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Hatym u mecto pohema: 27.02.1987. roqune, [lo:xxkapeBau, Cpouja
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11 /lokmopcka oucepmanuja
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AUOHA Y (PYHKIUjH AaHTHKOATYJIATUBHE aKTUBHOCTH in vivo

Bpoj crpannna : bpoj ciuka: 135, bpoj mema: 66, bpoj Tabena: 26

Bpoj oubnmorpadcekux mogaraka: 195

Ycranoa u mecto rje je uzpahen: [Ipupoano-maremaruuku gaxyarer, KparyjeBan

Hayuna o6nact (YK/I): Xemuja — Buoxemuja (577.1)

Menrop: ap Munan MunanenoBuh, nouent, [Ipuponno-marematruku dakynrer, Kparyjesaig

III Ouyena u ooopana
Hatym nipujase teme: 22.09.2015. ronune

Bpoj outyke u 1atym mpuxBatama teme qokropeke aucepranuje: 1110/XI1V-3 oxn 18.11.2015. roause;
1V-01-719/6 ox 09.12.2015. roguue

Komucuja 3a oleHy HaydHe 3aCHOBAHOCTH TeM€ M HCIHyE-eHOCTH ycimoBa kammumara: 900/1X-2 ox
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1. ap Muaan MaagenoBuh, norient Ha [IM®-y y Kparyjepiry, y’ka HaydHa o0ract Onoxemuja

2. nap Baagumup Muxauniaosuh, Hayunu capaguuk Ha [IM®-y KparyjeBuy, Hay4uHa oOjact
XeMuja

3. nap Henan BykoBuh, nonent na [IM®-y y Kparyjepiy, yka Hay4uHa o0nact Onoxemuja

4. np Mupjana MuxaunoBuh, HaydHu caBeTHUK Ha HCTHTYTY 3a OHOJOIIKA HCITUTHBAA ,,JP
Cunnmra CrankoBuh®, yxa HaydHa 00JIacT MoJIeKyIapHa Oroioruja
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14.02.2018.

1. np HAanmjena A. Koctuh, penosau npodecop IlpupogHo-maremarnukor pakynrera y Humry,
yorca Hayyna obnacm: OpraHcka xemuja u Onoxemuja (mpeaceqauk Kommucwje)

2. ap Mupjana MuxaniaoBuh, HayuyHu caBerHHK WHcTHTyTa 32 OHMOIIONIKA HWCTpa)kWBama
,,Cuanma CtaakoBuh’’ y beorpany, rayuna oboracm: buonoruja

3. ap Henax BykoBuh, noment [lpupomHo-marematudkor gakynrtera y KparyjeBmy, yorca
Hayuua oboracm: buoxemuja

4. np Baagumup Muxanjaosuh, nouenr, [lpuponHo-maremartnuku Qakynrer, YHHUBEP3UTET y
Kparyjesuy; yowca nayyna obnacm: buoxemuja

5. anp Camwa Maruh, Hayuynu capagnuk IIpuponHo-marematuukor ¢akynrera y Kparyjesuy,
Hayuna obracm: bruonoruja
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MEHTOP

KomMmucmia

ap Mwuiaan Maaaenosuh, 1oueHr,
[TpupoaHO-MaTeMaTuyku (HakyyITeT
Yuusepsutet y Kparyjesiry

ap Hanmjena A. Kocruh, npencennuk Komucuje
penoBHU nipodecop

[TpupogHO-MaTeMaTHUKH (aKyITeT
VYHusepsurer y Humry

Ap Mupjana MuxaunjioBuh, HaydHH CaBETHUK
HMHcTuTyT 32 OMOJIONIKA HCTPAKUBAkA
,,Cnanma CraakoBuh’ y beorpangy

ap Henan BykoBuh, goueHt
[Tpupoano-maremMatuyku (HakyynTer
Yuusepsutet y KparyjeBmy

ap Baapuvup Muxausosuh, monesr
[Tpupoano-maremaTuyku HakynTer
Yuusep3utet y Kparyjepiy

ap Cama Martuh, HaydHu capagHUK
[Tpupoano-maremMaTuyku (HhakynTer
Yuusep3utet y Kparyjesiry



JIpuroKena doKmopcKa oucepmauuja ypahena je y Aabopamopuju 3a buoxemusy u
Xemufy npupoonux npouszeoda u Kpazyjesaukom uewmpy 3a Komjymauuowny buoxemuyy,
Hucmumyma 3a xemujy, Jlpupoono-mamemamuuxoz @axyrmema, Vwueepsumema 7y
Kpaeyjeswy, nod mewmopcmeom Oouenma Op Murana Maradenosuhia. Jedawn Jeo
excnepumenama ypabhew je y Aabopamopuju sa zememuxy Mucmumyma 3a buorozujy u
eKoAOZUfy ucmoe akyamema; na Hucmumymy 3a buorowxg ucmpaxueéawa ,Cunumd
Cmanxoeuh’, Vnueepsumema y beozpady, Kao u na Kamedpu sa namorozujy, Paxyrmema
MeOUUUHCKUX HayKa, VHueepsumema y Kpazyjesu).

Jlocebny 3axsarnocm dyzyjem menmopy, douenmy op Murany Maradenosuly Koju je
NPeOAOSKUO MeMY U PYKOBOOUO u3padom oee 0oKmopcKe ducepmauuje. JIpe céeza, 3axsasoyjem
HA YKA3AHO] NPUAUUU 0d nocmanem 0eo ucmpaxusauxoe muma_Jabopamopuje 3a buoxemusy
u Xemujy npupoonux npouszeoda u Kpazyjeeauxoz uenmpa 3a KoMjymauuowy buoxemusy
JIpupoono-mamemamuuxoz gaxyrmema y Kpazyjeswy, me 0a mume 3anourem céofy Hayuny
Kapujepy. JIlakoBe, 3axearyjem HA casemumd, NOOPUUL, BEAUKOM CHIpNjoety U
pasymesary, Ko u c60Mm 3Hawy Koje Mu je npereo moKom 00KmopcKux cmyouja.

3axgaryjem ce uranosuma Komucuje u MeHmopy Ha memeoHOM npeeredarny u c6um
KOpUCHUM caéemumd U cCyzeCmujama Koje Cy 3HA4AJHO OOnpuHere KedAumemy oee
Jucepmauuge.

Korezama ucmpaxueauxe zpyne Jabopamopuje 3a buoxemusy u xemujy npupoonux
npouséoda, Kpazyjesauxoe uewmpa 3a Komjymauuony buoxemujy u y Jlabopamopuje 3a
zenemuKy JIpupoono-mamemamuuxoz paxyrmema y Kpazyjesuy, Carwu, Bradu, Jeuu u
Hespunu 3axgaryjem Ha 6eAUKQ] NOMOAU U NOOpWUY KOy CY MU NPYKUAU Y MOKY €602
HAYUHO-UCTPAKUBAUKOZ PAOd.

Mojoj nopoduuu, mom _AreKcanopy, wez0680j HopoOULL U C6UM NpUjamesuMa oyzyjem
HEUBMEPHY 3AXBAAHOCT HA NPYKEHO] Joybasu u noopuuu Koja Mu je 0aAd MOMUSAUU]Y U
UCTPAJHOCT Y CBAKOM CeeMeHny Uu3pade paod.
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Pe3ume

[TpunoxxeHn pyKomHC CyMUpa CHHTE3Y IIeCT HOBUX jepuBaTa 3-(1l-aMHUHOCTHIINICH)
XpomaH-2,4-11oHa, o3HaueHMx kao 2a-f, u aBa HoBa aepuBara 4-xuapokcu-3-(l-umuHo-
etnin)-2H-XpoMeH-2-0Ha 03HAUCHHUX Kao 2g-h, OHOCHO eBayalujy HHXOBE in ViVo aHTH-
KOaryJaTHBHE aKTHMBHOCTH HAaKOH MHTPANEPUTOHEATHE M OPAJHE allIMKalHje Ha OJPaciiM
narjoBuma Wistar coja, ca IH/beM TMPOIEHE HUXOBOT KIMHUYKOT AHTHKOATYJIaTHBHOT

MoTeHIIMjana, (hapMaKoJIoruje ¥ TOKCUYHOCTH.

[IpouieHa aHTHKOAryJaTUBHOT MOTEHLMjaIa 3arnoyera je oApehuBameM aQpUHUTHTETA
Be3uBama JepuBata 2a-h, ogHocHO BapdapuHa, 3a CEpyMCKU aJOyMHH in Vitro, MPOTEUH
KpBU KoOju oMoryhaBa TpaHCHOPT jeaumema ka BuUTaMHH K 2,3-emokcua penykrasu
cyojemuanmn 1 (VKORC1). HWHrepakuuja HWCHOUTBAHWX KOHJIEH3aTa ca KPBHUM
TPAHCIIOPTEPOM carjieflaHa je y IWJby TIpolleHe O0e30eqHOCTH aIlIuKaluje HOBUX
aHTUKOAaryjJaHaTa TMpe camMe aJMUHUCTpanje in vivo. llpumMeHom cTynuja emucuje
(byopecIieHTHOT 3pauema, KOjoM Cy JT00HjeHe BPEAHOCTH KOHCTAHTH acoljaluje u Opoja
BE3MBHHMX MECTa HAKOH MHTEpakije ca anoymuHom, ogHocHo HPLC anammse, ca musbem
neduHUCakba KOHCTAHTE AMCOIMjaldje W Opoja He-BE3aHMX MOJICKYyJa aHTHUKOaryJaHTa,
yTBpheHo je ma ce xpoman-2,4-muoHcku nepuBatd 2a u 2f Be3yjy 3a alOyMHH Ha HAYWH
ciyaH BapdapuHy, IITO HMX H3[Baja OJ OCTAIMX JepHBaTa Kao MOTEHLHUjaIHe
aHTuKoarynante. Hanasee, cTyaujamMa MOJIEKYJICKOT JOKOBama IMOTBPHEHO je Be3UBambE
nepuBata 2a u 2f y cybogomeny lla xymaHor cepymckor anOymuiHa, KOJU je
KpucTtasiorpadckuM CcTyadjaMa HOTHpaH Kao LEHTap Be3uBama BapdapuHa 3a KpPBHU
Ttpancnoptep. Takohe, mokazano je ma 2a u 2f noka3yjy Behu aduHuTeT Be3uBama 3a
anOyMUH y OJHOCY Ha BapdapuH, ITO HUMIUIMIUpPA CMambeHy MOryhHOCT H3a3uBamba
YHYTpPAIIBET KpBapema y 0JJHOCY Ha KIIMHUYKYA aHTUKOAryJaHT.

[Ipensuhame ADMETox ocob6una nepuBata 2a-h momohy in silico meckpuntopa
CIPOBENICHO je paau carjielnaBama (papMaKOKMHETHYKUX M (apMaKoJUHAMHUYKHX OCOOMHA
TEeCTHpaHMX JlepuBaTa HakKoOH jocrneha y opraHumzaM. AHTUIMNUpaHO je Ja he ce cBa
jenumema, u3yzeB 2h, nako pecopboBatu y upesuma. Jlepuatu 2b u 2d ymepeHo cy
pacTBOpHU y BOJM, a ocTayiu Jo0po. 3a jeaumemne 2f mocroju Beha BepoBatHoha na he ce
Be3aTH 3a aJIOyMUH, Ka0 TPAHCIOPTHU MPOTEWH, HEro 2a, IITO je UMIUTHIHpano Behu
AHTUKOAryJaTUBHU MOTEHIIMjAT OBOT jeumbema. [Iponasak nepuBara Kpo3 KPBHO-MOXKIAHY

Oapujepy ymepeHo je octBapuB. OO3MpOM /1a UCIIUTHBAHU JCPUBATH HE MHXUOHMPA]y €H3UM
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Hutoxpom P450 2D6, y npBoj ¢a3u meraboau3zMa MOTy JaKo Mojuiehu XuApOKCHIAUH |
exckpeuuju y Buny riykyponuga. ADMETox ocobune nepuata 2a u 2f He uMiumnupajy
MOTEHIMjaTHY TOKCHYHOCT I10 XETIaTOILIUTE.

[TouerHa eBamyanuja CHHTETHUCAHUX JepuUBaTa y in Vitro ycioBuma mpaheHa je
aJIMUHUCTpAIMjoM JepuBarta 2a-h in vivo Ha maboparopujckum xuBoTHEbama Wistar coja.
[loTeHuMjatHU AHTHKOATYJIAHTH AaJMHHHUCTPUPAHU Cy HAjIpe HHTPANECPUTOHEATHO Y TpPHU
pasnuunte koHuentpamuje (0,5, 1 u 2 mg/kg TenecHe mace), TOKOM CEMOIHEBHOT TPETMaHa.
Kao nosutnBHa KoHTpoJ1a KopulTheH je pacTBOp BaphaprHa eKBUBaJIEHTHUX KOHIEHTpaluja.
HepuBatu 2a u 2f, y xoHueHTpauuju ox 2 mg/Kg TenecHe TeKHUHE, MOKA3AIU Cy OJIHUYHY
antukoarynatuBHy akTuBHOCT (PT = 90 cexynnu 3a 2a, PT = 130 cexynau 3a 2f), ynopenusy
niu 60Jpy y oqHocy Ha Bapdapu (PT = 89 cexyHam), Te Cy ykJby4eHHU Yy Jlajba UCIIUTUBAbA
AKTUBHOCTH OpaJHOM aluIMKanyjoM y KoHIeHTpamuju onx 20 mg/kg TtemecHe wMace
(pedbepeHTHH HaYMH TPUMEHE aHTHKOAaryjlaHaTa y KIMHUYKOj mpakcu). Ha ocHOBY
nooujernx INR Bpemnoctu 3a gepuBate 2a (INR = 2,6) u 2f (INR = 2,8), moxe ce
AHTULUTIUPATH Ja OM OBH JIEPUBATH XpOMaH-2,4-THMOHA OWIM JEIOTBOPHH MEIUKAMEHTH
HaMEHCHH TMaIlMjeHTUMa KOoju 00I1yjy o1 TpoMOo3e 1 pubpuiianuje cpyaHux MpeTKoMopa.

dapmakosiorija aHTHKOArYJIaTUBHE aKTHBHOCTH TECTUPAHUX JIepUBaTa carjieiaHa je
MPUMEHOM MOJIEKYJICKOT MOJICIIMpamka Ha MOJICKYJapHOM HUBOY. MoJekylicka MeTa Ouo je
xomoustoru Moxen Rattus norvegicus VKORCL (rVKORC1). Cryaujama MOJEKYJICKOT
JIOKOBama TEeHepHucaHe Cy OMOaKTHBHE KoH(popmanuje nepuBaTa 2a-h kKao aHTaroHmcra
r'VKORC1, kao oCHOB 3a pa3yMeBame€ HHTEpaKilMja aHTHKOAryjaHaTa ca MOJICKYJICKOM
METOM, OJIHOCHO, (hapMaKoJIOTHje aHTaroHu3Ma Iukiyca ButramuHa K. Pesynratu jpoxoBama
ykazasm cy gaa 2a-h jecy pepep3uOwinm antaronuctn *VKORCL. U3 nedunucanux
OMoaKTHUBHHUX KOH(OpMalja mpouctrue Aa 2a u 2f CBOjy aHTHKOAryJaTHBHY aKTHBHOCT
WCI0JbaBajy HAKOH OCTBapHBama CCCHIIMjAIHE BOJOHWYHE Be3€ ca aMUHOKHUCEIMHOM W3
aktuBHOT 1ieHTpa *'VKORCL1, rCys135. Kao antukoarymnantu, 2a u 2f mpuxsarajy npoToH ca
cynbxunpuine rpyne »Cysl35 u nonaimajy ce kao akenTopy BOJOHUYHE Be3e. MexaHu3am
aHTHUKOAryJaTUBHE aKTUBHOCTH JepuBaTa 2a u 2f oznBuja ce TpaHcdepoMm mpotoHa ca SH
rpyne rCysl35, Ha kapOOHWIHM KUCEOHHMK ca mosiokaja C4 xpomaH-2,4-IHOHCKOT je3rpa
aHTHUKOAaryJaHara.

MexaHu3aM aHTHKOAryJaTHBHE aKTUBHOCTM TMOTBpheH je Ha BHIIE HMBOA!
remepucarbeM 3-D QSAR crymmja, 3-D ¢dapmakodopHOr Mozmena M MOJEKYICKOM
muHamukoM. [enepucanu pobyctHu 3-D QSAR  Mopenun, noOujeHu mpexianambeM

aHTAaTOHKMCTA Ha OCHOBY cTpyKType penentopa (COMFA: 72 = 0,927, ¢’Loo= 0,793; CoMSIA

HEBEHA CTAHKOBUh I1



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA PE3VME

crepru mojen: 2 = 0,908, ¢’Loo = 0,785; COMSIA xunpodo6uu mozen: 7%= 0,929, ¢’Loo =
0,724; COMSIA mozen noHOpa M akuenTopa BojgoHmuHe Bese: 72 = 0,853, ¢’Loo = 0,764)
OPYXUIH Cy YBUA Y (apMakoJIOIIKU AaKTUBHE PETHOHE AIUTMIUPAHUX JeIUIEHa, KOJU CYy
ykipydenn y uHTepaknuje ca *'VKORCI. Cge uHTEpakumje 3Ha4ajHE 32 aHTHKOATYJIATHBHY
aKTUBHOCT cymupane cy y 3-D dapmakodopur mMozen, Koju caapXM KapaKTEPHCTHUKE
aKIenTopa BOJOHUYHE Be3e U XUAPO(HOOHUX apOMAaTUYHUX WHTEPAKIMja, a KBaHTU(PHKOBAH
je HajOOJEUM KOopenanuoHuM KoedumujenToM ca BpenHomhy » = 0,97. KoncraroBano je na
MOCTOjU BHUCOK CTereH Kopeianuje usMely mosurmonupara COMFA/COMSIA PLS-
koe(durjeHaTa u reiepucanux papmaxkopopHux ocobrHa. OUHaIHA NOTBPJA NMPEATIOKEHOT
MEXaHU3Ma aHTUKOAaryJaTUBHE aKTUBHOCTH aHTaronucrta 2f u 2a nobujeHa je HaKOH CTyauja
MoJieKyJcke nuHamuke. Cumynanujama wHTepakiuja nepuBara 2f u 2a ca ¥VKORCL y
henujckoj MeMOpaHM eHAOIIa3MaTCKOT PETUKYIIymMa jeTpe, moTBpheHo je mpucyctBo Beh
MOMeHyTe BoJOHNYHE Be3ze ca rCys135 (koja je KibydHA 32 aHTHKOAryJIaTHBHY aKTHBHOCT 2f
U 2a), OTHOCHO OCTAIHMX XUAPO(YOOHUX M ENEKTPOCTATUYKMX HWHTEPAKIHja KOje JICpPUBATH
OCTBapyjy y aKTHBHOM LEHTPY MOJeKylIcke Mere. lIpmiamkom cuMmysanuje WHIYKOBAHOT
npunarohaBama aepuBara 2f y aktusHom 1entpy »VKORCI, koHcTaTOBaHa je jorn jemHa,
BeoMa CTaOWJIHAa BOJIOHMYHA Be3a, Koja ce (hopmupa m3melhy amumHor azota rAsnl42 u C2
KapOOHWTHOT KHMCEOHHMKA JIPYroT je3rpa xpomaH-2,4-muoHa. @opMupame OBe J0JaTHE Be3e
ko 2f Moxe OUTH y3pOK 00JbET aHTHKOAryJaTHBHOT TOTEHIIM]ajia OBOT JeIUCHA Y OJTHOCY
Ha 2a.

Toxcukosomku npoduii HOTUPAHUX aHTUKOAryllaHara AeQUHHCAH je HAa TPU HHUBOA:
MPOIICHOM XeMHjcKoT omrTehema jeTpe u OyOpera mnpahemeM BpPEIHOCTH KIMHUYKUX
Mapkepa, MPOLEHOM H3a3BaHOT OKCHJIATUBHOT CTpeca M IPOLIEHOM YTHIIdja Ha T'E€HOM.
[Ipouiena xemujcku M3a3BaHOTr omiTehema jeTpe HAKOH UHTPANEPUTOHEATHE aIMUHUCTpPALIN]je
nepuBara 2a-h, omHocHo opanHe agmuHHcTpanuje 2a u 2f, u3BpiieHa je oapehuBamem
KaTaJUTHYKUX AaKTUBHOCTH €H3MMa cepyma, acmaprar Tpancamunaze (AST), amanun
tpancamuHaze (ALT) u ankanne ¢ocdaraze (ALP), y-rmyramun tpancdepaze (y-GT), e
npahemeM KOHIEeHTpanuje ounupyOuHa. BpenrHocTi mapkepa Mokaszaiau Cy Ja UCIIUTUBAHU
JiepUBaTH W3a3UBajy Mama ourehema Xernaronura y OJHOCY Ha KIMHUYKHM aHTUKOAryJIaHT
BapdapuH. Karanutiuuka akTUBHOCT M KOHIEHTpallMje MapKepa OKCHIATHUBHOI cTpeca jeTpe
u OyOpera Takohe cy yka3ajlu Ha TO Jia jeJUibema, y nopehemy ca BappapuHOM, IPOY3POKYjy
MamH cTerneH omTehema xenaronuTa U HepolMTa, TE A2 je HUBO OKCHAATHUBHOT omTehema
BUTAJIHUX OpraHa 3aHeMapJbuB. Hajasbe, XMCTOMATONOMKUM HCIIMTHBakbUMa Y30paka TKHBa

jetpe m OyOpera HakOH HMHTpalepUTOHEANHE aaMHHHCTpanuje nepusara 2a-h, oaHoCHO
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opaiHe anMuHUCTpaluje 2a u 2f, yrBpheHo je na ucnuTHBaHA jeUbCHha U3a3UBajy 3HATHO
O7ake MaToJIoIIKe IPOMEHE Ha jeTpu U OyOpe3nMa y oiHOCY Ha BapdapuH.

[Tocnenmwa mpolieHa HUBOA TOKCUYHOCTH JeprBaTta 2a-h HaKOH MHTpanepuTOHEaTHEe
U OpajHe aJMHHHCTpanyje Omina je y cMmuchny JeduHucama yTUlaja MOTCHIWjaTHUX
aHTHUKOaryjiaHata Ha T€HOM jerpe m OyOpera momohy komeT Tecta. I'€HOTOKCHYHOCT M
AHTUTCHOTOKCUYHOCT CBHX JepHBara JeQHUHHCAHA je y OJHOCY Ha eTHJI MeTaHCyJI(oHaT,
EMC, nokazanu myrared. Y nopehemy ca EMC-om, BpeTHOCTH IPOCEYHOT MOMEHTA perna 1
nporeHTa aeHarypucane JJHK y peny xomere, olHOCHO mapaMeTrapa Ha OCHOBY KOJUX CE
nporemyje omreheme JJHK, 3a Tectupane nepuare Oune cy Hike. JlepuBatu 2a, 2b u 2f
HUCY C€ TOHAIIAN TeHOTOKCUYHO, T€ CYy OJBPTHYTH UCTIMTUBAKUMA Y IUJbY MOTBphHBama
antureHotokcnuHoctu. Ca apyre crpane, nepuBatu 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h ucnommwmm cy
TeHOTOKCUYHU TIOTEHIIMjaJl. AHTUTEHOTOKCUYHOCT CEIEKTOBAaHUX JiepuBara JIepUHHCaHA je
HAKOH MpeTpeTMaHa JIabopaTOpHjCKUX KUBOTHHA aHTHKOAryJaHTuMa y oaHocy Ha EMC. ¥V
y30pIuMa 3acMheHNM aHTHKOAaryJaHTHMa, BpPEIHOCTH TIIapaMmerapa YKYIHOT CKopa H
MpoIleHaTa pPeyKIMje YKYIMHOT CKOpa KOMETa yKa3ale Cy Ha YMamemhe T'€HOTOKCHYHOT
edekra EMC-a. EMC xao ankunyjyhu arenc nzasupa omrehema JIHK Ha HUBOY ryHanuHa u
THMUHA; Y IPUCYCTBY aJKUIyjyher areHca MJbaHu HYKJICOTUIU TPIE eIeKTPO(UIHN Hanaja
eTUI Tpyle HAKOH dera aoiasd g0 Qopmupama nesuja OP-etmnryammnckor wmm O*-
eTUITUMUHCKOT THna. Hactanak ne3mja Hajumpe ce pediekTyje Ha MPoIeC HEMPUPOTHOT
cnapuBama 0aza G=T u T=G; ykomuko He aohe 10 yKIamama Jie3uje KaTaJTuTHIYKUM
nenoBameM  OP-ankwiryamun-JJHK — ankuntpancepase,  HENpHPOAHO  CIAPUBAME
MOCIEIUYHO MOXKE€ VYTULIATH M Ha peIUIMKalWjy, TPAaHCKPUIILU]y W TpaHCIalujy.
Ecknepumentanino ce matodusnonionku mpormec (Gopmupama Jiesuja moTBphyje eaexkTpo-
(bopeTcKUM CcTBapameM KOMETa, KaTalu30BaHUM manoBckoM Tomousomepazom lla (Rattus
norvegicus Toplla, rToplla). Komer ecej kBanTH(dHKyje AeHATypalujy CTPYKType
cynepyBujama JIHK, ogHocHo mporece nexateHanuje u kateHauuje. [enoBamem EMC-a,
nesuje O°-etunryanuuckor tHna (GopMHpajy ce Ha HHBOY CTPYKType cymepysujama JJHK.
Jlesuje ce Mory QopMmupaTH HEMOCpPEIHO Mpe JeKaTeHaluje, Ha JBOCTPYKO] CHHpald
cynepysujene JIHK ca ¢ynkuujom kanuje, G-JIHK (enr. Gate-DNA), oaHocHO Ha
murpupajyhoj asocrpykoj criupanu cynepysujene JJHK, T-THK (enr. Transport-DNA), koja
HaKoH JiekaTeHanuje npoiasu kpo3 G-JAHK. ®opmupame komera oxsuja ce HakoH ATP-
3aBHCHE JieKaTeHaluje aBoctpykor o-xenukca JJHK y ctpykrypu cynepyBujama. Crora je

MEXaHu3aM T'€HOTOKCHUYHOCTHU JiepuBara 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h, 0AHOCHO aHTUI€HOTOKCUYHOT
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nenoBamwa gepuara 2a, 2b u 2f ucnutuBan Ha HuBOY rToplla, MpUMEHOM MOJIEKYJICKOT
JOKOBamba, MOJIEKYJCKE JMHAMHMKE W H3padyyHaBameM ClI000/JHE CHEpruje Be3UBamba
nepuBata 2a-h 3a rATPa3y. MoJekylICKUM JIOKOBaHEM M MOJIEKYJICKOM JIUHAMHKOM
MOTBpPhEHO je la aHTUIeHOTOKCHYHH areHcH 2a, 2b u 2f jecy KOMIETUTHBHH HHXHOUTOPH
rATPa3za nmomena rToplla, na waxubupajy xuaponmsy ATP-a mpe mporeca packugama G-
EMC koju je karamum3oBaH cH3uMmoM rloplla, Te ma cBoj MOTEHIHMjaI WCIOJHABAJY
yckpahuBambeM MeTa0OJNIMYKe EHEepruje 3a Tmpormec JekareHamuje. Y ckpahuBamem
MeTabonnuke eHepruje 3a ¢usuosomky Qynknujy rToplloa He momasu no nekareHaruje
nBoctpyke croupane G-EMC u mpomacka T-EMC. Tume ce crpeuaBa HCIOJbaBabe
MyTareHuX U TeHOTOKcHuHux cBojctaBa EMC-a. Crora ce nepuBatu 2a, 2b u 2f mory
KOPUCTUTH y aHTHUKaHIIEp TEepanuju ajKwiyjyhuMm areHcuMa Kao KOHTPOJIOPH CTEleHa
ankunamuje. Ca npyre cTpaHe, TeHOTOKCHYHA jeumbema 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h He uaxubupajy
xunponusy ATP-a u Ha taj Haunn noactuuy »Toplla na ce moHama kao GpU3UOIOUIKK OTPOB.
Oga jemumema goaaTao cradmusyjy rToplla-G-EMC packumajyhu koMIuieke 1 HHXUOUPajy
pemuranujy JJHK mamoma, mrto ce m Oenexxm HacTaHKOM Komera. Mmak, u jenumema ca
reHOTOKCMYHUM edekTtoMm 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h, Takohe ce MOry KOpPHCTHTH Yy aHTHKAHIICD
Tepanuju Kao areHCH KOju aKTHBHUPA]y MMUTOTOKCHYHO JIEJIOBamkE eH3uMa Tonoun3omepase Ila

Y Ha Taj HAYMH CIpeuyaBajy OMOCHHTE3y MpoTenHa henrja Tymopa.

®U3HMOJIOMIKKM aKTUBHA jeaumema 2a u  2f jecy MOTEHIMjaTHU KIMHUYKH
aHTHKoarynaHTH. IbuxoB (apMakoJIOMIKM M TOKCHUKOJOWIKA MpOQUI JeTajbHO je

MPEACTAaBIbEH HAKOH in Vitro-in vivo-in silico MpeTKIIMHUYKUX UCTIUTUBAbA.
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Summary

The enclosed manuscript summarizes the efforts of synthesis and evaluation of six
novel 3-(1-aminoethylidene)chromane-2,4-diones, namely 2a-f, as well as of two novel 4-
hydroxy-3-(1-iminoethyl)-2H-chromene-2-one  derivatives, namely 2g-h, as in vivo
anticoagulants by means of intraperitoneal and per os administration to adult male Wistar
rats. Condensates were screened to expose their anticoagulant potential, pharmacology and

toxicity.

The biochemical evaluation started with the comparison of binding affinities of 2a-h,
as potential hits, and warfarin, as clinical anticoagulant, to serum albumin in vitro, a blood
protein that mediates the transport of compounds to vitamin K 2,3-epoxide reductase subunit
1 (VKORC1). The understanding of potential anticoagulants interactions with the carrier
protein shed a light on compounds safety prior to the actual administration in vivo to the
model organism. Hence, the results obtained from fluorescence quenching studies, in the
form of association constants and number of binding sites, as well as from HPLC analysis, by
means of providing the dissociation constants and number of un-bound molecules, implied
that derivatives 2a and 2f bind to the serum albumin in the same manner as warfarin, which
distinguishes particular leads from other hits as potential clinical anticoagulants. Furthermore,
molecular docking studies described the binding modes of 2a and 2f within the subdomain lla
of human serum albumin, a pocket where, according to the previously performed
crystallographic studies, the binding of warfarin to the blood transporter occurs. It was also
shown that, in relation to warfarin, 2a and 2f exhibit higher binding affinity to albumin,
which implies a reduced possibility of causing internal bleeding against a clinical

anticoagulant.

The prediction of derivatives 2a-h ADMETox features, by means of collecting in
silico descriptors values, was performed to anticipate the pharmacokinetic and
pharmacodynamic properties of tested derivatives after the maturation in model organism. It
is foreseen that all the compounds, except 2h, can be easily absorbed in the intestines.
Moreover, derivatives 2b and 2d are moderately water-soluble whereas the others are well
water-soluble. Compound 2f is more likely to be bound to albumin than 2a, indicating higher
anticoagulant potential. The entire battery of compounds possesses the medium potency to
penetrate the blood-brain-barrier. Since they do not inhibit the Cytochrome P450 2D6,
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compounds can readily undergo hydroxylation in the first phase of metabolism and are going
to be excreted as glucuronides. Summarizing the ADMETox properties, results do not
proclaim potential toxicity towards hepatocytes in the future treatment of tissue with 2a and
2f.

The introductory in vitro evaluation of synthesized derivatives was followed by the
administration of 2a-h in vivo on laboratory rats of Wistar strain. Potential anticoagulants
were first administered intraperitoneally in three different concentrations (0.5, 1 and 2 mg/kg
of body weight), during a seven-days treatment. As a positive control, a solution of warfarin
was used, in the same concentration. Composites 2a and 2f showed excellent anticoagulant
activity upon the administration in concentration of 2 mg/kg of body weight (PT = 90
seconds for 2a, PT = 130 seconds for 2f), comparable or better in relation to warfarin (PT =
89 seconds), and were included in further examination as oral anticoagulants in concentration
of 20 mg/kg of body weight (i.e. the reference method for administration of anticoagulants in
clinical practice). According to the obtained INR values for 2a and 2f (INR equal to 2.6 and
2.8, respectively), a closure can be made that chroman-2,4-dione derivatives would be

effective medicaments for patients suffering from thrombosis and atrial fibrillation.

The pharmacology of anticoagulant activity of tested derivatives was investigated on
molecular level using the prominent molecular modelling techniques. Modelling studies were
conducted on homology-modelled Rattus norvegicus VKORC1 (*VKORC1) as molecular
target. Molecular docking studies revealed the bioactive conformations of 2a-h as a
prerequisite for »VKORC1 antagonism. Hence, docking results indicated that 2a-h are
reversible *VKORC1 antagonists and that 2a and 2f exert anticoagulant activity upon
establishing the essential hydrogen bond with »Cys135, the VKORCL1 active site residue. As
anticoagulants, 2a and 2f accept the proton from rCys135 sulfhydryl group and behave as
hydrogen-bond acceptors. The pharmacology of 2a and 2f anticoagulant activity is carried
out by transferring the proton from »Cys135 SH group towards the carbonyl oxygen at
position C4 of the chroman-2,4-dione core. And so forth, molecular docking provided the

basic understanding of 2a and 2f pharmacology as vitamin K cycle antagonists.

The mechanism of anticoagulant activity was externally validated by several different
approaches: by conducting the 3-D QSAR studies, by generating a unique 3-D
pharmacophore model, was well as by managing the molecular dynamics simulations.
Generated robust structure-based 3-D QSAR models (COMFA: #* = 0.927, ¢%.00 = 0.793;
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CoMSIA steric model: 72 = 0.908, g%.0o = 0.785; COMSIA hydrophobic model: 72 = 0.929,
q’Loo = 0.724; CoMSIA hydrogen donor and acceptor model: 2 = 0.853, ¢%.oo = 0.764)
confirmed the pharmacologically active regions of administered compounds involved in the
interactions with VKORC1. At the end, all the crucial interactions for the anticoagulant
activity were summarized into the structure-based 3-D pharmacophore model, complied of
hydrogen-bond acceptors (HBA) and hydrophobic aromatic (Hy) features, and quantified by
a best correlation coefficient » = 0.97. In a few words, there is a high degree of correlation
between the alignment of CoMFA/CoMSIA PLS-coefficients and generated 3-D
pharmacophoric properties. The final confirmation of proposed mechanism of anticoagulant
activity of 2f and 2a antagonists was derived after the structure-based molecular dynamics
studies have been performed. The simulations of induced fit interactions in the cell membrane
of liver endoplasmic reticulum between the 2f and 2a and »VKORC1 proved the inauguration
of already described hydrogen bond with »Cys135, as well as of other hydrophobic and
electrostatic bioforces generated between the anticoagulants and the molecular target active
site. During the simulation of structure-based alignment of 2f within the »VKORC1 active
site, an additional stable hydrogen bond was formulated between the rAsn142 amide oxygen
and the C2 carbonyl oxygen of the second chroman-2,4-dione core. Particular bond may lead

to the better anticoagulant potential of 2f in relation to 2a.

The toxicological profile of remarked anticoagulants was defined on three levels: an
assessment of chemically induced damage of liver and kidneys by monitoring the clinical
marker values, the appraisal of chemically induced oxidative stress, and the estimation of
chemically induced damage on the genome. The assessment of chemically induced liver
damage, after the intraperitoneal administration of 2a-h, as well as after the following oral
administration of 2a and 2f, was performed by determining the catalytic activity of serum
enzymes, aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) and alkaline
phosphatase (ALP), vy-glutamyl transferase (y-GT), and by monitoring the bilirubin
concentration. The results showed that investigated derivatives caused less damage to
hepatocyte than the clinical anticoagulant warfarin. Furthermore, the catalytic activities and
concentrations of liver and kidneys oxidative stress markers also indicated that compounds,
when compared to warfarin, generated less damage to hepatocytes and nephrons, as well as
the level of oxidative damage to vital organs is negligible. Furthermore, the histopathological

studies of liver and kidney after the intraperitoneal administration of derivatives 2a-h, or the
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oral administration 2a and 2f, showed that the tested compounds provoke minor pathological
changes related to warfarin.

The final stage in the 2a-h-based toxicity level estimation was to define the effects of
potential anticoagulants on the liver and kidney genome by comet assay, either after
intraperitoneal or oral administration. The genotoxicity and antigenotoxicity of all
derivatives were compared to ethyl methanesulfonate, EMS, a proven mutagen. Hence,
according to the parameters that can be used to evaluate the DNA damage, i.e. the average
tail moment and the percentage of denatured DNA in the comet tail values, tested compounds
were inferior genotoxins compared to EMS. In fact, derivatives 2a, 2b and 2f showed no
genotoxic activity and were further included in trials to confirm their antigenotoxicity. On the
other hand, derivatives 2c¢, 2d, 2e, 2g, and 2h behaved as genotoxic agents. The
antigenotoxicity of 2a, 2b and 2f in the presence of EMS was defined after the pre-treatment
of laboratory animals with anticoagulants. In the samples saturated with anticoagulants, the
total score as well as the percentage of the comets total score reduction values indicated an
alleviation of EMS genotoxic potency. EMS, as an alkylating agent causes DNA damage on
guanine and thymine level; in the presence of an alkylating agent, particular nucleotides
suffer an ethyl group electrophilic attack, followed by the formation of O%-ethylguanine or
O*-etylthymine lesions. The lesions formation is primarily reflected on the unnatural pairing
of G=T and T=G. If there is no lesion repair catalyzed by O°-alkylguanine-DNA
alkyltransferase, unnatural coupling can consequently influence the replication, transcription
and translation processes. The aberration-based pathophysiological process can be
experimentally confirmed by the electrophoretic comet formation, catalyzed by rat
topoisomerase Ila (Rattus norvegicus Toplla, rToplla). The comet assay quantifies the
denaturation of the supercoiled DNA structure, i.e. the processes of decatenation and
catenation. Upon the EMS-induced alkylation, the O°-ethylguanine-type lesions are formed
on the supercoiled DNA level, before the decatenation of the double strands of supercoiled
DNA. The alkylation may occur on two sites: on a migrating double strand of supercoiled
DNA, i.e. the T-DNA (Transport-DNA), as well as on the G-DNA (i.e. the Gate-DNA),
serving as a gate for the T-DNA passage upon the decatenation process. Hence, the comet
formation occurs after the ATP-dependent decatenation of supercoiled DNA double a-helix.
Therefore, the mechanism of either genotoxicity of 2¢, 2d, 2e, 2g and 2h, or antigenotoxicity
of 2a, 2b and 2f, was investigated on »Toplla level, using molecular docking and molecular

dynamics, as well as by calculating the free binding energy of 2a-h within the rATPase.
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Molecular docking and molecular dynamics simulations confirmed that the antigenotoxic
agents 2a, 2b, and 2f are competitive inhibitors of »ATP-ase domain in rToplla. Compounds
exert antigenotoxic activity by inhibiting the ATP hydrolysis, prior to the »Toplla-catalyzed
G-EMS cleavage, thus reducing the metabolic energy needed for the decatenation process.
When the absence of metabolic energy occurs, there is no »Toplla-mediated decatenation of
G-EMS double strand and therefore no passage of T-EMS double strand. In such manner 2a,
2b, and 2f prevent the expression of EMS mutagenic and genotoxic properties. Therefore,
derivatives 2a, 2b, and 2f may be used in alkylation agents-based anticancer therapy as
supplements that may control the rate of alkylation. On the other hand, genotoxic compounds
2¢, 2d, 2e, 2g and 2h do not inhibit ATP hydrolysis and de facto stimulate #Toplla to act as a
physiological poison. These compounds additionally stabilize the rToplla-G-EMS cleavage
complex and inhibit the religation of rat DNA, which is also noted during the comet
formation. However, compounds with a genotoxic effect like 2¢, 2d, 2e, 2g and 2h can be
also used in anticancer therapy as agents that activate the cytotoxic activity of the

Topoisomerase Ila and thus prevent the biosynthesis of proteins in tumor cells.

