag/AgCl, 3 M KCI) no nmosutusHor (Ciauke 66A, 67A, 68A u 69A) u neratusHor (Cauke 66b,
676, 68b u 69B) rpannYHOr MOTEHIMjaa. Y TOKY MPBOT HUKITyCa, TO3UTHBHU TPAHMYHU MOTCHIH]jaIT
ouo je +1,5 V (Cimke 66A-69A) u youeH je jeman aHoxnu nuk (la) mHa morennmjamy E, = 1,0 V.
Hakon mpomeHe cMmepa moTeHIMjata (Ka HEraTHBHOM TpaHHYHOM moteHiujaty, —1,5 V), yodeHa cy
nBa karonHa nuka Ha noreHuujanmuma —0,75 V (Ica) u —1,0 V (Ic). Y apyrom mukinycy, OKCHUAAIMOHH
nuk la Ono je HWKHM, AOK je y TpeheM HUKIyCy MOTHYHO HecTao. Y JpYroM LHUKIYCy, HOBHU
OKCcHIAIMOHM MUK lac yodeH je Ha moteHmmjamy oko +0,6 V.

Y JpyroMm ekcrnepuMeHTy, Kaja je moTeHuujain mewmaH ox 0 V 10 rpaHUYHOT HEraTUBHOT
noreniujana (Ciauke 66B6-69 B) kao mociemuiia peaykidje jenmbemha, y IPBOM MUKIYCY yOUeH je
camo nuK lc, 10K ce y HapeHUM LUKIyCUMa IM0jaBUO U JOJATHU KaTOAHU MUK HAa Mambe HEraTUBHOM
norernjany (Ica). Y peBep3HOM Jienly IpBOT IMKIyca YOUCH je OKCHIAIMOHH MUK lac Ha moTeHIujamy
0,6 V, kao u nuk la. Y ToKy HapeaHa /Ba IMKJIyca, MUK lac 0cTao je TOTOBO MCTH JIOK j€ MHTEH3UTET
crpyje muka la 3uagajuo 6uo mamu [137]. MuTensureT cTpyje muka peaykiuje Ic omamao je ca
CYKLIECUBHUM LUKIH3UPAHEM.

VY ckiany ca HaBeAEHMM pe3yliTaTUMa, MOXKE C€ 3aKJbYUHTH Ja HajakTUBHUJU AJIA mokazyjy
OJIBOjeHe Ipoliece okcuaanuje u peaykuuje. Oxcunanuja je, kao u y cuyqajy 9CI-A, npencrasibena
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nuKoM la, a mpousBoA penykiuje jenumema 6,7, 8 u 9 Moxe a ce OKCHIyje IITO je MPEeACTaBIbEHO
nukoM lac Ha motenmujany +0,6 V. ¥V ciaydajy penykuuje, ocuM nuka lc (koju je mpucyTad v KO
9CI-A), jaBa ce u nmpyru muk penykuuje (lca), Ha HEIITO NMO3UTHBHUjEM IOTEHIHMjALy KOjU je
BEPOBATHO MOCJICIUIIA PEAYKIUje IIPOU3BOA MpeTXoMHe okcunamuje. Kako oBaj nuk Huje nmpumeheH y
Bosntamorpamuma 9CI-A, Moke ce HpeTHOCTaBUTH Ja Yy ciyd4ajy HajakTuBHHjuX AJIA Ha mporiec
pEIyKIIHje BEpOBATHO yTHYE IPUCYCTBO CYIICTUTYEHATA.

[TocmaTpamem 00dMKa BONTaMOrpamMa, MOXKE C€ 3aKJbYYHTH Ja Cy MPOLECH U OKCHIANHje U
peayKIMje HpeBEP3NOUITHH.

2x10°% 1 A 2x10°7  — | yuknyc B
— | uuknyc —1 LI,VIK.ﬂyyC
— Il ymknyc la la
1x10°%+ lac 1x10°+ lac
— < s
f:_ _ . 0 /
- 0 - — b f/ e
T ==
1x105~ﬁa -1x10°%4 A ica
15 -10 05 00 05 10 15 15 1.0 -05 00 05 10 15
E !V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI) E/V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

Canka 66. LMKIMYHYE BOITAMOrPaMH PacTBOpa jefumbema 6, konnentparmje 2,4 x 10 M cHuMIbeHH
y areratHoM 1rydepy, pH 4,6, mpu orncery norennujana og —1,5 V no +1,5 V, mouesmmu ox 0,0V:

(A) xa no3utuBHUM NoTeHIMjaruMa U (B) ka HeraTUBHUM MOTCHIUjaTUMa; IPBH (—), Apyru (—) U
tpehn (—) upkayc, v =50 mV s ' [137]

-5 o
2x10 ) WKy 2x10°7  — | umknyc B
— Il umknyc — Il umknyc
1x10° 1x10° la
<
f = lac

’/
0_ = s

-1x105 . -1x105 4 Iq \ca

1,5 1,0 05 00 05 10 15 45 -10 -05 00 05 10 15
E [V (vs. Ag/AgC], 3M KCl) E/V (vs. Ag/AgCI, 3M KCI)

Cauka 67. [[UK/IMYHA BONTAMOTPaMH PacTBOPA jeumberba 7 Konnentpamuje 2,4 x 107 M, crumbenn
y aneratHoM iydepy, pH 4,6, npu omncery norenuujana ox —1,5 V mo +1,5 V, mouesmm oz 0,0V:

(A) xa no3utuBHUM noTeHIMjanuMa 1 (b) ka HeraTUBHUM MOTEHIUjaTUMA; TIPBH (—), Apyru (—) U
tpehn (—) mukaye, v =50 mV s ' [137]
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2x10°+ A 2x10%7  — | yuknyc B
— | umknyc — Il umknyc
— Il umknyc
1x10° 1x107° la
< lac
< .
: - ’/fv/
0+ 0 ,f JEE——
7@7/’
Ica
-1x10°8 4 ‘ : - T ‘ - -1x105 4 Ic‘ - ; : ; :
15 -10 05 00 05 10 15 15 10 -05 00 05 10 15

E/V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI) E !V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

Cimka 68. L{UKIMYHE BOITAMOIPaMH PacTBOPa jelHbeba 8, KoHenTpamuje 2,4 x 10 M cHumibeHu
y anieratHoM iydepy, pH 4,6, npu oncery norenuujana og —1,5 V no +1,5 V, nouesmm ox 0,0V:

(A) xa no3utBHUM noTeHIMjanuMa 1 (b) ka HeraTUBHUM NOTEHUUjaTUMa; NIPBH (—), Apyru (—) U
tpehn (—) mukye, v =50 mV s ' [137]

2x105 - A 2x10°7  — | yuknyc B

— | yuknyc L
— Il unknyc Il umknyc

110751

A
/1A

- (=

. Ic lca L [l Ica
-1x10 T T T T T T T -1x10 T T T T T T T
-15 10 -05 00 05 10 15 -5 1,0 05 00 05 10 15
E /V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI) E/V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

Cimka 69. IMKITHYHA BOITaMOTPaMH PacTBOPA jeiumberba 9 KoHnenTpaumje 2,4 x 10 M cHuMIbeHH
y areratHoM 1rydepy, PH 4,6, mpu orncery norennujana og —1,5 V mo +1,5 V, mouesmm oz 0,0V:

(A) xa mo3utBHUM MoTeHnUjanuma u (b) ka HeraTUBHUM MOTEHIUjaTUMa; IPBH (—), Apyru (—) U
tpehn (—) uukayc, v=50mV s ' [137]

VYrunaj pH BpenHOCTH Ha MpoIeC OKCHAAIM]E U PENyKIHje jeanmbema 6,7, 8 u 9 ucnutad je y
orcery pH Bpennoctu ox 2,0 o 8,6. IIpumeheno je ma ce ca mopactom pH BpeaHOCTH WHTEH3UTET
CTpyje MUKOBa KOJU OMKCYjy OKCUJAIHN]y U peaykuujy, la u lc cmamyje.

Ca mopactom pH BpenHoctu, moreHuujan nukoBa la m Ic ce momepa ka HEraTUBHHUM
BpEIHOCTHMA, YKa3yjyhn Ha oOJlakiaH MpoIec OKCHIAIMje, a OTeKaH MPOIEC PEAYKIHje y Mame
kucenoj cpeaunu. Y nopehemy ca 9CI-A, nuk la momepeH je ka Mo3UTUBHU]UM NOTEHIUjaIMa, JIOK je
MUK |lc momMepeH Ka HeraTUBHUJUM TOoTeHIMjannmMa. OBaKBO MOMepame MMKOBA BEPOBATHO yKa3yje Ha
OTeXaHe Ipoliece OKCHJAIMje U pelyKiHje HajakTUBHUjUX AJIA ycien mpucycTBa CyNCTUTyeHaTa Ha
mosioxajy 9.
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3a jenumema 6, 7, 8 u 9 yrumaj Op3uHe cHuMama ucnurtad je Ha pH 4,5 m pH 7,0.
Onrosapajyhe 3aBucHocTH 3a ukoBe la u Ic cy npukazane y Tadenu 6.

Tagena 6. I, =f (v?) 3a jenumera 6, 7, 8 1 9 ipu pH 4,5 u 7,0 (nogawm 106ujenn npumerom CV)

Jequmeme 6

I, =f ()

muk lapH 4,5 |y (WA) = 16,2 (WA/(V s )9) v!*— 1,09 (LA); r = 0,964
muk IcpH 4,5 Iy (UA) = 21,3 (WA/(V s 1)) v!2— 1,36(uA); r = 0,993
muk lapH 7,0 Iy (WA) = 6,28(UA/(V s™)?) v!2 + 0,08 (LA); r = 0,979
mak ICpH 7,0 Iy (WA) = 2,44 (LA/(V 5715 v2 - 0,033 (UA); r = 0,992

Jenqumeme 7

muak lapH 4,5 |y, (UA) = 7,19 (MA/(V s 1)) v+ 0,22(uA); r = 0,983
muk IcpH 4,5 Iy (WA) = 12,6 (MA/(V s v2 - 0,24 (UA); r = 0,984
muak lapH 7,0 Iy (A) = 9,03 (LA/(V s 1)) v2 0,297 (UA); r = 0,992
mak IcpH 7,0 Iy (WA) = 5,44(uA/(V s™)?) v!2 - 0,33 (UA); r = 0,958

Jequmeme 8

muk lapH 4,5 |y (WA) = 14,6 (UA/(V s )9 v!*— 0,41 (LA); r = 0,933
mak IcpH 4,5 Iy (A) = 14,8 (WA/(V s 1)) v!*— 0,80 (LA); r = 0,966
mak lapH 7,0 Iy (A) = 6,21 (MA/(V s 1)) v+ 0,14 (uA); r= 0,973
mak ICpH 7,0y (A) = 1,68(UA/(V s H)Y9) v12+ 0,22 (uA); r = 0,973

Jeqnmeme 9

muk lapH 4,5 |y, (WA) = 5,52 (WA/(V s %) v~ 0,057 (uA); r = 0,947
mak IcpH 4,5 Iy (WA) = 5,68 (WA/(V s 1)) v!*— 0,49 (uA); r = 0,918

mak lapH 7,0 Iy (A) = 8,24 (WA/(V s 1)) v - 0,018 (uA); r = 0,993
mak IcpH 7,0y (A) = 3,69 (WA/(V s H)Y%) v!2 — 0,045 (UA); r = 0,965
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Kako 3a o0a muka koj cBux jenumema (6, 7, 8 u 9) va pH 4,5 u 7,0 ca mopacToM KBagpaTHOT
KOpeHa MpOMeHe Op3WHE WHTEH3UTET CTPYyje NMUKa JIMHEapHO PACTe, MOXKE Ce€ MPETIOCTABUTH Ja CY
MPOIECH OKCHAIMje U peayKije nudy3rnoHo KoHTposrcanu [193-195].

VY jennaunHama mnpukazaHuMm y TabGeam 6 mMoxe ce MPUMETHTH Jia JIMHEApHE 3aBUCHOCTH HE
1oJia3e U3 KOOPJAMHATHOT MoYeTKa (IITO je KapaKTEPUCTHUYHO 3a MPOLECE Y MOTIYHOCTH KOHTPOJIUCAHE
mudy3ujoM), Beh je mpucyTaH oJiceuak uvja je BpeaHocT mana. [lopen Tora, MHTEH3UTET CTpPyje IUKa
OKCHJaIMje, Kao U MUKa PEeayKIIMje Ofajla HAaKOH MPBOT IuKiIyca. HaBeaeHu mapameTpu ykasyjy ja ce
nopeJ IOMHHAHTHO MPHUCYTHE MUdYy3Hje jaBjba U aJCOPIIIHja €ICKTPOAKTHBHE BPCTE HITO yTUYE HA
PUPOJTY eIEKTPOAHOT mporieca [137].

4.6.3. HcnutuBame  eJeKTPOXEeMHJjCKOI  MOHAIama  9-XJIOpOAKPMAMHA  NPHMEHOM
AudepeHINjaTHO IIyJICHE BOJTAMETpHje

Ca mwbeM JetajbHOr yTBphuBama Mexanusma okcumanuje u peaykunuje 9CI-A, pactBop
konnentpanmje 2,5 x 10* M ucnmrusan je y oncery pH Bpeamocts ox 2,0 1o 9,0 mpumerom DPV
(Cauka 70).

Ha nobOujenum BodTaMorpamMmMa yOdYeH je OKCHIAIMOHM MWK |a, KOju IO MOTeHIHWjary
oaropapa mnuky la koju je youeH Ha IuKIOBoiATamorpamuma. 3a pasnuky onx CV, na DP
BOJITAMOTpaMHMa, MOXKE C€ YyOouHMTH JjaojatHu TukK, lla koju je mpucyram mpm pH > 50, Ha
nosutuBHUjeM noteHuujany (Epua = 1,3 V (vs. Ag/AQCI, 3 M KCI)) y ognocy Ha noreHiujan nuka la.
[Tpomena morennujasia mukosa la u lla ca mpomenom pH mpukazana je vHa Caumu 71. IToTenmmjan
nuka la Mema ce IMHeapHo ca MpoMeHoM PH, mTo je onucaHo jeHAYUHOM:

Epia (V) = 1,21 (V) — 0,060 pH; r = 0,999 (38)

[Torenuujan nuka lla ve 3aBucu ox pH.

2uA

0,9

1.0

2
EIV 15 29 %
(vs. Ag/AgCI, 3M KCI) pH

Cauka 70. 3D npuka3 kopuroBanux DP Bontamorpama 3a pactsop 9CI-A xonmeHTparuje
2,5 x 10 M caumsben nipu pazmmautam Bpearoctuma pH [93]
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Cuamka 71. 3aBucHoct Ep = f (pH) ; m — muk la, ® — nuk lla, pacrBop 9CI-A koHuenTparnuje
2,5 x 10 M canmiben nipu pasmmautaM Bpearoctrma pH [93]

Oxcupmanmonn muk la momepa ce ka Mame MO3UTHBHUM IOTCHIHMjaIMMa ca ropactom pPH.
Haru6 3aBucuoctu E, = f(pH) ox 60 mV no pH jemunnnm nmorBphyje ma y oBOM OKCHIAIIOHOM
MpoLIecy y4ecTBYje UCTH Opoj enekTpoHa u nporoHa. [lojaBa ga nuk lla He 3aBucu on pH ykasyje Ha To
J1a IPOTOHU HE YUECTBY]Y Y TOM MPOIIECY OKCHUJIAIIH]E.

[Monymupuna nuka (W) onpelena ca DP Bonramorpama kopuiitheHa je 3a oapehjuame 6poja

CJIEKTPOHA KOjU YUECTBY]Y y IIPOIeCYy OKCHaaIMje, Ha OcHOBY jennaunne (19), u3 nena 1.5.4.1.
Ca nopactom pH, mmpuHa Ha nonoBuHu BucuHe muka la (W) ce Memba U uMa BpeIHOCTH Yy OIICETY OJ1
0,083 V mo 0,098 V. IIpema muteparypaum nopaiuma [96], Tpancdepy jeaHOT eIeKTpoHa OAroBapa
teopujcka BpenHoct Wi, = 90 mV, Tako na oBM MojalM MOKa3yjy Ja ce y MpOIecy OKCUIAIlje
MIPEHOCE je/IaH eJEKTPOH U jeaH MPOTOH.

Oxcupnanmonu nuk lla xoju mocroju camo mpu 5,0 < pH < 9,0 uma Hajsehy cTpyjy nuka y
HEYTpaliHOj cpeAnHu. Y3umajyhu y o03up 1a je moTeHIMjal MruKa He3aBucaH on PH, odekyje ce ma
MPOTOHU HE YYECTBY]jy Y 0BOM mpoiiecy. M3mepena Bpeanoct 3a Wy, yBek je 6ua 0,088 V (He3aBucHa
ox PH) u roToBo je jeaHaKa TEOPH]CKO] BPEAHOCTH 3a MPOIEC y KOME J0Ja3u 10 TpaHcdepa jeaHor
enexkTpoHa. Crora, OKCHIAIMOHU Tpoliec onucaH nukoMm lla, pemasa ce y3 TpaHcdep camo jeaHor
enekTpoHa [93].

Kana ce ynopene nojauu g00MjeHN MUKIMYHOM BOJITAMETPHjOM M TU(DEPEHIIN]aTHO MYJICHOM
BOJTAMETPHjOM, MOXKE C€ MpPETHOCTaBUTH Ja ce ykyman mporiec okcumanuje 9CI-A cacroju u3
TpaHcgepa JBa eIeKTPOHa, IITO Ce MOKe 00jaCHUTH Kao JIBa jeHO-EJIEKTPOHCKA KOpaKa.

Yrunaj pH Ha npouec peaykumje 9CI-A (€ = 2,5 x 10* M) ucruran je npumenom DPV
texHuke y orcery pH ox 2,0 no 8,0. IIpu cBum BpenHocTMa PH youeH je penykunonu nuk Ic (Ciamka
72). Ca mopactoM pPH BpeIHOCTH, MHTEH3UTET CTPyje MUKa OMO je MarbH, JOK Ce MOTEHIMjal IHKa
MIOMEpao Ka HeTaTMBHUJUM BPETHOCTHMA. 3aBUCHOCT MOTEHIM]jaja Muka o PH BpeaHOCTH OCHOBHOT
eNIeKTpoInTa TpuKa3aHa je Ha Cimuu 73. 3aBUCHOCT je JInHeapHa U MOKE C€ OIUCATH jeTHAYHHOM:
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Epic (V) =-0,28 (V) —0,064 pH (39)

Bpenanoct narmba om 64 mV mo pH jeauHuim moapkaBa mojaTke go0HjeHE MPUMEHOM
UKJIMYHE BOJITAMETPH]E 3a MPOIEC PEAYKIMje KOJH C€ OABHja y3 ydemhe UcTor Opoja eleKTpoHa U
IpoTOHA. Y CKIJIaJy ca M3MEPEHOM HIMPUHOM Ha MOJIOBUHU BUCHHE THKA KOja je nMaJia BpeJHOCT
Wi, > 100 mV, Moxe ce 3akJby4uTH JIa c€ peAyKIlMja OJIBHja y3 TpaHCdep jeHOT eNeKTPOHA U JeTHOT
MIPOTOHA.