Conclusive, physiologically active compounds 2a and 2f are potential clinical
anticoagulants. Their pharmacological and toxicological profile have been presented in detail

after in vitro, in vivo and in silica preclinical tests.
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CKPAREHULIE

ADP
AGT
ALP
ALT
AMPPNP

APC
AST
ATP
cAMP
CAT
CCPms

CoMFA

CoMSIA

COX
DA
DAG
DOX
DTT
EC
ECCD

ECRD

EGF
FPA
FPB
GAS6

GFP
GGCX
Gla
GP
GSH
HC
HCII
HK
ICAM
IFCC

aneno3uH audocdar (enr. Adenosine diphosphate)

ankunryanun JIHK tpancdepasa (enr. O°-alkylguanine DNA transferase)
ankaiaHa pocdarasa (enr. Alkaline phosphatase)

anaHuH TpancamuHa3za (exr. Alanine aminotransferase)

aneHo3uH 5'-(B,y-ummpo)rpudocdar (enr. Adenosine 5'-(B,y-imido)tri
phosphate)

aktuBupanu npoteuH C (enr. Activated protein C)

acraprar TpancamuHasa (enr. Aspartate aminotransferase)

aneno3uH tpudocdar (eur. Adenosine triphosphate)

UKIMYHY aJieHo3uH MoHOodocdar (enr. Cyclic adenosine monophosphate)
karanasa (enr. Catalase)

MOJIYJIM KOMILJICMEHTAPHUX KOHTPOJIHUX TpoTerHa (eHr. complement
control protein modules)

yrhopeaHa aHaiu3a ToJba MOJIEKYICKUX HHTepakiuja (enr. Comparative
Molecular Field Analysis)

yropenHa aHali3a WHAUKATOpa CIMYHOCTH MoJiekyna (enr. Comparative
Molecular Similarity Indices Analysis)

nukiookcurenasa (eur. Cyclooxygenase)

TA4YHOCT J0KOBamba (eHr. Docking Accuracy)

muanuranepos (enr. Diacylglycerol)

nokcopyourua (eHr. Doxorubicin)

mutuotpenton (eHr. Dithiothreitol)

ekcriepuMenTainna kondopmanuja (err. Experimental Conformation)
YHAKpPCHO JIOKOBamE eKCIepuMeHTanHe KoHpopmanwuje (eHr. Experimental
Conformation Cross-Docking)

IIOHOBHO JIOKOBamke eKcriepuMeHTanHe koHpopmaiuje (enr. Experimental
Conformation Re-Docking)

enuaepMmannu akrop pacra (enr. Epidermal growth factor)
¢bubpunonentun A (eur. Fibrinopeptide A)

¢bubpunonentun B (enr. Fibrinopeptide B)

npoTenHu perynatopu hemmjckor pacra (edr. Growth arrest specific gene 6
protein)

HPOTEUH Koju (iryopecuupa 3eneHoM 6ojom (enr. Green fluorescent protein)
y-TiyTamii kapookcuiasa (enr. y-glutamyl carboxylase)
y-KapOoKcHUrIlyTaMHHCKa kucenuHa (eHr. y-carboxyglutamic acid)
rnukomnpotend (enr. Glycoprotein)

penykoBanu riaytatroH (Reduced glutathione)

teniku yaHai (edr. Heavy Chain)

xernapuH kogakrop I (enr. Heparin cofactor I1)

BHCOKOMOJIeKynapHu kuauHoreH (eur. High molecular weight kininogen)
MHTpanenyaapHu aTxe3nonu Moiiekyn (enr. Intercellular adhesion molecule)
WMHTEpHAIMOHANHA (enepanrja 3a KIMHWYKY Xxemujy (eHr. International
Federation of Clinical Chemistry)
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CKPAREHULIE

IgA
19G
IL
INR
IP

IP3
ISl

K

LC
LMPA
LOO
MDA
MIF
MM-GBSA
PARs
PBS
PCA
PDlIs
PGl
PIP2

PK
PKC
PLA;
PLCB
PLS

PNI
PRGPs

PT
RCCD

RCRD
RMSD
RMSF
RRHO
SDEP

SOD

umyHorinoOynuH A (err. Immunoglobulin A)

umyHorinoOymun G (enr. Immunoglobulin G)

unrepneykuau (eHr. Interleukin)

International Normalized Ratio

penienpopr  Ha MeMOpaHM TpPOMOOIHMTa TPEKO KOJUX C€ Be3yje
npocrauukinH (eHr. Prostaglandin 12 receptor)

uHosutos-1,4,5-rpudocdar (enr. Inositol trisphosphate)

WHTCPHAIMOHAIHU WHICKC ceH3uTuBHOCTH (eHr. International Sensitivity
Index)

KaJTUKPEUH

naku saHarl (enr. Light Chain)

araposa ca HICKOM Ta4ukoM ToIubera (eHr. Low melting point agarose)
n3baru-jenan-Hamnosee (eHr. Leave-One-Out) mpucrym

manonauanaexua (ear. Malondialdehyde)

moJbe MOJICKyJICKuX uHTepakiuja (enr. Molecular Interaction Field)

eHr. Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area

pelenTopy aKTUBHPaHK poTea3aMa (eHr. Protease-activated receptors)
docharau mydep (enr. Phosphate-buffered saline)

aHaJIM3a MPUHIMIHjeTHUX KoMroHeHH (eHr. Principal Component Analysis)
nportenH aucyadun uzomepase (enr. Protein disulfide isomerases)
npocrarnanauH I (enr. Prostaglandin 12), mpocranmkina
bocharuauannosuton-4,5-6upochar  (err.  Phosphatidylinositol  4,5-
bisphosphate)

npekanukpens (enr. Prekallikrein)

npotent kunasza C (eunr. Protein kinase C)

dochonumnaza Az (enr. Phospholipase Az)

dochonumnaza CP (enr. Phospholipase Cp)

MpojeKIrja JJAaTeHTHUX CTpYyKTypa (eHr. Projection of Latent Structures wim
Partial Least Squares)

npoTteasza HekcuH I (enr. Protease nexin I)

IPOTEHHHU Ca BHCOKOM KOHIIGHTpaIijoM mposunHa (eHr. proline-rich Gla-
proteins)

npoTpoMbuHCcKo BpeMe (enr. Prothrombin time)

YHAaKpCHO JIOKOBame HacymuuHe KoHpopMmaruje (enr. Randomized
Conformation Cross-Docking)

IIOHOBHO JIOKOBame€ HacymMMuyHe KoH(opmauuje (eHr. Randomized
Conformation Re-Docking)

Root Mean Square Deviation

Root-Mean-Square Fluctuations

err. Rigid Rotor Harmonic Oscillator

cTaH/ap/Ha JeBUjanuja rpemke npeasuhama (enr. Standard deviation error
of predicition)

cynepokcua au3myrasa (eHr. Superoxide dismutase)
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TAFI
TBARS

Tdp2
TF
TFPI
TGs
TMGPs
TMs
Toplla
TOPRIM
t-PA
TS
TxAz
VCAM

VKA
VKC
VKOR
VKORC1

v-GT
Azcp
EMC

TpOMOUH-akTUBUpajyhu  uHXuOuTop QuodpuHonusze (enr. Thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor)

THOOapOuTYypHa KuUcenuHa-pearyjyhe cymcranne (edr. Thiobarbituric acid
reactive substances)

tupo3mwit-JAHK docdoauecrepasa 2 (enr. Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2)
TKkuBHH (akTop (eHr. Tissue factor)

MHXHOMTOP MyTa TKUBHOT (akropa (eHr. Tissue factor pathway inhibitor)
TpaHcriyramuHasa (enr. Transglutaminases)

tpancMeMmOpancku Gla nporeunnu (enr. Transmembrane Gla proteins)
TpaHcMeMOpaHcku xenukcu (eHr. Transmembrane helixes)

toron3omepasa I[la (enr. Topoisomerase I1a)

TOpoisomerase/PRIMase

TKHBHHU aKTHBATOp TuiazMuHorena (eHr. tissue plasminogen activator)
npenasHo ctame (eHr. Transition state)

tpombokcan Az (eur. Thromboxane A»)

BackynapHor henmjckor aaxesunonor mosekyna (enr. Vascular cell adhesion
molecule)

anraronncTa Butamuna K (enr. Vitamin K antagonist)

ButamuH K-3aBrcHa kapOokcmiasa (enr. Vitamin K carboxylase)

ButamuH K enokcu peaykrasa (enr. Vitamin K epoxide reductase)
cyojenuuuina 1 ButamuH K emokcua peaykTasa MyJITHIIPOTEHHCKOT
komiutekca (enr. Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1)

von Willebrand-os ¢akrop

Bapdapu (eur. Warfarin)

Winged-Helix Domain

Tauyka He3aBHCHE KoHIeHTpauuje (edr. Concentration-invariant crossing
point)

y-riayramua Tpadcdepasa (enr. y-glutamyl transferase)

Tayka HyJITOTI mpejiasa (eHr. Zero-crossing point)

eTUJI METaHCY/I(OHAT

HEBEHA CTAHKOBUh XIII
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1. Ciauka 1.1.

N

Ciauka 1.2.
3. Ciauka 1.3.

4. Ciauka 1.4.

5. Ciauka 1.5.

6. Cauka 1.6.

7. Cauka 1.7.

8. Ciauka 1.8.

9. Ciauka 1.9.

HEBEHA CTAHKOBUR

[Ipecex aprepuje W mpHKa3 KpeTama KPBH I0J HOPMAIHUM
OKOJIHOCTMMa XemocTase. 1) epurpouutu, 2) TpoMOouutH, 3)
MOjeIMHAYHA HaJIpakajHu oOnmmm TpomboruTa, 4) €HI0Ten
KpPBHOT CyZa, 5) elacTHYHa M KoJareHa BiakHa, 6) ¢GuOpouur.
[Ipeysero u3 Hosu acnexmu namogusuonocuje u mepanuje
nopemehaja yupkynrayuje, Jyeopemeouja 3pervanun, 1980.
CTtpyKTypa KpBHOT Cy/ia IpHUKa3aHa y MOMPEYHOM MPECEKY.
IMpukas Ca?* xanana. CTPyKTYpHH €leMEHTH Cy CyOjeMHHIe
o1, 020, B u y. CyOjenuHuna o1 caapKH YETUPH XOMOJIOTa
JOMEHa, a CBakd o7  JoMeHa  oOyxBara  IIECT
TpaHCMEMOPAHCKUX XENMKCa (XEIUKCH OCETJbUBU HA TIPOMEHY
HaroHa Cy MpuKa3aHu po3e 60jom).

[Ipuka3z TpomOomuTa y KpBHOM cyay. 1) mceymomonuje, 2)
MUKpOTYOynH, 3) mukpodriamenTy, 4) ['onyujeBa tenarmina, 5)
TJIMKOTEHCKE TpaHyle, 6) MUTOXOHApHUje, 7) TrpaHyie, 8)
Bakyojie, 9) eHmoriazMarcku petukyinyM, 10) asypodunne
rpanyne. Ilpeysero w3 Hoeu acnexmu namogusuonocuje u
mepanuje nopemehaja yupxynayuje, Jyeopemeouja 3perbaHuH,
1980.

[lpuka3z  TpomOommMTa TOCMAaTpaH TOJ  EIEKTPOHCKUM
MHUKPOCKOTIOM.

BesuBame TpoMOormTa 3a KoJareHa BiIakHA. 1) €HIIOTENIHE
henuje, 2) nedekr y enmoreny, 3) TpoMOOIUTH (HaApa)KajHU
00MK) ce Be3yjy y3 KoJlareHa BJIaKHA W Ha eHjoTen, 4)
M3pa3uTo HAOyOpenu TPOMOOIUT, 5) JIEYKOIUT y MOMEHTY
HalylmTama KpBHOT cyaa, 6) ¢ubporut. [Ipeyzero uz Hosu
acnexmu  namoguszuonocuje u  mepanuje  nopemehaja
yupkyrayuje, Jyeopemeouja 3pervanun, 1980.

[Iponec aaxesmje TpomOoruTa. IlpencrBasbenu cy GPla/lla u
GPIb-V-IX kao pernentopd KpBHHX IUIOYHIA M HHXOBA
untepakuuja von Willebrand-oBum ¢dakTopom 1mro moBoau a0
ajxe3vje KPBHUX IUIOYHMIIA HA CYOEHAOTeNWjyM omreheHor
KPBHOT CyJa.

[Ipuka3 mpoueca arperanuje KOju c€ HAacTaB/ba Ha aIXe3ujy
TpoMOoruTa (IpuKa3zaHu cy cuBoMm 6ojom). IIpeacraBmenu cy
peuentopu akTuBupanu nporeazama, PARI u PAR4 Ha
MOBPIIMHU TPOMOOIMTA, HAYMH HA KOJU CE€ OHH aKTHUBHUPA]y
TpomMOuHOM; 3aTuM P2Y1 m P2Y12 penentopu Ha NOBPIIMHH
Tpombommta 3a ADP; TpomOokcan Az Koju Hacraje u3
¢dochomunuaa  hemmjcke  MeMOpane — TpoMOomHMTa U
npocTarfiaHauH [2 Koju ce CUHTETHIe y eHI0TeIHUM henrjama
¥ MHXHOHUpa aKTHBAILIU]y TPOMOOIHUTA.

Curnannu nmyreBH aktuanuje TpomOonuta. |P, PAR-1, SHT2a,
TP wu P2Y12 cy peuenpopu CMEHITEHH Ha MOBPIIMHU
TPOMOOIMTA MPEKO KOJUX C€ Be3yjy MPOCTALMKINH, TPOMOUH,
cepoToHMH, TpoMOokcan Az u ADP. I'mukonpoTenHu koju ce
KyI1yjy ca HaBeJieHUM peuentopuma cy Gs, Gions, Gqu Gi. B u
vy cy cyOjenunune Gij-tumna xerepoTpumeHor G-mporenHa.
Ckpahenune: PLCS -  ¢ochpomnaza CB, PIP2 -
¢bocharuaunnnosuton-4,5-6ucpocpar, IPs -  uHO3UTON
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HEBEHA CTAHKOBUR

Ciauka 1.10.

Ciauxka 1.11.

Cauka 1.12.
Ciauka 1.13.

Ciauka 1.14.

Ciauka 1.15.
Ciauka 1.16.

Ciauka 1.17.

Ciauka 1.18.

tpudocdar, DAG - muanun rouuepon, PKC - npoTeuH KuHaza
C, ER - ennonnasmarcku petukyaym MLCK - MUO3UH KMHa3a
CBETJIOT JIAHIIA.

Koarynanmona ¢aza xemocraze. Ctpenuiie 03Hau€HE IUIABOM
00joM Cy YKJbYYCHE Yy CIOJhAIlllbM ITyT KOaryjaiuje KpBH;
Crpenuie o3HaueHE HApaHIACTOM O0jOM Cy YKJbY4eHE Yy
YHyTpallllbl TyT Koaryiamuje KpBu; Crpenuie o3HaueHe
3elieHOM 00joM Cy YKJBYYCHE Y 3ajeIHHYKU YT KOoarysaiwje
kpBu. [lyHe cTpenuie mpukasyjy npuMapHe peakiuje y Kojuma
Cy AaKTUBHU HaBeleHH (aKTOpPH, a HCIPEKHIAHE CTPEIUlle
MIpHUKa3yjy CHOpPEHE peakiuje OBUX (paKkTopa.

Crospamimu TMyT Koaryiaiuje KpBH. |F mpejacTtaBjba TKUBHU
¢dakrop, a TFPI uuxubuTOp TKUBHOT (paKTOpa.

Tomnonoruja koarymnanuoHor ¢akropa II1.

Kpucranna cTpykTypa eKCTpalelylapHOT JOMEHa TKHUBHOT
dakTopa cHMMIbeHa y pesomymuju ox 1,7 A (PDB ID: 1BOY).
TepuujapHa cTpyKTypa TKUBHOT (pakTopa MpHKa3zaHa j€ TaMHO
IPBEHOM 00jOM JIOK Cy IUCYI(HUIHE BE3€ MPUKA3aHE KYTOM.
HenTtpu rnukonusanuje jecy amuHokucenuHe Asnll, Asnl34,
Asnl37 (maBa moBpIIMHA); WHTepakmnuja ca ¢akropom VII
octBapyjy ce momohy amuuokucenmna Thrl7, Lys20, 1le22,
Glu24, GIn37, Asp44, Lys46, Lys48, Asp48, Thr60, Phe76,
Tyr78, Glull0, Leul33, Argl35, Phel46, Val207 (3encHa
MOBpIIIMHA); HHTEPaKIHja ca (akTopoM X OCTBapyje ce momohy
amuHokucenuua GInl18, Valll9, Thr121, Lys159, Aspl80,
Lys181, GInl83 (cuBa moBpHIMHA); TMAPOBH LHUCTEHHA
rpagutesba aucyiadumaux Beza cy Cys49-Cys57 u Cys186-
Cys209.

CIu4yHOCTH M pa3jiuKke y CTpYKTypHUM nomennMma dakropa VI,
X, IX u II. Penocnen je HamepHo omabpaH ja OM ce MOIITOBAO
penocien yKJbyuyuBama y KOarylnaluoHy KacKamy.

Cnuunoct y Tonosioruju pakropa I1, VII, IX, X u nporenna C.

Kpucranna ctpykrypa koarynanuonor ¢akropa VII caumibena
y pesonyuuju ox 1,9 A (PDB ID: 5TQE). Temku jaHan
NPEICTaB/bEH je JbyOHMuacToM 00jOM JIOK je CTPYKTypa JaKor
NaHLA TpeacTaBbeHa miaBoM. Jonu Ca?’ koMIUleKcHpaHH ca
ocranuMa Glu mpuka3anu cy 3e1IeHOM 00joM.

Kpucranna crpykrypa ekcTpanenyiapHOT JIOMEHa TKHUBHOT
¢dakropa y kommiekcy ca ¢dakropom VIla cHumibena y
pesonyuuju ox 2,0 A (PDB ID: 1DAN). Temku nanar pakropa
Vlla nmpencraBibeH je JbyOudacToM 00joM, JOK je CTPYKTypa
JaKoT JIaHIIA TpeACTaBJbeHa IUIaBoM. HoBoHacTanmu naHIM
TKUBHOT (hakTopa OO€JeKEeHH Cy LPBEHOM M HapaHaCTOM
60ojom. Jonn Ca®* kommiekcupanu ca octaiuma Glu pukasanu
Cy 3€JIeHOM 00jOoM.

Kpucranna crpykrypa ¢akropa X CHUMIbEHA y PE30JIyLUJU O]
23 A (PDB ID: 1XKA). Temku manar ¢aktopa X
MIPEJCTaBJbEH je KYTOM 00joM JIOK je CTPYKTypa JakKor JIaHIa
npencTaB/beHa pose 6Gojom. Jomm Ca?’ kommekcupaHu ca
ocrauma Glu mnpukazanu cy 3eireHoM 0OojoM. Permon y-
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KapOOKCUTTyTAMUHCKHX KHUcennHa (aMuHOKHcenuHe 1-39)
o0ellexeH je TPAaHCIAPEHTHOM ILIaBOM cdepoM, XuAapopoOHH
peruon (amuHOkucenuHe 40-45) je upBeHa cdepa, peruoH
BesuBaba EGF1 (amunokucenune 46-84) je TpaHcnapeHTHO
3enieH, pervoH BesuBama EGF2 (amuuokucenune 85-128) je
TPaHCIIAPEHTHO OKEp.

19. Cauxa 1.19. Teopercku Moaen KPUCTATHE CTPYKTYpe KOMILIEKCa TKUBHOT
¢axTopa ca komrmiekcom Xa (PDB ID: 1INL8). Tkusuu daxtop
O3HAYCH je IpBeHOM Oojom, Temku naHar Qaktopa Vlla
NPEJICTaB/bEH je JbyOMdacToM 00joM, JIOK je CTPYKTypa JIaKor
JaHIa TpeJicTaBheHa 3ei1eHoM OojomM. Temku naHar Qaxropa
Xa WIYCTpOBaH je >KyTOM a JIakKu JaHalil 000jeH je IJIaBOM
60joM.

20. Cauka 1.20. VYayrpammu nyt koarynamnuje kpBu. PK - npexanmukpenn, HK -
BHCOKOMOJIEKYJIapHU KUHUHOTeH, TF - TKUBHU dakTop.

21. Cauxka 1.21. CnauyHOCTH W pa3iuKe y CTPYKTYpHHM jgoMennMa dakropa XI|
nu XI. Pemocnen je HamepHo omabpaH ga OM ce TOIITOBAO
penocien yKiby4urBama y KoaryaalroHy KacKamy.

22. Cauka 1.22. KpucramHa cTpykrypa jakor jaHna ¢akropa XII cHumibeHa y
pesomynuju ox 2,14 A (PDB ID: 4XDE). Jlaku nanar paktopa
Xl mpencraBibeH je cBeTIIO cUBOM 00joM. Pernon karamuTuuke
TpHuaze 00eIeKEH je TPAaHCIIAPEHTHOM I[PBEHOM chepoMm.

23. Cumka 1.23. Kpucranna crpykrypa dakropa XI cHUMIbEHA y PE30JIYIHjH OJ1
2,85 A (PDB ID: 5I25). Al-A4 nomenu y o6iuky jabyke
o0eNeXeHn Cy 3€JIeHO, JKYTO, THUPKU3HO U  IIPBEHO,
pecniektuBHO. Katamutuuku noMeH oOenexeH je JbyOmdacTo,
CyO-perroH packujama O3HAueH je TPAHCIAPEHTHOM IPHOM
chepom, JIOK je KaTAIUTUYKH IIeHTap oOenexeH 6emoM chepom.

24. Cuauxka 1.24. Kpucranna crpykrypa ¢akropa [X cHUMIbEHA y PE30JIYLHjH 01
1,9 A (PDB ID: 3CL3). Temku unanan dakropa IX
npe/cTaBbeH je  CcBeTIo cuBoM OojoM. Jomm Ca®
KOMIUIEKCcUpanu ca ocrauuma Glu mpukaszanu cy 3eineHoM
60joM. Pernon Y-KapOOKCHUTITyTAMUHCKHX KHCEJIMHA
(amuHokucenuHe 1-64) 00eNIeKEH je TPAHCIIAPEHTHOM ILIABOM
cdepom 10k pervon BesuBamwa EGF2 (amunokucenune 64-128)
j€ TpaHCHapeHTHO LPBEHO 000jeH.

25. Cauxka 1.25. AxtuBanuja gakropa [X.

26. Cuauka 1.26. Kpucranna ctpykrypa dakropa VIII cHumibeHa y pe3onynuju
ox 15 A (PDB ID: 3J2Q). Temxu nanan ¢axropa VIII
IPEJCTaB/bEH je JKYTOM 00joM, JIaKu JlaHall MPEJICTaB/bEH je
spyoudactom. Joun Ca®* mpukaszanu cy 3eneHoM 00joM, joHM
Cu®* tamuo npeeHom. Jleo Cl jmoMeHa Koju HHTeparyje ca
MeMOpaHOM TNpUKa3aH je TPAHCIAPEHTHOM 3elIeHOM c(epoM
nok je oaroBapajyhu neo C2 cyO-momeHa TpuKazaH
TPaHCHAPEHTHO LIPBEHOM CPEPOM.

27. Cuauka 1.27. Koarynaunona ¢asza xemocrasze. Ctpenuiie o3HaueHe MJIaBOM
00joM Cy YKJbyu€HE Yy CIOJbALIbHM IyT Koaryianuje KpBH;
Crpenuiie o3HaueHE HapaHIACTOM O0joM Cy YKJbydeHEe Y
YHyTpallllbl MyT Koarynauuje KpBu; Crpenuie o3HaueHe
3eJIeHOM 00joM Cy YKJbyueHE Y 3ajelHUYKM IyT Koaryiamuje

HEBEHA CTAHKOBUh XVI
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kpBu. [lyHe cTpenuie npukasyjy nmpuMapHe peakiiuje y Kojuma
Cy aKTHBHU HaBEJCHU (AKTOPU, a HCHPEKUIAHE CTPEIUIC
MpUKa3yjy CIOpENHE peakiyje OBuX (akropa.

28. Cuauka 1.28. (A) Kpucranna ctpykrypa ¢aktopa V CHUMIbEHA Y PE30JIyLIUjH
oz 1,9 A (PDB ID: 1CZS); (b) Tononoruja daxropa V.

29. Cauka 1.29. CrpykrypHu nqoMenu ¢axropa ll.

30. Cuauxka 1.30. Ilpumapna cTpykTypa mnpenpo-nporpomuOHa. CHuBe CTpenuile
yKa3yjy Ha MecTa packuaama rnentunaa. Gla ocramm obernexeHu
cy ca y. Mecra Be3uBama mehepa 00enekeHa cy TujaMaHTHMA.
AMHWHOKHCENMHE  KaTaIUTHYKe Tpuaae oOenexeHe cy
kpyxkuhuma. Mecta npoTeonnse nporpoMOnHa obenexeHa cy
IPHUM CcTpenuiaMa. Mecta CeKyHIapHOT pacKuaama yHyTap
TpoMOMHa 00eNexxeHa cy OeuM cTpenuiama.

31. Cauxa 1.31. Kpucranna ctpykrypa ¢akropa I, 6e3 Gla nomena, cHUMIbEHA
y pesonymmju onx 3,3 A (PDB ID: 4HZH). Kpunrn 1 mogx-
CErMEHT o0esexkeH je OpaoH TPaHCIAPEHTHOM c(epoM, KPUHII
2 )KyToM cdepoMm, JTaHall A mpBeHoM chepoM, JaHar B miaBom
chepom.

32. Cauka 1.32. dopmupame MpoTpOMOMHA3a KOMIUIEKCA Ha TIa3Ma MEMOpaHH
akTuBUpa”Hor tpombOonurta. [lonokaju memama MPOTPOMOMHA
(daktopoM Xa cy mpukazaHu crpenunama. [leo mporpoMOuHa
koju he popmupatn TpoMOHH je 03HAUYEH Kao MPETPOMOUH, JTOK
(F-1.2) o3nauaBa ¢parmente 1 u 2 Koju ce Takohe Hamaze y
MIPUMAPHO] CTPYKTYpPHU MPOTOMOUHA.

33. Cumka 1.33. Kpucransa cTpyktypa TpoMbuHa y pesonyuuju ox 2,4 A (PDB
ID: 417Y). Jlaku nanai oOenexeH je HPBEHO, TEIIKH JIaHall
HapaH[JacTo. Erzoneo I mpeacraBseH  je  mIaBOM
TpaHcnapeHTHOM  cdepom, erzozeo Il spybuyacrom
TpaHcnapeHTHOM cdepom. Karanuruuka Tpuaga yHyTap
aKTUBHOT IICHTpa o0enexeHa je 6esoM chepom. JoH HaTpujyma
00eJexeH je 3eJICHOM KYTJITUIIOM.

34. Cuaumka 1.34. KpucraiHa cTpykTypa TpOMOHMHA y KOMIUICKCY Ca XEHapuHOM
cHUMIbeHA y pesonyuuju ox 1,85 A (PDB ID: 1XMN). Jlaku
JaHal, oOeNeXeH je LPBEHO, TEIIKM JIaHall HapaHLacTo.
Mounekyn xemapuHa OOJeXeH je HeOeCKHMM  IIaBUM,
OPOTPOMOMHCKH  TJIMKO3WJA ~ OOelexeH je  JbyOudacro.
Nuxuburop koju okynupa S9 peruoH akTUBHOT LEHTpa
oOenexeH je LpHOM cdepoM. JOH HaTpujyma OOenexeH je
3€JICHOM KYTJIUI[OM.

35. Cuauka 1.35. Jlujarpamcku mpuka3s cTpykType ¢puOpruHoreHa.

36. Cuauka 1.36. A) Kpucranna cTpykrypa XyMaHor (UOpHMHOT€Ha CHUMJbEHA y
pesonyuuju ox 2,9 A (PDB ID: 3GHG). Aa-nanim obenexeHu
cy iaBoM Oojom, Bf-maHum oGenexxeHu cy *KyToM, Y-TaHALU
oOenexeHu cy npBeHOM 0ojoM. CermMeHTH IUCYI(PUIHMX Be3a
o0enexeHn cy XyTuM KkpyroBuma. ,,KHOO” A oOenexeH je
upHuM cdepama, ,, KHo6” b obenexxen je JpyOmdacTum
cpepama. b) YBehanu npukas npemnerama Aa-, BB- u y-nanma.

37. Cuauka 1.37. KOHTaKkTH y KpUCTAHO] CTPYKTYpHU XyMaHOT (UOpHHOTIeHA
KOjU YKJbyudyjy ,.end-to-end” wunHTepakuuje yC 1oMeHa,

HEBEHA CTAHKOBUh XVII
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JarepaiHe aHTunapaigenHe wuHTepakuuje PC  gomeHa U
aHTUMapanelHy  acolujalujy  ,,BUIIECTPYKO  YBHJEHOT
cermenta” (CC). Knactepu yribeHUX Xujpara Ipe/iCTaBJLEHU
cy cuBoM Oojom, A u B ,,xkH060Bu” yC u BC ,,pyne” xyrom
00jOM. 0 JTAHIIM Cy MPEACTABJHCHH 3€JICHO, 3 JIAHIIM TUIABOM, Y
naHmM 1pBeHO. l[eHTpamHu JOMEH je o3HadeH ca clioBoM E y
kpyry. TamMHUja U cBeT/IMja HUjaHCAa OCHOBHUX 0Oja O3Ha4aBajy
JIBa TMOBE3aHa MoJIeKyia puOprHOTEHA.

38. Cuauka 1.38. A) Kpucranna crtpykrypa ¢akropa XIII-A cHumIbeHa Yy
pesomynuju ox 2,1 A (PDB ID: 1F13). AP-FXIII cexBenua
MpuKa3aHa jeé TaMHO 3elleHoM OojoM. IlpBu nanam y
XOMOJIUMEPY TpHKa3aH je po30oM 00joM, OPYyTrH je TMpuKazaH
miaBoM  0ojoM.  B-ceHaBuu  obOenexeH  je  Oenum
TpaHCHIApEHTHUM c(epaMa, KaTATUTHYKA JOMEH HapaHIaCTUM
TPaHCIAPEHTHUM cdepama, B-6ype 1 LIPBEHUM
TpaHCTapeHTHUM cdepama, -Oype 2 TIaBuM TpaHCIAPEHTHUM
chepama.

39. Cauxka 1.39. Xomostorn Mozenu 1er ,,sushi” momena gaxropa XIII-B koju
MpHUKa3yjy JOKalMu3alujy ceaaMm JETeKTOBAHMX MyTaluja.
bpojeBn wucnox ykasyjy Ha Opoj ,,sushi” momena. YHyrap
Mojiena, P-Habopane koHdoOpMaIHje MpPUKa3aHE Cy 3EICHOM
00joM TIpHM uYeMy CTpenuIle Tokaszyjy mpaBarm on N- ka C-
tepmunycy. Ocranum amuHokucenuHa Cys Koje Tpajae
mucyndumaHe MocTtoBe mpuKazaHu cy van der Waals-oBum
chepama (cymrmop >KyroM O00joM, YIJbEHHK OeioM 00joM).
HatuBHe amMHHOKHCENTMHE U HHUXOB IIOJIOKA] O3HAUEHE CYy
JbyondactoM cdepoM, Takohe HazHAYCH je HUXOB TOJIOXKA] Y
CEKBEHLIM U aMUHOKHCEJIMHA MYTaHT.

40. Cauka 1.40. dopmupame (GUOPHUHCKE MpEXKE HA MECTy IOBpEIE KPBHOT
cyma. 1) Hacmare TpoMOolMTa Ha €HIOTeNy, 2) aKTUBUpPAHU
TpomMbOouuT, 3) campkaj TpoMOoIuTa OCI000h)EeH NPUIUKOM
aKkTUBaIje Tpomborura, 4) Mpexa GUOPMHCKHUX BllakaHa, 5)
enpotenne henuje omrehenor kpHor cyna. [Ipeysero uz Hosu
acnexmu  namoguszuonocuje u  mepanuje  nopemehaja
yuprynayuje, Jyzopemeouja 3pervanun, 1980.

41. Cumka 1.41. Ilpuka3 npoueca Koju ce 0JiBUjajy y TPOMOOIIUTHMA.

42. Cauka 1.42. TIlpouec ¢pubpunonuse y omreheHOM KPBHOM Cyay.

43. Cauka 1.43. Teopujcku moxen xerepoaumepa VKOR. TpancmeMOpaHcku
xenuken VKC obenexenu cy miaBoM 00joM u o3Hakama 1-5,
nok cy tpaHcmemOpancku xenuken VKORCI nHasHauenu
HapaHijactoM 60joM u o3Hakama A-C.

44, Cumka 1.44. Ilpuka3 xpucranne ctpykrype SynVKOR y kommiekcy ca
youxuHonom. TM xenukcu 1-4, koju cy xomomno3n VKOR
cucapa NpuUKazaHu Ccy po3e 00joM, metrsba u3Mehy mHpBor u
apyror TM xenukca, Koja cajapxu 1/2-Xenuke, mpuKa3aHa je
3eneHoM OojoM. CTpykTypa yOMXHMHOHA je NMpUKa3aHa CHBOM
6ojom. PDB ID: 3KP9.

45. Cauka 1.45. Tlpuka3 tomonomkux moaena AVKORCI ca tpu (1eBo) u
4eTupu (JecHo) TpaHncMeMOpaHckux a-xenukca. CXXC mMoTuB
je TpeaCcTaBJbeH 3eleHOM 00joM, a LUCTEHHU U3 MeTJbe Cy

HEBEHA CTAHKOBUh XVIII
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HEBEHA CTAHKOBUR

Ciauka 1.46.

Ciauxka 1.47.

Ciauxka 1.48.

Ciauxka 1.49.

Ciauka 2.1.

Cauka 2.2.

Ciauka 2.3.

Ciauka 2.4.
Ciauka 2.5.

Cauka 2.6.
Cauka 2.7.
Cauka 2.8.
Cauka 2.9.

Ciauka 2.10.

Ciauka 2.11.

Ciauka 2.12.

Ciauka 2.13.

Ciauka 2.14.

Ciauka 2.15.

Ciauka 2.16.

Ciauka 2.17.

Ciauka 2.18.

MPEICTABIbEHU TJIABOM 0OjOM.
[Ipuka3 npemiokKeHe CTPYKType
VKORCI.

[Ipukaz xomomsoror 4TM wmognena xymane VKORCI. TM1
obenexen je miaaBoM 6ojom, TM2 3enenom 6o0jom, TM3 xyrom
6ojom, ™4 HapaHIIaCTOM 6ojom. Karanurtuuake
AMHHOKHUCEIIMHE 03HaueHe cy 0eX TpaHCHapeHTHOM chepoM.
[Ipuka3 xomousoror 4TM monena ¥VKORCI1. TM1 obGenexen
je 3emeHom 6ojom, TM2 6ex 6ojom, TM3 xyrom 6ojom, TM4
JbyOHMdacToM 60joM.

(A) Mouekynacko OKOBame JACMpPOTOBaHE OTBOpeHE (opme
BapdapuHa Ha xomojorom wmojneny xymane VKORCI; (b)
Wnrtepakumonn  aujarpam  (R)-BapdapuHa ca  aKTHBHHUM
neatpom VKORCI.

VYnopehuBame cexkBeHIM cepyMcKor andymmHa Homo sapiens
(P02768) w Rattus norvegicus (P02770) mpey3etux ca
UniProtKB 6a3e nonaraka.

UV-Vis ancopnuuonu crektpu aepusarta 2a (A), 2b (b), 2¢
B), 2d (I), 2e¢ (d) u Bapdapuna (B) pacTBopeHux y
dbocdharaom mydepy ipu pH 7,4 y konnentparuju 20 mg/L.

3TM wMogena xymaHe

UV-Vis ancopnuuonu cnektpu nepusata 2f (A), 2g (b), 2h (B)
u Bapdapuna (I') pactBopenux y docdarnom mydepy npu pH
7,4 y xornenTpamuju 20 mg/L.

Eneprercku aujarpam JlamapkuaHOBOT ajrOpuTMa.
I'enepucame OuoakTnBHE KOoH(pOpMaIrmje BapdapuHa momohy
DOCKG6 anropurma.

CrangapaHa rnpaBa pelyKOBaHOT IIyTaTHOHA.

Crangapana mpaBa 3a Karanasy.

CrangapaHa npaBa 3a MaJOHIUAICXU.

Metononoruja cHuMama (HoToMUKporpada XUCTOMATOJIOMIKUX
y30paka.
TponumensuonamHa
VKORCI narmosa.
Lennard-Jones-oBe u Coulomb-oBe KpHBe MOTEHIMjATHE
€Hepruje Koje Oomucyjy wuHTepakuujy wusmehy mpobe u
OroMoJIeKya.

Antaronucty  VKORC1 cmemren y CoMFA mnpocropry
pellIeTKY U U3payyHaBambe M0Jba MOJIEKYJICKUX UHTEpaKIja.
NneanuzoBan npuka3 npojekirje BpeIHOCTH BEKTOpa eHepruja
Ha MPUHULIUIIN]ETTHE OCe.

Wneanu3oBaH npuka3 npojeKkiyje BpeIHOCTH BEKTOpa eHepruja
Ha MPBY NPUHULMIIN]ETTHY OCY.

Wneanu3oBaH npuka3 NpojeKkiiyje BpeIHOCTH BEKTOpa eHepruja
Ha JIB€ IPUHIMUIN]EJIHE KOMIIOHEHTE.

JlekoMIo3uIIMja OpPUTMHAJIHE MAaTpULE MO0JbAa MOJIEKYJICKUX
MHTEpaKIyja.

JlekoMIIo3HUIIMja OpPUTHHATIHE MATpHIE M0Jba MOJEKYICKUX
UHTEpaKIyja.

Wneanu3oBaH npuka3 MpojeKkiiije BpeIHOCTH BEKTOpa eHepruja

IMpOCTOPHA peUicTKa aHTaroHucTa



JINCTA CJIMKA

68.

69.
70.
71.
72.
73.

74.
75.

76.

77.

HEBEHA CTAHKOBUR

Ciauka 2.19.

Cauxka 2.20.
Cauxka 2.21.
Ciauka 2.22.
Cauka 2.23.
Cauka 2.24.

Cauka 2.25.
Cauka 3.1.

Ciauka 3.2.

Ciauka 3.3.

Ha MPUHHULIUIIN]ETTHE OCe.

[IpBa xommnonenTa mynaruBapujatHor PLS monena cactoju ce
OJ1 JIBE JIMHU]E, jeJHa Y X-TIPOoCTOpy (f1) ¥ jenHa y Y-pocTopy
(u1). Cpaka nuHHWja Aaje A00pY ampOKCHUMAIIM]y BPEIHOCTH
emepruja MIF u Owuonomke akTUBHOCTH, alld Takohe
JOTIPHHOCH ~ MAaKCHUMAallHOj  HMHTepKopenanuju.  JlaTteHTHe
Bapujabie Koje cy noOujeHe MPOjeKIIUjoM BPEIHOCTH €HEpruja
U OHWOJNIOIIKE  AaKTUBHOCTH  MOTYy C€  H3Pa3HTH Yy
JIBOIMMEH3HOHAITHOM IPOCTOPY. YKOJIHMKO MOCTOjH KOpeanuja
u3mel)y x U y BpemHOCTH, Kopenaruja ou tpedana na Oyae oko
Haru0a mpase.

[Ipojekunja  PLS-xoedpunujenara 'y  TpoAMMEH3HOHAIHY
MIPOCTOPHY PEIIETKY.

Onnoc wm3mel)y u3paduyHaTe W EKCIIEpUMEHTANHE OHOJIOIIKE
AKTHBHOCTH.

[Tponeaypa ynakpcue Banuaanuje 3-D QSAR monena.
[Ipouenypa Y-Mmemama.

Hsrnen xomere Hactane omrehemem JIHK.

[IpunHnun u3Bohema KOMET TecTa.

ATICOpIIIMOHM CIIEKTPU U APYrH M3BOJ CIeKTapa jaepuBaTta A)
2a (m) u 2b (#); (I') 2¢ (m) u 2d (#) pacTBOpEHUX y pacTBOpPYy
PBS-a, npu pH 7,4, xopumrthenn 3a onpelhuBame Tauke HYATOT
npenasa; AICOPIIMOHU CHEKTPU U JPYrd H3BOJ CIIEKTapa
nepuBata b) 2a (m) u 2b (¢); (J1) 2¢ (w) u 2d (#) pacTBOpeHHX y
pactBopy PBS-a ipu pH 7,4, y npucyctBy anioymuna (35 g/l y
pactBopy PBS-a, nmpu pH 7,4), xopumhenu 3a oapehuBame
Tayke He3aBUCHE KoHIeHTpamuje; Kamubpanuone Kpuse
nepuBata (B) 2a (m) u 2b (¢); (D) 2¢ (m) u 2d (#) pacTBOpeHUX
y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4, koHcTpyncane momohy cnekrpa
U3BEJICHOT U3 TaYKe HE3aBUCHE KOHLIEHTpALILje.

ATICOPIIIMOHY CIIEKTPU U APYrH M3BOJ CIEKTapa aepuBaTta A)
2e (m) u 2f (¢); (I') 2g (m) u 2h (#) pacTBOpPEHHUX y PACTBOPY
PBS-a, npu pH 7,4, kopumheru 3a oapehuBame Tauke HYJITOT
npenasa; AICOPIIMOHM CHEKTPU U JPYrd H3BOJ CIIEKTapa
nepusata b) 2e (m) u 2f (¢); (1) 2g (m) u 2h (#) pacTBOpeHUX y
pactBopy PBS-a npu pH 7,4, y npucyctBy andymuna (35 g/L'y
pactBopy PBS-a, nmpu pH 7.,4), xopumhenu 3a onpehuBame
Tayke He3aBUCHE KOHIeHTpainuje; KamuOpanuone kpuse
nepusata (B) 2e (m) u 2f (#); (D) 2g (m) u 2h (¢) pacTBOpeHHUX
y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4, konctpyncane nomohy criekrpa
U3BEJICHOT U3 Tauke He3aBHCHE KOHLIEHTpalHje.

A) Uzotepme BesuBama jepuBara 2a-h u Bapdapuna (W)
pactBopeHux y pactBopy PBS-a, na pH 7,4 u 310.15 K, npu
KOHCTaHTHO] KOHIeHTpauuju andymunHa (35 g/L) y pactBopy
PBS-a, na pH 7,4 6e3 npucycrsa acnupuna; b) Pesynraru Hill-
oBe aHanmmse 3a nepuBate 2a-h u Bapdapun (W) y pactBopy
PBS-a, npu pH 7,4, 3acHoBaHe Ha paBHOTEKHO] KOHIIEHTPALIUjH
cnobomuux nepuBara 2a-h m Bapdapuna (W). MHTeH3UTET
¢nyopecuennuje ymopehuBan je ca  aMUHOKHCEIHMHOM
TpUnTOo(aH M3 AKTUBHOT IEHTpa CEPYMCKOr aji0yMuHa Koja

XX
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78. Cuauka 3.4.
79. Cauka 3.5.
80. Cuauka 3.6.
81. Cuauka 3.7.
82. Cuauka 3.8.
83. Cuauka 3.9.

HEBEHA CTAHKOBUR

eMuTyje (QUIyopecrueHTHO 3pauewe Ha 340 nm, 10K ce
eKcIuTalnyja Bpmu Ha 280 nm.

A) Wsortepme Be3uBama jaepuBata 2a-h u Bapdapuna
pactBopeHux y pactsopy PBS-a, na pH 7,4 u 310,15 K, npu
KOHCTAHTHO] KOHIeHTpauuju anoymuna (35 g/L) y pactBOpy
PBS-a, na pH 7,4 y npucycrBy acniupuna; b) Pesynraru Hill-
oBe aHaym3e 3a nepuBare 2a—h u Bapdapun y pacrsopy PBS-a,
npu pH 7,4, 3acHOBaHE Ha pPaBHOTEKHO] KOHLEHTPAIMjU
cimobomnux ngepuBara 2a-h u Bapdapuna. HHTEH3UTET
bnyopecuienimje  ymopehuBaH je  ca  aMHUHOKHCEIMHOM
TpuntTodaH M3 AaKTHUBHOT IIEHTPAa CEPYMCKOTr ajOyMHHa Koja
eMutyje (QuiyopecieHTHO 3pauewme Ha 340 nm, 70K ce
ekcuuTanuja Bpmu Ha 280 nm.

A) Scatchard-oB mujarpam cnobogaux gepuBara 2a-h, u
Bap(apuna y pactBopy andoymuna (35 g/L y PBS-y, pH 7,4); B)
Lineweaver-Burk-oB paujarpam Be3aHux jeaumema 2a—h u
BapapuHa y pacTBOpy anOymMuHa. ATMCIHCA: PEIUIPOYHA
BpPEAHOCT KOHIIEHTpaIfje ciI000JHOTr (HEBE3aHOT) MOJIeKyJa.
OpauHaTta: penunpodHa BpeAHOCT Opoja BE3aHUX MOJIEKYa o
MOJIEKYITy alnOyMHHa.

(A) Kpucranna crpykrypa xymaHor cepymckor anoymuna. (b)
Ko-kpucranuzoBana €KCIIEpUMEHTAIHA KoH(opMarja
Bap(apuHa (cuBa 0o0ja), koH(DopmaIja BaphapuHa noOUjeHa
TIOHOBHUM JIOKOBameM (JpyOmvacta 00ja), KoH(opMaiuja
BapapuHa m0o0WjeHAa TIOHOBHUM JIOKOBAaHkEM HACYMUYHE
koHpopMmanmje (TutaBa 0oja), KoH(opmanuja BapdapuHa
noOWjeHa  YHAaKpCHMM  JIOKOBamkeM  (HapaHiacta  0oja),
KoHpopManuja BapdapuHa J00HjeHAa YHAKPCHUM JTOKOBAHEM
HacymuuHe koHpopmamuje (upBeHa ©6oja) (B) Hajoosse
nokoBana crpykrypa aepuBata 2f. (I') Hajbosbe mokoBaHa
CTPYKTypa JiepuBara 2a.

KpuBa 3aBHCHOCTH in Vivo aHTHKOAryJlaTUBHE aKTHBHOCTH W
KOHIICHTpalyje AepuBara 2a-h.

dotomukporpadu mpeceka jerpu aepusata 2f (A), 2a (b),
Bapdapuna (B), u neratuBHe xontpose (I'). Ctpenuie ykazyjy
Ha: C — xonrectwja (enr. Congestion); DHL —
TUCKOHTHHYHpaHe JHHHje Xemarouurta (eHr. Discontinuous
hepatocytes lines); BD — oOanouupajyha nereHeparuja (eHr.
Balloon degradation); SR — 3Hauu perenepanuje (exr. Signs of
regenerations); | — uHduaTpanuja TUMOPOIUTa, JTEYKOIMTA W
makpocara (enr. Infiltration of lymphocytes, leucocytes and
magrophagi); FN — ¢okanna nekposa (enr. Focal necrosis); PN
— mocrteneHa Hekpo3a (eHr. Piecemeal necrosis); BDR -
peakuuja )Ky4Hux kaHana (eHr. Biliary ductular reaction); F —
¢ubpo3a (enr. Fibrosis).

dotomukporpadu mpeceka jeTpu TpeTHpaHUX jAepuBaTUMa 2b
(A), 2¢ (b), 2d (B), 2e (I'), 2g () u 2h (B). Crpenuue ykasyjy
Ha: C — konrectuja (enr. Congestion); DHL -
JTMCKOHTHUHYHpaHe JHuHMje XematouuTa (eHr. Discontinuous
hepatocytes lines); BD — Ganonupajyha nereHeparja (eHr.
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85. Cuauka 3.11.

86. Cuauka 3.12.

87. Cuauka 3.13.

HEBEHA CTAHKOBUR

Balloon degradation); SR — 3naru perenepanuje (eHr. Signs of
regenerations); | — undunrpanuja aumdonura, JEyKOIUTa U
Makpodara (err. Infiltration of lymphocytes, leucocytes and
magrophagi); FN — ¢okanna Hekposa (enr. Focal necrosis); PN
— mocrerneHa Hekpo3a (eHr. Piecemeal necrosis); BDR —
peaknyja xydyHux kaHaia (eHr. Biliary ductular reaction); F —
¢ubpo3a (enr. Fibrosis).

doTtomukporpadu mpeceka jeTpu TPETUPaHUX JAepBaTuMa 2a
(A), 2f (b), Bapdapunom (B), u HeratuBHOM KoHTpOJoMm ().
Crpemunie yka3zyjy Ha C — konrectmja (enr. Congestion,
nacuBHa xunepemuja); CVD — IlpommpeHe neHTpaiHe BeHE
(enr. Central veins distension); ZHD — 3onanHa xuaporicHa
nereHepanuja xernarouuta (eHr. Zonal hydropic degeneration of
hepatocytes); FLN — ®oxkanna Hekpo3sa musupameM (eHr. Focal
Iytic necrosis); KCH — Xunepmiasuja Kyndeposux henuja
(enr. Kupffer cell hyperplasia); F — ®ubpo3za (enr. Fibrosis); H
— KpBapemwe (enr. Hemorrhaging); IE — Enem untepctunujyma
(enr. Interstitial edema); GA — Atpodwuja riaomepyna ca
poumupemeM cyoOkancymnapHor mnpoctopa (eHr. Glomerular
atrophy distension of capsular space); HD — Xwuaporcha
JeTeHepannja enurena TyOyma W cabupHHX KaHanwha (eHr.
Hydropic degenerescence in tubular epithelium); NTE -
Hekpo3a enurena TyOyna u cabupHux kaHaiauha (eHr. Necrosis
of tubular epithelial cells).

dotomukporpadu npeceka OyOpera TpeTHUpaHUX IEpHBATUMA
2a (A), 2f (b), Bapdapurom (B), u Herarusaom koHTposIoM (I).
Crpenunie yka3dyjy Ha C — koHrectuja (eHr. congestion,
nacuBHa xurnepemuja); CVD — IlpommupeHe 1eHTpagHe BEHE
(enr. Central veins distension); ZHD — 3onanHa xuaporicHa
nereHepanuja xenarorura (eHr. Zonal hydropic degeneration of
hepatocytes); FLN — ®okanna Hekposa nusupameM (edr. Focal
Iytic necrosis); KCH — Xunepmiasuja Kyndeposux hemuja
(enr. Kupffer cell hyperplasia); F — ®ubpo3sa (enr. Fibrosis); H
— KpBapemwe (enr. Hemorrhaging); IE — Enem unaTepcrunmjyma
(enr. Interstitial edema); GA — Atpoduja riomepyna ca
npoupemeM cyOkancymnapHor mnpoctopa (enr. Glomerular
atrophy distension of capsular space); HD - Xwuaporcha
JereHepanmja enurena TyOyiga U cabupHUX KaHanuha (eHr.
Hydropic degenerescence in tubular epithelium); NTE -
Hekpo3sa enurena TyOyna u cabupnux kananuha (eHr. Necrosis
of tubular epithelial cells).

BesuBame Haj0oJbe nOKOBaHE OuOakTHBHE KOHpopmanuje 2f
(A) u 2a (b) y aktuBHom uentpy VKORCI mnamoBa
("VKORCI1, mnpexacraBibeH je JpyOmuyactoM Oojom; 300T
NPETJIeHOCTH CIUKa, MPHUKa3aHU Cy caMO TOJapHU aTOMH
BOJIOHHMKA).

BesuBame Hajbosbe JOKOBaHe OuMoakTUBHE KOoH(popmamuje 2b
(A), 2¢ (b), 2d (B), 2e (1), 2g (D) u 2h (E) y akTUBHOM LIEHTPY
VKORCI mnanoBa (¥VKORCI, npenctaBbeH je JbyOHMuacToMm
60joM; 300T IIPEryeHOCTU CIIMKA, IPUKA3aHU Cy CaMO TOJapHU

XXII



JINCTA CJIMKA

88.

89.

90.

91.

92.

93.
94.

95.

96.

97.

HEBEHA CTAHKOBUR

Ciauka 3.14.

Ciauka 3.15.

Ciauka 3.16.

Ciauka 3.17.

Ciauka 3.18.

Ciauka 3.19.
Ciauka 3.20.

Ciauka 3.21.

Ciauka 3.22.

Ciauka 3.23.

aTOMU BOJOHHUKA).

BesuBame OnoakTtuBHE KOH(popMaluje T0OHMjeHe U3 Haj0OJber
kiacrepa gepuBata 2f (A) m 2a (b) y akTUBHOM UEHTpPY
VKORCI mnanosa (¥VKORCI, npencraBmbeH je jbyOHMuacTom
0ojom; 300T TpErNIETHOCTH MPHUKA3aHH CYy CaMO IOJIAPHU
BOJIOHUKOBHU aTOMH; pacTojama u3Mehy nmpBor npcreHa u Cys35
u Thr138 npukazana cy myHOM JIMHHJOM, JIOK Cy oAroBapajyha
pacrtojama 3a JpyrH TPCTEH TpUKa3aHa HCIPEKUIAHOM
JTHHUAJOM).

BesuBame OnoakTuBHE KOH(pOpMalje TOOHMjeHe W3 Haj0OJber
knactepa nepusata 2b (A), 2¢ (b), 2d (B), 2e (I'), 2g () u 2h
(b) y aktuBHom mnentpy VKORCI1 mnamosa (rVKORCI,
MpeACTaB/bEH Je JbyOmdyacToM 00joM; 300T Mpe TIETHOCTH
MPHUKa3aHU Cy CaMO TIOJIAPDHH BOJOHHKOBH aTOMH, pacTojamba
m3mely npBor npcrena u Cys35 u Thr138 npukaszana cy myHom
JUHUJOM, JIOK Cy ojaroBapajyha pacrojama 3a Jpyru NpCcTeH
MpUKa3aHa UCIPEKUIAHOM JINHUJOM).

Hujarpam oJHOca TOHOBO H3padyyHaTHX/mpeaBuheHUX U
excriepuMmenTaaHux pECso Bpeanoctu momohy CoMFA (A);
CoMSIA 1 (b); CoMSIA 2 (B); CoMSIA 3 (I') mogena.
CoMFA crepuu PLS-koedumujentu nepusara 2f (A) u 2a (B);
CoMFA enextpocratnuku PLS-koepunujentu nepusara 2f (b)
u 2a (I'). (300r nperiaeaHOCTH, MPHKa3aHH Cy CaMO MOJapHU
BOJIOHUKOBH aTOMH).

CoMSIA crepuu PLS-koedunmjentu nepuara 2f (A) u 2a (I);
CoMSIA xuapodo6nu PLS-koedunmjentu nepuBata 2f (b) u
2a (1); CoMSIA PLS-koedummjeHTr JOHOpPa W aKIEeNTOpa
BojoHMYHMX Be3a gnepuBara 2f (B) u 2a (b). (36or
NPErJICIHOCTH, TPHUKAa3aHU Cy CaMO TIOJIAPHH BOJOHUKOBH
aToOMH).

[TopaBmwame TecT cera y aktuBHOM LIeHTpY VKORCI narosa.
Haj6oseu dhapmakodopuu monen Hypol npeknonsbeH npeko 2f
(A) u 2a (b), HypoGen dapmakodopuu moxen Hypol (B), 3-D
IPOCTOPHA 3aBUCHOCT U reomerpujcku mapametpu Hypol (T).
®apmakodopre ocoOuHe cy o000jeHe paznTuYuTUM Oojama:
3eJIeHa — aKIIeNTOp BOJOHHWYHE Be3e, JbyOMuacta — JIOHOP
BOJIOHMYHE Be3e; MIaBa: XuapohoOHa apoMaTuyHa GyHKITH]a.
I'paduk  kopemanuje  u3Mely  ekCnepUMEHTaTHUX U
npensuhennx pEC200 BpeIHOCTH TPEHUHT ceTa (TPOYTJIOBHU) U
TecT ceTa (KpyroBu) gooujen Hypol moaenom.

Kommnexkc 2f-*VKORCI npunpemsibeH 3a  MOJEKYJICKY
muHamuky.  Tomosmormja rVKORC1  mpencrtaBbeHa — je
JbyOU4YacToM, aMUHOKHCEIMHE Cy TpUKa3aHe IUIaBOM,
anTaronuct 2f mpukazan je Oerom 00joM OKPYKEH 3E€JIEHOM
cdepom, pochonunuaHa memOpaHa nIpuKazaHa je CMuBOM 00joM,
JIOK je BOJIeHa (a3a MpuKazaHa LPBEHOM. ATOMM HaTpHjyMa
KopuirheHH 3a HEyTpajdu3alHjy CHUCTeMa TNpPUKa3aHU CYy
JpyOuMuacTUM cdepama, aTroMH XJopa KopuliheHH 3a
HEeyTpalIu3alujy MpuKa3aHu cy 3eJeHUM cdepama.

(A) RMSD Bpemnoctu *VKORCI1 y kommnekcy ca 2f. (b)
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98. Cuauka 3.24.

99. Cauka 3.25.

100. Cuauka 3.26.

101. Cuauka 3.27.

102. Cuauka 3.28.

103. Cuauka 3.29.
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RMSF Bpennoctu "'VKORCI y kommekcy ca 2f. (B) Jdujarpam
untepakija  2f-r'VKORC1  xommiekca. 3eneHe  Tpake
MpECTaBJbajy BOJOHMYHE Be3e, JbyOmdacte XuapodoOHe
MHTEpaKIyje a IiaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

[Ipuka3 popmupama BogonnuHux Besza uzmely 2f u "WVKORCI.
Tomonoruja pernenTopa MpeACTaB/beHA je  JbYOMYACTOM,
aMUHOKHCEJIMHE Cy TMpHKa3aHe IUIaBoM, aHTaronuct 2f
npuka3aH je Oemom 06ojoM, dochosmnuaHa MemOpaHa
NpUKa3aHa je CUBUM JIMHHjaMa JIOK Cy aTOMH KHCEOHHUKa W3
MOJIEKyla BOJ€ LpPBEHOM. Pamy jeAHOCTaBHOCTH IpHKa3a
MPEJCTaBbEH jeé caMO aTOM BOJOHWKAa M3 BOJOHWUYHE BeE3e
mmelhy 2f u rCys135 u 2f u rAsnl4?2.

Kommexkc  2a-rVKORC1 npunpemMibeH 3a  MOJIEKYJICKY
muHamuky.  Tomosormja *VKORCI  mpencraBibeHa — je
JbyOMYacTOM, aMHHOKHCENIMHE Cy TMpHKa3aHe IIIaBOM,
AQHTAaroOHHWCT 2a TpHUKa3aH je O0eroM 00joM, IpBEHOM cdepom,
dbochomunuaHa MemMOpaHa MpUKa3zaHa je CHBOM 00jOM JIOK je
BoJeHa (aza TpuKazaHa LpPBEHOM. ATOMH HaTpujyma
KOpuITheHn 3a HeyTpalu3alujy CHCTeMa TpHUKa3aHu Cy
JbyonmdactuMm  cdepama, aroMd XjJopa KOpUIheHH 3a
HeyTpaJln3alnjy NpuKa3aHu cy 3eJIeHUM chepama.

(A) RMSD Bpeanoctu ¥VKORC1 y kxommiekcy ca 2a. (b)
RMSF Bpemnoctu *VKORCI1 y xommiekcy ca 2a. (B)
Hujarpam wuntepakuuja 2a-rVKORCI komruiekca. 3eneHe
Tpake MpeJICTaBJbajy BOJOHUYHE Be3e, Jbyondacte XuapodooHe
WHTEpaKIhje, pPO3€ JOHCKE WHTEpAKIMje a IUIaBe Tpake
BOJIOHMYHE MOCTOBE.

[Ipuka3z ¢dopmupama BOJAOHUYHUX Be3a wu3Mehy 2a w
rVKORC1. Tomomnoruja penenrtopa NpeaAcTaB/beHA  je
JbyOMYacTOM, aMHMHOKHCEIMHE Cy [pHUKa3aHe IIJIaBOM,
AHTAaroOHWCT 2a TMpuKazaH je Oemom Oojom, docdommnuaHa
MeMOpaHa @pUKa3aHa je CHUBUM JIMHUjaMa JOK Cy aTOMH
KHCEOHUKa U3 MOJIEKYJIa BOJie LipBeHOM. Paau jeaHocTaBHOCTH
IpUKa3a MpeITaB/bEH j€ CaMO aTOM BOJIOHHMKA U3 BOJIOHUYHE
Beze m3Mehy 2a u Cysl135, u 2a u kapOOHMIIHOT KUCEOHHKA
nentuane Bese usmehy Aspl130 u Phel31.

Huctpubymuja "komeTa" y pa3nnyuTe Kjiace Ha OCHOBY CTEIeHa
omrtehewa y jerpu u OyOpe3numa HakoH Oojema ca €TUIUjyM
opomuznoMm. Herperupane xuotume (A-jerpa u B-0yOpesn),
xuBoTUe TpetupaHne EMC-om (B-jetpa u I'-OyOpeswm), 2a-
Tpetupane xkuBoTHme (-jetpa u B-OyOpesu), 2b-tperupane
xuBotume (E-jerpa u 7K-O0yOpesu), 2¢c-TpeTupaHe >KUBOTHHE
(3-jerpa u M-0yope3n) u 2d-tpetupane xuBotuibe (J-jerpa u
K-6y6pesn).

Huctpulyiuja "koMera" y pa3aMuuTe Kjlace Ha OCHOBY CTeIleHa
omrtehewma y jerpu u OyOpe3nMa HakoH Oojema ca eTHUAUjyM
opomunoM. Herperupane xuBotume (A-jerpa u b-0ybpesn),
xuBotumbe Tperupane EMC-om (B-jetpa u I'-6yOpesm), 2e-
Tpetupane xuBotume (/I-jetpa u H-Oybpesu), 2f-tperupane
xuBoTue (E-jetpa u 2K-0yOpesu), 2g-TpeTupaHe XKUBOTHHE
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107.
108.
109.
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111.

112.

113.

114.

HEBEHA CTAHKOBUR

Ciauxka 3.30.

Ciauka 3.31.

Ciauka 3.32.

Ciauka 3.33.
Ciauka 3.34.
Ciauka 3.35.

Ciauka 3.36.

Ciauka 3.37.

Ciauka 3.38.

Ciauka 3.39.

Ciauka 3.40.

(3-jerpa u M-0yOpe3un) u 2h-tperupane xuBoTHme (J-jetpa u
K-6y0Opesn).

Huctpubyiyja "koMeTa" y pa3inyuTe Kjace Ha OCHOBY CTEIICHA
omrehewma y jerpu U OyOpe3nma HakoH 0ojema ca €TUIUjyM
opomunoMm. Herperupane xuBotume (A-jerpa u b-OyOpesn),
xuBoTHEe Tpetupane EMC-om (B-jetpa u I'-OyOpesn),
KHUBOTUIE TpeTupane nepuatom 2a u EMC-om (I-jetpa u B-
0yOpe3n), )xuBoTHm€ Tpetupane aepuBatom 2b u EMC-om (E-
jerpa u K-O0yOpesn) u )KUBOTHEE TpeTupaHe jaepuBatom 2f u
EMC-om (3-jerpa u M-0yOpesn).

Huctpubynuja "komera" y pa3inuuTe Kjiace Ha OCHOBY CTEIIeHa
omrehema y jerpu (A), 6yopesuma (b) u xocHoj cpxu (B)
HaKoOH 00jera ca eTHAUjyM OPOMHUIOM.

Huctpubynuja "komera" y pa3inuuTe Kjiace Ha OCHOBY CTEIIeHa
omrehema y jetpu (A) u Oyopesuma (b) nHakoH Oojema ca
eTUIN]yM OPOMMJIOM.

Opraamzanuja IHK yayTtap jenpa henuje.

Kpucranna crpykrypa Tononsomepase Ila.

Kopanu y xunpomusu ¢ochoauecrapckux Besa (G-cerMeHra
JHK u nponazak T-cermenra kpo3 Tonouzomepasy Ila.
®ayopecleHTHH €MUCHOHM crekTpu cucrtema 2a-h-/[HK u
nokcopyounus-IHK y pactBopy 10 mM Tris-HCI nydepa na
pH 7.4 u 25°C.

I'paduk 3aBucHoctu log[(Fo—F)/F] ox log[ IHK] 3a pauyname
Opoja Be3anux MoJjiekyna (n) mo mosnekyrny JJHK.

(A) AxtuBnoct hATPa3a obmactu y xymanoj Toplla oapehena
nmoMohy MajaxwT 3eJeHO TecTa y (PyHKIMjU OJT BpeMeHa H
npoteuna. (b) Ilogamu ca rpaduka (A) mpukazaHu Kao OJHOC
aktuBHOCcTH XymaHe Toplla-ATPa3a obGnactu m mporenHa y
toky 2 h. (B) Karanutuuka aktuBHOCT mnpeuumnhenor ATP-
Besyjyher momena xymane Toplla mpema Michaelis-Menten-
oBoj jemmaumuu. (I') Lineweaver-Burk-oB amjarpam ojaHOCa
penunpounux BpeaHoctu (1/V) u (1/S).

KpuBa 3aBucHocTn  uHXuOuWIMje aktuBHOCTH  ATPaze
nepuBatuma (A) 2b, 2a u 2f; (b) 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h. Ognoc
peuunpounux BpeaHoctu 1/[V] u 1/[S] y npucyctBy nepusata
(B) 2b, 2a u 2f; (') 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h.

(A) Tpumena 10KOBama 3a PEMPOIYKIIH]Y KO-KPHCTATH30BaHE
ctpyktype AMPPNP y aktuBHOM nieHTpy Jbyacke Toplla (PDB
kox: 1ZXM). KpucranmuzoBanu nurana je o000jeH TaMHO
3eJIeHOM 00joM, TOHOBHO JIOKOBaHM Y IUIABO, MOJIENIOBAHU
IIOHOBHO JIOKOBaHM Yy pPO3€, YHAKPCHO JOKOBaHU Y XKYTO,
MOJIETIOBaHH YHAaKpPCHO JOKOBAaHU Y IPBEHO. AKTUBHHU ILIEHTap
ATPaze je o6ojeH y JbyOMHAacTo, JOK Cy KaTaJUTHUKE
AMUHOKMCENIMHE TIpeJICTaBbeHe OemoM Oojom, Mgt jom je
obojen 3emenom Oojom. (b) Ilpumena poxoBama 3a
penpoaykuujy KoHpopmanuje WHXHUOUTOpa YHYTap peruoHa
BesuBawa u  packugama JHK (PDB  xom: 2XCT).
KpucranuzoBanu nuranj je o0enexeH )XyroM 00joM, ITOHOBHO
JIOKOBAaHHU 3€JIEHOM, MOJICJIMPAHN TIOHOBHO JOKOBAaHH PO30M,
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115. Cauxka 3.41.

116. Cuauka 3.42.

117. Cauka 3.43.

118. Ciauka 3.44.

119. Cuauka 3.45.

120. Cauka 3.46

HEBEHA CTAHKOBUR

YHaKpCHO JTOKOBAaHU IUIABOM, MOJICJIOBAHU YHAKPCHO JTOKOBAHHU
Hapangactom 6ojom. TOPRIM obnact S. aureus je oGojeHa
TaMHO 3€JICHOM 00jOoM, JIOK j€ PETMOH BE3MBamka U PACKUIAhA
JJHK o60jen kopanHo npseHoM 6ojom. Jon Mg?' je o3Hauen
3eJIeHOM 00joM.

Mouekyncko nokoBame EMC-a (YrJb€HUKOBM aTOMH  CY
IpeACTaB/beHN CBETIO MaBoM 0ojom) Ha G-cermenty JIHK
naroBa (TaMHO IUJIaBM JiaHal). [yaHWH je TIpeICTaBJbCH
Jeyongactom 0Oojom, *WHD o0mact je o3HaYeHa KOpaJHOM
6ojom, YrTOPRIM ob6nact 3eneHomM 60joM. AMHHOKHCETHHE 00e
obnactu cy o3HaueHe 0ernoM 60ojoMm.

(A) Monekyncko noxkoBame ATP-a (yrsb€HUKOBH aToMu cy
03HAa4YeHU TaMHO 3€JIeHOM 00joM) y akTUBHOM lieHTpy rATPaze
(IpoTeMHCKW JlaHAI] j€ O3HauyeH JbyouyactoM 00joM).
Amunokucenune rATPa3e cy npencraBibene Oemom 6ojoM, a
jon Mg?* 3eneHOM G0joM.

(A)Mounekyncko nokoBame ATP-a (YyrJb€HMKOBHM aTOMH Cy
03Ha4YeHU TaMHO 3€JIeHOM 00joM) y akTuBHOM lieHTpYy rATPaze
(MpoTeWHCKW JlaHAI] j€ O3HadyeH JpyonyactoM 00joM).
Amvunokucenude rATPa3e cy mpencraBibene Gemom 6ojoM, a
jon Mg?* cy npencraBsenn 3enenoMm 6ojoM. (B) Monekyicko
JIOKOBame JepuBaTa 2b (YrJbeHUKOBH aTOMH Cy MPEACTaBIbEHU
maBoM 0ojoM) y aktuBHOM 11eHTpY rATPaze. (B) IIpemnoxenn
MexaHuszaMm xujposmze ATP-a u uHXHMOMIMjE y TPHUCYCTBY
nepuBara 2b.

(A)Momnekyncko mokoBame ATP-a (yrJbeHHMKOBH aTOMH CYy
03HAa4YeHU TaMHO 3€JI€HOM 00joM) y akTUBHOM 1ieHTpYy rATPa3ze
(IpOTEMHCKW JIaHANl j€ O3Ha4eH JbyOuuactoM 0o0jom).
Amvunokucenude rATPa3e cy mpencraBibene 6emom 06ojoM, a
jon Mg?* cy npencraBibenu 3eneHoM 6ojoM. (B) Momnekyncko
noKoBame nepuBata 2f (YrJbeHUKOBU aTOMH Cy MPEACTABIbEHH
m1aBoM 6ojoM) y aktuBHOM 11eHTpY rATPaze. (B) [Ipemioxenn
MexaHu3zaMm xuaposnze ATP-a m MHXuUOHWIMjE y TPHUCYCTBY
nepusara 2f.

(A) Monekyncko nokoBame ATP-a (YrJbeHUKOBH aToMu cy
O3HAYCHH TAMHO 3€JICHOM 00joM) y akTHBHOM LieHTpYy rATPaze
(mpoTeWHCKW JaHAI] j€ O3HadeH JpyonmyacToM 00joM).
Awmunoxucenune rATPa3ze cy npeacraBmbene Oeinom 0ojoM, a
jon Mg?* 3enenom 6ojom. (5) MoJieKylicko JOKOBame AepuBaTa
2a (YrJbHMKOBH aTOMHU Cy MpPEICTaBJbEHH >XyTOM 00joM) y
akTUBHOM I1eHTpy rATPaze. (B) Ilpemnoxenn MexaHuzam
xuaponnse ATP-a u uuxuOunmje y npucycTBy aepuara 2a.
(A) Momnekyncko nokoBambe ATP-a (YrJbeHUKOBH aToMu cy
O3HAYEHM TaMHO 3€JIEHOM 00joM) y akTMBHOM LieHTpYy rATPa3ze
(mpoTeWHCKW JaHAIl j€ O3HadYeH JpyomyacToM 00joM).
Amunokucenune rATPa3ze cy mpeacraBibeHe Oenom 6ojoM, a
jon Mg?* senenom 60jom. (B) MoseKyicko T0KOBame aepuBaTa
2e (YrJb€HUKOBHU aTOMH Cy 03HA4E€HU PO30M 00joM) y aKTUBHOM
uentpy rATPaze. (B) IlpemioxeHun MmexaHu3aM XUAPOJIHU3E
ATP-a u uaxubunuje y npucycTBy aepuBara 2e.
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121. Cauka 3.47.

122. Cauka 3.48.

123. Cuauka 3.49.

124. Cauxka 3.50.

125. Cuauka 3.51.

126. Cuauka 3.52.

127. Cauka 3.53.

HEBEHA CTAHKOBUR

(A) Monekyncko aokoBame ATP-a (Yyrsb€HUKOBU aToMU Cy
O3HAYCHHM TaMHO 3€JIEHOM 00joM) y akTHBHOM LieHTpYy rATPaze
(MpOTEeMHCKM JaHal je O3HaueH JbyOM4acToM 00jom).
Awmunoxkucenmune rATPa3ze cy mpencraBibene Oenom 06ojoM, a
jon Mg?* zenenom 60jom. (B) Momekyncko 10KOBame JAepuBaTa
2¢ (YrJb€HUKOBH AaTOMH CY O3HAa4eHH IUTaBOM 00joM) y
aktuBHOM 1eHTpy rATPaze. (B) Ilpeanoxenu MexaHuzam
xuaposmse ATP-a u uaxuOunmje y npucycTBy aepuara 2¢.

(A) Monekyncko nokoBawme ATP-a (yrsbeHUKOBH aToMu cy
03HAYCHU TAMHO 3€JIeHOM 00joM) y akTUBHOM 1eHTpy rATPa3e
(IpoTeMHCKW JlaHAI] j€ O3HauyeH JbyouyactoM 00joM).
Amunokucenune rATPa3e cy mpencraBibene Oemom 6ojoM, a
jon Mg?* 3enenom 60jom. (B) MoeKyicko T0KOBame JepuBaTa
2d (Yyr/beHMKOBHM aTOMM Cy 03HaY€HH TaMHO LIPBEHOM 00joM) y
aktuBHOM 1eHTpy rATPaze. (B) Ilpeanoxxenu MexaHuzam
xunponuse ATP-a u naxuOunyje y npucyctBy nepusara 2d.
(A) Monekyncko nokoBame ATP-a (yrsbeHUKOBH aToMu cy
03Ha4YeHU TaMHO 3€JIeHOM 00joM) y akTuBHOM lieHTpYy rATPaze
(IpoTeWHCKW JlaHAll j€ O3HauYeH JpyouyacToM 00joM).
Amvunokucenude rATPa3e cy mpencraBibene Gemom 6ojoM, a
jor Mg?* 3enrenom 60jom. (B) MoeKyicko TOKOBame JeprBaTa
2g (YIJb€HUKOBHM aTOMU Cy O3HAYE€HU PO30M 00JOM) Y aKTUBHOM
uentpy rATPaze. (B) Ilpemmoxenn mexaHuW3aMm XUIAPOJIU3E
ATP-a u uHXUOHUIM]e y TPUCYCTBY JepuBara 2g.

(A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yyrib€HUKOBH aTOMHU Cy
03HAa4YeHU TaMHO 3€JIeHOM 00joM) y akTuBHOM lieHTpYy rATPa3e
(IpOTEMHCKW JIaHANl j€ O3Ha4YeH JbyOuuactoM O0o0jom).
Amvunokucenude rATPa3e cy mpencraBibene 6emom 0ojoM, a
jor Mg?* 3enenom 60jom. (B) MonekyscKo T0KOBame JIepHuBaTa
2h (Yyr/beHHKOBU aTOMHM Cy O3HAUEHU MACIUHACTO 3EJIEHOM
6ojom) y aktuBHoM 1eHTpy rATPaze. (B) Ilpemnoxenu
MexaHu3zaMm xugposmze ATP-a m MHXUOHWIMjE y TPHUCYCTBY
nepuBata 2h.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla xommiekca ca ATP-om. (B)
RMSF Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om. (B) ATP-
rToplla gujarpaM uHTepakuuja. 3eleHe Tpake MpPeICcTaBibajy
BOJOHUYHE Be3e, Jbyouuacte xuapodoOHEe HHTEpaKIHje, po3e
JOHCKE MHTEpaKIje, a MjaaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctsy 2b. (b) RMSF Bpennoctu rToplla xomruiekca ca
ATP-omy mpucyctsy 2b. (B) ATP-rToplla aujarpam
UHTEpakiuja y mpucyctBy 2b. 3ereHe Tpake NpeacTaBibajy
BOJIOHMYHE Be3e, JbyOnuacte XxuJapodoOHEe MHTEpakiuje, po3e
JOHCKE MHTEpaKIyje, a MiaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2f. (b) RMSF Bpeanoctu rTopllo komiuiekca ca
ATP-om y mpucyctsy 2f. (B) ATP-rToplla aujarpam
uHTepakiyja y mnpucyctBy 2f. 3eneHe Tpake NpeicTaBbajy
BOJIOHMYHE Be3e, JbyOnuacte xujpodoOHe MHTEpaKuuje, po3e
JOHCKe MHTEpaKIyje a MjiaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.
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128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

HEBEHA CTAHKOBUR

Cauka 3.54.

Ciauka 3.55.

Ciauka 3.56.

Cauka 3.57.

Ciauka 3.58.

Ciauka 3.59.

Ciauka 3.60.

Ciauka 3.61.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2a. (b) RMSF Bpennoctu rToplla xomrekca ca
ATP-om y mpucyctesy 2a. (B) ATP-rToplla pujarpam
WHTEpAKIMja y TPHUCYCTBY 2a. 3eleHe Tpake MPeICTaBbajy
BOJIOHWYHE Be3e, JbyOmuacte XuapodoOHE HMHTEpAKIHje, po3e
JOHCKE MHTEpaKIIyje a MIaBe TPake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2e. (b) RMSF Bpeanoctu rToplla kommiekca ca
ATP-om y mpucyctBy 2e. (B) ATP-rToplla amjarpam
WHTEpaKIMja y TPHUCYCTBY 2e€. 3eJieHe Tpake NpPEICTaBIbajy
BOJIOHUYHE Be3e, Jbyonuacte xuapodoOHEe HHTEpakiuje, po3e
JOHCKe MHTEpaKIyje a MIaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2¢. (b) RMSF Bpeanoctu rTopllo kommiekca ca
ATP-om y mpucyctey 2¢. (B) ATP-rToplla aujarpam
WHTEpaKifja y MPUCYCTBY 2¢. 3eJeHe Tpake MpeacTaBibajy
BOJIOHWYHE Be3e, JbyOmdacte XuapodoOHe MHTepakiuje, po3e
JOHCKe MHTEpaKIyje a TaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2d. (b) RMSF Bpennoctu rToplla xomriekca ca
ATP-om y mnpucyctsy 2d. (B) ATP-rToplla nujarpam
WHTEpaknuja y mpucyctBy 2d. 3ermeHe Tpake MpeacTaBibajy
BOJIOHWYHE Be3e, JbyOmdacte XuapodoOHEe HMHTEpakiHje, po3e
JOHCKE MHTEPaKIIM]e a TUIaBe TpaKe BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD sBpeagnoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2g. (b) RMSF Bpemnoctu rToplla xommuiekca ca
ATP-om y mpucyctey 2g. (B) ATP-rToplla mujarpam
WHTEpaKIfja y MPUCYCTBY 2g. 3eleHe Tpake MpecTaBibajy
BOJIOHMYHE Be3e, Jbyonuacte xuapodoOHE WHTEpaKIhje, po3e
JOHCKE MHTEpaKlije a MjIaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

(A) RMSD sBpeanoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y
npucyctBy 2h. (b) RMSF Bpeanoctu rToplla kommuiekca ca
ATP-om y mpucyctey 2h. (B) ATP-rToplla mujarpam
WHTEpaKkuuja y npucyctBy 2h. 3eneHe Tpake MpeAcCTaBibajy
BOJOHUYHE Be3e, Jbyouuacte xuapodoOHEe HMHTEpaKIHje, po3e
JOHCKe MHTEpaKIMje a IIaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.
[Ipennoxenu tok karanuze rlopllo 3amouer EMC-om wu
uHXuOupan aepuBatuma 2a, 2b u 2f. T-cermeHT je o3HauYeH
pHOM 60joM, G-cermMeHT miaBoM 6o0joMm, N-tepmunyc rToplla
noMeHa JbyondactoM 60joM, TOPRIM o6nact 3eneHom 6ojom,
WHD xopanzo upBeHoM 60jom, C-kanuja THHK 00joM.
IIpennoxxenn tok karanuse rTopllo 3amouer EMC-om n
UH/IYKOBaH jequmemuma 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h. T-cermenr je
O3HaueH LPHOM 00joM, G-cerMeHT miaaBoM 00joM, N-TepMHUHYC
rToplla nomena sbyouyacrom 6ojom, TOPRIM oGnact 3enenom
60jom, WHD kopaiHo 1ippeHoM 60joM, C-Karnuja MUHK 60jOM.
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1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

HEBEHA CTAHKOBUR

TABEJIA 1.1.

TABEJA 1.2.

TABEJA 1.3.

TABEJA 3.1.

TABEJA 3.2.

TABEJA 3.3.

TABEJA 3.4.

TABEJA 3.5.

TABEJIA 3.6.

TABEJA 3.7.

TABEJA 3.8.

TABEJA 3.9.

TABEJA 3.10.

TABEJA 3.11.

TABEJA 3.12.

TABEJA 3.13.

TABEJA 3.14.

Hymepuuko o3HayaBame (akropa Koarynamuje M HHHXOBU
yoOHW4ajeH! Ha3HBH.

[lonena xoarynanoHUX MpPOTEMHA IpeMa Tpynama U HUXOBa
yJIoTa y KOaryJamuji KpPBH.

MoJtekynmi KOju ce OHOCHHTETHINY y EHIOTETHUM hennjama
KPBHHX Cy/I0OBa W IUXOB YTUIA] Ha Hpolece TpoMOo3e W
¢bubpunonmse.

KoncranTe acomujanuje (Kau Ka”) u Opoj nieHTapa (n u n’) Ha
KOjUMa Ce BPIIM Be3uBame jaepuBata 2a-h u Bapgpapuna (W) Ha
CEepyMCKH alOyMHH y OJICYCTBY M Y MpPHCYCTBY acHHpUHA
(o3Haka ’ W3HAJ KOHCTaHTe), u3pauyHarte nomohy Hill-oBe u
Scatchard-ose ananuse Turpanuje Ha 310,15 K y pactBopy PBS-
a, Ha pH 7,4.

[IpoueHTyanHe BpeAHOCTH CIOO0OJHUX JEeAUIEHA U MapaMeTpu
Be3uBama 3a 2a-h u BapdapuH y pacTBOpy XyMaHOT CEpyMCKOT
anOymuHa.

Pesynratu pernponykiyje KpucTalHe CTPYKType BapdapuHa y
aKTUBHOM IIEHTPY XYMaHOT CepyMCKOI anOymuHa mnomohy
nporpama AutoDock, Vina u DOCKS6.
[Ipensuhene =~ ADMETox  kapakrepucTHKe
JiepuBaTa.

Bpennoctn koarymanmuoHMX W OMOXEMHJCKHMX TapaMmeTapa W3
a3Me M cepymMa HAKOH CEIMOJHEBHE HHTparepuTOHEaTHe
arutiKaije qepuBata 2a-h Ha ompaciaum marouMa coja Wistar.
Bpennoctn koarymanvoHMX W OMOXEMHJCKHX TapaMmeTapa u3
a3Me U cepyMa HaKOH CEIMOJHEBHOI OpAaJHOI TpeTMaHa
nepuBatuMa 2a, 2f u BapdapuHom y xouueHntpamuju 20 mg/kg
TeJIECHE Te)KMHE Ha OJIpaciiuM MaroBumMa coja Wistar.

Ykynan caapxkaj NOpoTeMHA U KaTAIUTUYKa aKTUBHOCT
AQHTHUOKCHJIATUBHUX €H3MMa jeTpe HaKOH CeJMOJIHEBHE
KOHTHHYUpPaHE MHTpalepUTOHEaIHe arinKaluje aepuBara 2a-h
1 Bap(apuHa Ha 0JIpaciiuM TaroBuma coja Wistar.

VYkynHH caapkaj MpOTEMHa MW KaTalUTHYKa AaKTHBHOCT
AHTUOKCHJIATUBHMX €H3MMa jerpe ®  OyOpera  HakKoH
CeIMOJTHEBHE OpajiHe arulMKanuje aepusata 2a, 2f u Bapdapuna
Ha OJJpaciuM mamnoBuMa coja Wistar.

Mopdonormike npomene 3abenexeHe Ha jeTpama IaloBa HaKOH
KOHTHHYHpaHE CEIMOJHEBHE arulMKauuje nepuBara 2a-h u
Bap(dapuHa y KOHIIEHTpaIyju o1 2 mg/kg TenecHe TeKUHE.
Mopdonomke mpomene 3abenexxeHe Ha jeTpama u OyOpe3uma
naroBa HaKOH KOHTHHYHpPaHEe CEAMOJHEBHE OpaJHE allIuKaIuje
nepusata 2a, 2f u BappapuHoMm y koHueHtpauuju oa 20 mg/kg
TeJIECHE TEXUHE.

Cratuctuuku napamerpu renepucanux CoMFA u CoMSIA 3-D
QSAR mopena.

[IpenuxtuBHa Moh renepucanux CoMFA u CoMSIA 3D-QSAR
MoO/IeJ1a HAaKOH IOHOBHOT M3payuyHaBamba.

[IpenuxtuBHa Moh renepucanux CoMFA u CoMSIA 3D-QSAR
Mo/jIe1a HaKoH yHakpcHe Banuaanrje LOO meromom.

Excrepna Banmunanuja 3-D QSAR monena.

HUCIIUTUBAHUX



JIUCTA TABEJIA

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

HEBEHA CTAHKOBUR

TABEJA 3.15.

TABEJIA 3.16.

TABEJA 3.17.

TABEJIA 3.18.

TABEJA 3.19.
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CratucTiukd  3Ha4yajHe HMHPOpPMaUMje U MPEIUKTHBHH
kamanureT 3a 10 Haj0O/BMX XWMIOTE3a KAao  pe3yaTar
ayromMaTu3oBaHOT reHepucama 3-D dapmakodope Oazmpane Ha
CTPYKTYpPHU aKTHBHOT LIEHTPA PELEenTopa.

Excnepumenrtanne u mpenBul)eHe BPETHOCTH TPEHUHI ceTa Ha
ocHOBY Hypol dhapmakodopHOr Moiena.

Excnepumenrtanne u mnpenBul)eHEe BpPEIHOCTH TECT CE€Ta Ha
ocHOBY Hypol dhapmakodopHOr MoIena.

[Tapamerpu KOMET TecTa HaKOH CEIMOJTHEBHE
UHTpaNepuTOHeallHe aruMKanuje nepuBata 2a-h Ha oxpacie
naioBe coja Wistar.

Herexnunja JIHK omrehewa momohy komer tecta y jeTpu u
OyOpe3nMa MaioBa HaKOH MpeTpeTMaHa JepuBatuMa 2a, 2b u
2f.

Huctpubymuja kinaca KOMeETa, YKYITHOT CKOpa, U y4eCTaJIOCTH
henuja ca xomeTom y jeTpH, OyOpesnma U KOCHO] CP>KH HaKOH
CEIMOJTHEBHOT KOHTHHYHPAHOT OPAJTHOT TPEeTMaHa IaloBa coja
Wistar nepuBatuma 2a u 2f y xonunentpauuju on 20 mg/kg
TEJIECHE TEKHUHE.