[Ipu pH > 5 DPV penykuuoHu MUK HHUje OIITap M ca JajbuM ropactoMm PH ,mena ce” Ha nBa
nuka. IlpucycTBo Ipyror peayKuMOHOT MHWKa Cyrepuiie jOml jelaH NpoIec, Tj. KOHCEKYTHBHU
tpancdep enexkrpona [93].

10,1pA

0,2

—0 IA

E/V
(vs. Ag/AgCl, 3M KCl)

Cimka 72. 3D npuka3 kopuroBanux DP Bonramorpama 3a mpouec peaykipje 9CI-A xoHnenTpanuje
2,5 x 10 M crnmsbennx npu pasmauntiM pH BpexrocTiva [93]

00

0,9 2.0

O 04-
4 E, (V) = - 0,28 - 0,064 pH
= r=-0,986
o)
>
-~ O
i e)]
w ;<6) -0,61 :
< C
o
=
0,8 . . : .
2 4 6 8
pH

Cumnka 73. 3aBucHocT Ep ox pH 3a nporec penykuuje 9CI-A xonnentpanuje 2,5 x 107 M, ik Ic [93]
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4.6.4. MHcnuTuBame eJeKTPOXEMHjCKOT TMNOHAIIAKba HAJaKTUBHUjUX AMHUHOKHCEJTHHCKHX
AepUBATA AKPUAUHA MPUMEHOM N (epeHnjaHO IMYJICHE BOJITAMETpHje

Ananuza mudepeHIujaaHo MyJICHUX BOJTaMorpaMa, umajyhu y Buay Behy oceTsbHBOCT OBe
TEXHHUKE y mopehemy ca MUKINYHOM BOJTAMETPUjoM, MCKOpHIIheHa je ca HUJbeM JOJATHE aHaHn3e
eJIEKTPOXEMHUJCKOT TIOHamama HajakTuBHUjUX AJIA. DP Bontamorpamm HajakTuBHHjUX AJlA,
HPUINKOM cHUMama o 0 V mokasaiu Cy Ja ce MUK KOjU OJIroBapa OKCHAANMju (Ha MOTEHIUjaly OKO
1,0 V) ca nopacrom pH nomepa ka HeraTuBHUjUM BpeaHoctuma noteHnujaina (Cauka 74). Takohe, y
ckimany ca DPV pesyaratuma no6ujennm 3a 9CI-A, y KHCeI0j CpeIMHU CBa jeINbCHbA TIOKA3Yjy caMo
MOMEHYTH OKCHJALMOHU MUK Ha noteHnujany oko 1,0 V, 1ok ce y 6a3H0j cpenuHy, mopes nuka Koju
MIOCTOjU U y KHCEJIO] CPEAMHH, MOKE YOUUTH M U3PAXKEH APYTM OKCUIALMOHU MUK Ha MOTCHIUjaTy OKO
1,3V.

1A 6 1A 7
: ——pH 2,0
e pH 3,5
1,0x10°% 4 1,010 - ;F;H 4:6
——pH 5,1
la PH 6.1 la
pH 7,0
——pH 8,0
5,0x10° lla soxige| C——PH&6 lla
00 T T T
0,0 05 1,0 15
EIV
1A 8 1A 9
1,5x10°5 4
1,5x10°%
1,0%10° 4 1,0x10°%
la
5,010 - 5,0x10° < lla
0,0

Camuka 74. Kopurosanu DP Bontamorpamu jeaumema 6, 7, 8 u 9, caumanu tipu pH ox 2,0 1o 8,9, ca
npoMeHoM noteHnujana ox 0 V go 1,6 V

[TpunrkoM cCHUMama BOJITaMOTpaMa O] HETaTUBHUX MTOYETHUX BPEAHOCTH MOTEHIIMjajIa
(—1,4 V) Moke ce yOUHTH jOII jeqaH, MarbK M MIUPOK OKCHIAIMOHU K, Ha moteHimjany 0,4 — 0,6 V,
NpeTXoAHO o3HayeH kao lac. Kako nuk lac HUje youeH y nmpBoM ciydajy, Kaja je MOYeTHH MOTEHIIH]jal
omo 0 V, MOXe ce TIPETIIOCTaBUTH Jia Ta] MUK ONMHUCYje OKCHJAIU]y MPOM3BOAA PEAyKIIHje JAepruBaTa
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aKpuauHa Koju ce ¢popmupa Ha nopimmHu GCE y ToKy cHUMama Ha HeraTUBHUM MOTeHIUjanuma. OBU
pe3yATaTH y CKIIaTy Cy ca pe3yJTaTiMa KOjH Cy J0OHjeHH MPUMEHOM ITUKIMYHE BOJITAMETPH]E.
Penykumonu nuk IC youe je npu ceuM Bpeanoctuma pPH (Camka 75), miro je Takohe y ckiany
ca CV pesynraruma. Ca mopactoM PH BpemHOCTH, MOTEHIMjaJl TTHKA MTOMEPA0 C€ Ka HETaTHBHHUjUM
BPEIHOCTUMA, IITO yKa3yje Ha OTEeKaH NpoIlec peAyKiuje y cpeanan uuja je pH Beha.
YoueHo je na ce y 6a3Hoj cpeawnu, riaBaun DPV penykuuonu nuk ,,ienu’ Ha JBa MUKa, IITO
MOJKE YKa3MBaTH Ha KOHCEKYTHBHH TpaHC(Ep eIeKTPOoHa.

0,04

I1A

B 6
-5,0x10° 4 5,0x10

-5,0x10° -5,0x10° A

1,0 05 1,0 0,5

Cauka 75. Kopuroanu DP Bontamorpamu jeaumema 6, 7, 8 u 9, caumanu npu pH ox 2,0 1o 8,9, ca
npomeHoM noteHnyjana ox 0 V no —1,4 V

4.6.5. UcnuTuBame eJ1eKTPOXEMHjCKOr MOHaMmamka 9-XJ10poakpuInHa MPUMEHOM BoJITAMeTpHje
NMPaBOYraOHUX Tajgaca

OcuM TPUMEHOM IHKIUYHE BOJTAMETPHje, PEBEP3UOMIIHOCT MpOoIleca MOXKE Ce YTBPIUTH H
aHAJIM30M TI0/IaTaKa TOOMjeHUX NMPUMEHOM BOJTAaMETpHje MpaBoyraonux tamaca, SWV [196, 197], jep
ce MUKOBH KOJU OMHCY]y OKCUJAIU]Y U PEIYKIU]y MOTY PETUCTPOBATH Y HCTOM €KCIIEPUMEHTY.

SW Bonramorpamu pactsopa 9CI-A kouuentparmje 2,5 x 10 M npu pH 4,5 u 6,2 npukasanu cy Ha
Cauxama 76 u 77.
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Ha Bonramorpamy koju mpezacraBiba yKynHy ctpyjy (lor) (Comka 76), y xucenoj cpenuHw,
MPHUCYTaH je caMo jefaH oKkcuaaruonu nmuk la, va morenrmjany 0,97 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI), nok cy
npu pH 6,2 npucyrHa nBa okcunanuona nuka (Camka 77), 1a u 11a va noreniujanuma 0,86 V u 1,33 V
(vs. Ag/AgCl, 3 M KCI), pemom.

Cwmep mupexthe (lf) u peBep3ne/noBparhe (l,) kommnonente crpyje (If — upBena inHMja;
lp — 3eieHa NMHHUja) KOPHCTE Ce 3a MpeaBulame PeBeP3nOMIHOCTH MpoILieca, Ma TaKO UCTH cMep 00e
KOMITOHEHTE CTpyje yKasyje Ha upeBep3uOmiHy npupoay npoueca okcuaanuje 9CI-A [198, 199], mro
j€ MoTBpAa mojiaTaka 100MjeHUX MPUMEHOM UKJIMYHE BOJITAMETPH]E.

<
=~ {pH4,5 |
. — 'tot
1,5%x107 1 la —
f
Iy
1,0x10°
5,0x107
0,0 —rt —
T T T T\
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

E/V (vs. Ag/AgCI, 3M KCl)

Cauka 76. Kopurosan SW Boatamorpam pactBopa 9CI-A konieHTpanmje 2,5 x 10™* M cruMIbeH npu
pH 4,5; (—) yxynHa ctpyja (lior), (—) KOMIOHEHTa CTpyje CHUMJbEHA y3 MPUMEHY JMPEKTHOT MyJica
(1), (—) KOMIIOHEHTa CTpyje CHUMIbCHA y3 mpuMeHy ospatHor myica (Ip); verr = 0,025 V s 1 [93]

<
= |pHB,2
— ot
1,5x10° /
la —
Iy
1,010
5,006107 1 k /\ lla
0,0 4= . — /\h_.
! — —
0.6 0.8 10 12 14

E IV (vs. Ag/AgCI, 3M KClI)
Canxa 77. Kopurosan SW Bonramorpam pactsopa 9CI-A konmnentpauumje 2,5 x 1074 M canmben npu

pH 6,2; (—) ykymHa ctpyja (liot), (—) KOMITOHEHTa CTpyje CHUMJbEHA Y3 MPUMEHY AUPEKTHOT IyJica
(If), (—) KoMIOHeHTa CTpyje CHUMIBEHa Y3 puMery noBpatsor myica (Ip); vers = 0,025 V s [93]
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SW Bonramorpamu pacteopa 9CI-A (koruentparmje 2,5 x 10 M npu pH 4,5) na Cannn 78
IpHKa3yjy YKyIHy cTpyjy 3a penykunonu muk (Epc =—0,54 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI)), li, 3ajento
ca qupektHoM (lf) u moBpaTHOoM (lp) KoMHoHeHTOM cTpyje. Kako cy mupekTHa U oBpaTHa KOMIIOHEHTA
cTpyje Ha Boitamorpamy uctor cmepa [198, 199], u mpomec peaykuuje MoKe C€ ONMCATH Kao
upeBep3nOUIaH.

- 10,0
Z=
<
~—
— ot J-2,0x107
’lf Ic
I
. . ‘ —-4,0x10°7
1,0 0,8 0,6 04

E !V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)
Camka 78. SW Bontamorpamu peaykimje pacrsopa 9CI-A konuentpanumje 2,5 x 10*M mpu pH 4,5;

(—) ykynHa ctpyja (lior), (—) aupekrHa kommnonenTa crpyje (lf), (—) moBpaTHa KOMIIOHEHTa CTpYyje
(I); vers = 0,025 VV s+ [93]

4.6.6. HcnuTuBame eJEKTPOXEMHjCKOI TMOHAIIAKbA HAJAKTUBHUjUX aMHHOKHCETHHCKHUX
JAepuBaTa AKPHIMHA PMMEHOM BOJITAMETPHje MPABOYTa0HMX Tajlaca

Ca mmuspeM jo0ujama onTUMaTHUX pesynrata SWV TeXHHKOM, 32 UCITUTHBAFmE CHHTETUCAHHMX
JeIMbema MEHhaH! Cy U ONTUMHM30BaHU cieaehn mapaMeTpu: aMIUIMTY/la MyJica, HHKPEMEHT IIPOMEHe
noreHuyjana u ¢pexseHuyja. I[lpunukoMm wu3Bohewa excnepumMeHara, kopuinheHu cy cruenehu
napameTpu: 5 mV 3a ammiuTyay mynca, 1 mV 3a uHKpeMeHT noteHujana u 25 Hz 3a ¢ppexBeHunjy.

SW BosTaMOrpaMH pacTBOpa HAjaKTHBHM]HX JepUBATA aKPHIMHA KOHIEHTpammje 2,4 X104 M
CHUMJBbEHHM Cy y ormcery noternujana ox 0V 10 1,5 V, 3atrum oxg —1,4V 10 1,5V uox 0 1o —1,4 V vs.
Ag/AgCI (3M KCI) y anrerataom nydepy (pH 4,6; 1 0,1 M) u y docharrnom nydepy (pH 7,0; 1 0,1 M).
Ha BonTamorpamuma cHumibeHUM npu noreHmujaiuma ox 0 V o 1,5 V (pH 4,6) moxe ce youutu
jenan, rnaBuu okcunmanmonu nuk (la) Ha moreHmmjany oxko 1,0 V, m cinabo m3paxen muk lla Ha
noreniujany oko 1,3 V (Camka 79, (=)). Kaga je mpomemeH MOYETHH TOTEHIMjald (CHUMAambe
BoiTamorpama je moueno ox —1,4 V) no +1,5 V (pH 4,6), jom jemaH, Mamu W BeoMa IIMPOK
okcunarronu muk (lac) je youen na nmorennujany 0,4 — 0,6 V (Cauka 79, (==)). Kako nuk lac Huje
yOYeH y MPBOM CIIy4ajy, Kaja je moueTHu moteniujan omo 0 V, moxke ce (kao ¥ KOJ mpekypcopa 3a
cunte3y aepuBata 1j. 9CI-A) mpernocTaBUTH J1a Taj MUK OIMUCYje OKCHIAIM]Y MPOU3BOJA PEIYKIIH]jE
nepuBara akpuauHa kKoju ce (opmmpa Ha moBpmmHA GCE TOKOM NpUMEHmEHOr HEraTHBHOT
noteHujana. OBU pe3ynaTaTH y CKIaay Cy ca pe3yiraTuma Koju cy nooujenu npumenom CV u DPV.

OcuM 3a WCIUTHBAEkE PEBEP3UOMIHOCTH peaokc mporeca, SWV TexHuka j€ y O0BOj
aMcepTaluyju KopuinheHa M 3a UCIUTHBaWke MHTepakiuje HajakTuBHUjUX AJIA ca JIHK 360r cBojux
MPEIHOCTH MOMYT 00Jbe MOHOBJBMBOCTH, Mamber OJHOCA CUTHaN/miyM u Op3uHe [111] y omHocy Ha
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Apyre BOATaMeTpHjcKe TexHuke. [lopea McnuTHBama €IEKTPOXEMH]CKOT MOHAIllamka HajaKTMBHUJUX
AJIA y pacTBOpY, HCIIUTUBAHO j€ U BbUXOBO MOHaIamke HakoH anacopruuje Ha GCE.

Excriepument je usBeneH tako mrto je uncra GCE Ounma 30 mmHyTa ypomeHa y pacTBOp
HajakTuBHUjUX AJIA KOHIIEHTpaIuje 2,4X10* M (pH 4,6), Te je nmouwio A0 aacopmiyje
HajakTUBHUjUX AJIA Ha moBpiMHU enekTpojae. HakoH ucnupama 1ejOHM30BaHOM BOJIOM, €JIEKTPOa je
Owra npebadeHa y enekTpoxemujcky henujy u cHumibeHu cy SW BoJTamorpamu 3a CBaKko jeIUCHE.
Bostamorpamu ¢y mokazanu Manu muK (l,,) Ha HemrTo mo3utHBHHUjeM mnoTreHHjany (3 — 7 mV)
(Cauka 79 (==)), y mopehemy ca riaBHUM NMHKOM la, KOju je youeH HAKOH CHHMama y pPacTBOPY
HajakTuBHUjUX AJIA. McroBpemeno, nukoBu lla u lac Hucy youenu. 3HauyajHO HUXKM THK, yKa3yje Ha
BeoMa ciialdy aJcopniyjy HajakTUBHUjUX AJIA Ha MOBPIIMHU €JIEKTPOJIe, a OACYCTBO nuKa lla BaxHO
je 3a aJjpe UCIIUTHBake UHTepakuje HajakTuBHUjuX AJIA ca JIHK.

CMameme CUrHajla KOjH OIMHUCYje MpoIlec OKCHAANMje HAKOH aJICOPIIMje JepuBaTa aKpuIMHA
Ha TIOBPIIMHHU EJIEKTPOAEC MOXe OWUTH NpPEACTaBJbEHO HOPMAIM30BAaHUM HMHTEH3UTETOM CTpYyje
(jenmaumna 21) kpos mpouenat npomene curdana [93, 105, 106] . V oBoj auceprauuju, Ip,,c Y
jenHaunmHM 21 mpencTaBjba WMHTEH3WTET CTPyje NMUKa HAa BOJTAMOTpaMy KOjU je NOOHMjeH HaKoH
ypawawa GCE y pactBop HajaktuBHMjux AJIA, mHkyOaumje y Toky 30 MUHYTa W, HaKOH TOra,
TpaHcdepa y OCHOBHU PACTBOP, a Ip o, MPEACTAB/ba MHTEH3UTET CTPYjE MMMKa Ha BOJITAMOrpamy Koju
je nmoOujeH HAKOH CHHMama pacTBopa HajakTuBHHUjUX AJIA. TloTeHiMjanm NUKOBa W BPEAHOCTH
HOPMAaJIM30BaHOT MHTEH3UTETA CTPYje MMUKa 3a cBe HajakTuBHUje AJIA noOujeHe mpuMEHOM jeTHaYMHE
(21) npukasanu cy y Tadesn 7 [137].

Ta6ena 7. [ToTeHnnjan MMKOBa 1 HOPMAJIM30BAaHU HHTEH3UTETH CTPYje MMKOBA 32 HajakTuBHUjuEe AJIA
(mobujenu mpumernom SWV) [137]

HepuBatu  Epcon B AE, d(l)

akpuaguna (V) (V) (%)
V)

6 0,999 1,003 0,004 156

7 0,984 0,988 0,004 10,3

8 0,993 0,996 0,003 3,25

9 0,966 0,973 0,007 6,86

Hopmanu3oBaHe BpeJHOCTH MHTEH3UTETa cTpyje Omie cy usmehy 3 % (jenumeme 8) u 15%
(jenumeme 6). Ha ocHOBY pe3ynrara, MOXKE Ce MPETIIOCTABUTH JIa jEAUCHE 8 MOKa3yje Malli WIN
HUKakaB apuHUTET 3a ajacopnuujy Ha noBpmmHu GCE, nok jeaumema 7 u 6 mokasyjy ymepeHy
CIIOCOOHOCT aJICOpIITH]e.
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Cauka 79. KopuroBanu SW Bositamorpamu jfiepuBara akpuanna: A) jenumemne 6; b) jenumeme 7; B)
jenumeme 8 u I') jenumeme 9; pH 4,6.

Kpusa 1 (—) cHumibeHa y pactBopy Komuentpammje 2,4X10” M, ox 0 V 1o +1,5 V; xpuBa 2 (=)
CHUMJbEHA y PAaCTBOPY KOHIIEHTpAIIHje 2,4><1074 M, ox —1,4 V mo +1,5 V; kpuBa 3 (==) HakoH
nnkyoamuje GCE y pacTBopy nepuBara akpuauHa KOHIIEHTpanmje 2,4 X 104 M y Toky 30 MuHyTAa.

AHanm30M IUpEeKTHE U TIOBpaTHE KOMIIOHEHTE CTpyje BositaMorpama cHuMJbeHux o1 —1,4 V 1o
1,5V uon 0V go—1,4 V youeHo je 1a MUKOBH BOJTaMorpama JepuBaTa aKkpHUIWHA KOJU OMHCY]y
OKCHJIALIM]y W PEeAYKIH]y TpeAcTaBibajy HpeBep3uOMIHE Mpollece, jep cy y oba ciydaja, obe
KOMITOHEHTE, Ka0 M CHUMaK YKYIIHE CTpyje MpeacTaBibeHH y uctoM cmepy [198, 199]. Cauka 80
npukasyje SW Bonramorpame pacTBopa HajakTHBHHjuX AJIA, kommentpammje 2,4X10°% M y
arieratHoM niydpepy (pH 4,6, 1 0,1 M) cuumane npu npomenu noreHnujana ox —1,4 V mo 1,5 V.
VxynHa crpyja (lot) 3ajenHo ca aupektHoM kommoHeHTOM (lf) m moBpatHOM KommoneHTOM (Ip)
Mpe/ICTaB/beHE Cy MUKOBHUMA KOjU CY OPHJEHTHCAHHU Y UCTOM CMEpY.
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Cauxka 80. SW Bonramorpamu nooujenn npumeHoMm GCE 3a pactBope jenumema 6, 7, 8 u 9

(c= 2,4x107* M) y anterataom niydepy(pH 4,6, 1 0,1 M); f = 25 Hz; Es = 1 mV; ammututyaa mynca

5 mV; Vet = 25 MV s 7; |yt — ykymHaA cTpyja; lf — aupekTHa komrmoHeHTa crpyje; lp — moBpaTHa
KOMITOHEHTa CTpYje

Amnanmuze HajaktuBHUjUX AJIA mpu pH 7,0 nmpumenom SW TexHMKe HoOKa3zaje Ccy Ja ce MHK
OKCHJAIM]je jaBJba Ha moTeHIujany oko 1,3 V (Cauka 81), mTo je BeoMa BaKHO 3a Jajba HCITUTHBAbA
c o03uMpoM Ja je mpeTparoM JjMTeparype npumMeheHo, a NPUWIMKOM Hu3Bohema eKkcnepuMeHaTa M
notBpheno, na 6aze JIHK na SW Bontamorpamy mmajy nmuk Ha oko 1,3 V. HaBenenm pesynratu
oMoryhmin cy onTUMH30BamkE yCIIOBa 3a UCIIUTHBake HHTepakiyje HajakTuBHUjUX AJIA ca JIHK, mTo
je kacHuje y neny 4.6.8. onmcaHo neTasbHH]C.
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Cauka 81. SW Bonrtamorpamu no6ujenn npumeHom GCE 3a pactBope jenumema 6, 7, 8 u 9
(c=2,4x10"* M) y pocarom nydepy (pH 7,0, 1 0,1 M); f = 25 Hz; Es = 1 mV; ammuTyza myica

5 mV; Vert = 25 MV s '; lyy — ykymHa crpyja, Iy — aupextHa koMmmoHenTta ctpyje, |, — moBpaTHa
KOMITOHEHTA CTpYje.
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4.6.7. Penoxc Mmexanu3am 9-xJiopoakpuanHa

[Momam nOOHMjeHH TPUMEHOM CBE TPU BOJTAMETPUjCKE TEXHHKE OMOTYNHMIHM Cy TyMademe
MexanusMa okcumanuje u peaykuuje 9CI-A, kao mpekypcopa 3a CHHTE3y aMHHOKHCEIHHCKHX
nepuBata akpuauHa. L{ukiaoBonramorpamMu mokasajiu Cy Ja ce OKCHAaluja oJBHja y3 TpaHcdep 2
€JeKTpOHa U 2 mpoToHa, A0k je DPV omoryhuo nerasbHMjU yBUA y MEXaHH3aM, TaKoO J1a j€ 3aKJby4aK
Ja ce OKCHIaIja OJBHja KpO3 JBa jETHOCIEKTPOHCKA Mpoleca. 3aBUCHOCT THKA KOJH OIHCYje
OKCHJAIM]y Ha IHMKJIOBOJTaMorpamy ox pH BpemHocTH cyrepuiie jga ce usMelhy 1Be peaxiuje
TpaHcdepa eneKTpoHa JeliaBa HHTEPMEIUjepHa XEMHjCKa peakiyja, Tj. peakuuja Gpopmupama aumepa.
EnexTpoxeMujcki TOKpEeHYyTa AUMEpH3allhja €KCIEPUMEHTAIHO je moTBpheHa Harubom ox 21 mV
3aBucHOCTH Ep 1o = f(log v).

VY npBoM KOpaKy OKCHAIM]je, HAKOH UPEBEP3UOMHOT TpaHcdepa jeqHor eleKTpoHa, (hopMupa ce
MoHOMepHH paaukai katjod (Cauka 82A)[93].

Hakon ryOuTKa jeQHOT €JEKTPOHA, M0Ja3W JIO JeJOKadu3alje MpeoCTalIor HeCcHapeHor
enlekTpoHa. Ha OCHOBY pe30HAHTHE CTPYKType MOXKE CE YOUUTH Jia Cy MOoJIoKaju | u 3 MmOomIoKHA
Harmajay ejaekTpoduia, 0K Cy 300r crepHUX edekara, monoxkaju 4a u 9 Mame nooxuan (Ciuka 82B).
JIBa 9CI-A MoHOMepa KaTjoH pajukaia Mory na (opmupajy mumep y Mpolecy XeMHjCKe peakiiyje
(ycnen hopmupama C-N Bese), a qumMep nasbe noaiexe cienehoj (Apyroj) KOHCEKYTHBHO] PEaKIHjH Y
KOjOj ce pa3Memyje IpYrd eJIEeKTPOH, Kao INTO je MpeaBuheHO y CKIaay ca BOJITAMETPHjCKUM
nonauuMa. Kao pesynrat apyre peakuuje y Kojoj ce ryOu JIpYyrd €JeKTpOH, HacTaje HOBU KaTjoH
panukain (Cauka 82).

Moxe ce MpEeTIOCTaBUTH Ja HENpOTOHOBaHA (opMma JuMepa, JOMHUHAHTHA Tpu BummM pH
BPEIHOCTUMA, JIAKIIE TYOu eeKTpoHe y nopehemy ca mpoToHOBaHOM (OPMOM, KOja MOXKE J1a TIOJICHKE
JajbUM peakiivjama u GopMupa HOBU KaTjOH pajJuKall.
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Cmmnka 82. A) Ilpemnoxenn Mmexanmzam okcupainuje 9CI-A; Bb) Pe3oHanTHe CTpyKType pajuKai

katjona 9CI-A [93]
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dopmupame MOHOMEPHOT paJuKaia ycien okcuaanuje Beh je 00jaB/beHo Kao J1e0 MeXaHUu3Ma
okcuaanuje 3a akpuau opamk [200] u apyre nepuBarte akpuauna [201]. IpeamokeHn MexaHu3zam y
CKJIaJy je ca MPEeTXOAHO 00jaBJbEHUM pE3yNTaTUMa O OKCHIAIMjU CIUYHUX jeINbEerha, YKIbYydyjyhu u
aKpUJIUHE KOja C€ Jajbe HacTaBjba Kpo3 (QopMHpame MOHOMEpa - paauKal KaTjoHa, IuMmepa H
tetpamepa [202] u XekcaMeTHs1 aKpUIWHA, TAC je MPOU3BOJA OKCHIAIMje YCICIIHO HW30JI0BaH U
[IPUMEHOM MaceHe CIIEKTPOMETpHje HacHTH(OHUKOBAH Kao aumep akpuauHa [201].

Penykimja 9CI-A nemaBa ce upeBep3uOMIHO, YK/bYUyjyhn jenaH eneKTpOH W jelaH MPOTOH
mTo IOBOAM 10 (popmupama paaukaina. [IpennoxxeHn MexaHu3aM peAyKIuje TPEICTaBbeH je Ha
Coaunnnm 83.

Kako nacramu pamukan Huje ctabmiiHa ¢opma, BepoBaTaH je MPOIEC ITUMEpHU3aIije Kako Ou
HacTao crabuiaH npousBoi. MMajyhu y Buay pe3oHaHTHY cTpykTypy paaukana 9CI-A, pasauuunte
nosunuje omoryhaBajy HacTaHaK HEKOJIMKO pazaudyuTHX auMmepa. CTepHU eeKTH YMHE Ja MMoJ0ka] 4a
Oyzne Masio BepoBaTHO MeCTO (opMHpama HOBE Be3e NMPHJIMKOM HAcTaHKa IuMepa, y mopehemy ca
nojoxajuma 1 u 3. Ha ocHoBy Tora, moxke ce mpermnoctaBut jaa asa 9CI-A moHomepa — paaukana
dopmupajy qumep. OBo je moTBpheno u noxanuma qodujeHnM u3 3apucHoctu Ep i = f(log v).

Penykiuja akpuanHa TPBOOMTHO je HWCHMTHBAaHA IPHUMEHOM pa3IUUUTHX EJICKTpona y
pasnmuuntuM pactBopuma [203-205]. McrpakuBaun cy 3ak/byduiid Jla ce yciea peaykiuje Gpopmupa
WHTEPMEIIUjEPHU CEMUXHHOH paJIiKal, IITO je y CKIaly ca MPeACTaBJbeHUM Pe3yJITaTuma.

A
Cl cl Cl
+H" -
= x +€ AN
— I
N/ XEMUJCKA t 2 N
MPOTOHALIMJA ril |
H H
B — —
cl Cl Cl 1
°
AN x R
- -—
LK)
o | |
H H H

Canka 83. _A) [Mpennoxenu mexanuzam penykuuje 9CI-A; B) PezonanTtre cTpykType pameaJ_Ia 9CI-A
[93]

Kako monekyncka cTpykTypa HajakTUBHMjUX AJIA caapku MOJMapOMaTHYHU aKpUIAMHCKH,
TUTAHAPHU XETEPOIHKITYC ca a30TOM, OH 3aXBaJbyjyhH CBOjUM CIOOOIHHMM, HEBE3UBHHM EJIEKTPOHUMA
Ha aTOMY a30Ta MOJKe Jla ce TIoHaIla Kao eleKTpoH AoHop. [Ipema nmureparypuum noxarmma [200, 201]
MOJXKE Ce MPETIIOCTAaBUTH Jla Ce€ OKCHJAIlja OlMcaHa MAKOM Ha moTeHnujainy oko 1,0 V nemraBa Ha
azory Ha mnomnoxajy 10. IlpunukoM oxcupanuje noja3d 10 TyOUTKa jeIHOT eJIeKTpOHa, Jajbe ce
dbopMupa MOHOMEp paauKal KaTjoH KOJjU Kako Oum ce crabuiam3oBao, ammepusyje. Pemyknmja
HajakTUBHUjUX AJIA JnemaBa ce upeBep3WOWIHO, TpU HYEeMy HajBepOBaTHHjEe ycien TpaHcdepa
eJIEKTPOHA JIoJIa3H 110 popMHpama paanuKaia KOju MOXXKe JTUMEPH30BATH Y3 KOHCEKYTHBHHU TpaHCQeEp
JOIII jeTHOT eNEKTPOHA ca IIMJbEM HacTaHKa CTAOMIHOT MPOU3BO/A.
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[Momamu n0OHMjeHN NMPUMEHOM EJIEKTPOXEMUJCKUX TEXHHMKa y OBOj JIUCEpTalMju yKa3yjy Ia
MPUCYCTBO CYINCTUTYEHATA y MOJO0XKa])y 9 yTHUUy Ha OTeXaHy OKCHUJAIIN]Y M PEAYKIN]y HajaKTUBHUJUX
AJIA y nopehemy ca 9CI-A HajepoBaTHHje ycien cTepHuX edekara, JOK qy)KrHA OOYHOT JIaHIIA HUje
3HAYajHO YTHIAJIA HA PA3jIMKe y PEAOKC MMOHAIIAkY UCIIUTHBAHUX HajaKTUBHUjUX AJIA.

4.6.8. OnTuMu3aimuja ycjiosa 3a popmupame Bumecjaojuor JTHK o6uocenzopa

bpojue cy cryauje koje kopucre DPV texnuky 3a ucnutuBame okcunanuje JJHK [10, 83, 118,
126, 206]. ¥ oBoj muceprauuju, okcumanuja JIHK umcrnuruBana je mpumenom SWV. VYV ogHocy Ha
UKIMYHY BOJNTAMETPH]y, OBa TEXHHKA IMpYyXa jaCHE BOJTAMOTpaMe KOjU Cy IMOJA MambUM YTHIIajeM
KamnaluTUBHUX e(eKkaTa U OCETJbUBHJU Cy Ha IPOMEHE KOje oapel)yjy KUHETHKY €JIEKTPOJIHE peaKIlyje.
Kana ce xopuctu SWV, ananusa tpaje kpahe, Mame ce Tpolle €IeKTPOAKTHBHE BPCTE y OJHOCY Ha
DPV [111] u mame je mpobiieMa ca “TpoBamem’ enekrpose [138].

Bumecnojau IHK OGuoceHzop (omupa ce Tako mMTO Ce Ha MPUIIPEMIBEHY €JIEKTPOy HAHOCE
Tpu kKanu pactopa JIHK oxpehene 3anpemune u koHieHTpamnuje. CBaka Kam ce Cylu y CTpyju a30Ta
onpeheHo Bpeme, HAKOH dYera ce eJEKTPOoJa HCIUpa JejOHM30BAHOM BOJOM Kako OM BHIIAK
Heazacopbosane JJHK 6uo ykinomeH.

Ca nuspeM n00Hjarmba ONTUMATHUX YCIIOBA 33 PUIIPEMy OMOCEH30pa, BAPUPAHU Cy PA3INIUTH
napameTpu: pH BpeaHOCT pacTBOpa y KOMe Ce BPILIU CHUMame BoJiTaMorpama, 3anpemuna kamu JJHK,
koHnenrpauuja JIHK, Bpeme cymema Kamu, aMIDIUTy[a ITyJica TMPWIMKOM CHHMama BOJITAMOTrpama,
Kao ¥ (peKBeHIHja.

Oxkcunanuja JIHK ancopooBane na GCE wucnutuana je npu pH ox 3,6 mo 8,6 (I 0,10 M).
Jlooujern SW Boaramorpamu 3a pH 4,6 u 7,0 npukazanu cy va Caunm 84 (pH 4,6 — upBena juHuja;
pH 7,0 — upHa nuHMja).

3,0x107 1
e [IHK (pH 4,6)
e NIHK (pH 7,0)
<
= dA
dG
0,04
1.0 1,5

E /V (vs. Ag/AgCI, 3M, KClI)

Cauka 84. Kopurosanu SW Bonaramorpamu: (—) JIHK 6uocensopa, pH 4,6; (—) JIHK 6uocensopa,
pH 7,0
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SW Bonramorpam JIHK BumecnojHor OuoceH3opa IOKa3yje OBa OKCHJIAI[MOHA THKa Ha
norenujaauma oko 1,0 V u 1,3 V npu pH 4,6 koju onucyjy okcupaiujy ae3okcuryaHosuna (dG) u
ne3okcuanenosuHa (dA). Ca mopacrom pH pacTBopa, MHMKOBH OKCHIAIMje MOMEPCHH CYy Ka Mame
MO3UTHBHUM IOTECHIIMjAIMMA, & MHTCH3UTET UM Ol Ia.

Haxo je pH 7,0 BpeaHocT Oaucka Gpu3nosonikoj Bpeanoctu PH (1 u3 tor pasiora je 3HayajHa),
n3Bohemwe excriepumenara npu pH 4,6 Ouso je moroaHuje u3 nBa pasjora. [IpBo, HHTEH3UTETH CTpPYja
ounu cy Behu, y nopehemy ca nukoBuma nobujenum npu Behoj pH BpemHocTH u umanu cy 0oJbu
obomuk. Takohe, muk lla, youen nHa mnorenmmjamy oko 1,3 V na Bomramorpammma 9CI-A u
HajaktuBHUjUX AJIA mpu pH 7,0, Huje npucyran npu pH 4,6, Te je ctora u36ernyro CyneprnoHHpame
nuka lla 9CI-A u najaktuBHMjux AJIA ca nukom JIHK 6Gase. OBo je ox HapouuTOor 3Hayaja 3a
ucnutuBame natepakuyje JJHK ca HaBenenum jenumemuma.

V aneratHom nydepy (pH 4,6) BplieHo je 1ajbe UCTUTHBAKE YCI0Ba 3a MPUIIPEMY OHOCEH30pa.
Bpewme cymema kanu JIHK Bapupano je ox 5 no 60 munyTa, npu uemy je karn JJHK Ouia 3anpemune
5 UL, a xonnentpamuja JJHK 75 ug mL . Onrumanso BpeMe CYIIeHha CBaKe MOojeIMHAYHe KaIld, Kajaa
je nobujen Hajpehu HHTEH3UTET CTPYje MuKa, 6mio je 30 MuHyTa.

IIpu pH 4,6 ucnutuBan je edekar koHueHtpauuje JHK, mpu uemy je xonumentpanuja JJHK
Bapupana ox 25 g0 75 pg mL™'. Kako je curHam 61O HCTH 3a CBE WCIIMTHBAHE KOHICHTpALA]E,
onabpana je Hajseha KoHIeHTpanyja, 75 g mL,

Haxon oxpehuBama ontumanne konuentpanuje JHK, ncnutuBan je yrunaj 3anpeMuHe Kamnu
JIHK. 3anpemuna cBake kamu Bapupana je on 3,0 no 7,5 UL (xan Beha on 7,5 pL pasnuBana 6u ce
NPUJIMKOM HaHOIICHA Ha TOBPIIMHY enekTpoxae). Hajsehm mHTEeH3mTeT cTpyja mukoBa 6aza JIHK
nobujeH je xopuiihemeM Kamu yuja je 3anpemuna owia 5 L. Ocum nmapamerapa Koju ce 0JHOCE Ha
JIHK, Bapupanu cy U yCJIOBH 3a CHUMam€ BojiTamorpama: amrumntyza mysica (ox 0,002 go 0,050 V) u
dbpexsennuja (ox 8 mo 75 Hz). Jlobujenu cy oNTUMAIHKU PE3yJITATH: aMILIMTYya MOTEHIIMjala myjca
0,005 V u ¢dpexBennuja 25 Hz. ¥V Tabenm 8 mpukazaHe Cy ONTHMAIHE BPEIHOCTH TMapaMerapa 3a
dbopmupame Butiecnojuor JJHK 6uocensopa [93].