Herexnunja JJHK omrehewa momohy komer tecta y jeTpu u
O0yOpe3nMa raroBa HaKOH OpaJIHOT IIpeTpeTMaHa JiepuBaTumMa 2a
u 2f.

[IpumeHna MoOJIEKYJICKOT JIOKOBama Yy PENpOIyKIUJU KO-
kpuctanuzoBanux uuxuobutropa Topllo y permony ATPaze u
pervony Be3uBama 1 packugama JJHK.

CnoOonHe eHepruje Be3uWBamba U HMHAWBHUIYaJTHU EHEPreTCKU
YCJIOBHU ATP-rToplla KOMILJIEKCa ca Pa3IMIUTUM
WHXUOUTOpUMA.
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JINCTA LIEMA

1. Iema 1.1. [IIpouec mpeBohewma dochaTuauIMHO3UTONA Y WHO3HUTONI-1,4,5-
Tpudocdar U AMANUATIUIEPOIT y TPUCYCTBY pochonmmaze C.

2. ema 1.2. Ilpuka3 perynanuje KOHTpaKI{je INIaTKUX MuIIMha HMHULIUpPaH
MPUBPEMEHUM PACTOM YHYTaphenMjCcKUX joHa KajlHjyma, 3aTUM
uaTepakmjom Ca®* ¥ KanMoIynMHA, AKTHBALMOM MHO3HMH
KMHAa3e CBeTIor JaHma W (QochopunamijoM CBETIOr JaHIA
MHO3HHA.

3. Illema 1.3. Illemarcku mpuka3 MeTaboNM3Ma apaxUIOHCKE KHCEIUHE Y
TpoMOoTHMA 1 y henrjamMa eHoTena KpBHUAX Cy10Ba.

4. Illema 1.4. MexaHn3aM HHXUOUTOPHOT JIjCTBA aCIIUPUHA.

5. Illema 1.5. KnacuuHo npejcTaB/bambe MEXaHU3Ma KOaryJlaluoHe KacKaje.

6. Hema 1.6. KapOokcmmanuja n axktuBanuja ¢axropa I, VI, IX u X, u
nporenHa C u S y npucyctBy ButamuHa K.

7. Hema 1.7. buocuHTe3a TPOMOUHA U3 IPENPO-NPOTPOMONHA.

8. Illema 1.8. Crpykrype nojmcaxapua mpoTPOMOHHA.

9. Illema 1.9. [Ipuka3s mporieca akTUBaINje TIPOTPOMOHHA.

10. Iema 1.10. Ayronm3a xymaHor TpomOuHa. Jlucyndpumaae Be3e obelexeHe Cy
TAaHKAM JIMHU]jaMa, KaTAITHIKe aMUHOKUCEIIMHE Kpy)KuhuMa, JTI0K
Cy OCTaIlH YIJbeHHX XUApara MpeCcTaBJbeHU AUjaMaHTOM.

11. Ilema 1.11. MexaHnuzam jaejcTBa TpoOMOUHA Ha PUOPHUHOTEH.

12. Ilema 1.12. VYxkpmrame aBa puOprHCKa JlaHaa y npucyctBy dakropa Xllla.

13. Ilema 1.13. Perymanumja nporeca Koaryiamnuje KpBU HajBaXKHHJUM (PaKkTopruMa
aHTHKoarynamnuje. @akTopu aHTUKOAryjaauje 1 MECTO HUXOBOT
yTHIIaja TPUKA3aHU Cy I[PBEHOM 00jOM.

14. Illema 1.14. IllemaTckum mnpuKa3 aKTUBAIMje  TUIA3MUHOTEHA  Pa3HUM
aKTUBAaTOPHUMa U3 KPBHU.

15. Ilema 1.15. Tlpuka3 MO3UTHUBHOT  yTHIAja  CTPENTOKWHA3€, TKUBHOT
akThBaTopa TutazmMuHoreHa (t-PA) m ypokwHa3e, U HETaTUBHOT
yTHllaja HMHXUOUTOpA AaKkTUBaTopa IUIa3MUHOTEHA U O2-
aHTHUIUIa3MHHA Ha IPOLEC aKTUBAIlHje IJIa3MUHOT €Ha.

16. Ilema 1.16. Ilpukas ctpykrypa Butamuna K: A) Butamun Ki, b) Butamun Ko,
B) Butamun Ks.

17. Iema 1.17. VYnora VKORCI y nmuknycy Butamuna K.

18. Ilema 1.18. Iluxnyc Butamuna K.

19. Illema 1.19. Mexanu3sam Hactanka ButamuH K-2,3-emokcuaa mo Dowd-y.

20. Illema 1.20. [Ilpennoxxenun MexaHuszam penaykinuje ButamuH K-2,3-emokxcuaa
katanu3oBad VKORCI no Silverman-y.

21. Illema 1.21. KsaHTHO-MexaHW4YKa MoJu(UKalHdja TPEITIOKEHOT MeXaHU3Ma
penykuuje ButamuHa K-2,3-enokcuna xatanuzoBanor VKORCI1
no Silverman-y.

22. Illema 1.22. TlIpuka3 mpeHoca MpoToHa ca numnoamuaa Ha NAD™ y mpucyctBy
JUTMOaMUJ] peyKTase.

23. Ilema 1.23. Crpykrypa BapdapuHa.

24. Ilema 1.24. CrpyKType CHUHTETHYKHMX AaHTUKOAryjlaHaTa XEMHJCKH CIMYHUX
Bap(apHHy KOju ce KOPHUCTE Y KIMHUYKO] PAKCH.

25. Ilema 1.25. KpucrtanHa cTtpykTypa BapdapuHa M TayTOMEpHU OOIMLIHU Y
BojieHOM pactBopy. Ckpahennne: O® — orBopena dopma; XD

— XeMmHKeTanHa mukianyHa ¢Gopma; JJOD — penpoToHOBaHA
otBopeHa (Qopma; JOTD — nmenpoToHOBaHA OTBOpPEHA
tayromepHa ¢opma; JOX®D - ngenpoToHOBaHa OTBOpEHA
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xpomeHcka ¢opma; LIXXD — nukianyHa XpOMEHCKa XeMUKETaIHa

dopma.

26. Ilema 1.26. Ilpemnoxenn wMexanu3am koBajneHTtHe wuHxuOuMje VKOR
Bap(papruHOM.

27. lllema 1.27. buocuHTe3a frans-iMMETHE KHCEIWUHE W3 YIJbEH-IUOKCHIA H
TIIYKO3€.

28. lllema 1.28. buocunTe3a kymapuHa u 4-XUJAPOKCUKYMAapuHA W3 (rans-
IIIMETHE KUCEIHHE.

29. Illema 1.29. Kero-eHonHa TayroMepHja 4-XUAPOKCUKYMapHHA.

30. Iema 1.30. OmnmTH MpHUKa3 XeMHUJCKE CHHTE3€ 3-CyNCTHTYHCAHUX AECpHBATa
xpomaH-2,4-moHa. R1 Moxe OWTH Tpyma ca CyNCTUTYHCAaHUM
OeH3eHOBUM INpcTeHOM win GypaHoM, Rz mory outi atromu H, Cl
u F, a Rz aromu H, Cl, F u MmeTun rpyma.

31. Illema 1.31. CuHTe3a XUAPA3HMHWIUACHCKHX JepyUBaTa XpoMaH-2,4-IruoHa.
Cymncruryentu mory outu cieaehe rpyme: Ri- H, CHs; Rz- H,
CHs, terc-Bu, Br; Rs- H, X-N, O, C; Y-NH, C, S.

32. Ilema 1.32. Cunresa XpoMaH-2,4-THOHCKHIX JeprBaTa u3 4-
XUJPOKCUKYMapHHA U apOMATHYHUX AJIJICXH/IA.

33. Ilema 1.33. Cunre3a gepuBaTa XpoMaH-2,4-110HA U3 XPOMOH-3-KapOOKCHITHE
kucenune u Gochornjymone comm PyBOP.

34. Illema 1.34. XpowmaH-2,4-THOHCKH JepUBATH Kao WHXUOUTOPHU
aIeTHIIXOJIMHECTEepase.

35. llema 1.35. Cunresa 4-XUIpOKCUKyMapuHA nomohy 2-
XuapokcHuaneropeHona u anuiupajyhux arenaca.

36. Ilema 1.36. Cunresa 4-XuIpOKCUKyMaprHa KOHJICH3AIjOM 2-

XUJIPOKCHaIeTO(EHOHA U TPUXJIOPOALETOHUTPUIIA.

37. llema 1.37. Cunre3a 4-xuAPOKCHKyMapuHa IMOMOhy (QeHoJla W MaJIOHCKE
KHCEJIMHE.

38. Hllema 1.38. [Ilpuka3 cuHTe3e 4-XUIPOKCUKYMapHHa JIeIOoBameM MelapyMoBe
kucenuHe Ha (enoa. A: Eaton-os pearenc, 70 °C, 1 h; b: 116%
pactBop moaudochopue kuceaunne, 120 °C, 15 h.

39. Ilema 1.39. Cunresa 4-XuAPOKCUKYMapHHa KHCEJI0-KaTaJIn30BaHOM
xuaposutaakoM Diels-Alder-oBom peakijom.

40. Illema 1.40. CunTtes3a 4-XuaPOKCUKYMapHHa U3 aTujl KyMapuHUI €Tpa.

41. Ilema 1.41. Ilpumena  peakuuje  JealeTwioBama y  CHHTE3M  4-
XUJIPOKCUKyMapHHa.

42. llema 1.42. IlpumeHa KHceno KaTaqu30BaHE XHUAPOJIU3E U JeKapOOKCUIaluje
y CUHTE3U 4-XUIPOKCUKYMapHHa.

43. Ilema 1.43. Cunresa 4-XupOKCUKyMapuHa MIPUMEHOM peakiuje
(uTOOKCHUTEHAIH]E.

44. Mlema 2.1. Ilpernex ommTer MOCTyMKa XeMHjCKe CHHTE3¢€ AepuBara 2a-h.

45. Hlema 2.2.  Anroputam KOH(pOpPMaIMOHE aHATN3€ TEHETCKUM alITOPUTMOM.

46. Ilema 2.3. MexaHu3aM TpaHCaMHHAIlMje acmapraTa KaTajlWM30BaH acraprar

TPaHCAMHUHA30M.
47. Mlema 2.4. Mexannzam MaJIaTHOT miaTia KaTaJIu30BaH Majar
nexunaporeHazom. Osnake: 1 - MuTOXOHApHjaTHA Maniar

JNEXUIpoTeHas3a; 2 - UWUTOCOJIHA MallaT JeXHAporeHasa; 3 -
(docdoenonmupyBar kapOOKCUKHHA3a; 4 - TpaHCAMUHA3a.

48. Illema 2.5. Mexanu3aM TpaHCAaMHHAIlMje alaHWHA KaTalM30BaH aJaHWH
TpaHCAaMUHA30M.
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49. lema 2.6.

50. Iema 2.7.

51. Illema 2.8.

52. Iema 2.9.

53. Illema 2.10.
54. Ilema 2.11.
55. Ilema 2.12.
56. Illema 2.13.

57. Ilema 2.14.

58. Ilema 2.15.
59. Hlema 2.16.

60. Hlema 2.17.

61. Hlema 3.1.
62. Hlema 3.2.
63. Ilema 3.3.

64. Illema 3.4.

65. Ilema 3.5.

66. Illema 3.6.

Mexanu3am  pelnykuuje NHUpyBaTa  KaTaJu30BaH  JIAKTaT
JEXUIPOTEHA30M.

Hedochopmnanuja  p-aurpodenmidochara  KaTaiau3oBaHA
ankamHoM ¢ocdarazom.

Peaknmja KoHIeH3amMje TIWIUI-TIUIMHA W L-y-rmyrammn-3-
KapOOKcH-4-HUTPOAHUIIN 1A KaTajau30BaHa Y-TJIyTaMUII
Tparcdepazom.

Karabonuzam xema.

Peaxmuja rpahema KomIuiekca OMIMPyOUH-11Aa30 jeINbCHA.
MexaHu3zam OUypeTCKe peakimje.

Okcuo-peIyKIMoHa peakiifja riayTaTHoHa.

[Ipuka3 mpomeca nerpaaanyje moinHe3acnheHe MacHe KHCEIUHE
Y HacTaHKa MaJIOHIUAIICXH/IA.

I'pahewe kommuexkca ManoHAMANAEXHAA U TUHOOApOUTYpHE
KHCEJIHE.

[Ipuka3 peaxuje HeyTpanu3anuje cynepokcuaa eazumom SOD.
buoxemujcka ocHOBa 000jema TKHMBAa 3a XHMCTONATOJIOLIKE
aHam3e.

Anroputam koHpopMainone anaimmuse Monte Carlo MeTO0M.
[Ipernen onmrer nocTynka XxeMHujcke cuHTe3e aepusara 2a-h.
[IpennoxxeHn MexaHW3aM pEBEP3UOMIIHOT IyTa aHTaroHU3Ma
KOaryianuoHOT UJKyca agepuatuma 2a u 2f.

[Ipennoxenn MeXaHU3aM KOBaJICHTHE WHXHUOUIIH]E
KOoaryianuoHOT IuKiyca aepuaruma 2f u 2a.

CtpykType 4-XHIpOKCMKyMapuHa KopullheHe Kao TeCT CeT 3a
Banmnanujy 3-D QSAR u 3-D dapmakodopHor mozena.
Anxunmupajyhu edpexar EMC-a m HactaHak MyTalgja yHyTap
JIHK.

[Ipemioxxkenn MexaHW3aM MpUBpEeMEHOT paszaBajamba rG-EMC
karanuszoBaHor rToplla (kopanu 1 u 2), penuranuja »G-EMC
karanu3oBaHa eH3uMoM »Tdp2 (kopamu 3 u 4) u pemnapanuja G-
cerMeHTa karaiauzoBaHa eHzumMoM AGT (kopak 5).
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JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

1.1. XEMOCTA3A U TPOMBO3A

XeMmocTasza je (pU3MOJIOMKK Mporiec Koju omoryhaBa HOpManaH MPOTOK KPBH KpO3
kpBHe cynoBe (Cnuka 1.1) m mpezacTaBba MEXaHH3aM OJIpyKaBama TCYHOT CTamba KPBH Kao

! Crora, xemocrasa mpesicTaBba CKyI

TKHBa TOKOM TIpolieca ULUPKYJIAlyje KpBH.
pEeTryJIaTOPHUX MeEXaHW3aMa KOju JIOBOJE JO 3rpylllaBakba KPBH W MEXaHHM3aMma KOju
3rpymaBame crpedaBajy. Takole, xemocrasa mpeacTaBiba MPUPOIHU MPEKHU] KpBapema U3
omTeheHoT KPBHOT Cy/ia WM TIOBPEJIE, OHOCHO CIIpeuaBamke M3JIacka KpBU Kpo3 HeosleheHn
kpBHU cya. Tpom06o3a je, ca apyre crtpaHe, (U3HMOJOIIKK TPOILIEC KOJU C€ OJBUja TPH
omtehewy WK yKiIambalkby KPBHUX CYJ0Ba €HI0TENNjyMa, IPU YEMY HacTaje KpBHHU yrpyllak

WIH TPOMO.

Cauka 1.1. Ilpecex apTepuje M NpUKa3 KpeTama KPBH IOJI HOPMATHUM OKOJHOCTHMA
xemocrtaze. 1) epUTpoLUTH, 2) TpOoMOOIUTH, 3) TMOjeMHAYHM HAJpaKajHu OOIMLIHU
Tpombo1mTa, 4) €HAOTEeNl KPBHOT Cyda, 5) enacTMYHa M KoJlareHa BiakHa, 6) ¢uOpoIwur.
[Ipeyzero w3 Hosu acnexmu namocghusuonozuje u mepanuje nopemehaja yupkyiayuje,
Jyeopemeouja 3pervanun, 1980.
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JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

CTpykTypa KpBHOT Cy/a Kao HOCHOIIA XeMocTas3e npezcraBibeHa je Ha Cmumm 1.2
XeMocTaza ce 0/IBMja Ha MECTy MOBpE/Ie KPBHOT Cy/a, HA TaKO3BaHO] ,,KOHTAKTHO] (a3u”
KOjH YMHE CyOeIHOTENNjyM KpBHOT Cy/a, eHI0TeNHe henuje Te KojareHa BiIakHa Koja yiase

y CacTaB CIIOJBALIBET CJI0ja KPBHOT Cy/a.

CPeUIITEHH
CI10j
CTOJbAIIBU
CI10j YHYTpalIH
CI10j
CyOeHIOTENUjyM
TJIaTKA
mutmuh €HJ0TEINjyM
CIOJballlbha
eJIacCTUYHa YHYTpallbha
MeMOpaHa €JIaCTUYHA
MeMOpaHa

Cunka 1.2. CTpykTypa KpBHOT Cy/ia IPUKA3aHa y MONPEYHOM IIPECEKy.’

1.1.1. BA3OKOHCTPUKILIWJA

WunnumjanHu mporec XxemocTa3e Ha3WBa Ce Ba30KOHCTPUKIHMja oImTeheHMX KpBHHX
CyZIOBa W TIPEJCTaBJba T3B. BaCKylapHy (a3y KOjoM ce cMamyje IPOTOK KPBH JO MOBpEIE U
cripedaBa 0OMIIHO KpBapeme.? [ToToM, XeMocTa3a 1 TpoM603a Jiejie 3ajeJHHUKE KOpPaKe:

1. TpomOoumTHa da3a

2. (aza kackaJHe Koaryiamnuje KpBu
3. aHTHKOarynamuja
4

¢ubpunonmza
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JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

BazokoHcTpukiija moBpe)eHor KpBHOT CyAa Tpaje BP0 KpaTKO, OOMYHO Mame O
jenHe MHHYTE, a Y3pOKyje CMamCHY LUpPKYJIalWjy KpBH Ka moBpeau. To je 3ampaBo
(U3MOJIONIKO Cy)KaBamke KPBUX Cy/I0Ba ycie] KOHTpakiyje Mumuha KpBHUX cynoBa. OnBuja
ce y apTepvjaMa W apTepuoJiaMa, a caM TpoIleC je CYNpOTaH Ba3oJAWJIATAIMjU, OJHOCHO
IUpery KPBHUX Cyn0Ba.” Ba3oKOHCTpHKIMja ce MOKe BH3YEIHO OMA3UTH Kao 06e360jeme
KO’K€ Ha MECTY MOBpEJIE yCIIe] CMambeHe IIUPKYJIAIKje KPBH Ka MOBPIIMHH KOXKE, M CIIpevaBa
IIMPEHE TOIJIOTE KOjy KpB Hocu. Ha BHIIEM HMBOY, Ba30KOHCTPHKIHMja jeCTe MEXaHH3aM

KOJUM C€ peryiuiie apTepHujcKu IPUTUCAK.

BaszokoHcTpHKIIMja 3a0YMKb-e Ha HUBOY €HIOTENHUX henuja KpBHUX cynoBa. Hauwme,
eHjoTenHe henuje, mopen tora mro ¢opmupajy Oapujepy msmely kpBu u henuja riaaTKux
mumuha, TpencTaBbajy W W3BOP T3B. MapakpUHCKUX (aKTopa KOje aKTHBUPAJy CYCeTHE
hemmje Mummha u Ha Taj HaumH mokpehy muxoBy koHTpakimjy.? Takolhe, KoHTpakmuje cy

MHJIyKOBaHE U MEIMJaTOPCKUM JICJIOBAHEM KaJIIIHjyMOBHX joHCKUX KaHana (Crnuka 1.3).

CaZ+
croJpalImkoCT henujcke
MeMmOpaHe
YHYTpalIwkoCT henujcke
MeMmOpaHe
Ca?*

Cimmka 1.3. Ilpukas Ca®* xanana. CTpyKTYpHHU eJeMEHTH Cy cyOjeuHMIE 01, 025, B u 7.
CyOjenuHuna o1 cajpX¥ YeTHPU XOMoJIora JOMEHa, a CBaKW OJl JJOMeHa o0yxBara HIECT
TPaHCMEMOPAHCKUX XeMHKca (XENIMKCH OCETJhMBU Ha TPOMEHY HAIllOHA MpUKa3aHH Cy pPo3e
6ojom).”
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JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

[Ipena3zak joHa KajmMjyma W3 eKCTpalenyjJapHe TEYHOCTH y IIUTOCOJ BAaCKyJapHUX
henmnja rnarkux mumuha onaBuja ce myTeM crnenu(pUYHMX JOHCKMX KaHaima. Ha mporec
pedaykca ¥ mopacT KOHLEHTpalMje KallujymMa y IUTOIUIa3MH YTHYY M Pa3HH aroHUCTH
(Ba30KOHCTPUKTOPH) TOMYT CEpOTOHMHA, HOpenuHe(pHHA, Ba30NpPECHHA HWTM., KOjU
onakmanajy yaunopt jona Ca?* u3 excrpanenynapuux ussopa.® ITopes crosbalmux H3BOpa,
nocroje m Merabonmuke pesepe (eHr. metabolic pool) joma Ca?* ckmagmmrene y
MHTpAIEeNyTapHO] TEYHOCTH, OJHOCHO Yy €HJIOIUIA3MAaTHYHOM pETHKYIyMy. 3ajeJHO ca
CHOJBAIIEbUM H3BOpHUMA, OHE 00€30el)yjy HeonxoJHy KOHIIEHTpallMjy jOHA Kallfjyma 3a
HECMETaHO OJ[BHjae¢ Ba3OKOHCTpUKIMje. IlpmcyctBo o6a m3Bopa Ca?* ykasyje na
Ba30KOHCTPHKIIH]A TIOCEYje CIIOCOOHOCT cCaMOperyJialnje ca U3pa3uTHM MEeXaHU3MHMa KOju

joj omoryhaBajy 1a ce yBeK OJ[BHja.

AXTHBallMja CHOJBAIIBUX U YHYTPALIBUX M3BOpa KalllMjyMa OJ[BHja C€ KacKaJHO.
Tako, Be3uBameM Ba30KOHCTPUKTOpA 3a perentope Ha henmjckoj MeMOpaHW aKTHBUpa CE
dochomumaza C (Illema 1.1). OBaj eH3uM Katanusyje peakiinjy Xuaposmse ochoecrapcke
Be3e Ha mojoxkajy C3 dochaTuananHO3UTONA, KAa0 jJEAHOT OJ TJIABHMX KOHCTHUTyEHaTa
henwjcke MemOpane, mpu uYemy ce a00ujajy uHO3uTOd-1,4,5-Tpudochar (enr. inositol
trisphosphate, 1P3) u mwanmarmuuepon (enr. 1,2-diacylglycerol, DAG). Wuo3suton-1,4,5-
tpudocdar orBapa kamujymoBe kanaiae (Cnuka 1.3) Ha MemOpanu henmja BakcygapHUX
mummha. MaeHTH4YaH MexXaHuW3aM OJIBMja C€ M Ha CICHHUjaJM30BaHUM OJeJbliuMa
SHJIOTIA3MAaTHYHOT PETHKYJIyMa Y HMHTpANeIylIapHOj TEYHOCTH KOju Takohe caapike

KaJIIIUjYMOBE JOHCKE KaHaJe.

o Qocporunaza C

P.
O,\O_
//P\O OH —()/ \O

Ilema 1.1. Ilpouec npeBohewa docharuaunuHozuTona y uHozurtoi-1,4,5-rpudocdar u
JIMALMITIIALEPOIT y IpucycTBy hocdonunaze C.

IponackoM jona Ca?* kpo3 MeMOpaHy CTHUY C€ YCJOBH 3a HUXOBO BE3HBAME 3a

kanmoxaynun (Illema 1.2).> KanMmoAynuH je MHTpalenylapHd HPOTEHMH KOju HHUIEPA

HEBEHA CTAHKOBUR 5
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KOHTpakuuje wmumuha HakoH ¢ocdopuianmje CBETIMX JaHana wMuo3uHa. Ilporec
bochopunanuje KaTanu30BaH je KaIMOIYIMH-3aBHCHOM MHO3UH KHMHA30M CBETJIOT JIAHIA.
dochopunmcann (akTUBHU) OOMMK KHHA3e BpIIM Aaby (ochopuiamujy CBETIOT JIaHIA
MHO3MHA KOjU y TPUCYCTBY aKTHHA BpIIM KOHTpakmuje mumuha. EHepruja HeomxoaHa 3a

KOHTpakKIHjy 00e30elyje ce KaTaTuTHIKKAM JeJI0BalkeM MHO3UH a/IeHO3HH Tpudocdarase.

2+

Ca

i ) (L
Ca’ =——> Ca’'

v

2+
Ca -xaaMOIyIHH KOMIJIEKC

v aKTUBUPAH OOIHK

MHO3HUH KHMHa3a
é MHO3HWH KNHa3¢€

CBCTJIOT JIaHLIa
CBCTJIOT JIaHIIa

dbocdopunoBanu
00JIMK CBETIIOT
JIaHLIa MUO3UHA

CBCTJIM JIaHAI]
MHO3HWHAa

aKTHH
KOHTpaKIrja

muinurha

Ilema 1.2. Ilpuka3 perynanuje KOHTpPAaKIHWje IJIaTKUX MUMIMha MHUIMPAH NPUBPEMEHUM
pactoM yHyTaphelnujcKuX joHAa Kalllujyma, 3aTuM HHTepakuujoM Ca®’ W KanMojyiuHa,
aKTHMBAIMjOM MUO3HMH KMHA3€ CBETJIOT JIaHIa U (hocOpHUIIAIMjOM CBETIIOT JIaHIIa MHO3UHA.

Basba HanmoMeHyTH Ja Ba30KOHCTPUKTOPH yTHUy Ha mnoBehame KpBHOI IMpPUTHCKA.
BazokoHCTpHKIMja YriIaBHOM Y3pOKyje MOpacT KpPBHOT NPUTHCKA alu ce Takohe Moxe

OJIBUjaTH U Yy MOjE€AMHUM TKHMBUMA yCJIOBJbaBajyhy JIOKaTN30BaHy pelyKIHjy MIPOTOKA KPBH.
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1.1.2. TPOMBOLIUTHA ®A3A

1.1.2.1. CTPYKTYPA TPOMBOLIUTA

TpombouuTtHa (a3a mounmme Beh y IpBUM cekyHmama mnocne mospene.’ OBa (asza
3acHMBa ce¢ Ha Qopmupamy Oemor TpomOa, KOjU CE€ YIJIABHOM CaCTOJH OJf TPOMOOIMTA
(mnarenera) u puOpuHCcKKX Biakana. TpomoOouuTu (Cinka 1.4) cy mane henuje HenpaBUIHOT
obmuka, 2-3 pum y MpPEeYHUKY, KOJ€ HacTajy (parMeHTalHjoM MpPEeKypcopckux henuja,
Merakapuonuta. OHU MMajy 3HauajHy yJIOTY y XEMOCTa3u M MPHUpOJaH Cy U3BOp (hakropa
pacra henuje. Y kpBu cucapa IUPKYJIUILY JOK c€ HE YKJbyde Y mporec GopMHupama KPBHOT
yrpyuika. Ako je 6poj TpomOoIuTa Majal, MOKe J0hH 10 CTaJHOI KpBapema, MehyTum, ako
je BUXOB Opoj BpJIO BHCOK, HACTaje KPBHH yrpymiak (TpoMmO) y mpoliecy KOju ce Ha3uBa
Tpombo3a. CrTBapame U Jerpajanujy TpomOormTa (myreM (aromuTo3e y CIE3WHU U
Kyndeporum henujama jerpe) peryiuiie TpPOMOOTIOUETHH, XOPMOH KOjU C€ CTBapa y jeTpu

i OyOpe3uma.

Cauxka 1.4. Ilpuka3 tpomborura y KpBHOM cyny. 1) mceymononuje, 2) MUKpOTyOynu, 3)
Mukpodunamenty, 4) lonyujeBa Tenamia, 5) TIMKOTEHCKE TpaHyne, 6) MUTOXOHIpHje, 7)
rpanyne, 8) Bakyouse, 9) eHmomiasmMarcku petukynym, 10) azypodunue rpanyne. [Ipeyzero
u3 Hosu acnexmu namocgusuonozuje u mepanuje nopemehaja yupxynayuje, Jyzopemeouja
3peranun, 1980.

HEBEHA CTAHKOBUR 7
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EJeKTpOHCKMM MHKpPOCKOIIOM MOTY C€ pa3jMKOBaTH TpU 30HE TpomOOLuTa:
nepudepHa, coi-ren 30Ha U 30Ha ca opraenama (Ciuka 1.5).% Tlepudepna 30Ha omoryhasa
anxe3njy W arperanujy tpombouuta u oxapehyje muxoBe mopdonomke ocodune. Coiu-ren
30Ha omMoryhaBa KOHTpakIMjy TpOMOOINTA, TIPETBApamkeM y T'ell CTamkbe U 00paTHO. 30HA ca
opranenama ojpelyyje cekperopHy ynory TpomoOoruTa. [lepudepHy 30Hy UnHE CIIOJBAIIBH

CcJ10j, MeMOpaHa | MpeJIeo MCIo] MeMOpaHe.

MUKpOTYOYyIe

CHUCTEM
OTBOPEHUX
Ka"aianha

30Ha ca
opranenamMa
COJI-TeT
30Ha
o-TpaHyie
TaMHa
TeJanima

nepudepHa 30Ha

rpaHyie IJIMKOreHa

Cuuka 1.5. IIpukas TpoMOOLMTa HOCMATPaH MO €IEKTPOHCKMM MUKPOCKOIIOM. ™!

Crnospammy €110j nepudepHe 30HE YIJIaBHOM C€ CacTOju O] INIMKONpOTEHHa ca
peuentopckoM (yHKIMjoM U ancopOOBaHUX MpoTeuHa miasme. Jlo caga je yTBpheHO
noctojame neser rnukonporenna: GPla, GPIb, GPIla, GPIIb, GPIlla, GPIV, GPV u GPIX.
OB TIMKONPOTEMHU PELENTOPH Cy aroHUCTa TPOMOOLUTA, 3aTUM MPOCTALMKIMHA KOjU
JIeTyjy aHTarOHUCTUYKH Ha TpomOo1uuTe, Te pakropa koarymnanuje kpu. Jlerasmuuje, GPla je
HajBepOBaTHU]jE MOCPETHHUK MPUIINKOM Be3MBamba TPOMOOIIMTA 3a KoJlareH omreheHor KpBHOT
cyna, GPIb je peuentop 3a von Willebrand-os daxrop, nok cy GPIIb u GPllla koncTuTyeHTH
KOMIUIEKCa pelienTopa 3a Koju ce Be3yje MpoTeruH GUOpPUHOTEH, 3uMOreH (uOpHHA, OJTHOCHO

KpBHOT yrpymka. ®duOpuHOreH je Takohe MeaujaTop arperanuje TpoMmOOoLMTa U 3a
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TPOMOOIIMT-(HUOPHUHOTEH KOMILJIEKC HAKHAJHO C€ Be3yjy TPOMOOCHOHAWH M (PUOPOHEKTHH.

GPV je rnaBuu penientop TpoMOMHA, €H3UMa KOjU KaTaJln3yje akTUBaUjy (PUOPHHOTCHA.

Mem6pana nepudepHe 30HE TPOMOOIHTA cacToju ce o (ochonmnuaa u eHsuma.*
I'maBHa ynora npucytaux gocdonunuia je y popmupamy tpombonutHor hakropa I1I koju je
HEONXOJaH 3a aKTHBUpame Beher Opoja QakTopa Koarymanuje TPHIMKOM CTBapama
KOMILJIEKCa TpoTpoMOuHaze. Xuaposm3oM (ocdommmnuaa MeMOpaHe KaTaarn30BaHOM
dbochonunazom Ar, eH3UMa KOjU CE€ aKTHBUpa MPHU JTOAUPY TpoMOOIUTa ca KOJAreHOM
omrteheHoT KpBHOT cyna, ociiobaha ce apaxuaoHCKa KHUCeTMHA. ApaxUIOHCKA KUCEIHHA je
CymcTpaT LMKIOOKcUreHase (eHr. cyclooxygenase, COX) koja KaTtaiu3dyje peaxiujy
cTBapama eHaornepokcuaa npocrarmanania Gz (PGGz) u npocrarmanauaa Hy (PGH2). O6a
MepoKcHaa H3a3uBajy arperanujy TpomoOouwuta. [loToM, eH3uM TpoMOOKCaH CHUHTETa3a
katanu3yje kousep3ujy PGHz y tpombokcan Az (TxAz) u npocramukius (PGl2) (Illema 1.3).
TxA2 je HajcCHAXXHM]je arperalvoHO0 U Ba30KOHCTPUKTOPHO CPEICTBO TPOMOOLMTA.

Heomnxonan je 3a myueme canprkaja TpaHysia TPOMOOIIMTA U 32 CEKYHJIApHU Tajlac arperaimuje.

buocunTe3a TpomOoKcana A2 HEOTTXOTHA j€ 32 aKTHBAIIU]y TPOMOOIIMTA Kao J0aTHOT
M3BOpa joHA Kannujyma. TpomOOokcaH Ar aroHUCT je cnenudUUHUX perentopa MeMmOpaHe
TpOMOOIIUTa KOJjU TIO AaKTUBHPABKY HWHIAYKY]y OTBapame KalllijyMOBUX KaHalla Ha
CroJpalimko] MeMOpanu TpomOommTa. OTBapameM KaHana omoryheHo je ocioOahame
KaJIIIMjYMOBUX jOHA M3 MHTPALCIYJIApPHUX PE3EPBH T€ HUXOB MpeENa3ak y eKcTpaieayiIapHy
teunoct.” IloBehana koHueHTpauuja excrpanenynapHor Ca®" Moxke ce ycMepuTH Ka

KaJII[MJyMOBUM KaHaJIUMa BacKylapHUX MummhHux henuja yume ce O0JATHO CTUMYIHUIIE

Ba30KOHCTPHKIIH]a.

HcroBpeMeHO, KaTaTUTUYKUM JICIOBaEkEM €H3MMa CHHTETa3e IPOCTAlMKIMHA, Y
ouyBaHuM henmjama eHmoTena, y OKOJMHU omTeheHor KpBHOT cyzaa, 1ojla3u 10 OMOCHHTE3e
npocrarmanauaa Iz (PGl2), ombocHo mpocrarukiuHa u3 engonepokcuaa (Illema 1.3).
[TpocTauMKINH UMa CHa)KHO aHTHUATPEralyjcKo JejCTBO M M3a3MBa CHaKHY Ba30AMJIATaLU]y
(mupeme KpBHOT cyna). [IpocTalkinH, HAKOH Be3UBamba 3a perentope TpoMOoIMTa, yTuie
Ha moBehame KOHICHTpAlMje HUKIMYHOT aJeHO3MH MoHodochata (CAMP) u ameHO3uH
tpudocdara (ATP). cAMP unxubupa ocnobaharme apaxuaoHcke Kucenune u3 Gochonumnmia
¥ crpedasa ocnobahame Ca®". HopmanHo, mocToju paBHOTeka u3Mel)y akTUBHOCTH TXA, u
aHTHUarperanyjcke akTuBHOCTH CAMP, u ympaBo Ta paBHOTeXa WIpa 3HAYAJHY YJIOTYy Yy

OJIp>KaBamy KPBH Y TEUHOM CTamby.
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dochomunuau
henmjcke memOpaHe

Gocponunaza A

COOH COOH
20,

| L i P

O—— .
YUKTIOOKCUceHas3a |
N\ B O-- =

apaxuI0HCKa OOH
KHCETHA npocramanaus (PGG,)
nepoKcuoasa
COOH
el
O‘Q/\/\/\/
enjoTeJHe helmje KPpBHUX cy10Ba OH
[ = = = == = = - - npocrarianus (PGH,)
I NPOCMAYUKIUH |
I cunmasa /| MpomMOOKcaH
| COOH I cunmasa
I
: | COOH
| I
l o—( '
| g ' N
' _ P
l : ' O
y  HO OH | OH
l npocramukiu (PGI2) I TpomOokcan (TXA,)
I

Ilema 1.3. lemarcku mpuka3 MeTaboIM3Ma apaxuJOHCKE KUCEIUHE Y TpOMOOIUTUMA U Y
henujama eHoTena KpBHUX Cy0Ba.

HEBEHA CTAHKOBUR 10



JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

Jenan o HajIO3HATHJUX JIEKOBA KOjU KOHTPOJIMILE arperanujy TpoMOOIuTa a CaMUM
THM U TIPOLIEC Koaryjanuje KpBH jecte acnupuH. Haume, acnupuH, Kao aHTHMH(IaMaTOpHH
JIeK, MHXHOMpa KaTaIUTHUYKY aKTUBHOCT IUKIOOKcureHasa 1 m 2 (edr. cyclooxigenases,
COX-1 u COX-2), 0HOCHO OKCHIAIM]y apaxJuIOHCKE KHCEJIMHE JO MPOCTarjiaHnHa
PGG2.5 MeraGonutu u3 rpymne npocTariaHnHA AeTyjy HH(IAMATOPHO M HPOY3POKYjy OO
ActiipuH upeBepcHO nHXHOHMpa KatanuTuiky akTuBHOCT COX-1 m COX-2 aneruioBamem

KaTaJMTUYKEe aMHUHOKHCEeNIMHE Ser u cripeyaBa HactaHak PGGy (Llema 1.4).

= COOH
N %
aanI/I)IOHCKa KHUCCJINHA o
0,
OH
COX1 COX2 COX
R HO™ ‘\O'/\ CoxX Ac-0” >
HO/\/
Ser530 Ser516 )\
07 > CH,
COOH
Y
O\
o) =
HOO
PGG,

Ilema 1.4. Mexanu3zam HHXUOUTOPHOT JI€jCTBA aCIIUPHHA.

[Tpeneo nepudepHe 30HE UCTIOA MeMOpaHe TPOMOOLIUTA MPEICTAaBIbA MPEIa3Hy 30HY
u3Mehy nepudepHe 30He U coJyi-rea 30He. Y aKTUBUPAHUM TPOMOOLUTHMA C€ Y HOj Hajlaze
BJIAKHA aKTHMHAa M MMO3MHA KOja OJpxaBajy OOJMK TpOMOOIMTA M YYECTBY]y Y PETPaKLUju

Koaryayma.

Coui-ren 30Hy YMHE KOHTPAKTUIHHM HPOTEMHU aKTUH M MHUO3MH M CacToOju ce O
MUKpOBJIaKaHa M MHKpOKaHaiuha. Y aKTUBHOM CTamy TPOMOOIIMTHA, y MpENa3HOj 30HH,
HaJlaze ce MHUKpOBJAaKHa M MHUKpokaHanuhu omoryhaBajy ociobahame caapikaja rpaHyna

TpoMOOIMTA.
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VY 30HUM ca opraHenama Hajla3e C€ YECTHLE TIVIMKOTE€HA, MUTOXOHJIPUjE W TPU BPCTE
rpanyna. MUTOXOHJIpHje Wrpajy yJaory y MeTaboau3My TpoMmOOIuTa, a MOXIa U Yy
JICTIOHOBAaky jOHA KallHjymMa. Y TpaHyllaMa ce Haja3e CcacTOjuHd TPOMOOILMTA KOjU CYy WU
OMOCHHTETHCAHN Yy TPOMOOIMTHMA WIH Cy HpPEY3eTH U3 Iuia3Me. Y TYCTUM, TaMHHUM, O-
rpanynama Hanmaze ce ADP, cepoTOHHMH, KaTeXoJlaMUHH, KalujyM u mmpodocdaru. Ose
rpaHyJie Mmo3Hate Cy U kao tamHa Tenamia (enr. dense bodies). Ca apyre ctpane, a-rpaHyie
caJpiKe MPOTEHHE KOjU YIIIABHOM y4ECTBY]y y XeMocTasu. [IpBy rpyiy 4vHE NPOTEHHH KOjH
ce Haynaze y miuazMu: gubpuHoren, von Willebrand-oB ¢axtop, e ¢akropu V, IgG u IgA.
Hpyry rpyny uuHe creuuuyHu NpOoTeMHU TpombouuTa: TpomOouutHu ¢aktop IV, -

TPOMOOTIO0YIUH, TPOMOOCTIOHAMH ¥ TPOMOOIIUTHU (PaKTOP pacTa.

TpomboLMTH HOpPMandHO UUPKYJIUILY KpPO3 KpB, CBE JOK HE 3alo4HEe IMpolec
XeMocTa3e WM TpoMmOo3e, Kaja ce aKTUBUPAJy M MOTHOMaxy (OpMHpamy XEMOCTATCKOT

yerna uiau TpomoOa. Tasna nocrajy HHTEpraiHi KOHCTUTYEHTH CYOCEKBEHTHUX ITpolieca:

1. anxe3uje Ha OTOJHEHH KOJIareH omTeheHoT KPBHOT Cy/a
2. ocnobahama canpikaja TPOMOOIIMTHUX TpaHyJsIa

3. arperanuje

1.1.2.2. AAXE3WJA HA OI'OJbEHM KOJIATEH OLUTEREHOI' KPBHOI' CYJA U OCJIOBABABE

CAJIPXXAJA TPOMBOLIMTHUX T'PAHYJIA

3npaBe enpoTenHe henuje KpPBHUX CylOBa IPEKPUBEHE CY CJIOjeM HETaTHBHO
HAEJICKTPUCAHOT TJIMKONPOTEHHA TIMKOKAINKCA, TJE NMPOCTETHYHY TPYIy NPOTEMHA YUHU
CHJIOTEHH XeHapuH y 00IMKy Xernapun cyidara.’ Y HOpMaaHUM (QM3HOIOIIKHM yCIOBHMMA,
KaJa KpBHU cyq HHUje omTeheH, NOJa3W J0 MHTrpanyje TpoMOOIHTa KpO3 KPBHU CYI.
Murpanmja ce oxaBuja ycien MehycoOHoOr ona0Mjara HETaTUBHOT  HaeleKTpUCambha
INIMKOKaJIMKca henmuja KpBHUX Cy/10Ba U TIMKOKAJIMKCa TPOMOOIMTA, CIMYHOT IO CacTaBy ca
TIIMKOKATUKCOM eHjotenujyma. Mehyrtum, kaga nohe mo omrehewma KpBHOT cyaa, oa0ujame
INIMKOKAJIMKCA jé YMameHO jep je CHOJballllbi CJI0j) EHIOTeNHjyMa YKJIOWmEH Ma Tajaa
TPOMOOIIUTH CTYNajy Y KOHTaKT Ca OrOJbEHUM KOJIAreHOM KpPBHOI Cyda U JIPYI'MM cCyO-
€HJIOTeTTHUM TPOMOOTeHMM KOMIIOHEHTama. Be3nBameM 3a KoJIareH, JI0Jla3u JI0 IHIMpema
TpomboI1MTa Ha cy0-eHaoTenujymy u henuje tpre oapeherne Mop@oomike nNpoMeHe y BUILY

dopmupama mnceyaonoadja u OyOpema, ycie] uera mokasyjy TEHICHLH]Yy Ka y3ajaMHOM
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cnersbuBamy (Cinuka 1.6). Tek kama mohe mo mpomene cdepuuHe CTPYKTYpe TpoMOOIHTa

OHHU C€ CMaTpajy aKTHBHUPAHUM.

Camka 1.6. BesuBame TpoMOOIMTa 3a KoJIareHa BiakHa. 1) engorenHe henuje, 2) aedexr y
eHjoTeny, 3) TpoMOouuTH (HaapakajHU OOJIKMK) ce Be3yjy Y3 KoJlareHa BjaKHa U Ha CHJIOTEN,
4) uspazuto HaOyOpenu TPOMOOITUT, 5) JIGYKOIIUT Y MOMEHTY HamyIlTalkba KPBHOT Cyna, 6)
¢ubpouwmt. Ilpeyzero u3z Hosu acnexmu namogpusuonoeuje u mepanuje nopemehaja
yupkyrayuje, Jyeopemeouja 3peranun, 1980.

BesuBame akTHBUpaHHX TPOMOOLMTA OJIAKIIAHO je H IPHCYCTBOM HEKHX
crennGUYHUX  MOBPUIMHCKHX pELEeNnTopa Ha TPOMOOLMTHMA, TIOMYT KOMILIEKCa
rnukonporenHa GPla u GPIla koju ce HasuBa opfi-unterpun (Cnmka 1.7). JlonatHa
uHTepaknuja umely TpomOoimTa W KoiareHa octBapyje ce mpeko von Willebrand-osor
¢bakropa u ramkomnpoTrenHckor komiuiekca GPIb-V-IX koju ce Hama3uw Ha MOBPIIMHU
tpombormta. Von Willebrand-os daxrop (VW) je riaukonpoTenH NprcyTaH y KPBHO]j IUIa3MH,
a cuHTeTHINy Ta eHjporenHe henmuwje kpBHHX cynoBa. ['paheme VW-GPIb-V-IX kommuekca
CYLITHHCKH omoTyhaBa Be3uBame TpoMOOIHTa 3a Cy0-eHa0TenujyM. BesuBawy TpomboInTa

3a omteheHn KpBHH CyJ JONPHHOCH W TpoMmOouuTHH (aktop IV koju ce ocnobaha u3 a-
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rpaHylia akTUBUpaHUX TpombOormTa. thberosa ymora jecre Ja Ha MOBPIIMHU €HIOTEIHjyMa
KPBHUX CyJ0Ba HEYTpaIHIIe XEMapuH YuMe ce moBehaBa 0ceT/bUBOCT TPOMOOLIMTA HA areHce

arperaiuje.

Cauka 1.7. Tlpouec aaxesuje tpomobormra. IIpeacrasibenu cy GPla/lla u GPIb-V-IX kao
peLenTopy KPBHUX IIOYMIIA U BHuXoBa nHTepakipja von Willebrand-osum dakropom, miro
JIOBOJIM JI0 aJIXe31je KPBHUX IUIOYHIA HA CYOCHIOTEHjyM omTeheHOT KPBHOT Cy/Ia.

1.1.2.3. ATPETALIUJA TPOMBOLIUTA

TpomOonmTi BezaHu 3a MOBPIIMHY omTEeheHOr eHIOoTeNa jecy y AajbeM Mpolecy
MeJMjyM Ha KOME ce BpIIM arperanuja Tpomboimra u3 nupkyiamuje (Ciuka 1.8).* Ha oBaj
HAuYuH JI0JIa3U J0 IpUMapHe arperanuje TpomOouuTa (MpBU Tanac arperamnuje TpoMOOLHTa)
KOja je peBep3uOWiIHA, MpU 4YeMy TPOMOOLUTH OCTajy MHTAKTHU M 0Oe3 mopemehaja y
¢byHKIMjU. 3aTUM c€ HOBOHACTAJIM CJIOj TPOMOOIMTA aKTHBHUPA, JIOJa3d 1O KOHTpAKIHje
MHUKpOTYOyna y TpoMmMOommTHMa W u3ballyje ce caap)aj TpaHyla; caMa CeKpelnuja je

CTUMYJIMCaHa Tp0M6I/IHOM.
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Camka 1.8. Ilpuka3 mporeca arperaiyje KOJjd €€ HacTaB/ha Ha aaxe3ujy TpoMOoIuTa
(mpukaszanu cy cuBoM 60joMm). [IpencraBipeHn Cy perenTopu akTHBUpaHu nporeazama, PAR1
u PAR4 Ha noBpmmHHA TpoMOOIIMTa, HAYMH HA KOJH CE€ OHU aKTUBHPA]y TPOMOMHOM; 3aTHM
P2Y1 u P2Y12 penentopu Ha noBpimmHA TpoMOonuTta 3a ADP; TpomOGokcan Az Koju HacTaje
3 dochommnuaa henujcke MmemOpane TpoMOOIUTa U MIPOCTAriIaHANH |2 KOjU ce CUHTETHIIE Y
eHJ0TeTHUM henrjama u ”HXUOWpa aKTUBAIU]y TPOMOOIIHTA.

Tpom6uH, omHocHO ¢daktop Il Koarymanmone kackazie, jecTe jelaH OJ 3aBpIIHUX
MpOTEeHHA KoaryJsaiyje KpBH U 0 meMmy he OuTu Bulle peun kajaa ce Oyae pazmarpaina ¢asza
KackajHe Koarynanuje kpu. Ilopex ymore y camom mpolecy Koaryiamnuje, TPOMOUH je u
Hajjayd aKTHBAaTOp TPOMOOLIMTA W UHUIMpPA HUXOBY AaKTHBAIU]y WHTEPAKIMjOM ca
pelieniTopuMa akTHBHpaHUM TOMONy mpoTea3a (eHr. protease-activated receptors, PARS)
nonyr PAR1 u PAR4 koju ce Hanmase Ha masma MemOpanu TpomGonurta (Ciuka 1.9).7
TpomOun crumynume cieaehn kopak akTuBaipje TpomOouuTa jep kao aroHuct PARI1 u
PAR4 nmnoactuye  (U3MONOUMIKY AaKTHUBHOCT KakO  TpPaHCMEMOpPaHCKMX  Tako |

MHTpALenyIapHUX eQeKTopa.
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Tako, wHTepakiyja TpoMOMHA ca IUIa3Ma MEMOpPaHOM TPOMOOIUTA CTUMYIIHIIE
KaTaJIMTUYKY aKTUBHOCT MHTparenyinapie docdomnumnaze CP (enr. phospholipase CB, PLCP)
(Crmuka 1.9). AKTHBHpaHM €H3UM CYOCEKBEHTHO KaTalH3yje XUAPOJIM3Y MEMOPaHCKOT
dochomumuna  pocharuaunmmno3uTon-4,5-6ucocdara (enr. phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate, PIP2) no nBa yayrpamma edekropa, 1,2-muanmnriuiepona (edr. 1,2-
diacylglycerol, DAG) u 1,4,5-uno3uton Ttpudocdara (enr. inositol triphosphate, IP3).
JIMauiarianieposl najbe Kao aroHMCT aktuBupa npoteuH kuHasy C (ewr. protein kinase C,
PKC) koja dochopuiuiie nporeus miekcTpud. CBe OBO y3pOKyje OTHYIITamE caapikaja

TpaHyya u arperamujy.

Hpyru mponykt koju Hacrtaje xuaponuzoMm PIP2, IPs, y3pokyje ocnobahame jona
KalI{jyMa y IUTOCON YITaBHOM M3 €HJOIIA3MaTCKOT peTHkyiyma. Jonm Ca®' ce moTom
Be3yjy 3a KaJIMOAYIMH MU MHUO3WH KWHA3y CBETJIOT JIaHIIA, IITO JOBOJU 10 (ochopumaimje
cemux JaHana muosuHa (Crmka 1.9). docdopunrcann MOHOMEPHU MOTOM AKTHBHPA]Y
aKTHH, IITO JIOBOJM JI0 KOHTPAKIM]jE ¥ MIPOMEHE 00MKa TpoMOoIuTa. AHAJIOTaH MPOIEC Ce
o/JBMja U y henmujama TIaTKuX MuIIMha KpBHUX Cy/I0Ba TOKOM Ba30KOHCTPHKIIH]jE, Kaja ce
BPIIN KOHTPAKIHja U CykaBame kpBHUX cynosa (Illema 1.2). Takohe, jorn Ca?* Heomxouu

Cy 3a aKTUBaIMjy (hakTopa Koaryaiuje u 3a Mel)yCoOHO ToBE3HBamkE TPOMOOITUTA.

[TapanenHo ca mMpeTXoHO OMUCAHHUM IPOIIECHMa, aKTUBAllMja TPOMOOIMTa MOXKE Jia
ce m3Bpmm u ociobahamem ADP u3 rycTux rpaHyia TpoMOOIUTa y €KCTpalernyIapHy
teuHnocT. Kama ce ADP kao aronuct xomriuiekcupa ca oaroBapajyhum ADP penentopuma,
P2Y: u P2Y12 (Cnmuke 1.8 m 1.9), mHummpa ce arperanmja 4 akTHBAIMja I0JATHHX
TpombormTa. P2Y1 u P2Y12 Mory naswe moacrahu Be3uBame (puOpuHOTEHA 332 TPOMOOIIUTE
npeko raukonpoTenHckor komiuiekca GPIIb/IIla u COX, Tte mnomohu arperamujy

TPOMOOIIMTA U FbUXOBY CEKPEIH]Y.

AxtuBaija TpombouutHe ¢ocdonmmnaze Az (enr. phospholipase A2, PLA),
MHIyKOBaHa KoJareHoM M TioBehameM murtoconHor Ca®*, pesynryje ocnobahamem
apaxuJOHCKe KucenuHe u3 ¢ocdonumuaa TpombouuTa, U (GopmHupama TpoMOoKkcaHa Ao,
TxA2, y npouecy aHagorHoM oHoMm omucaHoM Ha Ilemu 1.3. TpombGokcan Az, mopen Tora
IITO M3a3MBa JIOKAIHY BAa30KOHCTPUKIM]Y KPBHUX CYJIOBa, JIEJIOBakEM Ha peLenTope
TpoMOOIIMTHE MeMOpaHe Moxe akTHBHpaTH U (ocdonumnazy C, Te MOCHENINTH arperamnujy
tpombormra. [logatHo, TxA2 aktuBupa riaukonporenHcku komiuieke GPIIb/IIa, penenrop

TpOMOOIMTHE MEMOpaHe NMPEKO KOTa Ce OCTBAPYje BE3UBAE 3a (PUOPUHOTEH.
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Cauka 1.9. Curnanau nyteBu aktuBanuje Tpombonuta. IP, PAR-1, 5HT2a, TP u P2Y12 cy
perenpopu CMEIITCHH Ha TMOBPIIMHUA TPOMOOIIMTA MPEKO KOJUX CE€ BE3yjy MPOCTAIUKIIWH,
TpoMOMH, cepoToHHMH, TpoMOokcaH A, m ADP. I'nukomporenmHM KOju ce KyIuUlyjy ca
HaBeneHuM penentopuma cy Gs, Gionz, Gg m Gi. B m y cy cybjenunnne Gi-tuma
xereporpumepHor G-mpotemna. Ckpahenune: PLCS - dochomumaza CB, PIP2 -
dbocharuaunmno3uTon-4,5-6uchocdar, IP3 - wmHO3MTONM TpUdochar, DAG - guanun
rutepon, PKC - mporenn kuHaza C, ER - enpommazmarcku perukynym, MLCK - Muo3uH
KHMHa3a CBETJIOT JIAHIIA.

1.1.3. ®A3A KACKAIHE KOAT VJIALIUJE KPBU

Koarymanujcka ¢a3za xemocrase oJiBUja C€ HAKOH akKTHUBAllUjeé U arperaimje
TPOMOOIIMTA Ha OroJbeHOM eHoTenujymy. CaM mporec Koarysamuje npeacTaBiba KacKaJHu
MEXaHHW3aM U TOJpa3yMeBa YyUeCTBOBAamE IBAHACCT IPOTEHHA KOjU c€ Ha3MBajy (akTopu
koarynanuje (paxropu I no XIII), oqHocHO Tpu mpoTtenna (mpotennu C, S U TpoMOOTyIUH)
Koju uMajy yiory perynaropa (Tabene 1.1 u 1.2).* Tlocnenuna ofBujamba KackaJHor Hpoleca
je crTBapame (DUOPUHCKOT YrpylliKa, OJHOCHO Koaryilyma, Koju omoryhaBa mpecTaHak
KpBapemwa 13 Behux KpBHUX cyoBa. J[aHac ce cMaTpa Jja ¢y CKOpO CBH (PaKTOpH Koarynaiuje
KPBU €H3UMHU KOjU Yy IIIa3MH IOCTOje Y HEaKTUBHOM OOJHMKY (3UMOTE€HH E€H3UMH) a
aKTHBHUPAJy c€ KackaJHUM IyTeM. [Ipema KOHBEHIMjU, CBHUM aKTHUBHpPAHUM (HaKTOpHMa

KoaryJsaluje KpBU ce y Ha3uBYy J0/aje cy(ukc a.
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TABEJIA 1.1. Hymepuuko o3HayaBame (hakTopa Koarynanuje 1 lbbUXOBU KIMHUYKH HAa3UBH.

DAKTOP YOBUYAJEHO UME
I ®ubpuHoreH
I [IpoTpombun
Il TxuBHU akTop
\% Ca**
V [Ipoaknenepun, nabwian paktop, akneneparop (Ac-) TIo0yIuH
VIt [TpokoHBEepTHH, aKIIeIePaTOP KOHBEP3HUje CEPYMCKOT MPOTPOMOUHA,
KOTPOMOOTIIACTHH
VIl AnTxeMopuiaHu GakTop A, aHTUXEMO(QUITHH ITI00YINH
IX AnTtnxemopuianu paxkrop B, komnoHeHTa TpoMOOIIIaCTHHA TJIa3Me
X Stuart-Prower-oB dakrop
Xl [Ipexypcop TpoMOomIacTHHa raa3zMe
Xl Hageman-oB ¢akrop
Xl daxkTop Koju ctabminzyje hpudbpuH, GpubpuHoIUTraza

'He nocroju ¢paxrop VI

IIpomec koarynamnuje Moxe ce mofenuT y Tpu dasze.* Y npsoj dasu xoarymamuje,
CauMIbCHO] O] €r30TeHOT, OJTHOCHO CIOJhAIHET, T€ €HJI0TEHOT, OJIHOCHO YHYTpAIIhEr IyTa
Koarynaije, ¢opmupa ce ¢GakTop Koaryiaiuje Koju ce Ha3uBa aKTUBHHU TPOMOOILIACTHUH
(baxkrop III, TkuBHH akrop, mpoTpoMOMHa3za). Y apyroj ¢asu, mOa JICjcTBOM
MpOTpOMOMHA3E J10J1a3u A0 HacTtaHka TpoMmOuHa (dakrop II) n3 mporpombuna (dhakrop Ila).
VY tpehoj dhazu, TpoMOMH MHIYKYje MpeBoleme pacTBopsbuBor udpuHorena (daxrop 1) y

HepacTBopad 00suk, ubpun (Illema 1.5).

Koarynanmja xpBU jecTe JMHaMWU4KkH mporec. Mako je TpaaummoHaHa
kinacuduKkaluja KoaryJauoHe Kackaje W Jajbe BaJIHIHA, MOJCPHO pa3yMeBamke CBOJU CE Ha
Oananc u3Mmel)y Mpo-KoaryJIamroHor IyTa, KOjU je OATrOBOPaH 3a (GopMupame Koaryiyma, u

MeXaHH3aMa Koji HHXMOMpajy cTBapame yrpylika Ha MecTy nospeje. *
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HPEKATMKPEHH,
BUCOKOMOJIEKYIAPHH
KUHUHOTEH
XII Xlla
BHCOKOMOJIEKYJIAPHH
KHHUHOTEH
Ca2+
XI Xla
U I R VI
. ) e \
’ A ~
:'/ Ca”' {
IX IXa Vlla/TkuBHu pakrop
X 2+ !
: VI ——*=VIlla Ca :
5 ! dbochomunuan !
5 X Xa X !
V—, Va Ca”’

dochommmuam

l\\ 1 IPOTPOMONH TPOMOUH
¢bubpuHOTEH \ '/ XIII

YHYTpAIIbU MyT ¢ubpun  Xllla

—> CIIOJbAIIELU YT MOHOMEP

> 3ajeJHUYKU ITyT {

TTT°™ [O3WTHMBHA peryjalmja Kakase

----> WHTEpaKIuja CIOJbAIIBLET U (bubpun

YHYTpAIIbEr MyTa nouMep |

¢ubpuHcka
Mpexa

Iema 1.5. Kitacuuno NpeaACTaBJbakhEe MECXaHNU3Ma KOAl'yJIalTMOHC KaCKaae.
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TABEJIA 1.2. Tlonmena KoarylaMoHMX NpPOTEMHA IpeMa TpylnaMa U HUXO0Ba yIora y
KoaryJnaiuju KpBu.

I'PyTIA KOATYJIAIITMIOHU DOYHKIINIA
[IPOTEMH
3uMoreHe ®akrop XII Besyje ce 3a HeraTuBHO HAaeJIGKTPUCAHY
CEpPUH-TIPOTEA3E MOBPIIMHY Ha MECTY MOBpEIE; aKTUBHpA CE

HMW KMHMHOT€HOM M KaJIUKPEMHOM
®axrop XI AxruBupa ce pakropom Xlla
®axkrop IX AxrtuBupa ce hakropom Xla y npucycry Ca?*
®axkrop VII AXTHMBUpaHH TpOMOKH y mpucyctBy Ca’*
®axTop X AKTHBHMpa Cc€ Ha TOBPLIMHM aKTUBHPAHUX
TpombommTa TeHaza  komruiekcom  (Ca?*,
daxkropu VIlla u 1Xa) u dakropom Vlla y
TIpHCYCTBY TKUBHOT (hakTopa n Ca’*
®axrop I AKTHBHMpa c€ Ha TOBpPUIMHM aKTHBHpPAHUX
TpoMOOLIUTa TPOTPOMOWHA3a  KOMILJIEKCOM
(Ca?*, paxropn Va u Xa).

Kodakropu ®axrop VIII AxTtuupa ce TpomOuHoMm; paxtop VIlla je
Ko(aKTOp NPUIMKOM aKkTuBaluje pakropa X
dakropom 1 Xa

®dakrop V AxTtHuBHpa ce TpoMOuHOM; akTop Va je
KO(akTop MPUINKOM aKTHBAIH]je TPOTPOMOMHA
dakropom Xa
TxkuBHU dakTop [HMKOTIPOTEWH KOjU CE jaBJhba HA MOBPIITUHU
(daxrop III) omrehene engorenne henvje u moHara ce Kao

kodakTop daxropa Vlla
dubpuHOTEH ®daxrop | Paznaxe ce TpomOuHOM U hopmupa
buOpuHCKH (KPBHH) YIpyIIaK
Tuoin-3aBucHe ®daxkrop Xl AxTuBHpa ce TpoMOMHOM y mipucyctBy Ca®*;
TpaHCITyTaMUHa3e crabmim3yje GUOPUHCKHU yrpyliak
KOBJICHTHUM YKPIITAHEM
Perynaropcku u [IpoTtenn C AKTHBHpa ce TPOMOMHOM KOjH j& Be3aH 3a
OCTaJIA TIPOTCUHH TPOMOOMOTYJIMH; 3aTHM JIerpanupa pakTope
Vlillau Va
[IpoTenn S [Tonama ce kao kogakrop npoteuna C; oda

nporenHa caapxe Gla ocratke

Tpombomonynmuu [IpoTenH Koju ce Hana3y Ha MOBPILIUHU
eHJ0TeNHuX henuja, Be3yje TPOMOUH Koju
OTOM akTuBUpa nporeuH C

I/IHaK, KIIAaCUYHO MPEACTABIbAbEC KOAr'YJIAINMOHEC KACKAIC HE TIPpYKa aICKBATAH YBUI Y

TO KakKo Ce caMma KackaJia 0JIBhja Ha HUBOY Tpomborura u omreheHor engorenujyma (Ciamka

1.10).
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Camka 1.10. Koarynamumona ¢a3za xemocraze. CrTpenuIiie O3HA4YC€HE IUTABOM 00joM Cy
YKJbYUYEHE Y CIIOJbAlllbU IMyT Koarysamuje kpeu; CTpenuiie o3HadeHe HapaHJacToM 00joM Cy
VKJbYYCHE Yy YHYTpAIlbHM IYT Koarynanuje Kpu;, CTpenuie O3Ha4YeHe 3eJICHOM 00joM Ccy
VKJbYYCHE Y 3ajeJHHYKU IyT Koaryjiamuje KpBu. [lyHe cTpenmiie mnpukasyjy HmpUMapHe
peakimje y KojuMa Cy aKTUBHU HaBeJCHU (aKTOPH, a UCIPEKUAAHE CTPEIUIE MPUKA3Yjy
CIIOpEIHE peakiinje OBUX (aKkTopa.

1.1.3.1. CIOJbALLIBU ITY T KOAT'YJIALIUIE KPBU

CroJpamimy MyT Koarynaiuje KpBH 3amounie Beh ca aaxesmjom TpomOomura Ha
omTeheHoM KpBHOM CyAy, KaJla c€ U3 Cy0-eHJOTEIHOT TKUBa ociobaha TkuBHU (QakTop (SHT.
tissue factor, TF) ca ynorom ja Harpamu komiuiekce ca (paktopom Vlla u jouuma Ca®*. Opaj
Ipolec Tpaje jako KpaTko, oko 10 cekyHIH, Ma Kao Kpajikbu IMPOU3BOJ HAcTaje aKTHMBHpPAHU
¢akrop X (Cnuka 1.11).

TkuBHU (akTOp ce joll Ha3uBa U TPOMOOLMTHU TKUBHM ¢axTtop, (akrop I wmmm
TpomborutacTiH. Hanasu ce y MHOTMM TKMBHMA, a BbUME Cy HApOYUTO OOTaTh Mo3ak, miyha,

3UJI0BH KPBHHUX CyIOBa M IUIaneHTa. Tomonoruja u cTpykTypHu JoMeHH (akropa III jomr
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YBEK HHCY Y HMOTIYHOCTH Je(HHHUCAHH, MaJa ce 3Ha J]a OBaj TPAHCMEMOPAHCKH MPOTEHH y
MPUMapHOj CTPYKTYPHU Caap K 263 aMUHOKHCEIHNHE, IIPH YeMy ce octaTtak 1-219 nanasu Ha
CIIOJBAIIEK0] CTPAHM MeMOpaHe M IpeJCcTaB/ba CKCTpaLeNyJapHH JOMEH 3a BE3UBAHE
dakropa VII/VIla u dpopmupame komiuiekca koju aktuBupa ¢akrop X (Camka 1.12).
ExcTpanenynapHu OOMEH je TJHMKOJIM30BAaH M CagpXH YETUPH IIMCTEMHCKAa OCTaTKa.

Kpucranna cTpykrypa eKkcTparenyaapHOT JOMEHA je Mo3HaTa U npukasana je Ha Crnuru 1.13.

Cauka 1.11. Crnospamismy myT Koarynauuje kpBu. |F mpenctaBiba TkuBHH (aktop, a TFPI

WHXUOUTOP TKUBHOT (paKTopa.

TxuBHu (akrop ce ocnobaha u3 enporenHux hemmja omreheHor KpBHOT cyda U
npenasd y KpB IMyTeM TpaHCHOPTHUX henuja monyt ¢uOpornura (KOHCTUTYEHTH BE3UBHOT
TKUBA KPBHHX CY/IOBa, OJHOCHO JieyKoiuTd u3 kpeu) (Cnuka 1.11). [Ipu KOHTaKTy TKUBHOT
¢axTopa ca dakropom VII, koju c10060JHO LUPKyIHUIIE KPO3 KPB, J0Ja3u 10 (opMHpama
dakropa Vlla® TxusHu QakTop MMa yIory TpaHCMEMOpPAaHCKOT pelenTopa 3a (akrope

VII/Vlla. TlpuponHo, eHpoTenujyM (HU3MYKU pa3zBaja TKUBHH (DAKTOp O IMPKyIUnryhux
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muranaga FVII/FVIla u chopevaBa HEMOBOJbHY aKTHBAIM]y KoOaryjJal[MOHE KacKae.
Packunmame Oapujepe eHIOTENMjyMa JOBOJM JIO CKCIPECHjE EKCTPaBACKYJIAPHOT TKUBHOT
dakropa u Op3e akTUBalMje KoarylalloHe Kackame. TF ce Takohe OWocHHTETHIIE Y
O[[pebeHI/IM TKUBHMA, IOIYT CpLia U MO3Tra, I'’IC MPEACTaB/ba BUA XEMOCTATCKE 3alITUTC OBUX
oprana. Iloctoju u ,,ypoheHn” TkuBHU (hakTOp YMja KOHIIEHTpaIlHja pacTe Kada Johe 1o

pa3Boja KaHIepa, Cerce, a MpPeyciioB je U 3a pa3Boj TpoOMOO03e.

Camka 1.12. Tononoruja koarynamionor ¢akropa I11."

®axtop VII je cepun nporeasa (Cnuke 1.14 u 1.16) 3a 4ujy je akTUBaIUjy HEOIXOJaH
ButamMuH K kao xoeH3uM. AktuBanuja oBor ¢akropa, kao u akropa II, IX u X, u nporenna

C u S Bpuu ce kapookcmnanujom Glu ocrataka y npucyctBy Butamuna K (Illema 1.6).
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Camka 1.13. Kpucrangna cTpykTypa eKcTparenyjIapHor JOMeHa TKUBHOT (hakTopa CHUMJbEHA
y pesonymmju ox 1,7 A (PDB ID: 1BOY). TeprmjapHa CTpyKTypa TKHBHOT (haKTopa
MpUKa3aHa je TAMHO I[PBEHOM 00joM JIOK Cy IuCyI(uIHEe Be3e mpukazaHe xyrom. LleHTpu
rivkonu3anuje jecy amuHokucenuHe Asnll, Asnl34, Asnl37 (mnaBa NOBpUIMHA);
untepaknuje ca paxropom VIl octBapyjy ce momohy amunokucenuna Thrl7, Lys20, Ile22,
Glu24, GIn37, Asp44, Lys46, Lys48, Asp48, Thr60, Phe76, Tyr78, Glul10, Leul33, Argl35,
Phel46, Val207 (3enena moBpiinHa); HHTEpaknuja ca (akropom X ocTBapyje ce momohy
amuaokucenuHa GInl18, Valll9, Thrl121, Lys159, Aspl180, Lysl181, GInl83 (cuBa
MOBPIIIMHA); MTAPOBU LIUCTEHHA, rpaauTesba aucyadumanux Besa, cy Cys49-Cys57 u Cys186-
Cys209.

Butamun K je koeHsum kapOokcwiiaze Koja KaTalnu3yje KapOOKCHIIAIU]y
rmyramuHcke kucenumHe yHyrap dakropa I, VII, IX m X mo y-kapOOKCHrIyTaMHHCKE
kucenuue (Gla) (Illema 1.6).° TIpeko Y-KapOOKCHIIyTaMHHCKE KHCEIMHE CE€ HOMEHYTH
(daktopu koarynamuje Be3yjy 3a ¢dochomunuae tpancrnopTHux hemuja (dakrop VII) umm
dbochomumune memopane TpomboruTa (pakropu I, IX u X) mocpeacTBoM KanmujyMOBHX

MOCTOBaA.

VYxonuko ce aerasbHuje carnena tononoruja dakropa I, VII, IX, X u nporenna C
CacBMM je pa3yMJBMBO 3amrTo BuTamMuH K 3aBHCHA Yy-KapOOKCHIJIyTaMWHa3a BpIIU

kapOokcuanujy opux nporeuna (Cnuka 1.15).
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Cimka 1.14. C1M4HOCTH M pa3iiKe y CTpyKTypHHM jaoMeHuMa (akrtopa VII, X, IX u IL.
Penocnen je HamepHO oabpaH J1a O ce NOMITOBAO PEIOCIIe]] YKIbyUUBakha y KOAryIaluoHy
Kackay.

Haume, cBaka o1 oBUX IpoTeas3a caJp:Ku FOTOBO UACHTUYAH KATAIUTUYKU PErHOH y
koMe ce Hamazu Gla momen. CnMYHOCT y CTPYKTYypH JOMeHa QaxTopa pacta Takohe je
Benuka. [leproa uIeHTUYHOCTH Y TpUMapHO] cTpykTypu Gla momeHa OBUX MpOTEHHA U3HOCU
npexo 80%, MOK MeproJ UASHTUYHOCTH Y CEKBEHIIM 3a CBE MPOTEeUHE U3HOCH u3Mmehy 60 u
73%, mTO yKa3yje Ja MOCTOjU BUCOK CTENEH aHajJorvje y TepLMjapHO] M KBAaTEpPHEPHO]
ctpyktypu daxropa Il, VII, IX, X u nporeuna C, xoja ce Haj0osbe Oriena y ToMe Ja CBU

I/IMa_]y JJaK{ M TCHIKH JIaHall II0BC3aH JII/ICYJ'I(I)I/II[HI/IM B€3aMa U KOH3CpBUPAaHC JOMCHC.
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lema 1.6. Kap6okcunanuja u aktuBanuja ¢akropa II, VII, IX u X, u nporeuna C u S y
npucycTBy ButamuHa K.

Viora Gla nomena jecre ma Beke MeTaOOJMYKH KaIIHMjyM XeJaTH3alHdjoM MOMOhy
nBe kapOokcwiHe rpymne. Kox cBux momeHyTtux BuTamuH K-3aBHUCHHMX mpoTeaza Ha N-
tepMunycy nocroju kousepsupanu Gla-X(3)-Gla-X-Cys moTus, nonupan Ha cpeauan Gla
JOMEHa, KOjU je OATOBOPAH 3a XeJNAaTH3aIlMOHW KamlaluTeT NpoTeasza. TpoAauMeH3MOHATHE
KpHCTaliHe CTpyKType Hekoimko Gla momena cy mosnate. Ilo Be3uBamwy, joHH Kallujyma
WH/IYKY]y KOH(pOpMaIMOHEe POMEHE Yy JOMEHY KOje Cy HEONXOJHE Ja Ou ce yCIoCTaBHIIa
npaBWiiHA TepIlMjapHa CTPYKTypa OBOT jJoMeHa. O03upoMm Ha unmbeHuily aa Gla-zaBuche
mpoTea3e NpPEACTaBjbajy CH3UME KOJU CE€ Halla3e Ha CIoJballllbo] MeMmOpaHu henuja
eHaoTenujyma y N-TepMHHYCY, MOCTOje XuapohoOHe aMHHOKUCEIHHE KOje Kpeupajy cyo-

CTPYKTypeE y BUAY O-XEJIHKCa KOje OCTBapyjy MHTEpAKIM]je ca MOBPLIMHOM MeMOpaHe.

ITopen momenyrux ¢akropa koarynauuje, Gla ngomenn cy crTpykTypHa
KapaKTEePUCTUKA U OCTEOKAJIINHA, TPOTEHUHA 33 M3PA3UTOM YIIOTOM y (PH3UOJOTHJU KOCTH]Y,
3aTHM MPOTEHHA MaTpuKca Koju MHxuOmpa kanuudukaimjy (exr. the calcification-inhibiting
matrix Gla protein MGP), npoteuna perynaropa hemujckor pacra GAS6 (enr. growth arrest
specific gene 6 protein), neprocTiHA OTHOCHO (haKTOpa KOjH je HEONXOJaH 33 MUTPALHU]Y U
anxesujy hemuja emmrena, TpancMmemOpanckux Gla mporeuna (enr. transmembrane Gla
proteins, TMGPS), Te mpoTerHa ca BUCOKOM KOHIICHTpalujoM mposiuHa (eHr. proline-rich

Gla-proteins, PRGPs) unja ynora Huje JOBOJEHO POYYEHA.
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Camka 1.15. Couunoct y Tonosoruju dakropa I, VI, IX, X u nporenna C."

®dakrop VIl je, makie, dakTop Koju ce OMOCHHTETHIIE Yy jeTpU a Kao ciaobomaaH
[UKPYJIUIIC Y KPBU Y TParoBUMa U TO UCKJbYYMBO Yy OOJIMKY MHAKTHBHE (popMe 3MMoOreHa.
Kao u cBe Buramun K-3aBuche cepun mporease (Caumka 1.15), TepuujapHa CTpyKTypa
daxropa VIl popmupa ce ox Temkor u naxor nanna (Cnuxa 1.16).1° Yayrap temkor nanma
Hajla3u ce JIOMEH ca ocranuMa riyramuHcke kucenune (Glu), aBa momena ca ymorom ja
ocTBape MHTEpaKikje ca enuaepMannuMm (aktopuma pacrta (enr. epidermal growth factor-
like domains, EGF) 3a koje ce Besyjy ¢akropu EGF1 u EGF2. Jlaku naHan npeacrtaBiba

JIOMEH MpoTease U MOBe3aH je ca TeIKUM JaHieM aucyiduanoM BezoM Cys132-Cys262.

Hexonuko mina3ma eHzuma, Mel)y kojuma u aktuBupanu ¢axtopu IX, X (y npucyctBy
dochomununa), XII, tpom6uH, Te dpakrop Il mory kouBeproBatu dakxtop VIl y nBosnanuany
¢opmy. Haznauajumju Bua axtuBauuje daxrtopa VIl jecte oHaj Koju ce oJBUja HAKOH
uHTepakiuje ca (akropom III, omHocHO TKMBHMM (akTopoMm. MHTepakiujoM TKHUBHOT
¢axtopa u dakropa VIl mocpeacTBom KaiujyMOBUX MOCTOBA HACTaje TAKO3BAaHU KOMILIEKC
TkuBHOT (hakropa, TF-VIla-Ca®* koju je karanutuuku axtupan (Cmuka 1.17).1! IIputom

JI0J7a3M JI0 BEJIMKUX KOH(pOpMAIMOHMX MpoMeHa yHyrap camor ¢akropa VII, packuna ce
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nentuaHa Be3a Argl52-Ile153, monasu 10 CTpyKTypHE peopraHu3allije Ha HUBOY TepIHjapHe
cTpykType u Hactanka ¢akropa Vlla. Takohe, monmazu m 10 HapymaBama TeplUjapHE
ctpykrype ¢dakropa Il ca popmupamem nBa HezaBucHa nomeHa. AkrtuBaruja ¢akxropa VI
yTHuY€ U Ha TO Ja N-TepMUHYyC Npojaupe y cTpykrypy ¢aktopa VIl u ytude Ha rpaheme
SNIEKTPOCTATUYKOI MOCTa M3Mel)y amumHOr aszora mnentuaHe Be3de kojy rpamu 11e153 u
kapOokcunHe rpyrne Asp343. Ilpenazak dakropa VIl y aktuBHy Qopmy moapasymeBa u
(dbopmMupame T3B. aKTHBAIIMOHOT JOMEHA O] CTPaHE YETHPH IMENTH/IA: MPBOT KOJH C€ CaCTOju
on amuHOokucennHa 16-19, apyror caummenor ox amuHOKHMcenuHa 142-152 (dparment
140s), tpeher kora umne amuHokucenuHe 184-194 (¢pparment 1) m mocieawmer y BUAY

amuHOKHcenuHa 216223 (pparmeHr 2).

Cauka 1.16. Kpucranna crpykrypa koarynanuoHor ¢axrtopa VIl cHumisena y peszonyuuju
on 1,9 A (PDB ID: 5TQE). Temku nauam IpeicTaBjbeH je JbybuduacToM 00joM JIOK je
CTPYKTYpa JIAKOT JIaHIla TIpeicTaBibeHa miasoM. Jonu Ca®* koMmiekcupanu ca octanuma Glu
MIPUKa3aHu Cy 3eJICHOM 00joM.

[To kpenpamwy KOMILIIeKca TKUBHOT (haKkTopa, H-eropa yiora je fa npeko daxropa Vlla
KaTajluzyje mpolec packuaama nentugHe Bese Argl94-l1le195 Bese ymyrap dakropa X
(Cnuka 1.18) u foBene 10 cTBapama JIBOJIaHYaHe CepHH MpoTease, pakropa Xa. Ho, npe Tora
BaJjba HAINOMEHYTH Jla WHAKTHUBHM 3UMOTreH ¢akTop X IMoceayje TOTOBO HIAEHTHUHY
apXUTEKTYpy CTPYKTYpHHMX JoMeHa oHOj y ¢aktopy VII (Cnuka 1.14): y Temkom JaHIly
Haylaze ce N-TepMUHAJIHU OCTalM y-KapOokcuriayramuHcke kucenune u asa EGF1 u EGF2

JIOMEHa, y J1JaKOM JIaHIly Hala3| ce KaTanuTudky uentap (Cnuka 1.18).12
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Cauka 1.17. KpucramHa CcTpykTypa eKCTpalelyJiapHOT JOMEHa TKHBHOT ¢akropa Yy
KoMmruIeKcy ca pakropoM Vlla caumibena y pesonymuju ox 2,0 A (PDB ID: 1DAN). Temku
nanan ¢akropa Vlla mpeacraspen je jpbyOmdacTom 00joM, JIOK je€ CTPYKTypa JaKOT JIaHIa
npescTaB/beHa MmIaBoM. HoBoHacTamu JaHIM TKUBHOT (akTopa 00eNeXeHH Cy I[PBEHOM U
HapanuacToM Gojom. Jorn Ca®" xommmekcupanm ca ocranmma Glu mprkasaHn cy 3eleHOM
60joMm.

Ciuka 1.18. Kpucranna crpykrypa daxtopa X cHUMIbeHa y pesoxymuju ox 2,3 A (PDB ID:
1XKA). Temku nanar akropa X mpeacTaB/beH je )KYyTOM 00joM, JIOK je CTPYKTypa JIaKoT
JNaHI@a npejcTaBibeHa pose 6ojoM. Jonn Ca?* kommiekcupanu ca octaruma Glu npukasanu
cy 3eneHOM 0o0joM. PermoH y-kapOOKCHUTIYTaMHUHCKUX KHCeluHa (aMuHOKHcenuHe 1-39)
o0ellexeH je TPaHCHapeHTHOM IUIaBoM chepoM, XuapopoOoHu pernoH (amuHoKucenuHe 40-
45) je upsena cdepa, pernon BesuBama EGF1 (amuHOKMcenuHe 46-84) je TpaHCIapeHTHO
3eneH, perroH BesuBawa EGF2 (amunokucenuue 85-128) je TpaHcmapeHTHO OKep.
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Hakon aktuBammje, hakrop Xa ocraje acouupas 3a TF/VIla kommnekc. Konrmomepar
(Ciuka 1.19) y pasauuntum obmuiuma (TF/VII/Xa, TF/VIIa/X wmu TF/VIla/Xa) jecte
(HU3MOJIONIKM PEJICBAHTAH Kao MOJICKYJIICKA METa 3a HMHXUOUpame Koaryianuje KpBH |
mporieca CHUTHAJHE TPAHCAYKIHje KOju C€ OJHOCE Ha KapJHOBacKylapHa o000Jbema U
nHpaamanujy. CaM TPOjHH KOMIUIEKC y OMJIO KOM OOJIMKY Be3yje Ce 3a EHMUTCIHU (PaKTop
pacta (enr. Epithel Growth Factor, EFG), koju uma ymory y cra0mim3anuju KoMJiekca 3a

omteheHu KpBHU CY/.

Cauka 1.19. Teopercku Mozaen KpHUCTalHE CTPYKType KOMIUIEKCAa TKUBHOI (akTopa ca
komiuiekcoM Xa (PDB ID: INL8). TkuBHu ¢akTOp 03HAUEH je PBEHOM 00joM, TEIIKH JIaHall
¢daktopa VIla mnpencraBibeH je JbyOuuyacToM 00joM, JOK je CTPYKTypa JaKor JIaHIa
npejcTaBibeHa 3eseHoM OojoM. Temku naHar ¢axktopa Xa WIYCTPOBaH je KYTOM a JIakH
JaHal 000jeH je MIaBoM 00joM.
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Wuxubutop myra TkuBHOT (akropa (eHr. tissue factor pathway inhibitor, TFPI)
TJIaBHH je (DM3HOJOMIKM HWHXUOWTOP Koarynamuje. To je MpPOTeMH KOju 3ajelHO ca
JUMONPOTEHHUMA IUPKYJHILIE KPO3 KPB M JAUPEKTHO MHXUOUpa (akrop Xa, Be3UBAmHEM 3a
eH3uM Onu3y aktuBHOT 1eHTpa. Kommekc Xa-TFPl namse maxuOupa KOMIUIEKC TKUBHOT

¢axTopa (Cnuka 1.11).

1.1.3.2. YHYTPALIKBU IIYT KOATVJIALIUJE KPBU

VYHyTpalisky OyT Koaryjaluje KpBU 3all04iibe Ha T3B. "KOHTaKTHO] a3y’ Kojy YMHe
KoareH U mMemOpana tpomborwmra (Cnuka 1.20). OBo je Hajmyka (haza koarymaiuje jep

MIPOCEYHO Tpaje 3-6 MUHYTA.