Tabesa 8. OnTumaiiHe BpeTHOCTH Iapamerapa 3a ¢hopmupame Bumeciojaor JJTHK 6uocensopa

IMapamerpu OnrumanHe BpeIHOCTH
pH 4,6

Bpewme cymema kamu (min) 30

Konnentparmja JHK (ug mL ™) 75

3anpemuna kanu (uL) 5

Awmmuryna nynca (V) 0,005

®pexennuja (Hz) 25

IToHOBJBMBOCT 100MjEHUX pe3ylTaTa MCIUTAHA j€ TAaKO INTO je MPU ONTUMATHUM YCIOBHMA
dhopmMupaHo TET OMOCEH30pPa, a AaHATM3UPAHA Cy MHTEH3UTET CTPYje NTUKa KOJU TMOTHYE O] OKCHIAITH]e
6aze IHK u norenuujan nuka. M3pauynara ctangap/Ha JeBHjalrja 3a HHTEH3UTET CTPYje MHKa O]

8 NA u motennujan muka oz 2 1o 3 MV mpeicTaBibajy 3a10B0JbaBajyhe BpeIHOCTH.
Pesynrtatu cratuctuuke obpajie MOHOBJFUBOCTU CUTHAIA MPUIIPEMIBEHOT OMOCEH30pa MPUKA3aHU Cy Y
Ta6eau 9.
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Tabena 9. IIoHOB/BMBOCT CHTHaJAa NPHUIPEMJBCHOT OHOCEH30pa, TMPEACTAaBJbeHA IMPOMEHOM

MHTEH3UTETa CTpyje u moreHuujana nukosa 6a3a JIHK (ne3okcuryanosmna dG u ne3okcuaieHO3MHA
dA)[93]

Ep(dG) (V) ip(dG) (LA) Ep(dA)(V) ip(dA)(LA)
1 1,041 0,098 1,297 0,195
2 1,043 0,095 1,300 0,190
3 1,044 0,089 1,305 0,186
4 1,045 0,085 1,303 0,175
5 1,046 0,079 1,302 0, 179
(Ep)+SDmam | SD=0,001923 | SD=0,007629 | SD =0,003051 SD = 0,008093
(1,04420,002) (0,08920,008) (1,3010,003) (0,185+0,008)
(i,,)+SD
RSD (%) 0,18 8,55 0,23 4,38

Ha oBaj HauumH, MOHOBJBUBOCT ¢opMuUpama U CTAOMIHOCT OHOCEH30pa Cy MOTBpheHu y
arieratHoM nygepy, npu pH 4,6.

4.6.9. UcnutuBame nHTepakumje 9-xjopoakpuauna ca JJHK npumenom enexkrpoxemujckor JJTHK
OmoceH3opa

Bumecnojau OuoceH3op mpumpeMibeH je Tako nga cy monekynu JIHK pacnopehenn na
MOKpUBaJy YUTaBy MOBpHIMHY enekTpoae. OBo je 3HauajHO jep oHemoryhaBa HecnenupuuHy
aJICOPIIIN]Y JeUEHha U OJITOBOP OMOCEH30pa MOTHYE CaMO O] jeIUbEeHha KOje j€ HHKOPIOPUPAHO Y
cinojy JAHK, 6e3 yrunaja nudysuje jeaumerna U3 pacTBopa.

Hakon unkybanuje JJHK koja ce Hana3u Ha MOBPIIUHM €IEKTPOJIE Ca JEIUBECHEM Y PaCTBOPY, Y
TOKy ozapeheHor BpemeHa U TpaHcdepa eleKTpoje ca HOBOGOPMHpPAHMM KOMILIEKCOM Yy mydep,
MIMKOBU KOJU OIKCY]Y OKCHUIAIM]y jeANIEHa MOCIEIUIa Cy OCTBAPEHE WMHTEPAKIHUjEe jeAUHmEeHmha ca
JIHK. VYcnen uHTepakuuje, jelumeme je MHKOpIopupaHo y cnoj aiacopbosanor JHK, mrTo my
omoryhaBa na mnpule MOBpIIMHU €JIEKTpoJle U Ty ce okcuayje. Hakon wunHkyOanuje, mpeoctanu
,,CIIOOOTHU MOJIEKyJIM OMBajy HCIpaHM IOMONY J€JOHM30BaHE BOJIE y KOPaKy KOjH TPETXO]U
ypamamy CeH30pa y YHUCT Iydep y KOMe ce BPIIU €IeKTPOXEMHjCKO UCIIUTHUBAE, T€ HE MOTY OUTH
JI€TEKTOBaHH.

ITpu pH 4,6, y anterataoMm mydepy, SW Bontamorpam JIHK Bumeciojnor 6noceH3zopa umao je
JIBa OKCHJIAI[MOHA MTHKa KOjJU OIMHUCYjy oKcuuanujy nezokcuryanosuna (dG) u nesokcuaneno3una (dA)
Ha notennrjamuma 1,05V u 1,30 V (Ciimka 84).

ITpumena enexrpoxemujckor JIHK 6uocenzopa omoryhasa npaheme nmpomeHe moTeHIMjaga U
MHTEH3UTETa CTpYyje MUKOBAa KOjU omucyjy okcumanujy 6aza JIHK ycien mHTepakuyje MCIUTUBAHUX
jemumema ca JIHK.

Panuje y nurepatypu 00jaBibeHO j€ Jja HEKU JepUBaTHU aKpUauHaA Mory Ja unreparyjy ca JJHK,
na ce u 3a 9CI-A Moxe npeTnoctaBuTH 1a he ycien miaHapHe CTPYKType OCTBAPHTH WHTEPAKILHUjY ca
JTHK.

Kako 6u npe ncnutrBama HHTEpakKIyje Ouno yrspheHo a MUKOBU Koju he OUTH aHaIM3HpaHH
notudy uckpyurBo o 6aza JIHK wmm ox 9CI-A, SW Boaramorpam 9CI-A 610 je CHUMIbEH Ha YHCTO]
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GCE mox uctuM eKCliepuMEHTaIHUM YCIOBUMA Kao W Kaja je KopuurheH ceH3op. 3a Ty cBpXY, 4HCTa
GCE 6wuina je ypomena y pactsop 9CI-A xonuentparmje 1,0 x 10* M y TOKY 5 MHUHYTa, HAKOH TOTa
WCIpaHa je BOJOM U IpedadeHa y elnekTpoxemujcKy hemujy ca ameratHum mydepom pH 4,6 e je
CHMUMJbeH BoaTamorpam azacop6oBanor 9CI-A wna moBpmuam enekrpoge. Ha Coammm 85, SW
Bostamorpam ajgcop6osanor 9CI-A (ruraBa nuHMja) OpPUKa3aH je€ 3ajeHO ca BOJITAMOIPAMOM
noGujennm 3a pacteop 9CI-A konuentpanuje 1,0 x 104 M (pH 4,6) (3eena nnauja). Moxe ce yountu
12 OKCHAAILMOHH NHK l8(ayc) ancopboBanor 9CI-A uma Mamby HHTEH3UTET CTPYje M IOMEPEH je Ka Majo
MO3UTUBHUJUM TIOTEHIUjAIMMA, IIITO je U OUYeKuBaHo. Takolhe, youeHo je 1a cy BpeJHOCTH MOTEHIIHjala
UKa KOjU OIKCYyje OKCHaalujy ae3okcuryanosuHa (0G) u moTeHuuWjana IHKa KOjU OIHKCYje
okcuganujy 9CI-A (la(,c)) 6maucke u na he BepoBatHo npunukom npahewa narepaxuuje 9CI-A u JTHK
nohu 10 CymeprioHHpama OBUX IHKOBa, T KUXOBa aHanu3a Hehe Outm moryha. [lox HaBemeHMM
EKCIIEPUMEHTATHUM YCIIOBUMA, HU HA jJEJHOM O] BOJITaMOIrpaMa HHj€ YOUCH JAPYTrd OKCHIAIMOHH MUK
9CI-A — lla, mrTo yka3syje Ha To Ja hie MUK KOju OMHCyje OKCUaalujy ae3okcuaaecHo3una (dA) mohu ma
Oyne aHanmu3upan ca nusbeM npahema unatepakiuje 9CI-A u JTHK.

e [NHK (pH 4,6)
6,0x107" - e 9CI-A ancop6oBaH (pH 4,6)
< 9CI-A y pacTtsopy (pH 4,6)
~
3,0x107"

Ia(anc) dA

0,0 \

dG
1.0 | 15
E/V (vs. Ag/AGC. 3M, KCI)

Cauxa 85. KopuroBanu SW Bomramorpamu: (—) JIHK OGwmocensopa, pH 4,6; (—) 9CI-A
azicopboBaHor u3 pactBopa, pH 4,6; (—) pactopa 9CI-A konuenTpammje 1 x 10 M, pH 4,6

Wnrepakimja pacreopa 9CI-A koruentpamuje 1,0 x 10 M y mydepy umja je pH Bpeanoct 4,6
ca JIHK ucnuTuBaHa je HakKOH pa3nIWYUTOr BpeMeHa uHKyOauuje pacteopa (5, 10 u 30 MunyTa) Kako
6u 6uIo osipel)eHo ONTHMAaTHO BpeMe 3a HCIUTHBAKE HHTEPAKIIH]E.
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Oxcuparonu ik 9CI-A (18(,,¢)) ¥ MUK Koju notude ox aezokcuryanosuna JJHK (dG) cy ce,
Kao IITO j€ U OYEKUBAHO, CYNEPIIOHUPAIIH, TIa j€ MHTECH3UTET CTPYje MUKa Ha moTeHnujany oko 1,0 V
Behin oll MHTEH3UTETa CTpYja MMKOBa Kajaa ce nojeaunadno ucnuryjy 9CI-A u dG JJHK te He mocroju
MoOryhHOCT J1a ce HampaBu pasinuka usmelh)y muka xoju morude ox 9CI-A u onor koju nmoruue ox dG. U3
TOT pa3jiora, 3a TyMadyemke MHTEPaKIMje, 3Ha4ajHe Cy caMo WH(OpMalrje Be3aHe 3a MUK KOjH MOTHYE
on dA [20, 162], a 3ama)keHO je Ja HAKOH HMHTEPaKIHje HHTEH3WTET (IHMKa OKCHIAIH]je
ne3okcuazeno3una, dA) onana.

[Topehemwem curnana qodujeHnx HakoH 5, 10 u 30 MuUHYTa HHTEpaAKIHje, YOUCHO j€ J1a j& HAaKOH
30 MuHyTa HajuU3pakeHUje cMameme UHTeH3uTera crpyje nuka dA (Al, = 100 nA), u oBo Bpeme
UCKOPHUIINEHO je Ka0 ONTHMAIHO BpEME 32 UCITUTUBAE HHTEPAKIIU]eE.

Ca muibeM MOTBPZC Jla je CMamemhe MHTEH3UTEeTa CTpyje nmuka OA mocieauiia WHTepaKiuje
JHK ca 9CI-A, wucnwrad je yTHIaj OCHOBHOI €IIEKTPOJIMTa Ha CHUTHaJl KOjH IIOTHYE OJ
enexktpoxemujckor JIHK Omocenzopa. Konrpomau JIHK OumoceHzop uHKyOuMpaH je y amneTraTHOM
nydepy unju je pH 4,6 y toky 30 munyra. Kao mro je m oyekuBaHO, HUCY YTBphEeHE NMpPOMEHE Ha
BOJITAMOTpamMy KOjH OTHCYje OKCHIAIN]y Ie30KCUTyaHO3MHA U ie3okcuanenosnna JJHK 6uocensopa.

Cmamerme uHTeH3uTeTa cTpyje muka A BepoBatHOo je pesynrtar umHTepakiuje 9CI-A ca
pesuayama dA u dopmupama JIHK arperata, kao mro je Beh mo3Haro 3a Japyra jeaumema Koja
uHTepkanupajy [207].

[Ipomene WHTEH3WTETa CTpPyje MOTY C€ MpPEICTaBUTH Kao HOPMAalM30BaHa CTpyja IHKa
d(dA)(%), npumenom jeaHaunne (22).

JloGujenu pesynraru npuka3anu cy y Tadenu 10.

Hopmanu3oBana crpyja muka je HakoH 30 wmuHyTa wuHHKyOarmje ca pactBopom 9CI-A
koHneHTpanuje 1,0 x 10* M omnana 3a Bume ox 50% y nopehemy ca HHTEH3UTETOM CTpYje MUKa Tpe
WHTEPAKIIH]e.

Tadema 10. 9CI-A-JIHK wuHTepakimja TpeacTaB/beHa IMPEKO HOpMaiu3oBaHe crtpyje SW
BoJITaMeTpHjor rmka dA 3a pasnuunTa BpeMeHa HHKy6ammje (Cocra = 1 x 107 M) [93]

tnmcvﬁaunie (mln) d(dA) (%) AED (V)
5 89,25 0,016
10 70,61 0,016
30 48,45 0,018

Hakxon wuntepakimje 9CI-A ca JTHK, norteniujan nmuka A moMepeH je Ka MO3UTHBHHUJUM
noteHimjanuma 3a 0,018 V (TaGena 10), nma ce wHHTEepakiUja MOXE OKapaKTepHCaTH Kao
uHTepkananmja [130, 131].

[lup nasber ucTpakuBama OMO je na ce oApenu yTuiaj KouieHTpauuje pactBopa 9CI-A Ha
MHTEpaKIHjy, Kao U J1a ce oapeau HajMmama KoumeHntpaiuja 9CI-A npu kojoj je moryhe gerekroBaTu
unrepakuyjy msmehy JTHK u 9CI-A npumenom SWV.

Cmameme uHTEH3uTeTa crpyje muka A kopumheHo je Kako OM ce HCIUTA0 WHTEH3UTET
uaTepakimje aacopoosane JIHK u pasnuuntix konmnentpaiuja pacrsopa 9CI-A y orcery ox
1,0 x 107" M o 2,5 x 10™* M. Bonramorpamn mpukasaui Ha Cammu 86 mpencTaBibajy aHOIHE
OJIrOBOpE KOjU MOTHYY O JE€30KCHAJCHO3MHA, Tj. IPOMEeHe curHana dA ca mpoMEeHOM KOHIICHTpAIHje
9CI-A naxon 30 munyta uHTepakiuje. Cauka 87 mpukasyje JBa orcera KOHIEHTpalHja y Kojuma je
3aBUCHOCT HMHTeH3uTeTa crpyje muka dA on xonnentpanuje 9CI-A nmneapna. Harno cmameme
MHTEH3UTETa CTPyje MUKa MpH HUCKUM KorHeHTparujama 9CI-A ykaszyje Ha HHTEH3UBHO (GOpMHUparbe
komiuiekca. Ca mopacrom konueHtpauuje 9CI-A, HHTEH3UTET cTpyje NHKa ce cTaduimsyje. Y CKiIaxy
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ca TUM, JOOMjeHE Cy JMHEeapHe 3aBUCHOCTH, mpeacraBibeHe Ha Coamum 87. JluHeapHe 3aBHUCHOCTH
OIMCAHE Cy PErPECHOHNM jeJHaYNHAMA!

Ip (A) = —0,038 ¢ (M) + 1,53 x 1077 (r=0,930) (40)
3a orcer kourenrpanuja 9CI-A 1,0 x 10" M- 1,3 x 10 M

5

Ip(A) =-1,1x10"*¢c (M) + 8,44 x 1078 (r =0,959) (42)

3a orcer koHrenrpanuja 9CI-A 8,0 x 108 M- 1,0 x 107 M.

[HK+9CI-A 1,0x10"M

s [THK+9CI-A 3,3x107M
<( e [IHK+9CI-A 5,0x107M
— dG+la e [IHK+9CI-A 8,0x10°°M
. (apc) e [IHK+9CI-A 1,0x107M

2x107 7
1x107" 7
0

1,2 | 1,5
E /'V (vs. Ag/AgCl, 3M KCI)

Cauxa 86. KopuroBamm SW Bontamorpamm HakoH wuHTepakmumje JHK ca pasmaunrum
konuentpaumjama 9CI-A : (—) 1 x 10* M, (—) 8 x 10°M, (—)5x10 ' M, (—) 3,3 x 10" M,
(—) 1x 107" M, u (—) JTHK 6uocensop; pH 4,6; (tuysawie = 30 Min)[93]

Ipu koruentpammjama 9CI-A Betimm ox 1,0 x 10 M, nnrensurer crpyje muka dA He3HATHO
pacte (2,5 X 10™* M), mrro mosxe GuTH nocaenua cMamene criocodroctrn 9CI-A 1a pu THM ycIoBHMA
uHrteparyje ca JIHK [133].
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— -7

" 15x107 - Ip =1,53x10"" - 0,038 ¢
oy r=0,930
\Q_

1,2x107 4

I, =8,44x10"® - 1,10x10%c
9,0x10°® - r=0,959
6,0X10-8 T T T T T T
0,0 5,0x107 1,0x10™ 1,5x10™ 2,0x10* 2,56x10*

c/M

Cimka 87. 3aBucHocT uHTeH3HMTeTa cTpyje muka dA (SWV) on kourentpamuje pacrsopa 9CI-A y
KOMe je BpieHa nakybaruja)[93]

Onpehena je mpuBHaHa KOHCTaHTa Be3uBama Komiwiekca 9CI-A—JIHK,,, koju HacTaje MPHIHKOM
unkybarmje pacrBopa 9CI-A u JIHK monekyna agcop6oBanux Ha moBpmuau eiaektpoiae (JIHK, ).
Konnenrpanuja JJHK Ha moBpmuHM enekTponae Ouia jé KOHCTaHTHA JIOK je Yy TOKY EKCIepUMEHTa
noBehaBana konueHtpanuja pactBopa 9CI-A. IlpernocraBibeHO je a ce Mpolec KOMIUICKCHUParbha
MOXe€ TPEICTABUTH paBHOTEXKHOM peakitjom (VI1):

JTHK ;. + n(9CI-A) 2 (9CI-A)—THK ¢ (VI
¥ 0roBapajyhoM KOHCTaHTOM PaBHOTEXE, MpeMa jeaHaunHu (23):

[(9C1-A),, ~MIHK, 5
T [AHKygc|[oct-A]n

(42)

Ha ocHoBy pa3maTpama npukazaHor y mnornaBiby 1.6.2., KoHCTaHTa (GopMupama KOMILIEKca
MOXe€ Ce MOBE3aTH ca HHTEH3UTETHUMa BOJITAMETPH]CKHUX MTMKOBA MPUMEHOM jenHaunne (43), HamucaHe
npema jeqHadnHu (29):

log [M] = nlogK + nlog[9Cl-A| (43)

I K — I KOMIUIEKCA

rie Iypk TpencTaBiba HHTeH3UTET cTpyje nuka dA ancopbosane JJHK y oncycrsy 9CI-A, a Ixommekca

UHTEH3UTET cTpyje nmuka JA npu paznmuntuMm koHueHtpanujama 9CI-A ca xojuma ancopbosana JJTHK

dopmupa komiuteke. Ha ocHoBy mo0ujenux Bpeanoctu 3a Haruo (N = 0,886 ~ 1) u oaceuak auHEapHE
IKOMILJIEKCA

IiHK —IKOMIJIEKCA
komIuiekca (koHcranTa BesuBama JJHK u 9CI-A) koju je ancopOoBaH Ha TOBPIIUHH EICKTPO/IE,

3aBHCHOCTH log[ ] ox log[9Cl— A] (Camka 88), onpehena je koHcTanTa (hopmHpama
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K = 3,45 x 10° M. Jlobujena KOHCTaHTa yIOPE/INBa je ca KOHCTAHTAMA KOje OJr0Bapajy jeaHiCHhIMa
KOja MHTEPKAJINPA]y, a BPETHOCTH CYy Y OTICETY 10*-10° ™M [140, 208, 209] u nobujeHe Cy MPUMEHOM
CJIIEKTPOXEMHUJCKUX HIIM CIIEKTPOCKOIICKMX METOJa 3a KOMIUIEKCE Koju ce (opMHpajy y pacTBOpY.
Hlobujena Bpemnoct K, Beha je o BpeaHOCTHM KOHCTaHTE BE3MBamba AaKPUIUH-OPAHXKA KOJU
uHTepkamupa m3mehy Gasa JIHK (Kao = 2,69 x 10* MY, a xoja je nobujena npumenom
CIIEKTPOCKOIICKUX METO[a Y HEyTpalIHOM pacTBopy [45], miTro mMoxe OWUTH 00jalImbeHO OJIaKIIaHOM
MHTEpaKIyjoM KomrnoHeHnata kana je JIHK agcopboBana Ha MOBPIIMHY €IEKTPOIE.