Cauka 1.20. VYayrpamwmu nyr koaryidauuje kpBu. PK - mnpekamukpenn, HK -
BHUCOKOMOJIEKYJIapHU KMHUHOTeH, TF - TKUBHU dakTop.
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VYHyTpammy myT nHUImpa ce npexanukpenroM (PK), mpoTenHoM kpBHE 1u1a3me Koju
ce aKTHUBHUpA Yy MPHCYCTBY BHCOKOMOJEKyJIapHOT KuHuUHOTreHa (eHr. high molecular weight
kininogen, HK) no xamukpenna (K).* BucokomonekynapHu KHHHHOTEH je IPOTEHH NPUCYTaH
y KpBHOj mia3Mu. HeakTBaH je CBe OK HE CTYNM y KOHTaKT ca €HIOTEIHMM henmjama
omTtehenor kpBHOT cyzaa. He ucrnospaBa eH3UMCKY aKTHBHOCT, Beh ce moHaia kao Kohaktop
NPUJIMKOM aKTHBanuje KainukpenHa u Qakropa Xll. Y HajsumeM HHBOY OpraHu3aiije
caJpXu mecT audepeHIupaHnx JoMeHa: JoMeH 1 y koMe ce Besyje Ca®*, momen 2 y KoMe ce
BpIIM HMHXUOHMIMja LIMCTEUH MpoTea3e, JOMEH 3 y KOME ce MNopes HWHXHOUIMje LHUCTEUH
MpoTea3e BPIIM M BE3UMBaWkE€ TPOMOOLIMTA U €HAOTENHjaHUX henuja, AoMeH 4 y Kome ce
o/BMja OMOcHHTE3a OpaJMKUHHMHA, IOMEH 5 KOJU c€ Be3yje 3a HEraTUBHO HAaeJeKTPHCaHY
MOBPIIMHY €HJI0OTeNIMjyMa Ha K0jO] Ce 0/IBHja arperaiyja ca XenapuHom, Te JI0MeH 6 y KoMe
ce Be3yjy IpeKaqukpenH u koarynanuonu ¢akrop XI. KanukpeuH je, ca apyre cTpaHe, CepuH
IpoTea3a OJrOBOpHA 3a pacKuJame NenTHIHE Be3e yHyTap Qakropa koarynamuje Xl u

BCTOBO aKTUBHUPAKLC.

Kao u Behuna ¢akropa koarynamuje u gaxrop Xll jecre cepun nporeasza (Crouke 1.21
u 1.22) xoja ce cacToju OJ TEHIKOT M JIAKOT JiaHma, MehyCoOHO MoBe3aHuX AMCYAPHIHOM

Be3om. 13

Cauka 1.21. CauuHOCTH M pa3iuke y CTpykTypHuM gomennma ¢akropa XII u XI. Penocnen
je HaMepHo oa0paH Ja OM ce MOIITOBAO peAociie]] YK/bYyUHBamba y KoaryaaloHy KacKay.
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[Ipema mpumMapHOj CTPYKTYpU M y XOMOJIOTHjU ca JIPYTUM CEpHH IpoTea3aMa Koje
caupke BHUCOK CTENEH MWJICHTUYHOCTH Yy CEKBEHLM, TEUIKM JIaHall CaJpXHu JBa
¢udponekturcka nomena (tur I u 1), 1Ba EGF nmomena, pernon 0orat mpoJMHOM U T3B.
KPHUHII JoMeH. KpuHTI IOMEeHH Cy ayTOHOMHH MPOTEHHCKU JJOMEHHU KOju (POpPMHUPa]jy BETHKE
netsbe crabwnm3oBane ca 3 gucynduaHe Bese. OHU y4eCTBYjy y MNPOTEHH-TIPOTEHH
WHTEpaKIfjaMa ca KpPBHUM KOarylaMoHUM QakTopuma. VIMe KpHHIJI MOTHYE OJ
CKaHMHABCKOT IEIMBa Ha KOje OB CTPYKType mojacehajy. VY J1akoM JIaHIly Halla3u ce JIOMEH

nporease.

He nocroju kpucranna ctpykrypa komiuieTHor ¢akropa Xll nenmonoBana Ha Protein
Data Bank Beh cy pemiene kpuctanne ctpykrype mnpoteaza (Cnuka 1.22) u EGF1 nomena,
ITO OTEKaBa pa3yMeBame KAaTAIMTHYKOT MeXaHu3Ma W Qusnosionike (uHkimje (axropa
XIl. Wnak mo3Hato je ga KaTaluTHUKy Tpuaxy oBor npoteuHa umHe His394, Aspd42 u

Ser544 u na momohy me akTuBHUpajy dhakrop XI.

Cauka 1.22. Kpucranna ctpykrypa jnakor jaHua ¢akropa XII cHumibeHa y pe3oiynuju ox
2,14 A (PDB ID: 4XDE). Jlaku nanau dakropa XI| mpescTaBibeH je CBETIO CHBOM 6OjoM.
Pernon karanutuuke Tpuaje 00eIeKeH je TPAaHCIAPEHTHOM LIPBEHOM chepoM.

Hakon packugamwa nentuaHe Bede Arg353-Val354 wacraje dakrop Xlla koju
omoryhaBa mpeBoheme 3umoreHa Xl y meroB aktuBHu oOnmk, Xla. ®dakrop Xl jecre
HeoOWyHa auMmepuuHa nporeasa (Cimka 1.21) uumje je CTpyKTypHE OCOOMHE pasiiuKyjy OJ
ocTanux BUTaMUH K-3aBHCHHX KOarylnalMOHUX mpoTeasa.’* Y KBaTepHepHO] CTPYKTYpH,

¢axtop XI jecte nucynduaHOM Be30M MOBE3aHU TUMEpP, a CBAKH O] MOHOMEpA CaJp>Ku IO
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607 amuHokucenuna (Cnmka 1.23). ¥ N-TepMUHAIHOM Jeily NocToje 4 JOMEHa y OOJHKY
jabyke obenexenux penom Al no A4, ceaku o gomeHa caapxku 90 1o 91. aMuHOKHUCETUHY U
y TepIjapHOj CTPYKTYPH CAAPXKHU jeJaH O-XeIUKC U cenam [-HabopaHux koH(opmaimja, a
3ajeTHO OBU JOMEHH (OopMHUpPajy 0OIUK JucKa. N-TEpMHHYC ce HacTaBJba Ha C-TepPMHHYC ca
KaTaJTUTHYKAM JIOMEHOM CIIMYHUM OHOME KOjH C€ HaJla3W y TPHUIICHHY. PErmMoH packuiama
¢dakropa XI u Hacranka dakrtopa Xla jecte Arg360-11e370, mox karanuuky Tpuaxy YHHE

amuHOKHcenuHe Ser557, Asp462, u His413, aMuHoKuCceNnnHE KOje akTHBUPA]y dakTop [X.

Cimka 1.23. Kpucranna crpykrypa dakropa X1 cHumibena y pesonyruju ox 2,85 A (PDB
ID: 5I25). Al-A4 nomeHu y oOIHKYy jaOyke OOENIEXKCHH Cy 3€J€HO, JKYTO, THPKH3HO H
npBeHo. Karanmutuuku 1oMeH 00eNekeH je JbyOnuyacTo, Cy0-pernoH pacKkujaama O3HA4YeH je
TpPaHCIIAPEHTHOM IIPHOM c(hepoMm, JIOK je KaTaTMTUUIKH IIEHTap oOesexeH 6eoM chepom.

@axrop Xl nmpkymuime y kpBu y komiuiekcy ca HK. IlpekanukpeuH, 3umoreH
IpoTeas3e o-KaIMKperuHa, XOMOJIOrH je MoHoMmep ¢akTopa Xl ca MAEHTUYHUM CTPYKTYPHUM
noMeHuMa U takohe mukpkynumnie y kpBu ca HK. OGa nporenna Besyjy ce y cyO-peruony
¢axTopa XI kora ynHe aMMHOKHUCEIHHE ca peaHuM Opojem oxa 150 no 160 u koju ce Hanazu
Ha A2 peruony. Ilpunukom Hactanka ¢akropa Xla nonasu U 0 OTIyHITamka OpaJluKUHUHA
u3 nomeHa 4 HK. ®@axtop Xlla Ha kpajy oBOr MMHHU IIMKIIyca pearyje ca NpeKaJluKpenHoM,
IpU 4YeMy ce CTBapajy HOBE KOJMYMHE KAJIMKpPEHHAa, T€ C€ TaKO BpIIM PpPELUNpOYHa
aktuBanuja gaxropa Xlla. 3a cy6-nomen Al Besyje ce TpoMOUH, JIOK ce y cyO-pernony A4

Be3yjy ¢dakrtop IX 1 aHTHKOAryJlIaHT XemapuH.
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daxrop Xla, y3 nmpucycto Ca?*, mamame npesoau dakrop IX (Cmuke 1.24 u 1.25), y
cBoj akTuBHU 00nuK |1Xa. [To ¢usnonomkoj pynkumju, dpakrop IX je jomr jeana suramun K-
3aBHCHA MpOTea3a T€ HE YyAM Ja JETH CIWYHOCTH Yy CTPYKTYpHUM JoMeHuMa ca Beh
omucanuM Qakropuma VII u X (Cnmka 1.14); xpuctanny crpykrypy ¢akropa |X

> V Gla jgoMeHy TemKOr JIaHIA JBAHAECT

KapakTepuIly TEIIKA M JIaKk JaHail
aMUHOKHCEIIMHA TIoJUIe)ke KapOokcmimamuju. OBaj JToMeH ce, y3 momoh joHa Kalmwjyma,
Be3yje 3a nojapHu jaeo pochonunuaae memoOpane. Ha Gla nomen ce nacraBmbajy EGF-1 u
EGF-2 pernonu. Yuyrap EGF-1 cy0-nomena, Ha leroBoM N-TEeMUHYCY, TIOCTOJH jOII jeIHO
Be3uBHO Mecto 3a Ca?*, nok je C-tepmmHyc moBesaH ca xuapodoOHum genom EGF-2,
eNeKTpoCcTaTHIKUM MocToM koju unHe Lys122 (EGF-1 amunokucenuna) u GInl74 (EGF-2
amuHOKHcenuHa). EGF-2 ce namabe HacTaB/ba Ha JIaKW JIaHAIl, OJHOCHO JIaHAIl CEPHH
npoTeasze. He mocToju KOMIUIETHO pellieHa KpUcTaiHa CTpykTypa (akrtopa [X nemonoBa y

Protein Data Bank; nmocToju cTpykTypa Temkor Jjania y kommiekcy ca EGF-2 (Cruka 1.24),

TaKo J1a je CTPYKTYypa KaTaTUTHIKOT IIEHTPa MpoTea3e HEMO3HAHMIIA.

Ciuka 1.24. Kpucranua ctpykrypa daxropa IX caumbena y pesoxymuju ox 1,9 A (PDB ID:
3CL3). Temxu nanan ¢aktopa IX mpencraBbeH je csemio cuBoM 6ojom. Jomu Ca®*
KoMIUIeKcupanu ca ocrtauuma Glu mnpukazanu cy 3eneHom  0Oojom. Permon -
KapOOKCUTITyTAMUHCKUX KHcelnHa (aMUHOKHcenuHe 1-64) obenexxeH je TpaHCIapeHTHOM
1aBoM cdepoM, T0k pernoH BesuBawa EGF2 (amuuokucennne 64-128) je TpaHcmapeHTHO
I[PBEHO 000jCH.
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Ono mro je mpBa crneuuduuHoct ¢akropa IX jecre ma je cmocoban aa Tpaau
KoMIuIeKkce ca anturenmma. O63upom na ce dakrop IX Hamasu Ha CpeHM KOoaryjlalnuoHe
Kackajie, OH CIy)XH y UCTO BpeMe U Kao KoaryJanuoHu (akTop ajd M Kao BUJ MEXaHHU3Ma
KOHTPOJIHE perynamuje came kackage. [lo3naro je ma cam Gla momen y3 momoh
KaJIIIMjYMOBHUX MOCTOBA MOXe J1a KoMmIuiekcupa antuteno Fab 10C12, unme y ounma uMyHOT
CHUCTeMa KoaryJaluoHu (akTop I0CTaje aHTHIeH. Be3wBame OBOT aHTHTENa OJIOKHpa
uHTepakyjy ¢akropa IX ca hemmjckom memOpanom. Pasnor oBakse koHTpose ¢akropa IX
ca aHTUTeNnuMa jecte mTo nopemehaj y aktuBHOCTH ¢akTopa | X mwin merose Myraiuje Mory

n3a3BaT xeMohunujy tumna B.

Nako noctoju caM4HOCT y TEpLMjapHO] CTPYKTYPH ca ocTaauM BUTaMuH K-3aBucHUM
nporeazama, ¢aktop IX je jeAMHCTBEH y KOaryialMoHO] KacKaau MO0 TOME IITO HEeroBa
aktuBauuja 1o (akropa [Xa moapazymeBa packuiame 4ak JBe MenTujaHe Bese, Argl4s-
Alal46 u Argl80-Vall8l, koje je karanmuzoBano Ouio daktopom Xla MM KOMIUIEKCOM
tkuBHOT (hakTopa (Cruka 1.25). HakoH mpBOr packuiama, yKiIama ce CeKBeHIa oJ 35
aMMHOKHUCEJIMHA KOja MPETXOAM KATAIUTUYKOM LEHTPY M TOM IPUIMKOM HacTaje (akTop
[Xa. OBaj akTop jecte xoMOoAMMEpP Y KOME c€ JIaHIU Jpke aucyinduaaom Beom Cysl32-
Cys289. Hakon apyror packuaama 101a3u 10 GpopMupama KaTaTuTHYKA aKTUBHOT MOJIEKYJIa
[Xap. IlpernocTaBsba ce a PETHOH CEPUH MPOTea3e Caap KM KaTauauTuuky Tpuamy His221,

Asp269 u Ser365.

Cauxa 1.25. AktuBanyja akropa IX.
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CrpyKkTypa KaTaJuTHYKOT LeHTpa (akropa |X Huje mo3Hara; O3HATO je Jia mpoTeasa
Koja je HacTayna aktuBaiujoM ¢akropa |X karanmsyje packumame nentuaHe Beze Arg371l-
11e372 y dakropy X, mto I0BOAM IO CTBapama JBOJIAHYAHE CEPHH IpoTease, (hakropa Xa.
Amnanoras mporec oJiBuja ce u y npucyctBy ¢akropa V1la koju je akTuBaH Ha CHOJbAIIEHEEM

yTy Koarynaimje KpBu (KOMIUIEKC TKHMBHOT (pakTopa).

CrBapame (pakropa Xa 3axTeBa MPHUCYCTBO CHUCTEMa KOjU C€ Ha3uWBa TeHas3a
KOMILJIEKC, a KOJU C€ Hajla3u Ha MOBPIIMHU MeMOpaHe akTuBHpaHuX TpomOonuTa. Kommieke
ce cactoju ox jona Ca?" m ¢akropa Vllla, IXa u X. Tpeba HamoMeHyTH 1a y CBHM
peaknujama Koje ykibyuyjy 3umorene ca Gla ocratkom, N-TrepmuHycH (haktopa Koarynaiuje
cy Mecta BesmBama Ca?’. 3a HecMeraHo ojBHjame Qu3NoNOmKe (yHKIHMjE TeHas3a
KOMILJIEKCa, TPOMOOIIUTH Hajipe Mopajy OMTH aKTHUBUpPAHU. AKTHBAIMja j€ HEOIXOJHA KaKo
6u a"joHckH pocdonunuau, hochaTuaniaceput U GochaTuAUINHOZUTON, KOJU C€ HOPMATHO
Haja3e Ha YHYTpallkO] CTpPaHHW IUIa3Ma MeMOpaHe HEaKTHMBUPAHUX TpomoOonuTa, OWin

MPUCTYNAYHHU]H.

[Ipemaa cy cBu ¢dakTopu KOjH YYECTBY]y y aKTHBHpaAmky TE€Ha3a KOMIUIEKCA CEpHH-
npotease, paxrop VIII To Huje Beh kao rIMKOMPOTENH MpeaCcTaBiba PEUENTOP Ha MOBPITUHA
TpombommTa ca (pusuosonmkoM yiaoroM kodakropa 3a ¢dakrope [Xa u X. dakrtop VIII ce
aKTHBHpA C€ MUHHMAaJIHUM KOHIICHTpalujamMa TpoMOWHA a JeaKTUBUpA y MPHUCYCTBY Behmx
KOJIMYMHA TPOMOHMHA. Y HErOBOM OJICYCTBY WJIM NHPWIMKOM mopemehaja y akTHBHOCTH

J10J1a3¥ JI0 pa3Boja xemoduirje Tuma A, HaciaeaHor nopemehaja y Kppapemy.

Y rtepumjapuoj crpykrypu ¢akrop VI (Cmuka 1.26) cacroju ce on jBa,
HEKOBaJICHTHUM MHTepakiiijama rmope3aHa janua: jakor janma (edr. Light Chain, LC), koju
oCTBapyje MHTepakiuje ca hemwjckomM MeMOpaHOM, OJHOCHO Temikor JaHna (eHr. Heavy
Chain, HC), xoju unteparyje ca paxropom 1Xa.’® Cam dakrop VIII y npumapHoj cTpykTypu
caapxu 2332 aMUHOKHCEIIMHE OpPraHu30BaHe y MIECT CTPYKTypHUX AomeHa: Al-A2-B-A3-
C1-C2. Jlaku nanar ce cactoju oa A3-C1-C2 cyb-momeHa, AOK CTPYKTYpY TEIIKOT JIaHIa
yuHe cy0-nomenn Al-A2-B. Vuyrap C2 cy0-momMeHa Hanma3u ce TJIaBHM PErHOH KOJU ce
Be3yje 3a MeMOpaHy y BuIy ueTHpu P-Habopanux koHdpopmauuja. Ca Cl cyb-momeHa
MHTepakiujy ca MemopanoM octBapyjy GIn2042—Phe2043, Leu2053, Leu2096 u Lys2092-
Phe2093. Ca C2 cy0-momeHa y WMHTEpaKIWjU ca MEMOpaHOM YUYeCTBYjy cieaehu mapoBu
amuHOKHcenuHa: Met2199-Phe2200 u Leu2251-Leu2252. VupmhuBame 3a MeMOpaHy

JnoaTHO je omoryheHo u aHraxkoBambeM amuHOKHcenuHa Phe2093-Lys2092 u GIn2042—
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Phe2093 ca C1 cy6-nomena. [lopex nBa C moMeHa, y HHTEPAKIUjH ca MEMOPaHOM Yy4eCTBYje
u A3 cy6-nomen ca LC. Camu LC n HC naHum HEeKOBaJIGHTHO Cy MOBE3aHH jOHMMA JIBOBa-

JICHTHUX MeTajia; Hajuenrhe cy y MuTamy jOHU Kallijyma u 0akpa.

Tenasa KoMIUIEKC HacTaje HAKOH packuaama rentuaHe Bese Argl80-Vall81l dakropa
IX u Hacranka enmekrpocraTudkor Mocta m3mehy Argl80 u Asp364, yayrap dakropa [Xa.
Tana aktuBHE 1IeHTap ¢dakTopa |Xa Moxke 1a ocTBapH MHTEPAKIH]Y ca CBOJUM KO(PAKTOPOM

Vllla.

Cimka 1.26. Kpucranua crpykrypa ¢akropa VIII canmbena y pesonynuju ox 15 A (PDB
ID: 3J2Q). Tewku nanan daxtopa VIII mpenctaBmbeH je >xyToM 00joM, JIaKd JIaHaI]
npeacTaBibeH je Jbyouuactom. Jonu Ca®’ mpukasanu cy 3eneHoMm 60joM, jorn Cu?* TamuO
upseHoM. Jleo Cl nomeHa koju MHTeparyje ca MeMOpaHOM IpHKa3aH je TPaHCIapEeHTHOM
3eneHoM cdepom ok je oarosapajyhm nmeo C2 cyb-momMeHa MpUKa3aH TPaHCIAPEHTHO
m1aBoM cepom.
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[Mpurpema ¢axtopa VIl 3a rpaheme TeHasza KoMIUIEKca OTHOYHMEGE jOII ca
WHUIMPAkBEM Koarylaluje a Hh0oj MoMaxke ¥ TPOMOHMH Tako IITO OJCTpamyje B cy0-momen u
packuna nentuany ey Arg372-11e373 usmehy Al u A2 cyb-momena. Tako akTUBUpaHU
dakxrop Vllla mpencrasipa 3ampaBo XxeTepoauMep Koju ce cactoju of cyo-momena Al u A2
omunocHo LC. V camom A2 cyb-moMeHy Halla3u ce IieHTap 3a BesuBame dakropa 1Xa. [Topen
daxropa VI, aktuBupame daxropa | X Moke ce U3BPIIMTH M U3 YHYTpAIIbEr myTa moMmohy
daxrTopa Vlla 3 xomruiekca TkuBHOT (akTopa. TpeHYTHO HE MOCTOjU pelleHa KpUCTaIHa

CTPYKTypa T€Ha3a KOMILIEKCA.

1.1.3.3. BAJEJHUYKH ITYT KOATYJIAIIMJE KPBU

[poriec koarymamuje KpBH 3aBpiiaBa ce 3ajenauukumM myteM (Crnuka 1.27). 3aueTHUK
3ajeIHUYKOT JIeJia KoaryJiallMoHe Kackajne jecte (aktop Xa Koju, Kako je Beh mpeTxomaHo
ONMCaHO, HacTaje M y OKBHPY YHYTpAIIler W Yy OKBUpPY CcCHoJpamlmer myra. Jlok ce
($bu3MoIoTHja OZIBHjarka CIIOJhAIIET M YHYTPAIIHET MyTa CBOAM Ha Mel)yCOOHO aKTHBHUpamE
(hakTOpa KOjH y4eCTBY]y Y KOArynaroHO] KaCKaiu, 3ajeJHUYKH ITyT CE OJBHja ca IHJbEM J1a

ce MPEeKUHE KpBapeme U Jla Ce HarpaJu KpBHU yrpyllak.

daktop Xa Tako YKJbydyje Yy KOaryjlaluoHy Kackady 3MMOTEH KOjU ce Ha3HBa
npotpomMOuH, oHOCHO daktop 1. Katanutuukum nenoBameM ¢pakTopa Xa u3 mpoTpoMOnHa
Hacraje TpomOuwH, (aktop Ila, xoju OWBa aHraxxoBaH y UWHULHMjalUju (UOPHUHOTEHA.

®dubpuHOTEeH, MO yTUIIajeM TPOMOWHA, KOHAYHO CTBapa HEpacTBOPHH (puOpWH, OJHOCHO

KPBHHU yrpyIIaK.

Tpom6uH uMa Bpio crenupuuUHy yIOry y KoaryiamuoHoj kackaau.l! Mako je oBaj
MPOTEUH jeflaH O] MOoCIeABUX (pakTopa Koarynaiuje, y UICTO BpeMe je U jelaH O]l MPBUX jep
ce Ha caMOM IMOYeTKy Koaryiamnuje, y (asum akTuBauuje TpomOOIMTa, acomupa ca
penienitopuMa Koju ce Besyjy 3a G mporteune (enr. G-protein-coupled receptors, GPCRS) u
KOjU ce Ha3uBajy akTMBHPAHH PELIETITOPH MpoTeas3a (eHr. protease activated receptors, PARs).
Tpom6un nokasyje cnenupugnoct npema PAR-1, PAR-3 u PAR-4. 300r HapouuTor 3Hauyaja
OBOI' MpoTenHa y 3adyehy Koaryiauuje, KpBHE IUIOUMIE Cy U J0OWUIE MME TPOMOOIUTH.
AKTHBUpameM TpOMOMHA J10J1a3u U 110 (pusnosiomkor aenosama PARS u nokperama OpojHUX
CUTHAJIHUX Tporeca mnpukazaHux Ha Cnunu 1.9. Tako y curHaiHoj Kackaiau A0ja3u 10

ormymTama uHTepiaeykuHa IL-1 u IL-6, uHTpanenymapHOr ajgxe3noHOT NpoTenHa (EHT.
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intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) u BackysapHor henujckor aaxe3noHOT MOJICKYJIa
(ewr. vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1).

Ciamka 1.27. Koarynammona ¢a3a xemocrtaze. CrTpenuiie O3HaueHE IUIABOM O00joM Cy
YKJbYYEHE Yy CIOJBhAIlIbU MYT Koaryiamuje kpBu; CTpenuiie 03HaueHe HapaHIacToM 00joM Cy
YKJbYYEHE y YHYTpallkhU NyT Koarynanuje kpu; CTpenuiie o3HaueHe 3elieHOM 00joM cy
YKJbYYEHE Yy 3ajeIJHUYKUd MyT Koarynamnuje kpBu. llyHe cTpenuie mnpukasyjy npuMapHe
peakiuje y KojuMa Cy aKTHUBHH HaBeACHHU (PAKTOpH, a MCHPEKUJAHE CTPEIHIEe MPUKA3Y]y
CIIOpEeHE peakiuje OBUX (aKTopa.

Wnak, KJ/pbydHy YIOTYy Yy OBOM CErMEHTy KOaryjJaldOHE Kackaje HMa T3B.
npoTpoMOMHa3a KOMIUIEKC, KOHIJIOMEpaT KOju HacTaje Mel)ycoOHOM MHTEpakLHjoM joHa
Ca®*, daxtopa Xa u Qaxtopa Va kao kodaktopa pakropa Xa. Jla 6u ce pasymesno
¢dopmupame NpoTpoMOMHA3a KOMILJIEKCa, Hajlipe jeé NOTpeOHO yMO3HATH ce ca CTpyKTypama
npoTtpomMOuHa, TpoMOMHa U Qakropa V. KOHBEHIIMOHATHO, NPBH YYECHHK KoOaryjalloHe
Kackajie U3 oBe Tpuaje jecte pakrop V, Mazia ce TO He CMe€ CMaTpaTu MPAaBUIIOM jep OBa TPH
MPOTEHHA 3aIPaBO YUHE MUHU LUKIYyC. DakTop V je TIMUKONpPOTEenH KOju ce OMOCHHTETHUIIE Y

jetpu, cnesuHu u OyOpesuma a OWOJIOIIKM c€ Hajga3d y TPOMOOIMTHMA W TUIa3MH.

HEBEHA CTAHKOBUR 40



JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

Xomoutoras je dakropy VIII u nepynornazmuny. OBaj IpOTEHH, HAKO HOMUHAIHO HOCH HME
jemHor of ¢akTopa Koaryiaiuje, To Urak Huje Beh uma ynory kodakropa y mpoTpoMOnHa3a

KoMIuIekcy, cinuHo ¢aktopy VIII y TeHa3a KoMIiekcy.

daktop V cactoju ce oj mECT JoOMEHa CTPYKTYpHO opraHu3oBaHux kao Al-A2-B-
A3-C1-C2.1® Vmyrap ctpykrype mocroje u cy6-nomenu: Al-A2 jecy mpeKypcopu TEIIKOr
JaHIa KOju HacTaje HakoH aktmBanuje dakropa V no dakropa Va. Ca apyre crpane, u3
cermeHta A3-C1-C2 nacraje maku yaHar. Qopmupame JJAKOT W TEIIKOT JIaHIa OJ[BHja Ce
packuiameM nenTuaHe Be3e yHyTtap B gomena. CtpykTypa oBOr Kodaktopa BpJIO je
cnenuuuHa M npuiaroleHa je MHTepakuuju ca MeMmOpaHoMm TpomobouuTa. Tomosoruja
JIOMEHa O3HAuYeHUX ca A je KapaKTepUCTHYHA, jep TpU JIOMEHa 3ajeqHo (hopMupajy oOIuK
Tpoyria. TakBa koHdopmalrja omoryhaBa Be3uBame jeJHOM joHY Oakpa KOjU ce THe3[u Ha
noBpmuHA orpaHndeHoj Al-A3 nomenuma. C momenu, a moceObno C2, OATOBOpHHU Cy 3a
MHTEPAKIH]y ca MeMOpaHOM Te HMMajy IpoKoaryjaaTHUBHHM Kapaktep. KpucraiaHa cTpykTypa
C2 nomena ¢akropa Va je mo3zHaTta u nmpukazana je Ha Cioumm 1.28. B momeH, nperusauje
meroB C-TepMUHYC, MTOHAIIA Ce Kao KO(AaKTOp 3a aKTHUBALN]y aHTUKOAryJIaTUBHOT IPOTEHHA
C mporennoMm S. BaxxkHo je HamomeHytH na (aktop Va Hema CIOCOOHOCT aKTHBAIIH]E

npoteuna C.

[IpokoarynatuBHa akTHBHOCT (akTopa V YCIOBJbEHA jé HETOBHM BE3HMBAKEM 32
MeMmOpany Tpomboruta. Kao mro je Beh Hanmomenyto, akrop V Besyje ce 3a pocdonunmme
MeMmOpane mipeko cyo-gomeHa C2. KpucramHa crtpykrypa C2 nomena dakropa Va
dbopmupana je on B-nabopanux koHpopmanrja o3HaueHux kao S1-S8 (Cnuka 1.28A). bux
0ocaM y aHTHIapaJieTHO] OpHjEHTAllU]U YMHE JIBe (YHKIIMOHAIHE 1IEJTUHE: TIPBY OJJIUKY]Y TPH
B-uioue S1-S3, nmok je mpyra unenuHa dopmMupana o mpeoctanux P-nadopa S4-S8. C- u N-
TepMuHyc cy6-nomena C2 noe3anu cy aucyipuaHum moctom Cysl-Cysl56. Mocrose
usmel)y B-nabopanux KoH(MOpMaIKja YHHE TPU CTPYKTYpe HacyMmuile yBHjama (Ser21-Trp31,
Asn39-Asnd5 u Gly75-Tyr84) koje cmajajy cuctem P-Habopanux koHpopmaruja (Cruka

1.28B). 3ajeqHo, oBU eeMEHTH CeKYHAApHE CTPYKType GOpMHUPAjy CUCTEM YKOCHHIIA.

Kaga nohe no c¢opmupama dakrop Va-memOpaHa TpoMOOLMTa KOMILIEKCA,
aKTHUBUpaHU (hakTop, caja y GopMH TELIKOT M JIAKOT JIaHIla, oBehaBa crocoOHOCT (hakTopa
Xa sa xaTanusyje cTBapame o-TpoMOuHA U3 (akropa II, ogHOCHO mMpoTpomMOMHA, Yak MeT
nyra. Besan 3a memOpany, ¢gakrop Va nomnpuma ysory crnenupuuHor perentopa 3a (Gpaxkrop

Xa; rpaaum ce CTEXMOMETPUjCKH KOMIUIEKC ca BUcokuM aduuuretoM (K¢ = 107 M).
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Komreke ce 3aTuMm JleakTUBHpa JajboM TpaHCHOpPMAIMjOM TPOMOWHA, IITO IMPEACTaBIba

MEXaHH3aM KOHTPOJIe KOHBEP3Hje MPOTPOMOMHA y TPOMOHH.

VYkocuuna 1 Viocuawuma 2 YxocHuma 3

Cimka 1.28. (A) Kpucranua crpykrypa dakropa V cHUMIbeHa y pe3onyuuju og 1,9 A (PDB
ID: 1CZS); () Tomomnoruja pakropa V.8

TpoMOUH ce OMOCHMHTETHIIE Yy JeTpU U CEKPETyje y OIIITY IUPKYJIAH]y Yy BUAY
WHAKTHBHOT 3UMOreHa mnpoTpoMmOuHa. I[IpoTpomOuH, omHocHo ¢akrtop II, mMoxna je u
HajBaXHHUJU (HAKTOp y YMTaBO] KoaryianmuoHoj kackaaud. OBaj 3UMOTEH jecTe KOMIUICKCaH
MYJATHIOMEHCKH TJUKONIPOTEHH KOjU CE€ aKTUBUpaA Ja OM MPOJYKOBAO TPOMOWH HAa MECTY

BaCKYyJIapHE ITOBPEAC.

IIpoTpoMOUH y CBOjOj MPUMapHO] CTPYKTYpU CaAp>XU TpU AOMEHa: N-TepMHUHAIHE
dparmente 1 (F1, amunokucenuue 1-155) u 2 (F2, amunokucenune 156 —271), onHocHo C-
TepMHUHAJIHY 1IpoTea3a AoMeH (amuHokucenune 272-579).1° Craku ox cermenara ¢yHximo-
HAJIHO Ce JeIM Ha moj-cerMente: yHyrap F1 nanasu ce 10 Gla ocraraka y okBHpY CEKBEHIIE
1-46 xoju omoryhaBajy Be3uBame NpoTpoMOUHa 3a Gocdonunuie memOpaHe TpoMOonuTa, T€
kpuHri-1 pervon (amuHoOkucenuHe 65-143); F2 jecte 3ampaBo KpHHINI-2 MOTHB
(amunokucenune 170-248); npoTteasa 10MeH pa3zBaja ce Ha A jaHall (aMMHOKHCETHHE 272—

320) u karanutuuku B nanan (amuHokucenune 321-579) (Cnuka 1.29).
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Camka 1.29. CrpykrypHu gomenu ¢akropa ll.

CBu nopa-cermeHTH Mel)ycoOHO Cy MOBE3aHM aMUHOKHCEIMHCKMM MOCTOBMMA. Tako,
Gla moxa-cermeHT je moBe3aH ca KPHHIII-1 perHoHOM aMHHOKHCennHama 47—64, 1Ba KpHHIII
cerMeHTra Be3aHa cy MehycoOHOo moctom 144-169, nok je kpuHTI-2 ca A JaHIEM TOBe3aH
nmpeko ocrtataka 249-284. 3aHUMIBHMBO je J1a HHUjelaH OJl KPUHTJ MOTHBA HE YUECTBYje VY
Be3UBamky MpOoTpoMOMHa 32 MeMOpaHy TpomOoLuTa, Beh ce TO Be3uBame OJBHja KA0 U KOJ
CBHX ommMcaHuX (axtopa, npeko Gla nomena y npucyctBy jona Ca?*. Kpunrn-1 u xpunrn-2
3aTO OCTBapyjy HMHTEpakiujy ca kKodaktopoM Va, Ka0 W aMHHOKHCEIIMHE JIOIUPAHE Y
KatanuTtuukoM B manity, m3mel)y cermenTa ayronuse u er3ozena 1. Ca apyre ctpane, GakTop
Xa wWHTeparyje ca KpHWHIJ-2 JOMEHOM W aMHWHOKHCeITWHaMa, Onu3y er3ojena 2 KOjU ce

takohe Hana3u y B naniy.

Wnak, ¢opmupamy HpoTpOMOMHA TMPETXOIM MPENpo-IPOTPOMOMH KOju Mopa Ja
npohe HU3 MOCT-TpaHCIATOPHUX MoauduKanuja mpe ¢puHaTHOT HacTaHKa TpomOuHa (Crimka
1.30 u Illema 1.7). Tako, Hajupe moJia3W 10 YyKJamama CHTHAIHOr mentuga u3 F1 cyo-
pernoHa momMohy CHUTHaJ HE TIENTUAa3e W TPAaHCIOPTa HOBOHACTAJIOT IMOJIMICNTHAA JIO
SHJIOTIA3MAaTHYHOT PETUKYJIyMa. MoJIeKyll KOju je HacTtao, Impo-IpOTPOMOMH, Taga OuBa
MOJUM(UKOBAH OJ CTpaHE Y-TIIyTaMWI KapOOKCWIIa3e, €H3MMa KOju je TpPUCyTaH y
SHJIOTIA3MAaTHYHOM PETHKYIIYMY, MPEIO3Haje CEKBEHILY MPOTENTHIA U KaTallu3yje BUTAMUH
K-3aBucny xonBep3ujy 10 ammuokucenuna Glu y Gla ocratke. Beh je y Bume HaBpata

o0jalkeH 3Hauaj OBe MOCT-TpaHCIaTOpHE MOAU(DUKaIH]e.
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CHUTHAITHU NENTH/
[TponenTuyg

Kpunrn 1

Gla nomeHn

Temkun
JIaHaI]

Ceemimm
JIaHar|

JloMeH cepuH npoTtease

Kpunri 2

YBOJ

Camka 1.30. [Ipumapna cTpykrypa npenpo-nporpomOuHa. CUBE CTpenuIle yKazyjy Ha MecTa
packunama nentunaa. Gla ocramu obenexenu cy ca y. Mecrta Be3uBama 1ehepa obenexeHa
Cy IWjaMaHTHMa. AMUHOKHCEIIMHE KaTaIUTHUKe Tpuaze oOelekeHe cy kpykuhnma. Mecta
MpoTeoJin3e MNpPOTpoMOMHA obenexeHa Cy LPHUM cTpenunama. Mecrta ceKyHIapHOT
pacKMJama yHyTap TpoMOuHa obesexkena cy 6eauM cTpenunama.”’

Illema 1.7. BruocunTe3a TpoMOKMHA W3 IPENPO-TIPOTPOMOHHA. ™"
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NeuAco?2

l
6
NeuAco2— 3Gall—3GIctNAcf1—2Manal

2 Manp1—4GIcNACS1 —4GlcNacor
NeuAco2— 3Galpl—3GIcNAcB1—2Manal -

6

T
NeuAco?2

NeuAca2— 6Galfl—4GIcNAcf1—2Manal < 6

3 Manp1—4GIcNAcB1—4GIcNacor
NeuAca2— 3GalB1—3GIcNAcf1—2Manal

6

T
NeuAca2

NeuAca2— 6Galpl—4GIctNACB1—2Manal
6 Manp1—4GIcNAcB1 —4GIcNacor
NeuAco2— 6Galpl—4GIcNACB1—2Manal -3

Ilema 1.8. CtpykType nosimcaxapuaa mpoTpoMOrHa.

ITpoTrpomMOuH ce y cBoM HajBuiieM HuBOy koHpopmanuje (Cnmka 1.31), y cramy
paBHOTexe, mpoTexe Ha 80 A nyxune; F1 3ay3uma y ogHocy Ha F2 yrao ox 36°, 10k je cim
F2 koakcujanan y ogHoCcy Ha JoMmeH mpotease. Mmak, 300r BuCOke (IeKCHOMTHOCTH MOCTa
u3Mel)y KpUHTI IOMEHA TOCTOjeé MHOTOCTPYKH apaH)XKMaHU KpUHTI 1 cyO-IoMeHa y OJHOCYy
Ha ocTaTtak MoJiekyia. CTora nocToju HajMame JiBe KOH(opMalije Koje ce Hajla3e y CTamby
paBHOTEXe: IPBa y KOjoj je pacTojame u3Mel)y KpHHITI J0MeHa MAaKCUMATHO U u3HocH 108 A,

WIH je MUHUMAJTHO ¥ U3HOCU Mame o] 34 A.

Haxxanocrt, He MOCTOjU CHUMJbEHA KPUCTAIHA CTPYKTYpa IPOTPOMONHA3a KOMILJIEKCA.
Wnak, no3Hato je na, kaja ce oBaj komiuiekc ¢opmupa (Crnuka 1.32), oH KOHBepTyje
OpOTPOMOUH Y TPOMOHMH pacKuIamkeM nenThaHuX Beza Arg271-Thr272 u Arg320-11e321. On
JIBA MECTa pacKujama nenTuaHe Bese, Arg271 ce Hama3u y MOCTY KOjU TIOBe3yje KpUHII 2 ca
A nanuem a0k ce Arg320 Hamasu y akTHBAallMOHOM JIOMEHY M HHje TNpHCTyHayaH 3a

npoteosnsy y pactBopy. CakpuBame Arg320-11e321 nentuane Be3e mpejicTaBba MEXaHH3aM
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CIpedaBama ayToaKTHBALKje MPOTPOMOMHA M yCMepaBa MPOTPOMONHA3y /1a HajIpe pacKuHe

nentuany Besy Arg271-Thr272.

Camka 1.31. Kpucranna ctpykrypa dakropa II, 6e3 Gla nomena, cHUMIJbEHA Y Pe30TyIIUjH
ox 3,3 A (PDB ID: 4HZH). Kpuurn 1 moj-cerMeHT oGenexeH je OpaoH TPaHCIAPEHTHOM
chepom, KpUHTII 2 )KyToM cdepom, JaHail A 1ipBeHoM cdepoM, JaHal] B mmaBom chepom.

Cauxka 1.32. ®opMmupame nMpoTpoMOMHa3a KOMILUIEKCa Ha IjIa3Ma MeMOpaHU aKTUBHUPAHOT
tpombormta. Ilonoxkaju 1enamwa NpoTpoMOMHA (akTOpoM Xa MpUKa3aHU Cy CTpeluiama.
Jleo mpoTpomOuHa koju he Gpopmupari TpoMOUH je 03Ha4YeH Kao mperpoMOuH, nok (F-1.2)
o3HayaBa (parmenTe 1 u 2 Koju ce Takole Hanaze y NpuMapHOj CTPYKTYPH MPOTPOMOHHA.
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Packunamem nentunne Bese Arg271-Thr272 ongajajy ce ol mpoTpoMOMHA J0JATHA
¢parmentu F1 u F2 u ¢opmupa ce mHakTHBHM mHpekypcop mnperpomOuH-2 (Illema 1.9).
JHonatHo packuaame nentuaHe Bese Arg320-11e321 pasapaja nanme A u B koju unak ocrajy
noBe3ann mnpeko gucyndumHe Beze Cys293-Cys439 wu najy akTUBHU HMHTEPMEIH|ep
MEU30TPOMOHH. Y (DU3UOJOUMIKAM YCIOBHUMA aKTUBAIHMjU MPOTPOMOMHA MPETXOU aKymyJa-
yja oMo Men30TpOMOMHA WM TpeTpoMOMHa-2 Ha MOBpIIMHU TpomOonuTa. Mnak, Ha Kpajy
mporieca J10J1a3u JI0 KoJiarca HHTEpMeInjepHe CTPYKTYpe MEU30TPOMOMHA U JI0 HACTaHKa -
TpoMOWHA KOjH €T3UCTHpa caMo 3axBaJbyjyhu mocrojamy mucyndpuaae Beze Cys293-Cys4309.
[To 3aBpmreTky mporeca TPOMOHMH Ce OTIYIITa ca TOBPIIMHE TPOMOOIMTA W TpENazu y

KPBOTOK.

viii

lema 1.9. IIpukas nporieca akTuBaiuje IpOTPOMOUHA.

TpomOHH Kao cepHH-TIpOTEasa, HACIEAHUK MPOTPOMOMHA, UMa W3PA3UTy YIOTY U Y
MPOKOArylaTUBHUM W Yy AaHTUKOAryJlaTUBHUM IIpoliecuMa. Y TEepUHjapHO] CTPYKTYpH
MPOTEOJIMTUYKH aKTUBHOT TPOMOWHA Haja3e ce JBa JIaHIla: JlaHall A KOjU MpeACTaBiba JaKu
naHar, uMa 49 aMUHOKHUCENIMHA W CaJlpKU jeqHy nucynduaHy Be3y, Te JaHai B, Temku
JaHall, Koju ce cactoju onx 259 amuHokucenuHa W Tpu aucyinduane Bese (Cruka 1.33).