N
1]

y =-4,91 - 0,886x
r=0,962

—_
1

log[ Ikomnnekca / (IgHK - Ikomnnekca)]
o
1

—_

1 N 1 1 J
79 6,5 -6,0 -5,5 -5,0
log [9CI-A] / M

Camka 88. 3aBucHocr log [w] on log[9Cl— A] [93]

I K —IKOMIIEKCA

Onpelhena koHCTaHTa Be3MBamba MPUIMKOM (opMHpama Komiuiekca ajgcopoosane IHK u
9CI-A, ynorpebsbeHa je 3a wu3padyHaBame mpomeHe I['ubcoBe crmobomne enepruje (AG), mTo
IIPEeJCTaBJba MEPY CTAOUIHOCTH (OpMHUpPAHOT KoMILIeKkca. ' mbcoBa cioboaHa eHepruja u3payyHara je
npuMeHoM jerHaunne 30.

CBY eKCIIepUMEHTH H3BEIeHH Cy Ha coOHOj TemmepaTypu, 25 °C, a m3padyHaTa BPEIHOCT
npomene ['nGcose crnoboue enepruje je: AG = —31,55 kJ mol™*. Heratusma Bpeasoct AG moTBp/mma
jé CIIOHTaHOCT TIpoleca TMPHIMKOM OJWTpaBama peaklHje Ha MOBPIIMHU elekTpone wu3Mmely
ancopoosane IHK u 9CI-A [142].

Hajumxa wonnentpamja 9CI-A umjy untepakimjy ca JIHK je Owio moryhe nmerekroBatu
npumerom SWV Guma je 1,0 x 107 M. Ou pesynratn notepaun cy sehy ocerssuoct SWV kao
3HA4YajHy MPEeTHOCT y nopehemwy ca ApyruM BOJATaMETPHjCKUM TexHuKama [93].
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4.6.10. UcnuTuBame MHTEPAKIMje HAJAKTUBHUjUX aMHUHOKHMCEJIHMHCKHUX JepUBaTa aKpHJANHA ca
JHK npumenom enexkrpoxemujckor JIHK 6uocenszopa

WNutepakumja wm3mely HajaktuBHHjuX AJIA u JIHK wcnutuBana je mnpumenom JIHK
eJIEKTPOXEMUjCKOT Orocen3opa, koju ce cactoju ox GCE Ha unjy je moBpummHy Haneto Tpu kanu JJHK
(5 pL, 73,95 pg mLY).

Kako 6u npe ucnutuBama uHTepakiuje HajaktuBHUjuX AJIA ca JTHK Ouno yrBpheno na mu
MUKOBH MOTHYY camo of 6a3za JIHK, jenumema, niam mocroju npekiamname nukoa, SW BonTameTpuja
NPUMEHCHA j€ 32 UCIIUTUBAIE eJIEKTPOXEMHU)CKOr NOHalIamka HajakTUBHUjUX AJIA u TO y pacTBopy,
HaKOH aJICOPIIIIMj€ Ha YHCTO] EJIGKTPOAM M HAaKOH WHTepakumje y Toky 30 mumnayra ca JIHK y
arteratHoM mydepy (pH 4,6). Ilopen HaBemeHor je cHumibeH U SW BosiTamorpam OHOCEH30pa
HHKYOUpaHOT caMo y anetaTHoM mmydepy (kontposna) (Ciamka 89).
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Cimka 89. Kopurosanu SW Bosiramorpamu jepuBara akpuauHa: A) jenumena 6; B) jenumema 7; B)
jenumema 8 u I') jenumema 9.

KpuBa 1 (==) CHUMJBEHA y PAcTBOpPY JI€pHUBATa aKpUIMHA KOHIICHTparuje 2,4 X 10* M, ox —1,4 V 10
+1,5 V; kpuBa 2 (=) Hakon 30 munyra mukyOammje /IHK/GCE y pactBopy nepuBara akpuauHa
koHueHTpammje 2,4X10* M; kpusa 3 (—) HakoH uHKyGaruje 6rnocensopa JHK/GCE y auerarHom
nypepy pH 4,6 y Toxy 30 munyra; kpuBa 4 (=) HakoH mHKyOauuje GCE y pactBopy nepuBara
akpranHa KoHuenTpanuje 2,4 X 10 M y toxy 30 munyTa

124



Hakon wnkybammje JIHK koja je amcopboBaHa Ha MOBPIIMHU EJIEKTPOAE Y pPacTBOPY
HajakTuBHHjUX AJIA mnm y mydepy, enekrpoaa je npedadena y auneratau nydep (pH 4,6; 1 0,1 M) u
BOJITAMOTPAaMH Cy CHUMJbCHU TipH ciieaehum ycnouma: f = 25 Hz, Es = 1 mV, amruutyaa mysnca
5mV; Verr =25 mV s .

Kao mo je Beh nHaBeneno y neny 4.6.6., xza SW Bonramorpammuma HajakTuBHHjuX AJIA HaKoH
a/ICOpIILIMj€ Ha YKCTOj €IEKTPOJIU KOja je Ouiia ypomeHa y pacTBOpe UCTHX Y TOKY 30 MUHYTa, MOXeE ce
YOUHTHU CaMO MHK lyc. IHTEH3UTET CTpyje nmuKa oy, je Manu, a moreHnujan je 3a 3 1o 7 mV nomepeH ka
MO3UTUBHUJUM BPEIHOCTHMA Yy OJHOCY Ha MUK la koju ce moxke youutu Ha SW BoaTamorpammma
UCTHX jelUibeha KOjU Cy CHUMaHM W3 pacTBopa HajaktuBHUjUX AJIA (Cauka 89). Ilox uctum
EKCIIEpUMEHTAITHUM yCJIOBUMa, UK |la HUje youeH.

Haxkon unTepakimje HajaktuBHujux AJIA ca JIHK, ymecro pa3nBojenux nukoBa dG u |y, camo
jenan nmuk Ha oko 1,04 V je youen, mTo je moBeno no noBehama mHTEH3UTETa cTpyje. OBaj MUK
obenexxen je kao (dG+ly), ¢ 003upoM J[a HAa HMHTCH3UTET CTpPyje yTHYE OKCHIaaluja o00e
€JIEKTPOAKTHUBHE BPCTE, IE30KCUTYaHO3MHA U ojipel)eHor AepuBara akpuanHa koju uHreparyje ca JJTHK
Ha MOBPIIMHU eJIeKTpojie. Pe3ynTatu HUCY TIOKa3aly Jja oCToju Be3a u3Mel)y moBehama MHTEH3UTETA
CTpyje U KOHIIGHTpaIije JeprBaTa aKpuauHa y pacTBOpy. TakBO MOHAIIamke BEPOBATHO je MOCIeAHIIa
YHIGEHUIIE /12 €IIEKTPOAKTUBHE BPCTE YUECTBY]Y Ca Pa3IUUUTUM, HEjeAHAKUM YTUIAjeM Ha HHTCH3UTET
crpyje. Ycnen cyneprnonupama (mpekianama oBa JiBa nuka) mojany o nuky dG+l,,. Hucy xopumiheHu
3a TyMadewe MHTepaKuuje nepusara akpuanaa u JJHK.

3navajio Beha BucuHa mmka dG+l,,, HakoH uHTepakuuje y mnopehemy ca BpeIHOCTHMA
JIOOMjeHNM KaJa je YHUCTa eJIEKTPOoJIa YPOBEHA Y pacTBOp JepuBaTa aKpUANHA, a HAKOH TOTa UCTIpaHa U
npebadeHa y paCTBOp OCHOBHOT €JICKTPOJIMTA TJI€ je BPIIECHO CHUMame Bostamorpama (l,.), moTephyje
7la je OCTBapeHa MHTEpaKIHMja W Jla Cy MOJIEKYJIH JIepuBaTa aKpuauHa WHKopropupanu y cioj JHK,
mTOo je oMoryhmio nakiu mpeHoc enekTpoHa. M3 HaBeaeHux pasnora, anu W mojaBe na nuk lla
HajakTUBHUjUX AJIA mox mpUMemeHHM eKCIepUMEHTATHHM YCJIOBHMAa HHUje yOueH, KBaHTHTATHBHA
ananu3a nuka dG+l,,. Huje Moryha, W 3a WcHHTHBaEKbe WHTepakiuje HajaktuBHUjuX AJIA u JIHK
kopwuiiheH je camo muk dA, Tj. oJany o MOTEHIMjaly U HHTCH3UTETY cTpyje nuka dA.

Baxan mapameTap NpuIMKOM aHalM3€ MHTEpakKiHje je Tpajame MHKyOauuje. YTHULA] BpeMeHa
MHKy0AIMje HCIIMTHBAH je 3a je/miberse 7, mpu konuentpammju 2,0 x 107 M. Bpeme unxybarmje 6110
je 10, 20, 30 u 60 munyra. CMameme muka A kopumiheHo je 3a aHaU3y MHTEpaKidje, a MpoMeHa
MHTCH3WTETA CTpPyje MpEACTaB/beHa je Kao HopMmaim3oBaHa crpyja muka 0(dA)(%) y Tademm 11,
OPUMEHOM jenHaunHe (22).

Tabena 11. Unrepakumja jenumewa 7 u JIHK, mpencraBibena mpeko HopManu3oBaHe cTpyje SW
BoTamMeTpujor mika dA 3a pasnuunTa Bpemena nukybarmje (C; = 2 x 1074 M)[137]

tnmcyﬁaunj e (m I n) d (dA) (%)

10 85,1
20 50,3
30 26,5
60 28,7

Hakon 30 MuHyTa mHKyOAaIMje, HOpMaJIM30BaHa CTPYja MMHKa UMaJia j€ HajMamky BPEIHOCT U OBO BpeMe
je xopumrheHO Kao ONTHMAallHO BpeMe 3a HCIHTHUBAKE WHTEPAKIHM]e jeIUberha 7, ald U OCTaIHX
HajaktuBHUjuX AJIA ca JIHK. OBu pesynratu y ckiaagy Ccy M ca JOOHJEHHM pe3yiTaTuma 3a
npekypcop, 9CI-A.
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Kako je Beh oGjammeno y neny 4.6.8., HakoH mHKyOanuje OMoceH3opa y areratHoM mydepy,
(pH 4,6; 1 0,1 M) y toky 30 munyra (Cimxa 89, (=)), HHje youeHa NMpOMEHA MOTCHIUjala HU
untensurera crpyje nukosa dA u dG. Ha ocHOBY OBHX pe3yirara, MOXE C€ MPETIHOCTABUTH Ja
MPUWIMKOM HCHUTHBamka uHTepaknuje HajakTuBHUjuX AJIA um JIHK mnpomene mnoreHnujana wu
MHTEH3UTETa CTpyje muKoBa koju omucyjy okcunmanmjy dA u dG mpencraBibajy mocienuily camo
uHTepaknuje HajakTuBHUjUX AJIA ca JIHK.

Haxon nnkyOupama HajakTuBHUjuX AJIA (CBaKkH pacTBOp jeAn-EHha OHO je KOHLIEHTpAIH]je

2,4 x 107 M) ca JIHK y Toky 30 MuHyTa U CHUMamba BoJitaMorpama y areratHom mydepy (pH 4,6,

I 0,1 M) npumeheHo je 3HaYajHO CMabEHE MHTCH3UTETA CTPYje muKa dA IITO yKaszyje Ha HHTEpaKIH]y.
Mosxe ce mpernoctaButu na je AIA — JIHK wmnTepaknuja npahena cmamemeM MOryhHocTH na ce
OCTall a/ICHO3MHA OKCHIYjy, BEpOBATHO yCJea NPUCYCTBa MoJieKyna HajakTuBHUjuX AJIA koju
3aKJIOHEe ocTaTke ajeHo3uHa. Kao mro ce moxe npumerutd Ha Coamuu 89 (=), OBaKBO MOHANIAKE je
MPUCYTHO KOJ CBUX jEJIMIbEIHA, IPH YEMY je Haju3pakeHH]je 3a jeaumema 7 1 9.

OcuMm ITO MHTEH3UTET cTpyje muka dA omnaja, moMeparme Ka MO3UTHBHHI]UM MTOTSHIHjaTuMa O]
11 mV no 15 mV okcuparuonor nmuka OA yodeHO je HAKOH MHKyOHWparma y pacTBOPY JepuBaTa
akpuauna (Ta6ena 12).

[Mpomena monoxaja nuka dA norephyje na je ocTBapeHa WHTEpaKiuja u3melhy IMOOMIN30BaHE
JHK Ha mnoBpmuHHM €JeKTpoAe M JepuBaTa akpHIUHA, 0K IIOMEpamke Ka MO3UTUBHHJUM
NOTCHIIMjAJTUMa yKa3yje Jla je HajBepOBaTHHU]e TUI OCTBApCHE MHTEpaKIuje uHTepkaianuja [112], mro
je mokaszano u 3a 9CI-A.

WuTepakiyja ce Moke MpeACTaBUTH NToMohy HOpMann30BaHE BPEAHOCTH MHTEH3UTETA CTPYje
nmuka dA [91, 189, 190] npumenom jemnaunne (22), tae I, ga ¥ Ipoqa TPENCTaBIbajy MHTEH3UTETE
crpyje muka dA mociie u mpe uHTEepakuuje ca HajaktuBHHjuM AJIA. Hopmanu3oBaHe BpeaHOCTH
MHTEH3UTETa CTpyje 3a HajakTuBHHje AJIA nakon 30 MmHyTa HMHTepakuuje, oxpeheHe mpUMEHOM
jennaumne (22), npukasane cy y Tabean 12. Hopmanu3oBaHe BpeHOCTH MHTCH3THUETA CTPYje Hajase
ce m3Mmehy 22 % 3a jenumeme 7 u 67% 3a jenumemne 8. Tako HUCKE BPETHOCTH 32 jeAUBECHE 7 YKa3yjy
Ha HajuHTeH3MBHHUjy uHTepakuujy ca JIHK y mnopehemy ca nmpyrum HajaktuBHHjum AJIA [133].
Hopmanu3oBaHe BpeJHOCTH MHTEH3MUTETa CTpyje 3a jeaumema 9 u 6 cy usmehy 32 % u 35%, mto
MpeACTaBba 3a70BOJbaBajyhe pesynrare, y nopehemy ca ymepeHoOM akTHBHOIINY 3a jenumbeme 8 3a
Koje je BpemHocT Oma 67% [137].

Tadena 12. Tlpomena moTeHIMjaJia W HOPMAIM30BAaHM HWHTEH3UTET CTpyje 3a muK OA, HakoH
unTepakuuje HajaktuBHUjUX AJIA ca JIHK (nmoxaim nobujenu nprumerom SWV)

JdepuBatu Hurepaxkumja ca JJHK
AKpHAWHA AE; (V) d(dA) (%)
(Epo,aa= 1,301 V)

6 0,015 35,22
7 0,014 21,75
8 0,011 66,77
9 0,015 31,61

Ha BontamorpamMmma cHUMJbEHHM HakoH MHKyOanuje u uarepakiuje (Canka 89 (A-I') npsene
KpHBE) MOTY C€ YOUHTH W THKOBH BelHKe ImpuHe Ha nmoreHunujanmuma 0,4 — 0,6 V xoju omucyjy
OKCHJAlMjy JepuBaTa akpuauHa koju ce Hamaze y JIHK ¢unmy ¢opmmupanom Ha mnoBpIIMHU
enektpoae. lupoku muk usmehy 0,4 V u 0,6 V (muk lac) cHuMIbeH HakOH HHTepakiuje usmely
nepuBata akpuauHa u JJHK Owuo je mpucyran camo Kaja je CHHUMame€ BpIIEHO OJf HEraTUBHHUX
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noteHujana, Tj. oq —1,4 V, a 6uo je oacyran kana je chumame BpueHo ox 0 V. OBo je notBpheHo u
pesynratuma nooujenum npumenom CV, DPV u SWV TexHuka 3a ucnuTHBame HajakTUBHUjUX AJIA
(Cauke 66-69, 79). ITuk lac je BepoBaTHO MOCIEANIIA OKCHIALM]jE MPOM3BOAA PEAYKIIMjE IeprBarTa
aKpuIUHAa KOju ce (opMupa Ha MOBPUIMHU €IEKTpoze, a y yHyrpammoctd cioja JIHK, kama je
W3JI0’KEH HETaTUBHUM MOTEHIIH]aTiMa.

OBu pesynratu Takohe ykasyjy Ha TO jga muk lac He motmue ox popmupanux 8-0kco-dG wim
2,8-DHA, T1j. He motuye ox MPOM3BOJAA OKCHAATUBHOT omrehema ocTaTaka TyaHHMHA WIM aJeHHHA
yCIiel CTBapama PeaKTHBHUX KUCCOHUYHUX BpcTa [166, 113-115] moa HaBecHUM €KCIIEpHMMEHTATHUM
ycroBuMa. OBo moTBphyje u mogarak na je okcunatuBHO omreheme npaherno nosehameM HHTEH3UTETA
crpyje nukoBa dG u dA ycren paszaBajama ABOCTpyKor xenukca asosiandane JJHK u Beher uznarama
ocTaTaka TyaHMHA M aJCHWHA MOBPILIMHU €JIEKTpojae. Y Clydyajy MCHUTHBAHUX JAEpHBAaTa aKpUIHHA,
uHTEH3UTET cTpyje mmka OA omaja 3HA4YajHO HAKOH H3Jlaramba HajaKTUBHHjUM CHHTETHCAHUM
AMHHOKHMCEITMHCKUM JIepUBaTHMa aKpHIUHA.
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4.6.10.1. KonueHnTpamuonu npou HAJaKTHUBHUjUX AMHHOKHCEJIMHCKHX [epPUBATa aKPHIAUHA
A00HjeH MPUMEHOM BOJITAMETPHje NPABOYTAa0HUX TAJIACA U eJIEKTPOXEeMUjCKOT OMOCeH30pa

JIHK enexkTpoxeMujcku OMOCEH30p MPHMEHECH j€ Ja Ce HMCIHTAa KOHIEHTPALMOHH MPOQUII
HajakTuBHUjUX AJIA kako Om Owmia oxpelheHa HajHMKA KOHIIGHTpalMja HajakTUBHUjUX AJIA udmja ce
uHTepakiyja ca JJHK Moke nmpatutu enexkTpoxeMujcKu o] ogadpaHuM eKCIIEpUMEHTATHUM YCIIOBHMA
(Camuka 90).

[Topehemem HajakTuBHUjuX AJlA, jenumene 7 je UMano HajBehu omcer KOHLEHTpaluja Mpu
Kojuma Moske aa uHreparyje ca JJHK [137]. Cmameme nnTeH3UTETa CTpyje mHKa dA 1eTeKTOBaHO je
TP KOHIIEHTPALH]H jefmmema 7 y oncery o1 1X 107 M 10 2,5X107* M (Camxka 90).

3a cBaky koHneHTpanyjy, HoBu JJHK Onocensop je mpumnpeman u ypomeH y ameraTtHu mydep
(pH 4,6; 10,1 M) ca pa3nmuuuTHM KOHIICHTpaIMjaMa jeJiumbetba 7, y Toky 30 MuHyTa.

SW BoaTamorpaMu CHUMJbEHH Cy HaKOH TpaHc(epa elIeKTpojAe Y HOBH OCHOBHHU EJICKTPOJIHT,
MPETXOAHO TPETHUPAH a30TOM Kako OM OMO YKJIOHEH PacTBOPEHH KHUCEOHHK. Kako 6 O6uino morBpheHo
na SW nuk Ha norenimjany + 1,3 V mortuye MOTIyHO O OKcHaaluje ae3okcuaneHosuHa (dA),
M3BPIIEHO j€ KOHTPOJIHO CHUMamke. KoHTpouIa je u3BeneHa Tako mro je uncrta enekrpoaa (ymecro JJHK
ceH3opa) buna ypomweHa y Toky 30 MUHYyTa y pacTBOp jeumema 7 HajBehe KOHIEHTpallrje, Ol UCTUM
excriepuMenTaTHuM ycinoBuma. Ha Camum 90, kpua 17 npukasan je SW BonaTamorpaM KOHTPOJIE; Ha
CHMMKY HEMa CHUTHaJIa KOjU MOTHYE Of jequmema 7. McTo noHamame npumMeheHo je U KOJX OCTalux
nepuata akpuanna (Cauka 90, 6, 8, 9 kpuse 11).

Ca noBehameM KOHIIEHTpaLMje jeuibeba 7 CMambemhe HHTEH3UTeTa cTpyje nmuka dA je youeHo,
JIOK je TOTEHIMjajl TMKa MIOMEPEH Ka MO3UTHBHUjUM BpeaHoctuma. Murensurer crpyje nuka dA omana
Harjio Mpyu HUCKUM KOHIIEHTpalyjama jeaumera 7. [Ipu KOHIEHTpaluju peaa BeIUdYrHe 10° M u
BehMM, BHCHMHE TMUKOBa 3HAYajHO Mame OMNaiajy W HHTEH3HTET CTPyje CE€ MOCTENEeHO YyCTalbyje.
Cmameme HHTeH3uTeTa cTpyje nuka A ca mpOMEHOM KOHIICHTpAlUje jenbeiba 7 MPUKA3aHo je Ha
Canun 91, Youasajy ce tpu o6nacti. IIpse aBe oGmactn konnentpammja, | (1X107" M —9X10" M) u
I (1X10° M — 5X107° M) Cy JIMHEapHe 3aBHCHOCTH Ca pa3IMYMTUM Harubuma, ok je y Tpehoj
o0JacTu, Mpy KOHIEHTpaIjaMa Behum of 5X 10°M YOUEHO Mame CMamhEeHhe MHTEH3UTETa CTPyje ca
MOPacTOM KOHIICHTpaIHje jeumema 7 [137].
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Cauxa 90. Kopuroanu SW Bonramorpamu JIHK OmoceH3opa HaKOH MHTEpAKIHje ca Pa3InIUuTHM
KOHIIEHTpalljamMa HajakTUBHUUX AJIA

6 1) JJHK Grocensop 2) 2x10°" M 3) 4x10 ' M 4) 1,6x10° M 5) 5,7x10 ° M 6) 8,0x10° M

7) 2,0x10™° M 8) 5,0x107° M 9) 1,00x10* M 10) 2,4x10™* M 11) SW BonTamorpam CHUMIbEH HAKOH
30 munyTa HHKy6ammje urcte GCE y pacTBopy je/mmema 6 koHIeHTpammje 2,4%10 % M.

7 1) THK 6rocensop 2) 1x10 " M 3) 3x10™' M 4) 4,5x10" M 5) 5,6x10 ' M 6) 6,2x10"' M
7)9,2x107" M 8) 1,9x10® M 9) 3,1x107° M 10) 4,4x107° M 11) 5,3x107° M 12) 10x10° M

13) 2,5x107° M 14) 6,5x10° M 15) 1,00x10* M 16) 2,50x10™* M 17) SW BonTamMorpaMm CHUMJbEH
HakoH 30 MuHyTa HHKyGammje sncte GCE y pacTBOpy jeimmema 7 KoHieHTpammje 2,4%10 4 M.

8 1) IHK 6uocernsop 2) 1x10°> M 3) 1,5x10° M 4) 3,4x10> M 5) 4,5x10 > M 6) 6,8x10° M

7) 3,40x10* M 8) 4,80x10* M 9) 1,00x10™* M 10) 2,4x10™* M 11) SW BonTamorpam CHHMIbCH
HakoH 30 munyrta unkyoOanuje uncre GCE y pacTBopy jenumerba 8 KoHueHTparmje 2,4x107* M.

9 1) JIHK Grocensop 2) 610" M 3)7,5x10™' M 4) 1x10 ° M 5) 1,8x10 ° M 6) 3,7x10 ° M

7) 7,5x10 ° M 8) 5,0x10 > M 9) 1,00x10* M 10) 2,4x10 * M 11) SW BonTamMorpamM CHUMJbEH HAKOH
30 munyTa nHKyGamje wncre GCE y pactBopy jeanmera 9 konuenTpanwje 2,4x10* M [137]
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[Tapamerpu perpecroHe jemHauyWHE KOja ONHUCYyje 3aBUCHOCT HWHTEH3UTETa CTpyje O]
KOHIICHTpanuje mpeacraBbern cy y Tadoemm 13. TI'panuna nerekumje (LOD) wu  rpanuia
kBantudukamnuje (LOQ) 3a jenumeme 7 nomohy GC moaudukosane enekrpose ca JJHK uspauynaru
Cy IPUMEHOM jeTHaYMHA!

LOD = 3’% (44)
%1
LoQ =2 (45)

b

rae S, TpeAcTaB/ba CTaHIAPAHY JEBHjallMjy oOJiceyka, a b je Harub® perpecuoHe jeIHayuHE.
CTaTHCTUYKH MOJAIM PETPECUOHE jeIHAUYMHE Tpe/icTaB/bern ¢y y Tademn 13.

N3pauynate LOD u LOQ BpemHocTH 32 jenumene 7, 3a | o0acT KOHIIGHTpaIyja T1e TOCTOj
JUHEapHa 3aBUCHOCT, Ouie cy 5,39 X 108 M u 1,80X% 10" M. Tako mane BPEIHOCTH KOHIIEHTpAIHje
jemumema 7 mpu Kojuma je moryha mHTepakiuja ca JIHK morBpaa cy moryhHocTtu jenumema 7 na
cHaxxHO uHTeparyje ca JJHK. JIBa nuHeapHa oricera KOHIIEHTpAIMja ca pa3InYuTUM HaruOuMa ykasyjy
Ha pasnuunt apuautet kKa JJHK ancop6oBanoj Ha mospmmau enektpozae. Haru6 3a obmact | je ckopo
miect myta Behu o Haru6a 3a obnact |1, mro yruue na Bpennoctu LOD u LOQ. YV o6nactu ||
(1X107° M — 5X10°® M), ompeljere cy BpeHOCTH IpaHHMIE JCTEKIH]e W KBaHTH(DUKALMjE KOje H3HOCE
LOD =3,75 X10 ' M, u LOQ = 1,25 X10°° M [137].

A
|

1,5x107 1% 1l <t'l,8x10'7 ] |
< -
= =

1.0)(10-7' 1,6X10>7 1

- ]
5,0x10° - o S 1,4x107
[ |
00  50x10° 1.0x10% 1.5x10% 2,0x10* 2,5%x10 0.0 2.0x10%  4,0x10°% 6,0x10°
c/M c/M

Cauka 91. A) 3aBuUCHOCT MHTEH3UTETa CTpyje muka dA o1 KOHIEHTpalHMje pacTBOpa jeIHbeha 7 Y
KoMe je BpuieHa uHKyOauuja. b) /IBa orcera nuHeapHe 3aBUCHOCTH HHTEH3UTETa CTpyje MHKa O]
KOHIIEHTpaIHje 3a orcer Konnentpammja 1 1X107 M —-9x107" M; u I: 1X10° M - 5x107° M [137]

CHHTETHCAaHM JIepuBaTH akpuauHa 9 u 6 MoKa3aau Cy CiIMYHe KOHIEHTpannoHe mpoduie. bp3zo
CMameme cTpyje muka dA OIIIo je youeHO 3a KOHIICHTPAIH]y jeAHbEHha 6 y OTcery
2X10 " M — 8%X10°® M u npaheHo je MamuM cMamereM o1 Koruertparuje 1X107° M (Cinka 90, 6).
VY cnydajy jenumema 9 (Ciamka 90, 9), HemTo Beha KOHIIEHTpalMja OBOT jelUbCHa yTHUIIANA j& Ha
NpOMEHY MHTeH3HuTeTa cTpyje muka JA Koja ce MOXKe NETeKTOBATH, M jeé W OBJC H3jeHAYABAE
MHTEH3UTETa CTPYje yOueHO MpH KOHIeHTpammjama Behnum ox 1X107° M (TaGena 13). Bpeasoctn
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Haruba cy ciuuHe 3a oba jegumema, oko 0,004 A M1 a onroBapajyhe Bpennoctu LOD 6wmie cy
4,27%X10°7 M 3a jenumeme 6 u 7,03X10 " M 3a jenumemse 9 [137]. KonueHnTparmony npoduin 3a ose
nepuBare npuka3anu cy Ha Ciaukama 92 u 93.

< s | B
S |
1,5%107 1,8x107
< °
S —
__Q.
1,0x107+ Il .
1,6x107 1
5,0x10°% °
. . . ; . ; 1,4x107 . .
0,0 5,0x107 1,010 1,5x10" 2.0x10 2.5x10 0.0 4,0x10°® 8,0x10°
c/M c/M

Cauka 92. A) 3aBucHOCT MHTEH3UTeTa CTpyje muka dA o1 KOHIEHTpaAIlHMje pacTBOpa jeqHmbeha 6 y
KOME je BpiicHa WHKyOanuja., b) JluHeapHa 3aBHCHOCT HMHTeH3HWTeTa CcTpyje muka A 3a omcer
KOHIIGHTpALH]a jenumerba 6: 2X 107 — 8X107° M[137]

A
h. ! 1,8x107 |
[ ]
1,5x107 1 <
< >
- Il .
- X 1,6x107
,0x107 4
L]
5.0x10° . - . . . 1.4x107 : .
6 5
0,0 5,0x10° 1,0x10* 1,5x10°* 2,0x10* 2,5x10* 0.0 5,0x10" 1,0x10°

ciM
Ciamka 93. A) 3aBUCHOCT MHTEH3UTETa CTpyje MHKa A 0 KOHIICHTpAIlMje PacTBOpa jelumermha 9 y
KOME je BplieHa HHKyOanuja; b) JluHeapHa 3aBHCHOCT HMHTEH3HMTETa cTpyje muka dA 3a ormcer
KOHIEHTpaIHja jenumersa 9: 6 X107 —7,5%x10° M [137]

3a jenmumemne 8 eKCIIepuMEHTH Cy TIoKa3aiM Jia je morpebHa 3HadajHo Beha koHIeHTparmja, y
nopehery ca OCTaluM jeluibemhiMa, Kako Ou ce youwmna umuTepakimmja ca JJHK (Caumka 90, 8).
JluHeapHO CMambehe HHTEH3UTETa CTpyje mruka dA ca mopacToM KOHIIEHTpAIHje jeInibeha 8 YOueHO je
y oficery KoHueHTpanuja 1 X 10— 1X10™ M, ca oko gecer yTa MakbUM HaruOoM HEro KO/ OCTaIHUX
jenumerma. LOD u LOQ Gumn cy Behn, 7,26X10° M u 2,42 X10™° M. 3a konuentpanuje Behie of
1X10™* M, He Moxe ce yountu JmHeapHa 3aBucHocT (Camka 94)[137]. [Momamu u3 perpecroHe
jenHaunHe pukazanu cy y Ta6ean 13.

Haj6ossn pesynaratu noOujeHH cy 3a jenumeme 7, ykazyjyhum Ha HajBehy CrIocOOHOCT
unrepkananyje. LOD u LOQ BpeaHOCTH MOTBPIUIIE CY OCET/BHBOCT ekcriepumenata [137].
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b
2,0x107
< 1,8x107
—
-2 - ¢
7 “n
1,6x107" 1 -~
1,6x107
1,2x107 1
T T T 1,4x107 4 T T :
0,0 2,0x10* 4,0x10* 0 2x10° 4x10° 6x10°
c/M clM

Cauka 94. A) 3aBucHOCT MHTeH3uTeTa CTpyje muka dA o1 KOHIEHTpaAIlMje pacTBOpa jeHmbeha 8 Y
KOMe je BplieHa uHKyOanuja. b) JluHeapHa 3aBUCHOCT HMHTEH3WTETa CTpyje muka OA 3a ormcer
KoHIenTpammja: 1X107° — 1 X107 M [137]
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Ta6ena 13. CtaTuCTUYKH [TOJAIM 32 PETPECUOHE jeAHAYNHE, 32 KBaHTH(PHUKAIH]y jenumbema 6, 7, 8 u 9
npumenom JIHK 6rocensopa na GCE, SWV Ttexunkom [137]

2x107-8%x10° 1x10'-9x10 ()
1x10°-5%x10"° ()
y = -0,0039x+ y=-0,033x+1,86X10 ' (I) y=—0,00065x + y = —0,0047 x +
1,81x107 y=-0,0058x+1,65x107(1l) 1,85X10°" 1,86x10"
8 6 (n 7 7
5 (D)
-0,00392 —0,03345 () —0,000653 —0,00474
-0,0058 (I
1,80954 %10’ 1,86162 x10 ' () 1,84681x10' 1,86414 x10°'
1,65013 x10°’ (n
-0,9959 -0,9962 () —0,9885 —0,9872
-0,9981 (D)
1,46x10* 1,46 X107 () 4,99%x10° 3,42 x10™*
2,06 x10™* (1
5,58 %10 6,01x10" () 1,58x107° 1,11 x107°
7,25 X10° % (1
1,11x10° 8,18x10 *° () 2,25x107° 2,18x10°
7,37 X107 (n
4,27x10°" 5,39 x10° () 7,26x10° 7,03 x10”'
3,75 x10°' ()
1,42x10° 1,80%x10 "’ () 242x10° 2,34 x10°
1,25 X10° ()
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4.6.10.2. OapehuBame KOHCTAHTH Be3MBalba HAJAKTHBHUjHUX AMHUHOKHCEJIHMHCKHUX JepuBaTa
akpuauna ca IHK

Moske ce IpeTHOCTaBUTH Jia ce IMPHIMKOM HHTEpaKIHje u3Mel)y MoseKya aMHHOKHCEITMHCKIX
nepuBara akpuamHa u JIHK ancopboBane Ha MOBpUIMHM eNEKTpoje (GopMHpa KOMILIEKC.
Konnentpanuja THK agcopOoBane Ha €JeKTpOOM YBEK je y SKCIHEPHMEHTHMA Owia HCTa, JOK Ce
KOHIIEHTpalja pactBopa HajakTuBHHjUX AJIA memana. Kako Ou Omna oxpeheHa crexuomerpuja u
KOHCTaHTE Be3MBamba, NPHMCHCHA j¢é KOHBCHIMOHAJIHA PAaBHOTE)KHA PEakKldja y TOKY KOje Hacraje
KoMmIuieke, npema peakuuju (VII):

JHK e + N(AJIA) 2 (AJIA)n~IHK (vh)

IJIc Cy PaBHOTEXHE KOHICHTpAIMje II0jeIMHAYHUX KOMIIOHEHATa IOCMAaTpaHe Kao JIe0 YKYITHE
koHueHrpanuje y peakunonoj cmenin: [JIHK, ;] = C(AHK ) — [(AAA)—AHK 5] ©
[ALA] = c(AZLA) — [(ATA)n—AHK ].

Ca mwpeM HCIUTHBama (HOPMUPAHOT KOMILIEKCA KOjU je aacopOoOBaH Ha EJICKTPOIU U
onpehuBama MpHUBHUIHE KOHCTAaHTE BE3WBamba, MOIM(HUKOBAHA je CTaHAApIHA MPOIECIypa TUTpAIUje
[138] u kouncranta paBHoTexe (K) oapehena je mpumenom jemHauwmne (46) u3BeneHe U3 jeHAYMHE
(23), xao u mpunukoM ucnutuBama nutepakiuje 9CI-A ca JIHK:

_ [(AnA)n - MK, ]
T [AHKugc][AZAIM (46)

rae N mpeacTaBjba MOJAPHU OHOC HajakTHBHUjUX AJIA koju pearyjy ca momapHoM kKonmunHoM JTHK
[140].
Haxon Tpancdopmanuje npeTxoiHe jeqHauuHe, 1061ja ce cieneha jeaHaumnHa:

log [w} = nlogK + nlog[AJIA] “

I K — I KOMIUIEKCA

rie Iguk ¥ Ixommnekca TIPEACTaBIbajy MHTEH3UTETE CTpyje muka dA y oacycTBy HajakTuBHHjUX AJIA 1
y TPUCYCTBY pAa3IMUYUTUX KOHILIEHTpanuja HajakTUBHUjUX AJIA Kkoje yuecTBYjy y ¢opMHUpamy
komiuiekca AJIA-JIHK. Tlpema jemnaumuu (47) BpeIHOCTH KOHCTAaHTH Be3WBamba KOMIIOHEHATA
IPUIMKOM (hOpMHUpama KOMIUIEKCa a1cOpOOBaHOT Ha MOBPLIMHHU €JIEKTpoJie Mory OuTH ozapelhene, u To
kopumtheweM BpenHocTH Haruba (n) wu  oxaceuka (nlogK) w3 nuHeapHe  3aBUCHOCTH
lo [ IKOMIIJIEKCA

I ink—IkoMnIEKCA
KOHIICHTPALMOHOM OIICETy, MOTY C€ YOUUTH TPH OIICera JMHEeapHOCTU. MoxXe ce MPETIOCTaBUTH Ja ce
dbopmMupa BHIIIE 01 jeTHOT KOMITIeKca, y3umajyhu y 003up paznuuure Haruoe [139].