TpomOun moanexe nonarHoj mporteoinsu (Illema 1.10) Ha HuBOY menTuaHe Bede Argl3-
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Thrl4 yayrap nakor jaHna nmpd 4emy JoJia3d 10 YKiIamama 13 amMuHOKHCcenuHa ca N-
TEpMUHYCa M HACTaHKa O-TPOMOWHA, KaTAIUTUYKA akTuBHE ¢opme. [lame, a-TpoMOUH ce
ayTOJIMTHYKU KOHBEPTYyje N0 [-TpoMOMHA pacKkujambeM MenTHaHux Be3a Arg62-11e63 u
Arg73-Asn74 yayrap temkor janna. Konagno, B-tpomMOuH mpenasu y y-TpOMOWH JOAaTHUM
packuaameM nentuanux Besa Argl23-Glul124 u Lys154-Gly155.

Cimka 1.33. Kpucranna crpykTypa Tpombuna y pesoayuuju ox 2,4 A (PDB ID: 417Y).
Jlaku nanHaim oOelie)KeH je IPBEHO, TEUIKW JIaHal HapaHpacto. Erzomeo | mperncraBibeH je
IUTABOM TpaHCHapeHTHOM cdepomM, erzomeo Il spyOMyacToM TpaHCHApEHTHOM CQEpoM.
Karanutnuka Tpuana yHyTap akTHBHOT IIeHTpa o0enexena je 6emom cepom. JoH HaTpujyma
00€JIeKEH je 3eJICHOM KYTJIUIIOM.

AxtuBHH TeHTap (akTopa Ila campku KIacMYHYy KartanuTuuky tpuamy, His57,
Aspl02 u Ser195, xoja ce Hana3u y 1yOOKOM U YCKOM aKTUBHOM LIEHTPY. AKTUBHU LIEHTap
OMBMYEH je ca JIBe CTPYKTYpe HacyMHMIle yBU]jama KOje ce Ha3uBajy ,,yBHjame 60-uie” (eHr.
60-loop, amuHokucenuHe Leu59-Asn62) u ,yBujame ayronmse” (eHr. autolysis-loop,
amuHokucenude Leuld4-Glyl150). ,,Veujambe 60-uile” TOpmH je CErMEHT, T'€HEpaliHO je
xuJpopobdaH U CTPYKTypHO puruiad. Jlomu ¢QparmMeHT, OJHOCHO ,,yBUjame ayTosuse”
003MpoM J1a ce Hajla3u y Y-TpPOMOMHY HOCH jOIII U UME ,,y-yBHjame”. OBaj hparMeHT je Bpio

¢dekcubuIaH U UMa yJIory y CeleKIUju cyncrpara yHyrap C-TepMuHyca. YKIamame ,,Y-
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yBHjamba’ TOBOJM JI0 3HAYAJHOT CMamkemha Y aQUHUTETY TpOMOUHA peMa (UOPUHOTEHY, TITO

yKa3yje J1a oBaj pparMeHT Mpeno3Haje MakpoOMOJIEKyIapHe CyIcTpaTe.

Argl3 CBemm
TpomOnH & TaHaI

O-TPOMOHH
Arg62 Arg73

p-TpomMOuH

o el o

Argl23 Argl54

5 ol o

Ilema 1.10. Ayronusza xymaHor TpoMmOuHa. JlucynduaHe Be3e 0O€NeKEHE Cy TaHKUM
JTUHUjaMa, KaTalITUYKe aMUHOKHUCENIMHE KpyXuhuMma, JIOK Cy OCTald YIJbeHHX XUIpara
MIpe/ICTaBJbEHU J1jaMaHTOM.

VYHyTap akTUBHOT LieHTpa ¢akTopa lla Hana3e ce 1Ba permoHa: N-TepMUHAIHU IOMEH
KOjU Ce Ha3WBa ,,He-NPUMApHU CyO-peruon” (eHr. non-prime subsite) mwim S cyO-peruos,
oaHOCHO C-TepMHHAIHHU JIOMEH KOjH Ce Ha3uBa ,,lIpUMapHu cy0-peruon” (eHr. prime subsite)
w S9 cy0-pernoH. Y 6nmsunu S9 cy6-pernona Hanasu ce Beh koa mpoTpoMOuHa MOMEHYTH
MoJIapHU er30/eo0 |, ajJocTepHu LieHTap OJHOCHO IYIJbMHA Y OOJMKY KalkbOHa Ha KOjy ce
HACTaBJbajy ,,yBUjame 34-ke” (eHr. 34-loop) ca amuHokucennHama Phe34-Leu39 u ,,yBujame
70-une” (enr. 70-loop) caunmen ox ocraraka Lys70-Glu80. AnamorHo, y Gnusunu S cyo6-
pernoHa Haiasu ce erzozeo ll, Tj. Ipyru amocTepHH LEHTap ca MPEBACXOAHO Oa3zHUM
KapaKTepoM aMHMHOKHCETMHAa Yy KOME€ JI0JIa3W JI0 BE3MBama IJIMKO3aMHUHOTIMKAHCKHX

CYICTparTa, IOIyT XeMapuHa, 1a ce y ’beMy 0J/IBUja aHTUKoaryJaTuBHa yiora ¢akropa Ila.
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Er3onmeo | jecre u nenrap mpemno3HaBama GuOpHHOTeHa OJ1 CTpaHe TPOMOWHA TeE je,
mpemMa ToMe, M [IeHTap MpoKoaryinatuBHe akTuBHOCTU (paktopa Ila. Erzoneo I dhopmupa ce ox
crpane amuHokucenuHa Lys21, Arg62, Arg68, Arg70, Tyr71, Arg73, Lys106 u Lys107.
Baxxnoct erzonena I Hajoosbe ce oriena y ToMe mTo - U y-TpOMOWH, KOJI KOjuX je Behu 1eo
erzozena | mMpoTeoNMTHYKN OJCTpameH, HUCY Y MOTYhHOCTH J1a BpIe CTPYKTYpHE IPOMEHE
Ha HEBOY ¢uOpuHOTeHa. [Topen Tora mTo je HeONmXoJaH 3a UHTePaKIHjy ca GuOPHHOTEHOM,
oBaj neo TpomOuHa nmpuxsara u PAR1, ogaocHo dakrope V u VI, 3atum xodakrope nomyr
tpomboaynmuHa u GPIba, Te maxOutope momyr HCIl w aHTHMKOArymaTuBHOT TpOTEHHA
XAPYIAWHA. YTIPKOC M3Pa3UTO] MPOKOAryJaTHBHO] aKTUBHOCTH, TOHEKan erzozeo | memyje u
npyraunje. Hanme, xanga gohe y KOHTakT ca TPOMOOIYIMHOM, MHTETPAJIHUM NPOTEUHOM
MeMOpaHe BacKylapHUX eHjaoTenujainux henuja, erzoneo | 6usa 3akinomen. Kao nocneauua,
TPOMOOIYTMH-TPOMOUH KOMITJIEKC akThBHpa npoTenH C KOju HaJabe MPOTCOTUTHUKU

nHaktuBupa dakrope VIlla u Va u HeraTuBHO perynuiie KoaryiaruoHy KacKamy.

Er3oneo |l Hana3um ce Ha MOBPHIMHM MOJEKYylIa TpOOMHA CYNPOTHO OpHUjEHTHCAH
er3ozeny |, mMo3HAT je W Kao IEHTap BEe3WBama XEMapuHa M CACTOJU C€ OJ] aMUHOKHCEIIMHA
Arg89, Arg98, Arg245, Lys248 u Lys252. OBaj neo TpoMOWHA HAJIO3HATHJU j€ TIO CBOJUM
WHTEpaKIjaMa ca CcyI()OHOBAaHUM TJIMKO3aMUHOTIIMKaHUMA TMPHCYTHUM Y XEHapuHy,
KodakTopy HHXHOUIIH]e TPOMOUHA ca aHTUTPOMOMHOM. Y OJICYCTBY XeHapuHa, aHTUTPOOUH
MHXUOMpa TPOMOMH HA YMEpEHOM HHBOY. MNak, y MpuUCyCTBY XenapuHa, J10JIa3u JI0 HaCTaHKa
TEepIMjapHOT KOMILIEKCa KOJU jako OJlakillaBa WHXHOWIHM]Y TpOMOWHA aHTHUTPOMOHWHOM
(Cruka 1.34). AHTUTPOMOHMH I'pagy M3pa3suTe KOHTAKTE€ HA HHUBOY ,,y-yBHjama U MOCEOHOT
aJIOCTEPHOr LIEHTpa TpoMOMHA Koju mnpuxsara joHe Na“ a koju ce MOXe 10 aHaIOTUjU
nazeatu ,,Na*-yBujame”. TPOMOMH M aHTUTPOMOMH IOBE3AHH CY XENAPHMHCKMM MOCTOM.
[Topen BesuBama xemnapuna, erzoneo Il yuectyje u y atpakuuju dakropa V u VI, kaou 'y

acouujanuju Tpom6una ca GPIba.

Edukacna perynanuja TpoMOMHa HEOMXOHA je 3a perynanujy Gopmupama TpoMoa.
[IpoTenHu koju ce Ha3MBajy CEeplIMHUMA U KOJU MpHUNajajy cynepdamMuiInji CepUH mpoTeasa
MHXUOMpPajy KaTaJIUTHUKYy aKTHUBHOCT TpoMmOuHa. MHXuOulMja je ojakiiaHa HpPUCYCTBOM
IJIMKO3aMHUHOTJIMKaHa XeMapuHa, XemapuH cyiadarta u jaepMaraH cyidara. Hajpaxuuju
CepHUHM jecy Beh MOMEHYTHM aHTUTPOMOMH, OJHOCHO xemapuH kodakrop II (eHr. heparin
cofactor II, HCII), Te mporeaza nekcun | (enr. protease nexin I, PNI). AaturpomOun je

yoOHYajeHr cacTojak KpBM M HaJla3d Cc€ Yy PEJaTUBHO BHCOKOj KOHIIEHTpauuju ox 2,3 puM,
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MHXUOMpA pa3IMYUTe CEePUH MpOoTea3e MU TIJIaBHU j€ MHTPABACKYIAPHH WHXUOUTOP
koarynamuje. HCII je cnenmduyuan npema TpoMOMHY U peryJHIle KaTAIUTHYKY aKTHUBHOCT
TpoMOMHA y eKcTpaBacKymapHuUM TkuBuMa. PNI umHxuOupa TpoMOMH Oin3y MOBpILIMHE

hemuje.

Camka 1.34. Kpucramna ctpykrypa TpoMOMHA Yy KOMIUIEKCY ca XEMapuHOM CHHUMJbEHA Yy
pesonyiuju ox 1,85 A (PDB ID: 1XMN). Jlaku naHar oGesexeH je HPBEHO, TELIKH JaHall
HapaHiacto. Mosekyn xenapruHa o0JIeKeH je IIaBOM a MPOTPOMOUHCKH TIMKO3H]T 00eJIeKeH
je JbyonuactoM 60joM. MHXHOUTOP KOjU OKymHpa SY pernoH aKTUBHOT IIEHTpa OOCIIEKEH je
pHOM chepoM, a jOH HATPHUjyMa 3€JICHOM KYTJIUIIOM.

TpomOuH nocenyje jeAMHCTBEHY 0cOOMHY Mel)y clIMYHUM cepuH mpoTea3ama jaa Oyne
anocTepHo peryiucan jounma Hatpujyma (Cruke 1.33 u 1.34). Peruon y kome ce o0/1BUja 0Ba
alocTepHa perynanuja jecre ,,Na'-yBujame” W Hala3u ce HA HOBPIIMHH, y Omusubu C-
TEpPMHUHYCA TEUIKOT JIaHIIa. JOHU HaTpujyMa JUPEKTHO ce KOOPAMHY]Y 3a KapOOHWIHE TpyIe
nenTUAHUX Be3a amuHokucenuHa Tyr190, Arg233 u Lys236, 1ok KoopauHaIMju AONPUHOCE
u Aspl199, Glu229, Asp234, ognocHo Tyr237. BesuBame HaTpujyMa MO3UTHUBHO yTHYE Ha

KaTaJIUTUYKEe 0COOMHE TpOM6I/IHa.

CrtpykTypHa opraHuzanuja TpoMOuWHa TpoTenHy omoryhaBa Ja ocTBapyje
MHTEpakKIfje ca BEJIMKUM OpojeM CcylncTpara M HpoOMOBHUIIE XeMocTady. Hajmosnatuju

cynctpar TpoMOuHa je ¢ubpuHoreH. dDubpunoren (dakrop [) je MyITHIOMEHCKH
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TJIMKOTIPOTEUH MPHUCYTaH y KPBHOj M1a3Mu. Monekyn (uOpuHOTeHa cacToju ce of JBa ceTa
ca 1o TpY MOIMIETUHA JIAHI[A KOjU ce HasuBajy Ao-, BP- u y-nanamuma (Ciuka 1.35).202
CetoBu snanara Mel)ycoOHO Cy MOBE3aHM ca MET CUMETPUYHUX AUCyApuIHuX Be3za. Kpajeru
naHana Ha3uBajy ce D momeHnMa a criajame caMuXx JaHala BpIu ce y eaTrpanHoMm E nomeny
KOjU 3ay3uMa OOJIUK ,,BHIIECTPYKO yBUjeHOT cermeHTa” (eHr. coiled-coil segment), ogHocHO
CerMEHTa y KOME JI0Jla3u JI0 MpeIuleTama o-Xenukca o-, - u y-manana (Cnuka 1.36). V
HABEJICHOM pErHOHY IIOCTOjU CHCTEM HECHMETPHYHHMX IUCYI(PUIHMX Be3a Koje rpaje
mucyndunau npcred. CBux mect N-TepMUHATHUX OCTaTaka JiaHara MPOCTOPHO Cy OJUCKU U
CTaOMIIN30BaHU Cy OpOJHUM IUCYI(PUIHMM Be3ama, JOK cy C-TepMUHYCH TPOCTOPHO

yaaJbeHU YiMHeh Bpiio acUMeTpUYaH U U30yKEH MaKpOMOJIEKYIL.

Csaku Aa-nanar cacroju ce o1 610 amurOoKMcenuHa, BB-manam ox 461 ocrartaka, 1ok
y NpPUMapHO] CTPYKTYpH Y-naHia noctoju 411 amuHOKHMCcenuHa. YHyTap cBakor oja Ada-
naHana Hanasu ce N-tepmuHanau ¢udbpunonentun A (edr. fibrinopeptide A, FPA) xoju je
CYUITHHCKM 3HauajaH jep HEroBUM OJIBajalbeM 3allouribe OuocuHTe3a (GuOpuHa.
Onrosapajyha ctpykrypa yayrap B nanmna nasuBa ce ¢udpunonentun B (enr. fibrinopeptide
B, FPB). ®ubpunonentuan A u B Ha N-TepMHHATHUM KpajeBUMa HOCE BHUIIIAK HEraTHBHOT
HaeJIeKTpucama yclie]l IPUCYCTBa OCTaTaka INIyTaMMHCKE U aclapariHcKe KHceluHe. Yiora
OBUX HETAaTHMBHUX IIapXHu je ToBehame pacTBOpP/BMBOCTH (UOPUHOTEHA y TUIA3MU H
CIpeyaBamke I[IpepaHe arperaiyje YCIOBJbEHE ENEKTPOCTaTHUKUM oJ0HujambeM u3Mely
Mosekyna ¢udbpunorena. Ornymramem FPA u FPB cmamyje ce pacTBOpJBMBOCT HacTajaor
¢ubpuna. Ca npyre crpane, nanuu Bf u y cagpie KOMIUIEKC y KOME acraparuH rpaau N-
TIIMKO3UJHY Be3y ca onurocaxapuanma. On yJbeHUX XujapaTa HPHUCYTHE CYy CHjaJIMHCKE
KkucenuHe, 3atuM octauu Gal, Man, N-aneTunriyko3aMuHa, 2-(aleTUIaMUHO)-2-1e0KCH-0-

D-Glc u apyru.

Cauxa 1.35. Jlujarpamcku npukas cTpykrype GpuOpHHOTeHa.
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Camka 1.36. A) Kpucransa cTpykTypa XyMmaHoT (pMOpHHOTEHAa CHUMJbEHA Y PE30JIYIIUJUA O]
2,9 A (PDB ID: 3GHG). Aa-nanuu oGeiexeny cy miaBoM 6ojom, Bp-manuu o6enexenn cy
KYTOM, Y-JIaHAIM 00€JIeKEHHU Cy MpBEeHOM 00joM. CermMeHTH AUCYIPUIHNX Be3a 00CICKCHH
Cy XyTUM Kpyropuma. ,,KHOO” A oOenexeH je npHum chepama, ,,KHo6” b obenexen je
Jpyondactum chepama. b) Yeehanu npukas npemietama Aa-, BB- u y-nanna.

VYnore ¢pubpunoreHa n GuOprHaA MpekIIanajy ce TOKOM Ipolieca KoaryJjaiuje KpBH,
¢ubpuHONM3e, UemylapHe U HWHTEpaKUyje MaTpuKca, WH(IAMAaTOPHOT OJroBOPA,
3aleJbUBaba paHa U Heorvtasuje. OBe (QyHKIMje peryjiucaHe Cy MHTEpaKTUBHMM LIEHTpUMa
¢bubpuH(oren)a, Heke o GyHKIIMja Cy MAaCKUPaHe U HEJOCTyNHe ((UOPUHOTEHY a €BOIYHPa]y
Kao mocieauna ¢opMupama (GuOpuHA WM OCTBapuBama (HUOPUHOICH-IIOBPIINHA
uHTepakiuja. Ca acrekra oBe JOKTOPCKe JucepTaluje HajOUTHUJU (PU3HONIOIIKH MPOLECH Y
KOjUMa y4yecTByje (uOpHHOTEH jecTe Mpoaykuuja ¢(UOpUHA U HEroBO YKpIITame, IITO 3a
MocleIuIly uMa Be3uBame 3a TpoMOMH. Takole, 3HauajHa je M perynanuja akKTUBHOCTH
¢axtopa X, BesuBame (paxkropa pacra 3a KpBHM YIpylIak, Kao M MHTepakuuja ca heianjama

TpoMOOIMTA, IEYKOIUTa, GUOpOoOIacTa U EHAOTENNjyMa.
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Kao mro je Beh momenyro, ¢uOpuH ce ¢opmupa peakiujoM KoOjy Karaiau3yje
TpoMOUH, ofBajambeM ¢uOpuHonentuaa A on Ac-maHna ¢uOpHHOreHa, HAKOH XHIPOJIH3E
nentuaHe Bese oArgl5-aGlyl6 y momekyny Ao-nmadia ¢uOpuHOreHa, OJHOCHO HAKOH
xuaposimze nentuaHe Bese PArgld-pGlyl5S y monekyny Bf-nanna ¢ubpunorena (Illema
1.11). Ha taj HauuH ce o ¢pubOpuHOTeHa o/1Bajajy GpuoOpuHonentun A u pudpuHonentuaa B,
U BpIIM CE€ WHUIMpame MojJuMepusanuje (uOpuHa 10 HAacTaHKa MOHOMepa (uOpHHA.
VYxparko, ¢ubpun ce Gopmupa kama TpoMOuH ykiaonu mane nenruae FPA u FPB ca N-
Tepmunyca B u B nmanama ¢ubpunoreHa, otkpusajyhu cerose ,,riaBa’” (eHr. ,,knobs”) koje
OCTBapyjy HEKOBAJICHTHE HMHTEPAKIMje ca YBEK MPUCYTHUM ,,pynama’ (eHr. ,,holes”) Ha
cycenHuM MoJsiekynuMa ¢ubpuna. HTepakumjom ,,rinaBa’ - ,pyna‘ HacTajy OJUTOMEpHU KOjU

ce Ha3MBAajy MPOTOPUOPUITH.

TPOMOUH
NN N Gly /. Coo-
(bubpuHOTIENTH T ¢bubpuHCKHU JaHaIl
(A wm B) (o mmm PB)

Ilema 1.11. Mexanu3am niejcTBa TpoMOMHA Ha GUOPHUHOTEH.

PazymeBame MexaHHM3Ma HACTaHKA KOaryjlyMa MIIaK 3aXTeBa MaJlo JIeTaJbHUJU IIPUKa3
CTPYKTYpHUX IIPOMEHa Koje ce JellaBajy y CTpYKTypu ¢uOpuHoreHa. Tako, IpHUIMKOM
olBajaba ¢uOpuHonenTuaa A (OJHOCHO NPBUX ILIECHAGCT aMMHOKHCEIWHAa O] Ad-JaHla
¢bubpuHOTEeHa) HAcTajy HHTEpPMeIUjepHe CTPYKType Koje ce€ Ha3uBajy NpoTohuOpuiu.
Hacrankom nporopubpuna aona3u 10 €KCHOHUpama NOJIMMEpPHU3allMOHOI MecTa Ha Ad-
naHuy (uUHpUHOreHa Koje ce o3HauaBa ca EA. Jenan neo EA Hanasu ce Ha N-TepMuHnycy o-
JaHa u cactoju ce ox ocraraka aGlyl7-oProl8-aArgl9-aVal20 (GPRV). Csaku ox EA
peruoHa ocTBapyje MHTEPAKILN]y ca KOMIUIEMEHTapHUM BE3UBHUM MecToM yHyTap D nomena
y-JlaHala cyceHUX Moiekyna ¢pubpuHoreHa. KommiemenTapHo MecTo o3HauaBa ce ca DA u
Hanazu ce m3Mmely ammuokucenuna y337-y379. GPRV cermentr y EA peruony 3ampaBo
Mpe/icTaB/ba IEHTPalHy ,,rmaBy” (eHr. ,.knob”) koja ce ymehe y ,,pyny” (eHr. ,,hole”’) Ha
uHBep3HOM Y-maHiy DA permona C-tepmunyca (yC pomen). HWuunmjanna EA:DA

acolyjanyja y3pokyje J1a nocroju Mel)ycoOHo nmopaBHame 1Ba MoJjekyna GpuopruHa npu yemy
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HAcTajy HecTaOMJIHM JBOCTpyKO yBUjeHH ¢ubOpwiu. Ilpeknanmame 1Ba MoJseKyna
¢ubpunorena je y oBoj ¢asu camo aenuMmuyHo. OHU Hazxasbe Beoma Op30 Mpesaze y MHOTO
crabunamje dopMe: Kaga ce JBa JBOCTPYKO yBUjeHa (GuOpwiia MmocTaBe JaTepaliHO jefAaH y
OJIHOCY Ha JIPYTH, HACTaje YETBOPOCTPYKO YBHUjeHU (UOpPWI Yy MPOIECy KOJU ce Ha3uBa
,,OMJIaTepaHo moBe3nBame” (eHr. bilateral junction). JlatepaiHa KOHBEpreHIMja H0AaTHUX
¢ubprIa T0BOAM IO HACTAHKA MYJITHYBHJEHUX pa3rpaHATHX CTPYKTypa y MPOIECy KOju ce
Ha3WBa ,,CKBUJIATEPATHO  TTOBE3UBAE, PH Y€MY HACTa]y HEKOBAJICHTHO BE3aHU OJIMTOMEPH.

OBakBe cTpyKType ce Ha3uBajy des-AA ¢pubpuHu.

[TapanenHo ca MpeTxXoJHO OMMCAHUM IPOLIECOM JIEIIaBa C€ U XOMOJIOTO OTHYIITAHE
¢ubpunonentuna B. Tume ce oTkpuBa He3aBUCHM NOJIMMeEpU3allMOHU LeHTap EB koju
sanmounbe ca cekBeHnoM PGlyl5-BHis16-BArgl7-pProl8 (GHRP) u koju octBapyje
MHTEpaKIuje ca komuieMentapuuM DB nentpom y cermenty B-nanmna D nomena. [lomenyre
WHTEpaKIIMje JOMPUHOCE JIaTEPATHO] acOIMjallijy jep TOoApa3yMeBajy MpeMellTama yHyTap
BC-pernona D nomena, HakoH yera Hactajy uHTepMosiekynapHu PC:BC koHTakTu. Y HCTO
BpeMe paojyiazu u 110 Mehycoone arperanmje yC:BC ,,kH000Ba”. CrienupUYIHIM KOHTAKTHMAa
Hacraje des-BB ¢ubpuH 3a koju ce TBpau 1a je MHOTO cTabumHuju o des-AA ¢ubpuna u na

Tpe/CcTaBsba NPaBu GUOPHHCKHU TOTMMED, OJHOCHO KpBHHM yrpymrak (Cruka 1.37).2

VY crpykrypu YC momMeHa IMOCTOJM JOII jeJaH M3Yy3€THO 3HadajaH CErMEHT KOju ce
HazuBa yXL-permoH W KoOju TpeKpHBa MECTO YHAaKpCHOT yMmpexkaBama YC goMeHa.
WNutepmonekyincka aconujanmja u3mehy nBa yXL-pernona moTHOMaxke NpPaBUIHOM
dbopmupamy YC:BC u BC:BC Mpexa W MOCICIUYHO] TPAHCTIIyTAMUHAIIM]A KOAryJallioOHOT

(dakropa XIII.

@axktop XIII je y cTBapamy Koaryliyma yKJbYYEH 3axBajbyjyhu TpOMOHHY KOju
Karanu3yje KoHBe3pujy uHakTuBHe (opme daktopa XIII mo akrtuBne. Daxtop Xl je
MPOTPAHCTIyTAMUHA3a KOja TMOpEe] yJIore y XeMOCTa3d MMa W (QyHKIHMje YHyTap IUla3Me H
MHTpaneTyIapHe TeunocTr.?? >4 Tako, oBaj (pakTop Koaryjaluje UMa yluory y 3alesbuBamy
paHa, oJpraBamy IMPOIYCT/FUBOCTU KPBHHUX CyJ0Ba, OJAp)KaBamwy TpynHohe, aHrMOreHesw,
CTaOMJIM3allju U MUHEpaIM3alMju eKCTpaleaylapHOr MaTpUKCca y KOCTUMa U XPCKaBHIIH,

oJlp>KaBamy (PU3HOJIOUIKE PYHKIMjEe CpLia UT.
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Ciamka 1.37. KoHTakTH y KpHUCTAIHO] CTPYKTYpH XyMaHOT (pUOpHMHOTEHA KOJU YKIbYIY]Y
,,end-to-end” unrepakuuje yC momMeHa, aTepaiine antunapaieiane uarepaxiuje pC romena u
aHTHIIApAJIeIHy acolujalujy ,,BumecTpyko yBujeHor cermenra” (CC). Kiacrepu yribeHHX
XHpaTa MpeAcTaB/beHu ¢y cuBoM 00joM, A u B ,,xkHo60Bu” YC u BC ,,pyre” xyTom 60joM. o
JIAHIM CY MPEACTaBJ/EHH 3€JICHO, [3 JaHLHM IUIaBOM, Y JIAaHIM LpBeHOM OojoM. LleHTpamHu
JIOMEH je Oo3HavyeH ca cioBoM E y kpyry. TaMHHMja W CBeTJIMja HHUjaHCAa OCHOBHHX 00ja
03HAuaBajy JiBa MoBe3aHa MoJeKyna GpuobpuHorena.?!

VY ¢dopmu y k0joj ce Hanasu y mwiazmu, dakrop XIII je Tperpamep koju ce cactoju of
e cyojemunuiie A (dpaxkrop XIII-A), koje yd4ecTByjy y caMOM yMpeKaBamy, T€ IBE
cyojenunune B (dakrop XlII-B) cybjenunuiie, koje umajy (yHKIHjy HOCA4a MM MECTa
Be3uBama mHXuoOuTopa. Ca nmpyre crtpane, y nenynapHoj tedHoctH, ¢akrop XIII mocroju

camo kao aumep XIII-A.

TpeHyTHO He MOCTOjU peleHa KPUCTAIHA CTPKTypa LEJOKYIHOT KOMILIeKca pakTopa
X1, Tako na HUje MO3HATa NMpupoja uHTepakuuja umelhy cyo-cermenara XII-A u XIII-B.
Wnak, cHuMIbeHa je KpuctamHa cTpykrypa aumepa daktopa XII-A (Cauka 1.38). daxrop

XI1-A npunana gpamunuju TpancriyramMmuHasa (eHr. transglutaminases, TGs). ¥ kpuctanHoj
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CTPYKTYpH MOTY C€ pa3iMKoBaTH N-TEPMHHAJIHM aKTUBAalMOHM mentux (eHr. activation
peptide, AP-FXIII), cexBenma 1-37 koja ce packupa TPOMOMHOM MPUIIMKOM aKTHBAIHje,
3aTUM [-CEHJBHY, OJTHOCHO cekBeHIa 38—184, kaTanuTuuku JoMeH Tj. cekBeHna 185-515, -
oype 1 (amunokucenune 516-628) u B-Oype 2 (amunokucenune 629-731). AMHUHOKUCETHHA
KOja HOCH TIENITHIHY Be3y KOja ce packuaa mpuiukoMm aktupanuje je Arg37. Karamuruake
amuHokucenuue jecy Cys314, momumpana ma AP-FXIII, te Tyr560, xoja ce namasu Ha [3-

Habopy B-Oypera 1. Kpucranna crpykrypa aumepa dakropa Xll1-B Huje chumspena.

Cimka 1.38. A) Kpucranna crpykrypa dakropa XII-A caumibena y pesonymmju ox 2,1 A
(PDB ID: 1F13). AP-FXIII cexBenia mnpukasaHa je TaMHO 3ejeHoM Oojom. IIpBu saHai y
XOMOJIMMeEpY MpHKa3aH je po3oM 00joM, OPYru je NpHuKa3zaH IulaBoM 0ojoM. [B-ceHaBHY
oOenexeH je OenMM TpaHCIApeHTHUM cdepama, KaTaTUTHYKA JIOMEH HapaHUacTUM
TpaHcnapeHTHUM cdepama, B-Oype 1 npBeHuM TpaHcnmapeHTHUM chepama, B-Oype 2 miaBuM
TpaHCHApEeHTHUM cdepama.

VY mna3zmu, paxtop Xl nupkynume kao Az2Bz-terpamep koju ce Besyje mpeko B cyo-
jenuHuIe 3a y'-nanan GpuOpuHOreHa, 13B. pubpuHOTreH 2. PUOPUHOTEH 2 CIIyKU Kao MPOTEHH

Hocay 3a nupkynumyhu ¢akrop Xl u kao perynarop merose aktuBHOcTH. Mako je dakrop
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X1l moTeHTaH KaranM3aTop YHaKpCHOT yMpexaBama (UOpPHHA, HEroBa aKTHBHOCT je Tpe
Hacranka des-BB ¢ubpuna edexrtuBHo koHTposmcana. Cam c¢akrop XIII je mo cBoje
aKTUBallMje TPOMOWHOM BHPTYEIIHO HEAKTUBAH W TpUIafa He-(U3HUOJIOIMIKOM KaBaJCpUH-
kazenH cucremy. Mmak, natuBam ¢aktop Xl mokasyje m TeHOeHIHM]y Ka yMpeKaBamby
¢ubpuHOoTeHa Wi (UOpPUHA Kaja ce JOCTUTHE (DM3HMOJIONIKA KOHICHTpalldja KallllhjyMa;
CTCIICH yMpexaBama Karanm3oBaH ¢akrtopom XllI, HapounTo kon ¢ubpuHa Moxke OUTH
UICHTHYAaH OHOM KOjU C€ TIOCTIDKE Kaja je yMpekaBame Katanm3oBaHo (akropom Xllla.
YmpexkaBawe (akropom Xl mormomornyro je o2-aHtumiasmMuHOM (eHr. o2-antiplasmin,

a2-Pl), koju ce KOBaJICHTHO Be3yje 32 (GUOPUHOTCH Y IJIa3MH.

Ca npyre crpane, dakrop XIII-B je rmmkompoTtenH koju ce cactoju ox 10 ,,sushi”
JIOMEHa KOJU ce€ TMOHaBJhajy (m3Mel)y cBakor JoMeHa TMOCTOje JBE HWHTPAMOJICKYJICKE
mucyndunae Bese). OBM JIOMEHHM C€ Yy JHTEpATypH JOII HABOJAE M KAao MOMIYIH
KOMILUICMEHTAPHUX KOHTPOJHUX mpoTerHa (eHr. complement control protein modules,
CCPms). TeprmjapHy CTpYKTYpY ,,SUShi” momeHa uuuM miecT B-HabopaHuXx KoH(pOpMaImja
cTabmin3oBaHuX Mehy coOoMm ca aBa aucyinduaHa MOCTa Ha KpajeBUMa HaBoja. Y TUTalky Cy
Jako XuIpoOHE CTPYKTYpe KOje MMajy 3ajeJHMYKy OpraHu3amujy y Buay -2 u -4 HaBoja.
TpeHyTHO MOCTOje caMO XOMOJIOTH MOJEIH ,,SUShi” JoMeHa ca JEeTCKTOBaHUM MyTalHjama

(Cnnxka 1.39).24

Ciuka 1.39. Xomonorn mozenu met ,,Sushi” momena daxropa XIII-B koju npuxasyjy
JIOKaIM3aIKjy celaM JEeTCKTOBaHMX MyTaluja. bpojeBu ucmoja ykasyjy Ha Opoj ,,Sushi”
JOMeHa. YHyTap Mojena, -HabopaHe KoH(opMallyje MpHukKa3zaHe cy 3eJeHOM 00joM mpu
4yeMy CTpelule MokKasyjy npasan oa N- ka C-tepmunycy. Ocranu amuHokucenusa Cys Koje
rpage mucynduaHe MOcTOoBe mpukasanu cy van der Waals-oBum chepama (cymmop xyrom
60joM, yribeHUK Oesnom Gojom). HaTvBHE aMUHOKHCENIMHE U HHXOB MOJI0XKa] O3HAYEHE CY
JbyOudacToM cdepom, Takoh)e Ha3HAUEH je HUXOB IMOJIOXKA] Y CEKBEHIIM M aMMHOKHCETUHA
MyTaHT.?

Kao mTo je Beh HamomeHyTo, y mpolecy mupKyiamnuje kpBu Iuazma ¢akrop XIII
Besyje ce 3a y'-nmanan ¢ubpunorena npexo XIII-B cy6-jequnune. Cama aktuBaiuja daxropa

X1 Bpmn ce Tako mTO TPOMOMH HajIpe Karajau3yje OJBajarmbe aKTHBALMOHOT TMENTHAA ca
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daxropa XIII-A, na 6u motom y mpucyctBy jona Ca?* mommo mo mucomujaumuje daxropa
XI11-B. Ha xpajy npouieca dakrop XIII-A nocraje Tpancopmuican y akTHBHY TpaHCTIyTa-

muHa3y, paxrop Xllla.

YMpexaBame ce BpUIM Tako mTto C-TepMUHATHU PETHOH CBAaKOT (huOpMHOTEeHa, WIiH
(UOPUHCKOT Y-JIaHIa, CAIpPKH jeTHO MECTO 32 YHAKPCHO yMpexaBame Ha kome gaktopu XI|
wm Xllla xaranu3zyjy ¢hopmupame y-auMepa yBohemeM perunpoyHIX WHTEPMOJIEKYICKHX
&-(y-TIyTaMuI )JIM3UH KOBAJICHTHUX Be3a Koje ce Gopmupajy m3mely yLys406, ca jexnor vy-
nanna, oxgHocHo yGIn398, ca apyror y-nanna (Illema 1.12). Unentuvan tum &-(y-TiIryTamun)
JIU3MH KOBAJIEHTHUX Be3a (opmupa ce cropuje usmel)y riyraMuHa u Jin3uHa Ha Ao- WIH 0-
JaHIMMa, IpU YeMy HAcTajy o-OJMroMepu U Behu o-mojauMepu. YHAKpCHO YMpPEKaBambe
takohe mocroju u3Mel)y o- W y-nmaHala, a TAaKBO YMpEXKaBame j€ KapaKTepUCTUYHO 3a

MoJekyiie (uOpUHOTEeHA KOJU C€ Hajla3e Y KPBHO] TUTa3MH.

(0]
bubp L - o G
JIA3WIT- OCTaTaK DIIyTaMMI- OCTaTaK
dakrop Xllla
NH,* (mpancenymamunasa)
(0]
H

lema 1.12. Ykpirame aBa ¢ubpuHCKa J1aHana y npucyctBy ¢akropa Xllla.

CeBpxa ympekaBama jecTe Jla Ce KPBHHU YrpyllaK JOJAaTHO CTaOWiIM3yje M Ja ce
Crpeur eroBa mpepaHa ¢uOpuHom3a. CTaOMIHOCT Yrpylika Jlajkeé ce OCTBapyje Ha
WHIUPEKTaH HA4YMH, HAKOH MPOTEOu3e TpoMOUH-akTuBUpajyher nuxudutopa GuOpruHOIN3E
(eur. thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor, TAFI), katanu3oBaHe TpPOMOHHOM, [0
aktuBHe Gopme TAFla. V nuramy je kapOOKCHIENTHAA3a KOja yKJama OCTaTKe JIM3UHA ca
¢ubprHa KOju Cy MPHUPOJHO MPENno3HaTH O]l cTpaHe (puOpuMHOIMTHUUYKMX eH3uMa. [labe,
TPOMOMH TMO3UTHBHO DETYIUIIE 1I€0 HPOILEC U 3a0KPYy)XKyje I'a THUME LITO C€ CAM IOHOBO
CTBapa HAaKOH mpoTeosuTHuyke KoHBep3uje ¢(akropa Xl mo Xla y yHyTpammeMm myrty,

onHocHO (haktopa VI u V kao xodakropa 3a buodopmupame akropa Xa u TpoMOHHA.
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[TotoM, Harpahenu yrpymak Be3yje TPOMOOIMTE, I[PBEHAa KPBHA 3pHIIA M OCTaJe
KOMITOHEHTE Jia 3ajeHo (Gopmupajy Oenu Wiu [PBEHH Yrpyiiak, ogHOCHO TpomO (Cruka
1.40). benn TpoMO je yriaBHOM QopmupaH oj TpomOouuTa M (GUOPUHA U PETATUBHO je
CHpOMAIllaH EPUTPOLIUTAMA, JOK KOJ LPBEHOr TpoMmOa mpeoBial)yjy €pUTPOLMTH H

¢ubpHrHCKa BIaKHA.

[Topen ymore y nporecy aktuBaije GuOprHOreHa, jom 3Ha4YajHUja yiora TpoMOruHA
jecte y mpouecy aktuBauuje Tpombonuta u Qakropa V u VII koju cy ykibydeHu y
KoarynanuoHny kackany. Akrusanuja ¢akropa V u VIII nasme Boau xa aktuBanuju (axkropa
XI u IX. Takohe, TpomOun aktuBupa u ociodaha daxrop VIII u3 kommiekca koju rpaau ca
von Willebrand-oum aktopom. VM3 HaBe€HOT MOXKEMO 3aKJbYUHUTH JIa je TPOMOHWH, MOpe/
(daktopa X, jemaH oJ1 Haj3HAYAJHUJUX YUYECHUKA y KacKaJaHO] Koarynanuju kpBu. Ctora cy
OBM CH3MMU BeOMa IIOBOJbHE METE 3a HWHXUOWTOpE KOoju he CIpeyuTd mpolec Hajbe

Koarymaije KpBH.

Cauka 1.40. ®opmupame (puOpUHCKE Mpexe Ha MECTy MOBpele KpBHOI cyda. 1) Hacnare
TpOMOOIIMTa Ha €HJO0TENy, 2) aKTUBHPAHU TPOMOOLHUT, 3) caapxaj TpomOouuTa ocinoboheH
NPUIMKOM aKTUBaIMje TpomoOorwmTa, 4) Mpexa UOpPMHCKUX BIlakaHa, 5) eHaoTenHe henuje
omrtehenor kpBHor cyaa. Ilpeysero u3 Hoeu acnexmu namoghusuonozuje u mepanuje
nopemehaja yupkynayuje, Jyeopemeouja 3pervanun, 1980.
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1.1.4. AHTUKOATYJIALIUJA
1.1.4.1. PEI'VJIALIMJA CIIOJbAIIBET Y YHY TPAILLILET IIYTA KOATYJIALIUIE

dusmnonomkn nporec GopMHpama KPBHOT YrpylIka MOpa Ce€ y jeTHOM TPEHYTKY
3ayCTaBUTH Kako He O JOIUIO J0 3aueryberha KpBHOT cyaa. CTora HacTyma mpouec Koju je
CYIpOTaH KOaryJlanujd KpBH a Ha3uWBa C€ aHTHKOarynamuja. Y Mpolec aHTHUKOaryJamuje
YKJbYUeHH Cy 6pojHr nHXHOUTOpH n3 kppotoka (Illema 1.13).3

Wuxubutop myra TkuBHOT (akropa (enr. tissue factor pathway inhibitor, TPFI)
peBep3uOUIHU je uHXuOuTOp (pakropa Xa u TpombOuHa. Ilopen muxubunmje ¢akropa Xa,
komruiekc Xa-TPFI moxe nasbe mHXUOMpaTH U KOMILIEKC TKUBHOT (DakTOpa, KOJU je HOCHUJIAIL
Koaryjaije Ha croJbamimeM myTy. [lopen Tora, aktuBHOCT (akTtopa Xa W MpoTpoMOMHA
perynucaHa je aHTUTPOMOMHOM, A ce MHXMOHWIMja KoaryjalloHe KacKajae Moke mo0o-
JBIIATH y TIPUCYCTBY XETapHHA.

TpomOuH je ykibydeH y jelaH OJ PeryJalMOHMX MEXHHM3ama KOJU C€ OJ/IBHja TOKOM
Koarymnaije. 3ajelHO ca TpOMOOIYJIMHOM, TJIIMKOMPOTEHHOM IPUCYTHHM Ha TOBPITMHU
eHJ0TeTHUX henuja, TpoMOWH (opMHUpa KOMIUIEKC KOju aktuBupa mpotenH C. Y koMOuHa-
uju ca mporeMHoM S aktuBupanu npotenH C (enr. activated protein C, APC) pasmaxe
dakrope VIlla m Va u Tako orpaHnyaBa HHUXOBO ydemhe Yy KOaryjilnuju KpBHU.
TpoMmOoMOaynHH Kao perenTop 37paBUX EHAOTETHUX henrja Be3yje TPOMOWH U TIPEKO
aktuBauuje ButaMuH K-3aBucHor nporenna C u meroBor kogakropa, nporeuHa S, popmupa
komiiekc APC. ®opmupamem APC komIuiekca ce ocTBapyje BUA KOHTPOJIHOT MEXaHU3Ma
koarynanuje kpBu. Hemocrtatak mporenHa C wiu mpoTeMHa S MOXE Y3pPOKOBAaTHU IOjaBY

BCHO3HC TpOM603C.