Kako je mnpukazano nHa Camum 95, nuneapHu omcer |, koju oaroapa HajHIKUM
KOHIIEHTpalyjama jeumema 7 uma Harub n = 1,053 mro ykazyje Ha monapau onHoc 1:1. Bpeanoct
Haru6a uckopuiheHa je, 3aée;[Ho ca 0JIC€UYKOM, Kako Ou Omiia u3padyHaTa KOHCTaHTa Be3UBama, unja
BpeaHocT n3Hocu 8,68%X10° M. Opa Bpexmoct Gimcka je Bpeamoctd 10° M u ykasyje Ha jako
BesuBame. Ca moBehameM KOHIEHTpalMje jeubeha 7 y pacTBOpPY y KOME ce BpIIM HMHKyOaluja,

] vs. log[AllA]. 3a jemumeme 7, koje wuHTeparyje ca JHK y HajBehem

IKOMIIEKCA

—] on log[7] koja je nuHepana y onicery |l, n3Hocu
I nHK—IKOMMIEKCA

BpEIHOCT Harnba 3aBUCHOCTH log [
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n = 0,485 (n = 0,5) mto UMIUIMIIPAa MOJAPHU OJHOC 1:2 U yTHUYE HA BPEIHOCT KOHCTAHTE BE3MBaMA,
KOja 3a oBaj orcer u3Hocu 2,31 X 10 MLy JWHEApHOM OIICeTy , BPEIHOCT Haruba omeT je Ouia
omucka jequannu (n = 0,804), anu KOHCTaHTa Be3MBamb-a MMaJla j€ jOIl HUXKY BPEIHOCT

(K = 2,05x10* M™Y. OBu pesyrratu cucremarnzosanu cy y Tabean 14 u ykasyjy ga jenumerse 7
dopmupa crabwine komiuiekce ca JIHK, amm ce KkapakTepucTHKe Be3MBama MEmajy ca
KOHIIEHTPAIIM]OM OBOT jeIubeHmha. MoKe ce MPETIOCTABUTH JIa C€ HUCKE KOHIICHTPAIHjE jeUbEmha 7
JaKie HHKoprnopupajy usmely 6aza JIHK mox npumemeHnM ekcriepuMeHTaTHUM yciaoBuMa. [lopen
TOTa MOXE C€ MPETIOCTaBUTH Jia je mpoMeHa mopdornoruje cioja JJHK m3a3Bana mHTEpakiujoM ca
jenumemeM / Oua TEPMOJIMHAMHYKH BEPOBATHHUja MIPH HMKUM KOHIIEHTpalijama (IITo MoTBphyje u
onpehena BpeaHocT mnpomeHe [wOcoBe cinobomne eHepruje, AG). Cmameme K, ca mopactom
KOHIICHTpAIIlM]j€ jeUbeha 7 MOKe OUTH TIOCIIeUIa POMEHEe OpHjEeHTalH]je, PeIyi3uje, ,,0I0Kupama
6a3a IHK unm apyrux mporeca Koju 0a3ze 4YnHe Mambe TOCTYITHUM 33 HHTEPAKIIH]Y.

7

2,0

155 . y C _1 ,053 X - 65253; r= 0’994

Iog[lkomnnekca’ (’JJHK' ’Komnnekca)]

1,09 |
Y= —0,485 X - 2,117; r= 0’987
0,5
. I
05 ¥Y=-0,804x-3467x107; r=0,983
7 6 5 ”
log [7]/M

IKOMILIEKCA
I 1nK —IKOMILIEKCA
Be3WBamba MPUIUKOM popmupama komiuiekca 7—/IHK. [137]

Camka 95. 3aBucHocT log[ ] on log[7] wxopumhena 3a oxapehuBame KOHCTaHTE

Jenumeme 9 mokasyje nBa MTMHEapHa cerMeHTa ca Harubuma, n ~ 1 u n= 0,5 (Cauxa 96), u
onropapajyhe koHcranTe Be3uBama K = 2,80x10* Mt u K = 457x10* M. Onpehene koHCTaHTe
BE3WBalkha MMajy Mame BPEIHOCTH y mopehemy ca jequmemeM 7, MTO je y CKIaay ca oapeheHum
HAjHMKUM KOHIIEHTpamnMjama 4uja ce wuHrepakiuja ca JHK Moxke nerekroBaTH NpUMEHEHOM
BOJITAMETPH]CKOM TeXHWKOM. M y OBOM ciydajy, MOCTOje JBa THIIA KOMIUIEKCA Ca Pa3IMIUTOM
crexuometpujom (Tabena 14). Ha ocHOBY BpemHOCTH KOHCTaHTH Be3uBama Komiuiekca 9—JIHK,
WHTEPaKIIMja CE MOXE OMMCATH Ka0 MHTEPAKITHja CPEIIbE JaunHe.
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1+
€ 20- | 9
2
: y =-1,035 x — 4,604; r = 0,983
2 1,54
.__Z
x i
X 10
=
5 05-
g o I
> y =—0,469 x — 2,186; r = 0,982
=
S 0,0-
s
=)
-4
= -0,5-
{e)]
2 T T T T T
6 -5 -4
log [9]/ M

IKOMIUIEKCA

Camka 96. 3aBucHocT log[ ] on log[9] xopumhena 3a oxapehuBame KOHCTaHTE

I K —IKOMIIEKCA
Be3MBamba MPUIKKOM GopMupama komiiekca 9—J[HK [137]

Jenumema 6 u 8 nmajy Hucke Bpexsoctn K, 7,59%x10° M u 5,67x10° M. Ose Bpeasoctn
HUKE Cy OJ] MPOCEUHUX BPETHOCTU KOje Beh moctoje 3a jeaumema koja unreparyjy ca JHK u ox
BPEIHOCTH JI00M]EHUX 32 JeIUBEHE 9, U 1eTI0M 3a jeIumbene 7.

Ha ocHoBy BpenHoctu Harn6a koje uzHoce 0,59 3a jemumeme 6 u 1,11 3a jenumeme 8 (Cimka
97 m Cauka 98), Moxe ce MPETIOCTaBUTH Jla je CTEXHOMETpHja (opMHUpaHHX KoMmIuiekca 1:2 3a
jemumeme 6 u 1:1 3a jenumeme 8. Y o00a ciydaja, Behe BpeIHOCTH KOHIEHTpalMja HajaKTHBHUJUX
AJIA moxkasane cy KOJ JIOTapUTaMCKe 3aBHCHOCTH Maje BpeaHocTu Harm6a, < 0,1. Tako HuCke
BpeHOCTH Haruba ykasyjy Ha notmyHy nokpuseHocT /IHK cnoja monexynuma HajakTuBHUjUX AJIA.
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log [lkomnnekcal(’nHK - ’Komnnexca)]

Cauka 97. 3aBucHoct log[

BesuBama 6—J/{HK [137]

IoQ[lKomnneKca’(’ﬂ,HK B IKomnneKca)]

Ciauka 98. 3aBuCHOCT

BesuBama 8—/[HK [137]

1,5+

1,04

0,54

6

y =-0,595 x -2,310; r = 0,979

0,0
7

1,5

1,0 1

0,54

IKOMILIEKCA ]
I nak—IKOMIUIEKCA

5 4
log [6] / M

on log[6] wuckopumhena 3a onpehuBame KOHCTaHTE

8

y=-1,109 x -4,163; r = 0,978

0,0

log [

IKOMIIEKCA
I THK — I KOMILJIEKCA

log [8]/ M

] on log[8] uckopumhena 3a onpehuBame KOHCTaHTE
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Tabena 14. Bpennoctu KoHCTaHTH Be3nBama HajakTuBHUjUX AJIA — JIHK, crexuomerpuja u mpoMeHa
I'u6cose cnoboHe enepruje[137]

JdepuBatr  Omncer KOHIIEHTpaUHja K n Crexuomerpuja AG
aKpHIUHA (M) (M™) kJ mol™

6 2X10 '-8x10° 7,59x10° 0,595 1:2 -22,15
1X10°-2,5%x10™* ! / / /

7 1x10"-9x10°’ 8,68 x10° 1,053 1:1 —33,90
1x10°-5x10° 2,31x10* 0,485 1:2 -24,91
1X10°-25x10"* 2,05x10* 0,804 1:1 -24,61

8 1Xx10°-1%x10"* 5,67 x10° 1,109 1:1 -21,42
1x104-5%x10™* ! / / /

9 6x10 - 1x10" 2,80x 10 1,035 1:1 —25,38
5X10°-2,5%x10"* 4,57x10* 0,469 1:2 —26,60

VY Hnajsehem Opojy oOjaBibeHHX pamoBa omapeheH je crexmomerpujcku omHoc 1:1 [193, 210].
Pesynratu mpeacTaBibeHH y OBOj AMCEPTALUjU HEABOCMHUCICHO YKa3yjy Ja CTEXHOMETPH]CKH OTHOC
MOXe OMTH pa3IM4KT, 3aBUCHO OJ1 KOHIIEHTpaIlje CyIcTaniie koja uuteparyje ca JIHK [137]. Jlo cana
HUje UCIIUTHBaHA HHTEpaKIyja jenumbema ca JJHK y Tako mmpokom orncery KOHIICHTpaIija Kao IMITo je
MPUKA3aHO y OBOj JAMCEpTAlMjH, Takohe CTEXMOMETPUJCKH OOHOC pasznuuut of 1:1 mpumukom
uHTepakiyje nepuBata akpuanna ca JJHK Huje o camga o0jaBibeH.

WuTtepakuyja Koja ce 3acHUBA Ha MHTEPKAJIAlMj1, OKapaKTepHCcaHa je BeJIUKUM BpeaHoctuma K,

yrnasaom mmehy 10* 1 10° M, ok Hike Bpenoctn K ykasyjy Ha cirabuje HHTEpakimje, Kao ITo je
BE3MBAC 32 JKIbEO UITH elleKTpocTaTHiKe HHTepakuuje [193].
Kaxo Ou 6mno onpeheno na nu je unrepakurja usmehy najaktuBaujux AJIA n JJHK tepmonunamuuxu
CIIOHTAH IMpOIIleC, u3pauyHara je mpomeHa ['mbcose ciobdoaHe eHepruje (AG), mpumerom jeanadnte 30.
PesynraTu 3a cBa UYeTHPH jelMEeHa (EKCIIEPUMEHTH BpIIEHH Ha coOHOj Temmeparypu, 25 °C)
npencrasibeHu cy y Tabeam 14. Heratusue Bpeanoctu AG, 3a cBe JepuBaTe aKpHUIuHa, y OINCETY O]
—21 no —34 kJ mol™, morepaune cy cmomTanoct mpomeca. HajGossn pesynmrar, ykasyjyhu Ha
HajcTabmnHuju koMmiuiekc ca JIHK, nokaszamo je jeaumeme 7, Kaja je NPUCYTHO Y HUCKUM
KOHIICHTpallijaMa pejia BEIMUYUHE 1077 M.

IIpema pesyaratuma npukazanum y Tabeam 14, HajBehy BpeJHOCT KOHCTAHTE Be3UBama U
HaJHUXKY BpeAHOCT poMeHe ['nbcoBe ciioboaHe eHepruje uma jenumeme ( npu uurepakuuju ca JJHK,
yka3yjyhu Ha gopmupame HajcTabuiaHMjer Komiuiekca. OcuM jenumema 7, U jenumeme 9 Gopmupa
komiuekce ca K > 10° M™%, mrro ce cMaTrpa jakoM HHTepakiujoMm. [Ipukazanu mojaiu, 3ajeHO ca
noMepameM MoTeHIHjana nuka Ha SW BosramorpamuMa Ka MO3UTUBHHUJUM MOTEHLUjAINMa, YKa3yjy
Ha WHTEpKaJalWjy Kao TUN WHTepakiwje. Jemumema 6 m 8 ciabuje mHTeparyjy ca JHK, mTo je
OKApAKTEPHCAHO OAroBapajyliiM KOHCTAHTaMa BE3MBarba, Uije Cy BpeaHocTH Mame (< 10° M), kao u
Mame HeraTMBHUM BpemaHoctuMa [mbcoBe ciobomue enepruje, AG. Nmak, mako Mame MOMepame,
NOMEpame Ka TMO3UTUBHHUJUM IOTCHLHMjalMMa j€ YOYEHO M KOJ OBHUX jJelIHIbeHha, T€ CE MOXe
MPETIIOCTaBUTH Jla U Ta jelumema HHTepKanupajy usmelhy 6aza JAHK. Viumajyhu y o03up Huxe
BpenHocTH K, He MOXKe OMTH M3Y3€TO HU Be3uBame 3a xJbed [193], mok pasnuke THa MHTEpaKIHje 3a
pasnuunTe AepUBaTe aKpHIMHA MOTY OMTH TMOCJTEIUIa pa3IHdUTe KOHICHTpAlHje jeANemha Kao U
yruiaja Ha Mmopdonorujy JJHK nakon untepakimje [166].

138



4.7. Docking

4.7.1. Docking untepakuuje 9-xnopoakpuauna ca JJTHK

VY ckimamy ca TNPETXOJHUM HCHUTHBAabMMa 3a aMCAaKpuH, MOTBphEeHO je Ja jdenyje Kao
uHTepKanupajyhu areHc u kao uHxuOurop tomomsomepase |l [211]. AMcakpuH caapKu aKpHIXHCKO
jesrpo. 300r CIMYHOCTH MEXaHHM3Ma JiejoBama U 300r ctpykTypHe ciaudnoctu ca 9CI-A, kopuiihen je
JIHK/amcakpun/rononzomepasa Il xommiexkc u3 PDB 3a docking amammsy. Docking ananmsa
CIpoBejieHa je ca nuibeM ja ce mnpensuau tun uHTepakuuje usmehy 9CI-A u JIHK, xao u usmeby
najaktuBHMjuX AJIA m JIHK nykimeoruma. Exepruja BesuBama 9CI-A (=7,7 kcal/mol) ciamuna je
eHepruju BesuBama amcakpuna (—7,5 kcal/mol). Hajsnauajuuje unrepaxiuje 9CI-A ca JITHK Gumite cy
m3mely akpuauHckor jesrpa u DC8 (m — m unaTepakmnuje), DT9 (n — n unTepakmmje), DA12 (m —
untepakiuje), DG13 (n — © unrtepakuuje), DC8Y (n —ankwmn), DT9 (n — ankun), DA12 (n — ankun) u
DGI13 (n — ankwum). OBO UCIUTHBAKE MOTBPIMIO je EICKTPOXEMHUjCKH NOOWjeHe pesynirare, jaa je
HAjBEpOBATHUjU TUI MHTEpaKIMje MHTepKananuja m3mely Oaznux maposa. [lopeheme mHTEpakimja
9CI-A u amcakpuna ca qeonanuanoMm JIHK mpukazano je na Coomom 99 [93].

D719

Cummka 99. Uurepakiuja 9CI-A (A) u amcakpuna (B) ca qeomanuanom JJHK [93]

4.7.2. Docking nHTepakuuje HajaKTHBHAjUX AaMHHOKHCEINHCKNX JepuBaTaakpuauna ca JJTHK

OcuM 3a aMcakpWH, W 3a JIpyre JepuBaTe aKkpuIMHA MOKa3aHO je Ja MHTEpKaIupajy u3mehy
6aza JIHK u nenyjy xao orpoBu tomom3omepase |l [212]. BesuBame jenumema 6, 7, 8 u 9 3a
JIHK/Tomonzomepasza Il kommuekc wucnutuBano je in silico. Docking je u3Bemen Ha b naniy
tonon3omepase Il u camo na neny JIHK oko mecrta 3a BesuBame. CBa jeaumema umana cy maio Behe
BPEHOCTH eHepruje BesnBama (o1 —8,6 10 —8,9 kcal mol™) y nopehemy ca amcaxpurom (—10,1 keal
mol ™), 10K cy mpeMa penenTopckoM MECTy OHIM CITHYHO opHjeHTHCaHH. Haj3sHauajHuje HHTEpaKIHMje
jemumema 7 ca JJHK 6une cy usmely akpuaunckor npcrena u DA12, DT9 (n-n untepakuuje) u DC8
(m-ankuin). AKpUAMHCKM TpPCTeH jeaumema 8 ocTBapuo je uHTepakuuje ca DAI2 u DC8 (n-m
MHTEpaKIMje), 0K je aMHUHO Tpyna ¢opmupana BogoHuuyHe Bese ca DT9. AKpuIMHCKU TNpCTEH
jemumema 9 octBapuo je untepakiuje ca DA12, DT9 u DC8 (n-n untepakuuje). Jenumeme 6 6uio je
Jpyrayje OpUjeHTUCAHO Ha PELENTOPCKOM MECTY U aKpUJIMHCKU MPCTEH OBOT jeIMIbEHha OCTBAPUO je
n-n uHTepakuuje ca DA12, DC8 u DT9. OBu pe3ynaratu ykasyjy /1a cBa jeAMbEHha UMajy MOTeHIIH]al
na unteparyjy ca JIHK u na je Tun unTepakiumje HajBepoBaTHUje uHTepkaianuja (Camka 100) mro je
y CKJIany ca in Vitro u3BeIeHNM eIeKTPOXEMH]jCKUM UcTiuTHBambuMa [137].
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Cimka 100. BesuBame jemumemwa 6 (A), 7 (B), 8 (B) u 9 (I') 3a kommieke JJHK/Tomousomepasa Il
[137]
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5. 3BAK/bYYAK
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» Ha ocHOBy mperiena auTeparype ¥ W3BEICHHX EKCIIEpHUMEHATa ONTUMHU30BAHU CY YCIOBH U
CUHTETHCAHU CY, TPEeYUIINEHN 1 OKapaKTEPUCAHN aMUHOKUCEIIMHCKH JEPUBATH aKpUIHHA:
(S)-metun 2-(akpuauH-9-na-aMuHO)-3-penunnponanoara (jeaumerne 1),

(S)-merun 2-(axpuaun-9-ui-amuHo)-3-(1H-umunazon-4-un)nponanoara (jeaumeme 2),
(S)-metun 2-(akpuauH-9-mia-amuno)-3-(1-metmn-1H-unmon-3-mn)npomnanoara (jenumeme 3),
(S)-2-(akpuaun-9-mi-amuno)-3-(1-mermn-1H-unmon-3-mn)npomnancke kucenuHe (jenumeme 4),
MeTu-8-(akpuauH-9-un-amMmuHo)oKkTaHoara  (jeaumeme  5), erun  4-(akpuauH-9-mi-
amMuHO)OyTaHoara (jenumeme 0), mpornwi 4-(akpuauH-9-uin-aMuHO)OyTaHoaTa (jenumemne 7),
etun  3-(akpuauH-9-uia-aMuHO)IponaHoara (jeaumeme 8), mnpomwin  3-(akpuauH-9-mi-
aMHUHO)IporaHoara (jeaumemne 9), eTun 6-(akpunuH-9-nn-aMuHo ))xekcanoara (jeaumemne 10) u
npornwt  6-(akpuauH-9-un-amMuHO)XekcaHoata (jenumeme 11). HaBenena jenmumema cy
OKapakTepucaHa ojipehuBameM Temrneparype TOmbemha U MPUMEHOM CIIEKTPOCKOIICKUX METO/1a
u 10: uHdpanpsenom crekrpockonujom (IR), Hykimeapuom marHernom pesonanmujom (NMR
'H, 3C), macenom cnexrpockommjom (MS/MS) U MaceHOM CIEKTPOMETPHjOM BHCOKE
pesonynuje (HRMS).

» OppehuBambeM MUTOTOKCHYHOCTH, Y OKBUPY IN VItr0 MCIUTHBamba aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH
CUHTCTHCAHUX aMUHOKHCEIMHCKUX JIepUBaTa akpuanHa, YTBpheHo je aa cy jenumema 6, 7, 8 u
9, 1j. jenumema ca JMHEAPHUM ATHUPATHUHUM OOYHHUM JIAaHIIUMA, HAJTIOTEHTHU]U HHXUOUTOPH Y
MTT Tecty ca 1Cso Bpegroctuma ucnon 20 uM, mMTO je ynopeawBO WM HIKE Yy OJTHOCY Ha
amcakpuH. Jenumema 8§ u 9 6una cy nocebHo epukacua Ha hemuje A549 (ICso = 6 uM). On
3Hauaja je mcrahw Ja WCIUTHBAHA jeIumbema 6, 7, 8 U 9 HHCYy moOKa3ajia TOKCHYHOCT Ha
XYMaHHM JICYKOLIUTUMA, 33 Pa3JIUKy O]l aMCaKpHHA.

» Anamm3oM henujckor nukiayca W henwjcke CMpPTH, IPUMEHOM MPOTOYHE IUTOMETpHje, 3a
HajaKTUBHU]€ CHUHTETHUCAHE AMUHOKHCEIIMHCKE JIepuBaTe akpujuHa (jenumema 6, 7, 8§ u 9),
yTBpheHo je aa jenumema 7 u 9 moBoxe 1o 3acroja y G2/M ¢dasu henmjckor nukiyca henuja
AS549, nox jenumema 6 U 8§ UHAYKY]Y aloONTOTHYKY CMPT henuje He3aBUCHO o (aze henujckor
nukiayca. Egexar jenumema 6 u 7 Ha UHAYKUM]Y henujcke cMpPTH amoInTo30M YIOpEIuB je ca
aMCaKpHUHOM.

» HcnuTtuBameM jenumerma 6, 7, 8 u 9, npumenom in Vitro tecrta, yrBpheHo je 1a CBOje JI€jCTBO
MOTYy UCTIOJBUTH Kao naxuoutopu xymane JIHK ronmonzomepase Ila.

» HcnutuBameM Be3uBama jenumema 6, 7, 8 u 9 3a JIHK npumenom Tecra enekrpodopercke
MOKPETJFUBOCTH, TIOKA3aHO j€ Jla CBa jenumerma uHTeparyjy ca JJHK, nok je 3a jenumeme 7 u
aMCakapuH, TUI MHTEpakKiMje HajBepoBaTHMje WHTepkKaiauuja. Kako je odekuBaHO Ja cBa
jenumema UHTepkanupajy wusmehy ©Oaza JIHK, Tunm wunHtepakuuje oxapehen je wu
€JIEKTPOXEMHU]CKHU, IPUMEHOM OCeTJbuBHje MeTozie, SW BoiTameTpuje.

» ENEeKTpOXEeMHUjCKO HCIHTHBAKE 9-XJIOpOaKpuAMHA Kao TMOJIA3HOT jeIUbeha 3a CHHTE3Y
aMUHOKHCEIIMHCKUX JepruBaTa akpuanuHa, Ka0 U UCIIUTUBAE PEIOKC MOHAIIamka jeIubema 6, 7
8 m 9 mokazano je aa 9-XJIOpOAKpUIMH MOJUIKE UPEBEP3NOUIHAM TPOLECHMa OKCHAAIH]e U
peIyKIlje Ha eJNEKTPOIM OJ] CTAaKJIAaCTOr YIJbeHHKa, Koju cy pH 3aBucHu u audy3uoHO-
KOoHTposmcanu. Okcuaanmja 9-Xxa0poakpuanHa NOYHBE Y3 (GOPMUPAEE MOHOMEPHOT PaJHKal
KaTjoHa YCJIel UpPEeBEep3UOMIHOT TpaHc(depa jemHOT eNeKTpOoHa, 3aTUM JBa MOHOMEpPA KaTjoH
panukana Mory (popMuparu JuMep, Koju Jajbe MOoJyIexke IPYroj peaklnju y Kojoj ce pa3memyje

142



JPYTU €JEeKTPOH M HAcTaje HOBHM KaTjoH panukai. Pemykumja 9-xjmopoakpuanHa oJBHja ce y3
ydemhe jeTHOT eNeKTpOHA M jeAHOT MPOTOHA, IITO JOBOAW 10 (opMHpama pajukalia, a Kako
panukain Huje crabuiHa Gopma, BEpoBaTaH je mporec TuMepu3aiimje.

CinuHo 9-XJIOpOaKpUIIMHY, jeaumbema 6, 7, 8§ u 9 momiexxy HpeBep3uOMIHUM, TU(Y3MOHO
KOHTPOJICAaHUM MPOIleCHMa OKCHAAIMje U PEAYKIHje Ha eNEKTPOAM Off CTAKJIACTOT YIJbCHHUKA.
OBu pe3ynTaTi NOoTBpheHU Cy MpUMEHOM Tpu BoJTameTpHjcke Texuuke: CV, DPV SWV.

» EJNEeKTpOXeMHjCKO  HCIUTHBAKC  HMHTEpakinuje  9-XJIOpoakpuauHa H  HajaKTHBHH]HX
aMHHOKHCENMHCKUX aepuBara akpuanna ca JJHK je uzBpmeno npumenom JIHK Guocensopa u
SW Bonramerpuje. Ilokazano je ma 9-xmopoakpuaun wuHTeparyje ca JIHK, ma je tun
WHTEpAaKIIHje HajBEpOBAaTHU]E MHTEpKaalyja. Jemumema 6, 7, 8 U 9, mpemMa elneKTpOXeMHjCKUM
pe3yirartuma nokasyjy uarepakuujy ca JJHK, npu uemy je Tun uHTEpaKimje, Kao u Ko
9-xJI0poakpuIMHA, HajBEPOBATHU]E MHTEPKATIAIIH]ja.

» Komcranta BesumBama 9-xuopoakpuamua 3a JIHK mma Bpemmoct: K = 345 x 10° M ™

Koncranra BesuBama jeaumema 7 3a JJHK Ouna je 8,6 x10° M ! IIPH OTCEery KOHIICHTpaIja

pena BelIuynuHe 107" M, nox je ca mopacToM KOHIIEHTpAIlHje jeTUbEemha 7, BPSTHOCT KOHCTAaHTH

Be3MBama Ouiia HUXKa. 3a jeiumbee 9 u3pauyyHata BpeJHOCT KOHCTaHTe Beha je of 10* Mfl,

IITO je YyKa3WBajO Ha jaKy HHTEPAKIH]y, NOK Cy jenumema 6 W 8 Tokasama ciadujy

urTepaxumjy ca JIHK, a BpeIHOCTH KOHCTaHTH Be3nBama ouite cy Mame ox 10 M ™.

Pesynaratu y OBOj TE€3M HEIBOCMHCICHO yKa3yjy Na CTEXHOMETPHjCKA OJHOC MOXE OUTH

pa3JInYMT, 3aBUCHO OJ] KOHIICHTpaIlMje CYIICTaHIle Koja uHreparyje ca JJHK.

» Tlpumenom docking crynuja morsphenu cy pesyarartu gobdujenn npumernom SWV, a 1o je na ce
WHTEpakmja 9-xyopoakpuanHa u jeaumema 6, 7, 8 mw 9 ca JIHK octBapyje ycuen
UHTEpKaJallije HaBeICHUX jeaniberba m3mely 6a3a JIHK. Enepruja Besusama 9CI-A
(=7,7 kcal/mol) cnuuna je enepruju BesuwBama amcakpuaa (—7,5 kcal/mol). Csa jenumema
umasa cy maio Behe BpegHOCTH eHeg)rHje BesmBama (01 —8,6 1o —8,9 kcal mol™) y mopeljemy

ca amcakpuaom (—10,1 kcal mol ~), mox cy mpema penenTopckoM MecTy OWIHM CIUYHO
OpHjEHTHUCAHH.
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Jenena Pymap je pohena 1990. rogune y [loxapesity, rae je kao hak renepanmje, 2009. rogune
3aBpInmiIa cpemy mkory (Menuuacka mkoma ,,Jlymuh ap Bojucnas®).

Kao crynent nere rogune, 2013. rogune go6uina je [ToxBamHUITY y CKIIOIY TOIUIIBLE HArpaie
HajOOJbUM CTyJEHTMMa MHTETPUCAHUX aKaJIeMCKMX CTyAauja YHuBepsutera y beorpagy -—
@apmaneyrckor dakynrera. [ummomupana je Ha YuuBepsurery y beorpany — ®apmarneyrckom
dakynrery 2014. rogune, ca mpocedHoM o1ieHoM 9,37.

[To 3aBpiieTky cryauja obaBuia je mpunpaBHUUKH cTax y 3. Y. ,,Anoreka [loxxapesan. Hakon
00aBJbeHOT cTaxa, centemoOpa 2015. mosoxuma je CTpydHu UCITUT 32 MarucTpa (gapmanuje.

Jloktopcke cryawje Ha YHuBepsutery y beorpany — ®apmaneyrckoM (dakynaTrery, MOy
dapwmarieyTcka xemuja ynucana je 2015. ronune. Ox 2015. roguHe Onia je aHra)koBaHa Kao CTPYYHHU
capaJiHUK y MpaKTHU4YHO] HactaBu Ha Karenpu 3a (u3MuKy XeMHjy U HHCTPYMEHTAJIHE METOE
VYuusep3utera y beorpagy — @apmaneyrckor ¢akynrera, y 3Balbe acUCTEHTa M3abpaHa je ampuia
2017. roguse.

Ynan je ucrpakupaukor tuma @apmarieyrckor ¢akylnrera. y OKBUPY HCTpakMBauke Teme: ,,Pa3Boj
MOJIEKYJTa ca aHTUMH(DIAMATOPHUM W KapIUOTPOTCKTUBHUM JCjCTBOM: CTPYKTYpHE MOAMQUKAIH]eE,
MO/IeJIOBambe, (PU3NYKOXEMH]CKA KapaKkTepu3anuja u popMynanrona ucnutuBama™ (ox 2018. ronune).
UiaH je ucTpakuBavykor TMMa Ha npojekry ,,Mneje”, InfCanPlay, uuju je pykoBogunan ap Biagumup
JoOpuuuh, Banp. mpod. (ox 2022. rogune).

AyTop je u koayTop 8 HaydHUX pajoBa MTaMIIAHKX Y YaCOMMHMCHUMA 01 Mel)yHapO HOT 3Ha4aja 0J1 KOJUX
TPH pajia YUHE JIe0 TOKTOPCKE Te3e.

162



Oo6pa3arr 5.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u npe3ume ayropa __ Jesnena Pynap

bpoj unnekca 5/2015

U3zjaBmpyjem

Jla je JOKTOPCKa JIUCepTalldja 1Mo1 HacJI0BOM

CuHTe3a, eJIEKTPOXeMHjCKo HcnuTHBambe nHTepaknuja ca JIHK u in vitro aHTuTyMOpCcKa aKTHBHOCT
AMHHOKHCEJIMHCKHUX 1epUBATa AKPUANHA

®  pe3yiITaT CONCTBEHOT HCTPAKHUBAUKOI Pajia;

e Jla AucepTanyja y LUEIMHHU HU Yy AEJIOBUMA HHje Onia MpeasioKeHa 3a CTHLAE APyre AUIUIOME
npemMa CTyIHjCKUM NporpaMuMa APYrHX BUCOKOLIKOJICKHX YCTAHOBA;

e J1acy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBeIEHH U

e Jla HACAM KpIINO/Ja ayTOpPCKa MpaBa M KOPHUCTHO/JIa MHTENEKTYaIHy CBOjUHY APYTHX JIMLA.

IToTtnuc aytopa

V¥ Beorpany, 21.09.2023
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Oopaszarr 6.

HN3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE M €JICKTPOHCKEBEP3HUje
AOKTOPCKOI paja

Nwme u npe3ume ayropa Jenena Pynap

bpoj nnnexca 5/2015

Crynujcku porpam _J{OKTOpCcKe akajeMcKe cTynuje — hapMmareyTcka xeMuja

Hacnor pama __ CuHTe3a, €JIEKTPOXEeMH|CKO MCIHUTHBaWe uHTepakuuja ca JIHK w in_vitro

AHTUTYMOPCKA AKTUBHOCT AMUHOKHCCJIHMHCKHUX JICPUBATA AKPHUJIMHA

Mentop _/[p cn. OnmBepa YynmHa, pemoBHH mpodecop Ha Katenmpw 3a QapMmarieyTcky Xemwjy,

Yuusepsurer y beorpany — @apmaneyrcku hakyinrer

JIp ci. Mapa Anekcuh, penosau npodecop Ha Kareapu 3a ¢uU3sHUKy XeMH]Y U MHCTPYMEHTAIHE

Mmerone, YausepsureT v beorpany — @apmanieyrcku GaxyiaTeT

UzjaBspyjeM na je mrammana Bep3Hja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEP3HjH KOjy cam
npenao/na paau noxpameHa y JurutanHom penosutopujymy YHuBepsutera y beorpany.

Jlo3BoJspaBaM j1a ce o0jaBe MOjU JIMYHH TIOJAIM BE3aHU 32 J0OWjamke akaJeMCKOT Ha3WBa JIOKTOpa HayKa,
Kao IIITO Cy UME U Mpe3nuMe, TOJIMHA U MECTO poljema 1 AaTyM ofi0paHe paa.

OBH JTMYHY [TOJAIM MOTY c€ 00jaBUTH HA MPEXHUM CTpaHHUIIaMa JIUTUTaaHe OMOIM0TEKe, y eIEKTPOHCKOM
KaTaJory v y nyoiukanujama YHusep3ureTa y beorpany.

IToTrnuc ayropa

VY Beorpany, 21. 09. 2023.
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Oopaszarn 7.

HN3jaBa o kopumrhewy

Osnamhyjem YHuBep3urercky Oubnmmorexy ,,CBetozap MapkoBuh® ma y JururtamHu
peno3uToprjyMm YHuBep3uTeTa y beorpamy yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTAIHjy MO HACIOBOM:

CuHTe3a, eJ1eKTPOXEeMHCKO McIuTHBa-¢ uHTepakumja ca JIHK m in vitro anTurymopcka
AKTHBHOCT AMUHOKHCEJIMHCKHUX JepUBATA aKPUINHA

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIIO3UMa MPeIao/jia caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroAHOM3a TPajHO
apXHBHPALHE.

Mojy IOKTOpPCKY AMCEpTalHjy MOXpameHy y [IUruTaiHoMm pemno3uTopujymy YHHBEp3UTETa y
beorpany u JOCTynHY y OTBOPEHOM MPHCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBH KOjU TOIITYjy oapende
caapxxane y ogabpanom tury guneHne Kpeatusue 3ajennure (Creative Commons) 3a kojy cam
ce OJUTy4ro/na.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AytopctBo — HexkomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HexkoMepuujato — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaaHo — aenuTh o uctuM yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenuta nox uctuM yciaosuma (CC BY-SA)

(MosuMo J1a 320KpYKUTE CaMo jeHy Oj1 IecT monyhenux nuuenim. Kparak ornuc
JIUIICHIIN j€ CACTaBHU JICO OBE U3jaBe).

IToTniuc ayropa

VY Beorpany, 21. 09. 2023.
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1. AyropctBo. Jlo3BoJhaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIM]Y W jaBHO CAOIITaBame Jena, U
npepajie, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HadMH ojpeheH o] cTpaHe ayTopa WM JAaBaola
JUIICHIIE, YaK U y Komepuyrjanae cBpxe. OBO je HajcIo00HIja O CBUX JIUIICHITH.

2. AytopctBo — HekoMmeprujanHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXAaBame, JUCTPUOYIM]Y U jaBHO
caoMIITaBame Jiela, ¥ pepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa
WM JaBaolia auieHue. OBa JIuIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHyynoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepLHjanHo — Oe3 npepaja. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABabE, TUCTPUOYLH]Y U
JaBHO CaoIITaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MPeodINKOBamka WK YIOTpeOe Jesa y CBOM ey, ako
ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of crpaHe ayropa wiam faBaoua JymneHne. Opa
JMIEHIA He J03B0JbaBa KOMEPLHUjaIHy ynoTpedy Jena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTalle JIHILEHIIE, OBOM
JUIICHIIOM ce OrpaHn4aBa Hajsehu oOmM mpaBa Kopumrhema jena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — JISIUTH TI0J] HICTUM ycIoBUMa. J[03BOJhaBaTe yMHOKABAE,

JIUCTPUOYIIU]Y U JaBHO CAOIILTaBamke Jiejia, U Mpepajie, ako Ce HaBeAe MME ayTopa Ha HA4MH
onpeheH o cTpaHe ayTopa WM JlaBaolla JHUIICHIE U aKo ce mpepaja JUCTPHOYyUpa MO UCTOM
WM caudHoM JmneHinoM. OBa JIMIEHII2 HE J03BOJbAaBA KOMEpIHMjalHy YIOTpeOy Jena u
npepaja.

5. AyropctBo — ©0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBawke, JUCTPUOYIU]Y U jaBHO
CaoIlITaBame Jejia, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBamba WM YIoTpeOe Jiejia Y CBOM JIely, aKo Ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpelheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia jJuieHie. OBa JUICHIa
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yIoTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — JICIUTH MO/ UCTUM YCJIOBUMA. J[03BOJbABATE YMHOKABAbE, AUCTPUOYIIN]Y U
jaBHO caolIITaBame JeNa, U Mpepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4duH ojpeheH o1 cTpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo Ce Mpepaja TUCTpUOyHMpa MOJ HUCTOM WM CIHYHOM
yureniioM. OBa JIMIIEHIIA JI03BOJbaBa KOMEpIMjaliHy yrnoTpeOy jena u npepaga. CiauuHa je
co(TBEpPCKUM JIHIICHIIaMa, OJTHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KO/Ia.
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