1.1.4.2. PEI'VJIALIWJA HUBOA TPOMBUHA

Ha mouerky m3narama 0 Koaryjganuju IpeJoyueHo je Ja ce MOBPIIMHA TPOoMOOLHUTa,
Kao M 37paBe eHJoTenHe henuje, Koje ce Hajmasze y Onm3uHu omTeheHor TkuBa, ycien
HEraTUBHOI HaeJeKTpucama MelycoOHo 0101jajy. AHTUTPOMOUH U XeNapHH cyiadar, Koju ce
HaJla3yu Ha MOBPUIMHU €HJOTEIHMX henuja, Be3yjy ce 3a TpOMOMH U HeaKTHBHUpaHe (akrope
Koaryjanuje Te Tako cIipevyaBajy BUXOBY akTuBauujy. Takole, 31apaBe eHjporenHe henwmje
U3IY4yjy a30T-MOHOKCHJI M TPOCTAlMKIMHE KOjU CIIpeyaBajy aKTHUBALM]y M arperarujy

TpoMOOIMTA.
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JemHoMm HacTanu TpoMOWH YKJbydyje c€ Yy IMpoIlece XeMOCTa3e WM TpoMOo3e ma ce
EroBa KOHIICHTpAllMja MOpa MaXJbUBO OJIp)KaBaTH Ja OM ce Crpedmio Jabe (popMHparbe
¢ubprna u akrtuBanyja Tpombormra. OapxaBame (U3UOJONIKE KOHICHTpalKje TPOMOMHA
IIOCTH)KE C€ Ha JBa HayMHAa. TpOMOMH IMPKY/IMIIE KpO3 KpB JOK HETOB HEAKTUBHU
MPEKypCoOp MPOTPOMOUH TOJJICIKE YTHIA]y €H3MMCKE aKTHBAIMje KACKaJHHUM MEXaHU3MOM.
Perynaropuum (enr. feedback) mexanusmom ce y cBakoM jieny Kackaje oJp)kaBa paBHOTEXa
u3mel)y aktuBanmje u nHXUOUIMjE PakTopa YKIbydeHUX y oBaj nporec (Llema 1.13).

Jlpyru BHUA KOHTpOJIE AaKTMBHOCTHM TPOMOMHA je JeaKkTHBalfja HHXUOUTOpHMa
MPUCYTHUM Y KpBH, aHTUTpOMOUHUMA. YeTnpu nHXUOUTOpa TpOMOMHA MPUPOAHO MOCTOJE Y
mwiazmu. Hajsaxuuju je antutpoM6uH I11 xoju nonpunocu ca 75% ykynHe aHTUTPOMOHHCKE
akTuBHOCTH. Takohe, antutpom6uH |1l je u uaxudburop paxropa [Xa, Xa, Xla, XIla u Vllay
KOMILIEKCY ca TKUBHUM ¢akrtopoM. [lopen anturpomOuna Ill, aktuBHOCT TpOomMOMHA
MHXUOUPAJy U 02-MakporioOynuH, xenaput kodakrop Il u a1-aHTUTpUIICHH.

Ennorena aktuBHOCT anTutpoMOuHa III 3HaTHO ce moBehaBa y mpUCYCTBY KHCEIHX
MPOTEOrJIMKaHA Kao WLITO je XemapuH. XemapuH ce Kao Ko(akTop Be3yje 3a crnerupuvHu
KaTjoHCKHU 1eHTap antuTtpoMmOuHa I, mTo noBoau 10 KOHGOPMAIMOHUX MPOMEHA YHYTap
aatutpomOuna Il m omakmranor BesuBama aHTuTpomOmMHa III 3a TpoMOWMH wmiM ocrane
cyncrpare. Ha oBoMe, ka0 M Ha HHTEpaKIUjHU XEeMaprHa ca TPOMOMHOM, 3aCHHBA C€ IIPUMEHA
XelapuHa Kao HWHAMPEKTHOT HWHXUOUTOpa Koaryjanuje KpBU Yy KIMHUYKO] MEIULUHU
IIPUIMKOM JIeUeHa Pa3IMuYUTHX TUIIOBA TPoMOO3€ KOJU C€ HE MOTY JICYUTH KyMapUHCKUM
aHTUKOAryJaHTHMa, O yeMy he OWTH BUIlE peud y KacHHJeM TeKCTy. AHTHKOaryjaaThBHA
aKTHUBHOCT XelapHHa MOJKE C€ YMamHUTH y IPUCYCTBY KAaTJOHCKOI MOJIMIENTHA Kao LITO je
IPOTAMHMH, KOJU C€ Be3yje XemapuH U Tako HWHXUOUpAa HEeroBy HHTEpaKIHUjy ca
antutpombunom III. Ocobe ca Hacnennum HemoctaTkoMm aHTuTpoMmOuHa III mommoxHe cy
BEHO3HOj TpoMOO3H, MITO je Aoka3 aa anturpomOuH Il uma ¢usnonomky GyHkujy u na je

KoaryjianuoHu CUCTEM KO JbYAH BPJIO JUHAMHUYAH.

HEBEHA CTAHKOBUR 62



JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

MIPEKAIMKPEHH,
BHCOKOMOJICKYIapHHU
KHHUHOTCH
XII Xlla
BHCOKOMOJIEKYJTApHU
KHHUHOTEH
cat TPFI
XI Xla
/"—‘ _____ ‘~\\\\\ 2 i
)
! Ca”’ 3
IX IXa Vlla/TkuBHu dakrop
1 2+ 1
! Ca '.
VIII Vlilla PO R— J |
| AKTHBHH E E
nporens C X
TNPOTEHH S/I\ v
HpOTem'[ C+ TpOM60)1yJ'[I/I:H
YHYTpAIIbU MYyT bubpun XI|IIa
~—— CIOJbAIIH IYT MOHOMeEp
> 3ajeJHHUYKHU IIyT J
----> [I03UTUBHA perynaiuja Kakajie
----* HHTepakluja CHOJbAIbEr U ubpun
YHYTpALIKEr IIyTa TOJIMMEp
— peakiuje HHXUOHIIH]je \4 ______ -

¢ubpuHCKa Mpexa
(koarymym)

Ilema 1.13. Perynanuja mpoueca Koarynangje KpBH HajBaXHMjUM (akropuma
aHTUKoarynamuje. PakTOpu aHTHUKOAryjaluje U MECTO HUXOBOT YTHIaja MPHUKAa3aHU CY
L[PBEHOM 00jOM.
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1.1.4.3. YTULIAT EHIAOTEJIHUX REJINJA HA XEMOCTA3Y U TPOMBO3Y

Ennorenne henmje koje ce Hamase y 3WIOBMMa KPBHHUX CyAOBa Jajy 3HA4ajaH

JONPUHOC y PErylanuju XeMocTase u Tpombose.?

VY oBuMm henujama cuHTETHIIE CE
MPOCTAIMKINH, MONhHM WHXHOUTOP arperamyje TPOMOOIMTA, KOjU Jenyje CYIMPOTHO
TpoMOOKcaHy Az. [IpocTanuMKINHN CTUMYNIHPajy aKTUBHOCT aJICHHJI UKJIa3€¢ Ha MOBPIIMHU
memOpane tpombOonuta (Cnuka 1.41). Tlopact konuentpammje CAMP y TpomGonmTiMa
crnpedaBa ToBehame KOHIEHTpAIMje HWHTpAIEIyJIapHOT KallllujyMa Koje je TMOCeauIia
nejerBa IP3. Kako je Beh mpemoueno, IP3 je mpoaykr xuaposuse dochomumumaa (PIP2),
JIOKQTM30BaHOT y MeMOpaHH TpoMbomuTa, ca yiaorom aa omoryhaea ocmobahame Ca’t y

IIUTOCOJI YIJIAaBHOM W3 CHCTeMa TyCcTHX TyOyna TpombOomwmta. MHXMOUIMja mopacTa

xonnenTpamnuje Ca’" yTude Ha cMameHy aKTHBAIHjy TPOMOOIUTA.

Cauka 1.41. IIpuka3 npoliieca KOju ce 0/iBHjajy Y TPOMOOIIMTHMA.

ITopen tora, TpomOouuTH mocenyjy ADP-a3y koja xuaponusyje ADP u crnpeuaBa
arperanujy TpombOouuta. JlogatHo, y TpoMOOLMTHMa C€ CHHTETHIIY M XemapuH-cyidar,
aHTHUKOAryJaHT, Ka0 W aKTUBATOPH IJIa3MHHOTEHA KOJU pacTBapajy ¢puOpuHCKU yrpymak. Y

TaGenu 1.3 npukazaHu cy MOJIEKYJIM €HAOTEIHUX hennja u BUXOBO JEJCTBO.
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TABEJIA 1.3. Monekynu Koju ce OMOCHHTETHUINY Yy €HIOTETHUM henrjamMa KpBHHUX CyAOBa U
BUXOB YTHIIA] Ha Mpoliece TpoMO03e U PuOpUHOIH3E.

MOJIEKYJIN JEICTBO

ADP-a3a Xunponusyje ADP 10 AMP u Pi

@akTop OTIYIITAKA Nuxubupa anxeswjy TpomOomura Tako mTo mnoBehaBa HHUBO

(asoTMOHOKCH/T) cGMP-a

Xenapus cyngar AnTHKOArynanT; ca antutpomOunom |1l nuaxubupa TpomOUH

(rIMKO3aMUHOTIIMKAH)

[Ipocranukinua Nuxubupa arperaiujy TpomoOouuTa noBehameM KOHIICHTPAIH]E
CAMP-a

Tpomboaynun VY xomOuHanmju ca TpoMOMHOM akTHUBUpa npoTenH C, Koju najbe
ca mpoTenHoM S pazmaxe (neakrusupa) ¢axrope Va u Vllla

AKTUBATOpP TKUBHOT AKTHBHMpa IUIa3MMHOTEH J0 IIJJa3MUHA, a IUJIa3MUH pasiaxe

IJIa3MUHOTE€HA ¢bubpun

1.1.5. ®UBPUHOJIN3A

Koarynanuonu cuctem Hajasu ce AMHAMUYKO] PABHOTEXH Yy K0joj ce (puOpuHCKH
YIpyIIIM CTalnHoO cTBapajy M pactBapajy.’ Ilpomec pacTapama (ubOpHHa HaszuBa ce
¢bubpunonmza (Ciuka 1.42). En3um koju perymuiie mporec GudbpuHomse je miasmuH. To je
CepHUH IpoTeas3a Koja ce y MUPKYJIAIHjiu OOMYHO HAJIA3U Y OOJMKY 3UMOTeHA IJIa3MHHOTEHA.
CaB 1u1a3MHH HacTao y (PU3HOJIOIIKUM YCIIOBUMA BPJIO ce Op30 JCaKTUBUPA JaKO PEAKTUBHUM
HHXUOUTOPOM, O-aHTHIUIa3MUHOM. [lna3sMuHOTeH ce Bedyje 3a (GuOpHMH M Tako IOCTaje
cacTaBHU J€0 yrpymka KpBu. HakoH Tora, IUIa3MHHOTEH C€ aKTHBHpa 0 IUIa3MHHA

u3beraBajyhu ajby nerpaganujy oz-aHTUIIA3MUHOM.

[TocToje pa3nuuuTH aKTUBATOPU IUIA3MHUHOTEHA KOJU ce Hajla3e y TKUBHMA, i CBU
pasnaxy uIeHTHU4YHY Arg-Val Be3y y mpHMapHOj CTPYKTYpU IUIa3MHUHOIeHa Ja Ou HacTajia

JIBOJIAHYaHA CEPUH-TIPOTeasa, Tj. miasMuH ([llema 1.14).

TkuBHM akTHUBaTOp MasMuHOTeHa (eHr. tissue plasminogen activator, t-PA), wiu
alTernyia3a, j€ CepuH IpoTeasa KoOjy eHJOoTeqHe henuje KpBHUX CyloBa HCHYIITAjy Y
LUPKYJIAK]y HAKOH MOBPEE WM CTpeca U KaTAIUTHUKU j€ HEAaKTUBAH CBE JIOK Ce He BeXe 3a
¢ubpun. Hakon Be3uBama 3a ¢pubpuH, t-PA pasznaxe Mia3sMHHOTEH M3 YrpyllKa U MPEBOIH
ra y miasMuH. [loToM, ma3MuH 3amnounmse mpouec pactBapama ¢ubpuna. Hu miazmMuH HE

AKTUBATOp IIJIa3BMUHOTCHA HC OCTajy BC€3aHU 3a IMPOU3BOAC HeraﬂaHI/Ije, Beh ce HakoH
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JIeTIOBakba OTIIYINTAjy Yy KPBOTOK, TJi€ IMOCTajy HEAKTUBHU J€jCTBOM CBOJUX MPHUPOTHUX

UHXHOUTOPA.

Camka 1.42. IIpouec pubpuHoaM3e y omreheHoM KpBHOM CYy1y.

aKTUBATOPU
MJIa3MHUHOTI'CHA

HN' Arg — Val COO
| | IJIa3MHUHOTEH
S ‘l/

+ -

H3N | Arg Val | COO J1Ia3MUH

S—SS

lema 1.14. [llemarcku mpuKa3 akTUBaIMje MJIa3MUHOT'€HA Pa3HUM aKTHBATOpUMa U3 KPBU.
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[Topen t-PA, mnasMuHOreH ce MOXE aKTUBUPATH Yy NMPHUCYCTBY YPOKHHA3e, YHjU je
MIPEKypcop MpoypoKrnHa3a. YpoKHHa3a ce OMocHHTEeTHIIE y henrjaMa MOHOIMTA, Makpodara,
¢ubpobnacTa u enutena. thena rmaBHa ynora je gerpajuaiuja eKCTpanenyIapHOT MaTpPHKCA.

Ha lemu 1.15 mpuka3zaHo je Kako pa3HU MPOTEMHH MOTY YTHILIATH Ha IMpolec GopMHpama

IJ1a3MUHa.
CTPENTOKNHA3a
+
- MIa3MHUHOTEH ——> CTPENTOKHHA3a-TJIa3MUHOT€H
/_\ KOMIIJIICKC
UHXUOUTOP t-PA > | < YpOKHMHa3a
aKTUBaTopa
pd
IJ1a3MUHOTEHA <

IJIa3MHUH (Xz -aHTUIIJIa3MUH

A 4
(GubprH ——> JerpajalloHu MpousBoau GpudpuHa

Iema 1.15. Ilpuka3 TO3WTHUBHOT yTHIIAja CTPENTOKWHA3€, TKUBHOT AaKTHUBAaTOpa
wia3mMuHoreHa (t-PA) u ypokuHase, W HEraTMBHOT YTHIlaja HHXUOMTOpa akKTUBaTOpa
IJIa3MUHOTEHA U O2-aHTUILJIa3MUHA Ha MPOIIeC aKTUBAlK]je TUIa3MUHOTeHa.

[Topex Tora, u Moan(HKOBaHA alTeIlIa3a Kao IITO je HIIP. CTPENTOKHHA3a (noOujeHa
TexHojorujom nomohy pexomo6unorane JIHK) nmpumemyje ce 3a ,paz0Oujame” pudpunckor
yrpymka. CrTpenTokuHa3a Trpagd KOMIUIEKC ca IJa3MUHOI'€HOM KOJU  MCIIOJbaBa
IPOTEOJUTUYKY aKTHBHOCT. ['paliere KoMmIulekca J0BOJM /0 pasjarama IJIa3MHHOTCHA JI0
IUIa3MHUHA U 3arounibe ce ca npouecom Gpudpunosmse (Illema 1.15). Mnak, moMeHyTH areHcH
Mame Cy celneKTUBHU o t-PA jep akTuBHpajy MiIa3MUHOTEH Y TeuHo]j (asu (Tne Moxe nohu
1o gaerpananyje (GuUOpMHOreHa M3 KpBOTOKa) yHyTap ¢uoOpuHCcKor yrpymika. Konnumna
IUIa3MHMHA J00MjeHa TepaneyrcKUM J03aMa CTPENTOKHHA3e MOXe OWUTH MHOrO BHIIA O]
KamaiureTa O2-aHTUIUIa3MMHA U3 LUPKyJalyje, IITO MOXE JOBECTH [0 pPa3rpalmbe
¢ubpuHorena u ¢pubpuHa, a TO Jajbe MOXKE MPOY3pPOKOBATH OOMUIIHA KpBapema. 300T CBoje
CENIEKTUBHOCTH y TMpoOIecy pa3rpaame (UOpHHA, TMOCTOJM HHTEPECOBAE 3a MPUMEHOM

pexkomOuHOBaHe 1-PA, mOrotoBo MNpUIMKOM HPOKpUYCH-a KOPOHAPHUX apTepHja HAKOH
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TpoMOo3e. AKO ce MpUMEHH y paHoj (a3 Tepammje, mpe UPEBEPCHOT omTehema cpuyaHoT
Mumuha (OTOpUIIUKE IIEeCT cCaTh HAKOH HacTaHka Tpombo3e), -PA 3HauajHO cMamyje cTommy
CMPTHOCTH o1 omtehema Muokap/a ycien KopoHapHe TpoMOo3e.

[TocToju u mHOTO (hM3HmoNomKkux mopemehaja, ykibydyjyhu pak u crame 1moka, Kaaa
ce moBehaBa KOHIIEHTpaIMja aKTHBATOpa IUIa3MHUHOTeHA. Tako, aKTMBHOCT aHTHILIa3MHHA,
KOja 3aBUCH OJf O1-aHTUTPUIICHHA W O2-aHTHIUIA3MHHA, MOXE OWTH yMameHa IIpH
MATOJIOMIKKM CTalkbMMa TonyT 1upo3e. [lomro oapehenn 6akrepujcku MeTabOIUTH, KA0 IITO
j€ CTpenToKuHa3a, uMajy MOTYNHOCT akTHBaIMje, OHU MOTY OUTH OATOBOPHH 3a OOMITHO

KpBapeme Koje ce MOHEeKa/l jaBjba Ko 0aKTepHjcKuX MH(pEKIH]a.

1.1.6. IIUKJIYC BUTAMUHA K ¥ ITPOIECY KOATYJIALIMJE KPBU

Hayunu canpkaj oBe MOKTOpPCKE AMCepTalije orjefa ce€ y OTKpHUBamy HOBUX
antaronncta ButamuHa K (enr. vitamin K antagonists, VKA) xpoman-2,4-1uoHckor u 4-
XUJPOKCUKYMapHHKOT THma. Butamua K MMa kiby4HY yinory y mpoiecy Koarynianuje KpBU y
OKBHPY KOaryiaioHe Kackaje, jep, Kpo3 T3B. IUKIyc ButamuHa K, nMa Gpu3HoIOnIKy yaory
KoeH3uMa BUTaMHUH-K 3aBHCHE KapOOKCHIa3e y mpoiecy OMOCHHTE3E Y-KapOOCKUTITYMUHCKE

kucennne (Gla) u3 rmyramuncke kucennue (Glu).?8

VY ckiany ca mpeTXoHOM JAECKPUIIIUOM,
Gla ocrammu omoryhaBajy oapehenum dakropuma koarynamuje (paxropu II, VI, IX u X, u
npoteuaun C u S) nma ce Bexy 3a dochomunuae tpancnoptHux hemmja (pakrop VII) nmum
dhochomunuae memoOpane Tpomobonuta (daktopu I, X u X) npeko kaaiujyMoBHUX MOCTOBA.
AKTHBAaIIMjOM MOMEHYTUX 3UMOTEHa, KOJU Ce oIl Ha3uBajy ¥ BUTaMuH K 3aBUCHU MpoTeHHU
(eur. vitamin K dependent proteins, VKDS), cBaku Kopak KoaryjiaiioHe Kackajae HeCMETaHO
ce onsuja.?’ AurtaronucTu BuTamMMHAa K MHIMPEKTHO MHXMOMpAjy KOarylalujy Ha HHUBOY
¢dakropa II, VI, IX m X Te uYMHE MOTEHTHE peryaaTope KoaryiaalloHe KacKaJe.
JlutepaTypHH mperjen aHntaronucra ButamuHa K Ouhe gar y mocrienmeM CerMeHTy yBOJa

OBE JOKTOPCKE IHUcepTalje, a HapeAHH penoBu Ouhe mocBeheHH camMoM MeXaHU3MY

HHAUPCKTHOI aHTArOHNU3Ma BUTAMUWHA K.

Buramun K (ckpahenuna K motuue ox peun koarynanuja) 3ajelHHYKH je Ha3HMB 3a
rpyny aepuBata 2-mMeTwi-1,4-HadToOXHHOHA, KOjy unHe BuTamMuH Ki (2-metun-3-dutwi-1,4-

HaptoxunoH) (Illema 1.16A), Butamun Ko (2-meTtwin-3-noimusonpenons-1,4-HadToXuHOH)
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(Illema 1.16b) u Buramun K3 (cuHTeTMuku MeHaauoH, 2-metunHadranen-1,4-muon) (Llema

1.16B).

lema 1.16. IIpuka3 ctpykrypa Butamuna K: A) sutamun Ki, b) Butamun Ko, B) Butamun
Ka.

Kao perynarop koarymanuone kackaae, BHUTamMHH K je arpakTmBHa MeTa 3a
JNCTMMHYHU aHTarOHW3aM Koaryjamuje Yy CBpXy Jiedema (U3HONOmKUX TmopeMehaja
KoaryJjaiyje KpBH IOIYT BEHCKe TpoMOo3e, 3auernsbeha KPBHHX Cy/I0Ba W (GuOpuiaiuje
IIPETKOMOPA, CPYaHOT yjapa, ILIora U MuTpanHe creHose.’®?® Mako TpeHyTHO He mocToju
KpHUCTaJlHa CTPYKTypa BUTaMHHA K y KOMILIEKCY ca MUIIjUM, MAIOBCKAM HJIM XYMaHHUM
MPOTEHHUMA YHUjH j¢ OBaj BATAMHH KOCH3HMM, CKCIIEPUMEHTAJIHHU JIOKa3u yKa3yjy Ja IMocToje
HajMame jaBa TpaHcMemOpancka (eur. Transmembrane, TM) mpoTenHa €HIOMIA3MATCKOT
peTHKYJIyMa KOjU TIpUMaaajy T3B. BUTAaMHH K e€HOKCHI peayKkTaza MYJITUIPOTECHHCKOM
komruiekcy (enr. vitamin K epoxide reductase multiprotein complex, VKOR). To cy
ButamuH K-3aBucHa kapbokcmmasza (enr. vitamin K-dependent carboxylase, VKC) koju ce
jolr HasuBa M Y-TyTamMuil KapOokcuiaza (eHr. gamma glutamyl carboxylase, GGCX), te
cy0jenuauna 1 ButamuH K emokcuj penykraza MYITUIIPOTEMHCKOT KOMIUIEKca, Takohe
no3Hara u ka0 VKORCI (enr. vitamin K epoxide reductase complex subunit 1) (Cauxa
1.43).
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C

Cauka 1.43. Teopujcku mozaen xerepomumepa VKOR. TparncmemOpancku xenmukcn VKC
obenexxeHu cy TaBoM 00joM u 03Hakama 1-5, 1ok cy TpancMemOpancku xenukcu VKORCI
Ha3HA4YCHHW HapaH[IacToM 00joM u o3Hakama A-C.”

Monekyncka Mera aHTtaroHucta BuTamuHa K, xpoman-2,4-nmmona u o 4-
xuapokcukymapuna, jecre yrmpaBo VKORCI (Illema 1.17). VKORCI je tpancmemOpaHCKH
NPOTEMH EH/OIIa3MAaTHYHOT PETHKYJIyMa jeTpe KOju y NMKIycy BHTamuHa K Bpmm
penykuujy Butamud K 2,3-enokcuna 1o xuapoxuHoHCKe ¢opme ButamuHa K, HemocpemHo
HakoH KapOokcuianuje ¢aktopa koarynamuje (Lllema 1.17). Xpoman-2,4-muonu u 4-
XUAPOKCUKYMapyuHH, 4YWja jé aHTUKOAryJlaTHMBHA AaKTUBHOCT M TPEAMET OBE JOKTOPCKE
JHCepTaluje, aHTarOHU3yjy OBY OKCHJIO-PEIYKIMOHY PEaklyjy ¥ THME CIpeuaBajy IHKIYC
MOHOBHE KapOokcuianuje 3uMmorena. [lomeHyra OMOAaKTHBHA jeIUIEHa OCTBAPYjy CBOJY
akTuBHOCT kao aHTaroHucty VKORCI, na he namu Tekct 6utu nocseheH oBOj 3HauajHO]
MOJICKYJICKO] MeTH. DapMakoJIONIKKM TEPMHH AQHTAarOHHCT YIJIABHOM C€ KOPHCTH KOJ
peuentopa kao TpaHcMeMOpaHckux nporenHa. VKORC1 Hema ¢u3MONOmIKY YyIoTy
pelenTopa ajiu jecTe TpPaHCMEMOPAHCKH MPOTEHH, T€ C€ TaKO U jeIUmbEeHbha K0ja MOyIUpajy
HErOBY aKTUBHOCT HAa3MBajy aHTarOHUCTUMA.

W mnopen HemocTaTka KpHUCTaJHE CTPYKTYpe, HOBMJUM HAaydyHHM pe3yiTaTUMa
HAUMIHEH j€ BEJIMKU MPOTPEC Ha HUBOY pa3yMeBama CTPYKTYpE MHUILjE, MMAIIOBCKE U XyMaHe
VKORC1, jep je yrBpheHo ma OHOCHHTE3y OBOT TPaHCMEMOPAHCKOT IPOTEHHA

CHAOIUIA3MATUYHOT PCTUKYIIYMa KOAHWpPAa MCTOUMCHHU I'CH. OHo mTo je IO3HATO HAa OCHOBY
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TeHCKOT Manpama U CeKBEHIIMOHHUPaha MPUMapHEe CTPYKTYpE jecTe Ja mMpuMapHa CTPYKTypa

30,31

xymanor VKC canpxu 758 amuHOKHCENMHA, JIOK Y CEKBEHIIM XyMaHEe U MHIIIje/TIallOBCKE

VKORC1 nocroju 163 amunokucenuna, 3%

~ NH ~ NHO OH
T MOH o OH
Glu Gla

~

sumamun K 3asucna y—Kap60Kcu2ﬂymajwuHa3a

OH

T
OH

T \/ ButamuH K 2,3-emokcuyg

sumamun K 2,3-enoxcuo pedykmasa

N

ey ~v o KaTanuTuyuky neHrap
S——S SH SH VKORCI

BapdapuH

IMlema 1.17. Yiora VKORCI y nuknycy Butamuna K.

1.1.6.1. KPUCTAJIHA CTPYKTYPA synVKOR — XoMosiora ”-VKORC1

Ha 6u ce pazymena ¢apmakonoruja antaronnzma VKORCI ox crpane xpoman-2,4-
IMoHAa W 4-XUAPOKCHKyMapuHa, MOTPeOHO je NpeACTaBUTH ca3Hama Koja IOCTOje O

CTPYKTYpH CaMor NMPOTEHHa a Koja cy J00MjeHa Ha OCHOBY €KCIIEPUMEHTAIHUX U TEOPH)CKHX
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mozena. IlpBa kpucramna crtpykrypa ensuma VKOR y koMimiekcy ca CBOJUM PEIOKC
MapTHEpOM YOWXMHOHOM, OJHOCHO KoesuMoMm Q10, cHUMIbEHA je HAKOH H30JI0Bamba H
nypudukanuje u3 Oakrepuje Synechococcus sp., Te¢ ce cadm kpucran HasuBa u synVKOR

(Crnuka 1.44).3

Trx nomeHn

V5 XemKke
NepHIUIazMa

YHYTpallmba MeMOpaHa
eH/I0TLIa3MaTCKOT

pPETHKYITyMa
™4
TM5
™2

T™3
T™™1 VKOR nomen

ouTOoIlIa3Ma

Cauka 1.44. Ilpuka3 kpucranae crpykrype SynVKOR y xommiekcy ca youxuHoHom. TM
xenmuken 1-4, xoju cy xomono3u VKOR cucapa npukazanu cy pose 60jom, netsba uzmely
npBor u japyror TM xemukca, Koja caipku 1/2-xenukc, mpuKa3zaHa je 3eJIeHOM 00joM.
CrpykTypa yOuxuHOHa je mpukazaHa cuBoM 6ojom. PDB ID: 3KP9.

[TomenyT xomoor Jeyackor mpoteuHa (nar. Homo sapiens VKORC1, h’VKORC1)
CacToju ce OJ] MeT TpaHCMeMOpaHCKUX Xxenukca (eHr. transmembrane helixes, TMS). IIpBux
YeTUpU XeNuKca (GOpMHUpajy CHON KOJU C€ MPOCTUPE OKO XUHOHA M MPEICTaBIbajy

KaTauTHuko jesrpo eHsuma synVKOR. XuHOHCKM cyncrpar ce Hamasu y OJNHM3MHU
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MEePUILIA3MATCKOT Jienia MeMOpane eHporuiazmarckor perukynyma synVKOR, Beoma OGnmzy
CXXC moTHBa aKkTMBHOT IIEHTPa €H3WMa JIOLMPAHOT y YETBPTOM TPAHCMEMOPAHCKOM
xenukcy. M3mehy mpBor um gpyror TpaHcMeMOpaHCKOT Xenukca ¢opMmupa ce ayra
NepUIUIa3MaTcKa merjba Koja oOyxsara 12 xemukca u jaBa pcrenHa (Cys50 u Cys56), te
cepun/TpeonnH ocratak (Ser62Thr) koju ce mamasze kox ceux VKOR xomomora.®® Ileru
TpaHCMEMOPAHCKH XEIMKC C€ Haja3l BaH CHOMA INpBa YeTHpH Xenukca u mpeko C-
TEPMUHAIHOT CErMEHTa MoBe3aH je ca Thopeoaokcun (Trx) qomeHom. Li je ca capaaHuiiuma
youno JUCYAGUIHH MOCT Oorar elekTpoHmMa koju ce (opmupa wm3mehy Cys50 wus
nepumasmarcke nersbe VKOR momena u Cys209 u3 Trx nomena.®* Crora, HaM cTpykTypa
synVKOR cyrepumie na ce tpancdep enekrpona Bpim ca Trx-like momena, mpeko nucrenHa
y nepuiuiasmarckoj netspt, 10 CXXC MoTHBa yHyTap aKTUBHOT LIEHTpA Tl CE€ Jajbe BPLIU

pelyKIfja yOMXHHOHA /10 F-EroBe XHAPOXHHOHCKe dopme.®

[Tonoxaj axkTUBHOT TIIEHTpAa JecTe KaMeH CIOTUIlaka Y eKCIePUMEHTATHUM
HacTojalkMMa Jia ce pemm crpykrypa u  dapmakoioruja VKORCI. Ha ocHoOBy
eKCIIEpUMEHTAITHUX pe3yaTaTa, 10 cana je yrBpheno na ce aktuBHu nieHTap VKORCI Hanasm
y TpeheM minm 4eTBpTOM TpaHCMEMOPAHCKOM XelMKcy. UMHe ra aMHHOKUCEINHE ca PEeAHUM
opojeBuma ox 130 mo 140: Alal30-Phel31-Cys132-1le133-Val134-Cys135-11e136-Thr137-
Thr138-Tyr139-Alal40. Katanutuuku rienarap unne Cysl32-1le133-Vall34-Cys135 oaHocHo
Thr138-Tyr139-Alal40.

1.1.6.2. XomoJioru MOAET AVKORC1

O063upoM Ha yMmbEHHILY Ja KpuctaiaHa crpykrypa jpyackor VKORCI jomr yBek Huje
CHUMJbEHA, KPEHpaH je XOMOJIOTH MOJEN Ha OCHOBY cTpykrype aoctynHor synVKOR, na 6u
ce omoryhro yBUI y CTPYKTYpy OBOT eH3uMa. Hekomnuko in silico anropurama je mpeaBuiesio
hVKORCI1 wmonene ca tpu, uetupu u mer TM xemmkca.3*3°373% Taxohe, ma ocnoBy
eKCIIEpUMEHTAIHUX MoJlaTaka MpeulaXke ce ToIUIorvja ca Tpu wiu detupu TM xenmkca

(Cnuxa 1.45).4042
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YHYTPaIImbOCT
€HJI0IIa3MaTCKOT
peTHKYyJIymMa

MeMOpaHa
€H/I0I1J1a3MaTCKOr
peTuKyIymMa

auToIiasMa

Cauka 1.45. Tlpuka3 tomonomkux mojena AVKORCL ca Tpu (JieBo) W deTHpH (JIECHO)
TpancMeMOpaHckux o-xenukca. CXXC MOTHB je MPEACTaBIbEH 3€JICHOM 00joM, a IMCTEHHU
U3 MeTJbe Cy NPECTaB/LEHH IJIABOM 00joM.™

1.1.6.2.1. KOH3EPBUPAHE AMMHOKHUCEJIMHE Y AVKORC1

Xomono3zu ensuma VKORCI1 mnponahenu cy konm Owsbaka, OakTepuja, apaxea M
chcapa, caMo He KoJ KBacama M ripmBa. >34 Cpm VKORC1 XOMONOTH €H3MMH MOCEIYjy
CXXC MOTMB y aKTMBHOM ILIEHTPY, KOjH je HEOMXOJaH 3a PEIYKIU]y XUHOHCKUX
cyncrpata. 3333 Amunokucenune rucrennn m3 CXXC MoTHBa rpaje AUCYIDHUIHE MOCT
KOJH Ce peayKyje aa Ou ce eH3uM akThBHpao. Ilocroje u mBa gomarHa mucrenHa (Cys43 u
Cysb1l) koju mory ¢dopmuparu aucyiabuany Bedy. Takohe, cepun Ha monoxkajy 57 (unmm
tpeonuH ko Hekux VKORCL1 xomosora) koju ce Hanasu y Benukoj netibu AVKORCL jecte
yCTaJbeHa aMHHOKHCEIIMHA 33jeJIHO Ca YETUPU IMCTEHMHA UM CEPUHOM/TPEOHUHOM KOJ[ CBHUX
VKOR xomomnora, u gegunumry npoteuse nz VKOR (baMHnHje.33'34'37'39'45 Konx monena ca
Tpu u yetupu TM xennkca, CXXC MOTUB ce Hana3u y nocienmeM | M Xeaukcy U ycMepeH
jé Ka YHYTpalllkhOCTH EHJOIMIA3MaTCKOT peTukynyma. [Ipema mocamanimuM ca3HABHUMA,
VKOR noTnyHo ry6u akTUBHOCT KaJla c€ M3BpIIM MyTalKja Ha Oap jeTHOM O]l IIMCTEHHA U3
CXXC (Cys132 u Cys135).33343738 Pesynratu jacHo ykasyjy ma CXXC (oanocHo Cysl132-
I1e133-Val134-Cys135) MoTuB mpejcTaB/ba aKTHBHU IIEHTAp CH3MMa M Jia je HEOMXOJaH 3a
penykuujy cymcrpara. Yiora muctenHa Cys43 u CysS1 Huje nmoTnyHo pazjammeHna. CxoaHo

HBUXOBOM II0JIOKAjJy Y TPOTEHHY Ha3MBajy ce LMCTEeMHHU U3 netsbe. Koa Mozena ca yetupu
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TM xenukca, Cyrepuile c€ HEONXOJHOCT LUCTEMHA U3 METJ/bE 3a in Vivo aKTUBHOCT

42,45 37,41,46

eH3MMa, ™ IOK CTYy/AM]e KOje MOAPKaBajy MOJIEN ca TPH XelMKca MPeIaxKy CYIPOTHO.

OcHoBHa pasnmuka m3mely nBa mMojena jecte y opujeHTanuju N-TepMUHYCA, TPBOT
TM xenukca u Benuke netibe (Tj. HacymuIe yBujama). Kox mozxena ca 3TM xenukca, netspa
ce Hala3W y MNHTOIUIAa3MHU, JOK je kon 4TM wmopnema, merjpa y yHYTPaIIlOCTH
ennoruiazmMarckor perukyiayma (Cnuka 1.45). Tlpema 4TM mMopeny, HHCTEHHH M3 TETJbE
HEONXOJHH Cy 3a pajJ MpeHoca eJIEeKTPOHA Ca peNoKC IMapTHepa W3 YHYTPAIIHKOCTH
SH/IOTIA3MATCKOT pPeTHKyJIyMa y Imiby penyknuje mumcrenHa un3 CXXC wmotuBa.
[IpermocraBibeHN MEXaHM3aM TPEHOCA eNIEKTpOHa HeoxojaaH je 3a akruBanujy VKORCI, a
takohe je mpucyraHn u ko Oakrtepujckor xomoiora. Kon synVKOR, mucyndumau moct
dbopmupan usMmel)y mucTeMHa W3 TET/bEe pEeayKyje Cce€ TMEepPUIIa3MaTCKuM [IX penoKc
MapTHEPOM, TPUPOIHO Be3aHWM 3a mpoTewHcko jesrpo VKOR-a. Kon xmumemaxka, Trx
penokc cerMeHT He moctoju. Crora ce cMarpa Ja NPOTEMHU KOjU cajpike [IX TOMeH
penyKyjy IUCTEHHE U3 MeTJhe KOJ KNuMemaka. KanmuiaT 3a mapTHepa OKCHAOPEIyKTa3a Cy
npoterH aucyabum uzomepase (enr. protein disulfide isomerases, PDIS) koju cy uiau 3ace0HH
rI00ynapHu MPOTEUHU JIOLUUPAHU y YHYTPAIIKHOCTH EHJIOIIIa3MAaTCKOT PETUKYIyMa WU
npotenHu THna | yrpahenu y memOpany eHA0MIa3MaTCKOT PETUKYIyMa ca PeIoKC aKTUBHUM

IIMCTEMHNIMA YCMEPEHHM Ka YHYTPAITHOCTH SHI0TIa3MaTCKOT PEeTHKyIyMa., *247

CxotHO TOME, ITPEHOC eJIEKTPOHA MPEKO IUCTEHHA U3 MeTJbe Moryh je camo kox 4TM
Mojena, jep je Behmna PDI ensuma nommpana y yHYTPalImbOCTH €HIOIIA3MATCKOT
pertukynyma. Mehyrum, kog 3TM monena PDIS He Mory pemykoBaTH IMCTEHHE U3 TETIHE
aKo ce MeTJjba HAJIA3W y IUTOIUIa3MU. Y TaKBOM CIIy4ajy LUMCTEHHH U3 METJhe HE MOTY OUTH
HeonxoJHH 3a akTuBHOCT VKOR, ma ce mpeHoc enekTpoHa BEPOBAaTHO OJBHjA TUPEKTHOM
penykiujom CXXC moTuBa. 3ak/byyak je Ja M0JI0Xkaj LIUCTEHMHA U3 NEeTJbe Y YHYTPAIIbOCTH
€H/IOTIa3MAaTCKOT PEeTUKYJIyMa He Mopa OMTH HeomxoaaH ycioB 3a aktuBHOCT #VKORC1

ako ce eH3uM cactoju oa 3TM xenukca.

1.1.6.2.2. Tonoaowku MOAEIT VKORCI1 CA TPU TPAHCMEMBPAHCKA 0-XEJIMKCA

YHyTap TOIIOJIOIIKOT MOoJi€jIa Ca TpU TpaHCMCM6paHCKa o-XCJIIMKCa, BCIHMKa IICTJba
HOBe3yje OpBU WU JOPYyru XCJIHKC. Iletma ce OpoCTUPE KpPO3 HUTOIIa3My K CaJpiKU IMap

OUCTCHHA, T3B. HUCTCUHE M3 IICTJBC. C—TepMI/IHyc CC HaJIa3u y OUTOIUIa3MH, a N—TepMI/IHyC
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3aja3d y YHYTPAIIkOCT eHaoruiazMarckor perukyiayma (Cimka 1.45 neBo). 3TM moxen
nobujen je momohy HEKONMKO in silico TONOJOWIKUX alropuTMaMa 3a MpeaBuhambe
TOTIOJIOTHj€ MPOTEHHA a MOTBPhEH je ¥ eKCIIEPUMEHTATHIM MOJaliMa T00UjeHUM TPHUMEHOM
FFP (fluorescence protease protection) tecra.*'*® TTomohy oBor Tecra, C- u N-TepMHUHYCH
VKORC1 o3HaueHH cy NOpoTeMHOM KOju (iayopeciupa 3eileHoM Oojom (eHr. green
fluorescent protein, GFP) u 3ak/bydeHO je J1a ce Hajia3e ca CYNpPOTHHUX CTpaHa MeMOpaHe
CHJIOTUIA3MaTHYHOT PETHKYJIyMa: N-TepMHUHYC 3aja3d y YHYTPAIlIkOCT CHIOIUIa3MAaTHYHOT

peTuKynyma ok ce C-TepMHUHYC Hala3u y MuTomiasmu. !

Tie u Stafford noumum cy no 3akipyuka ga TpaHCMEMOPAHCKH XEIMKCH O0yxBaTajy
cienehe ammHOKMcenuue: mpBu octatke 10-29, npyrm amuHokmcenmue 101-123 u Tpehm
MoHOMepe 127-149. N-tepmuHyC YMHH TPBUX 9 aMHHOKHCEIIMHA, BEJIMKA TeT/ha Koja Criaja
MPBH U JPYT'H XEIUKC MPOCTHPE CE€ KPo3 IUTOIIazMy (OKo 69 aMHHOKHCETHHA), TOK Mamba
MeTjba Koja craja JApyrd W Tpehu XenuKe yia3d y YHYTPAIIHKOCT EHJO0TUIa3MaTCKOT
petuxynyma (oko 7 amuHokucenuna) (Crmmka 1.46).*8 C-tepmmnyc obyxBata oxo 16
amuHokucenuna. Kox 3TM monena CXXC MoTuB ce Hana3u y TpeheM TpaHCMEMOpPaHCKOM
XEIUKCY Yy XHIpPO(POOHOM OKpYyXKeY, OKPEHYT Ka YHYTPAaIllkOCTH €HJOIUIa3MaTCKOT
perukynyma. [Ipema npeTxonHuM casHambuMa, BUTaMuH K 3aBHCHa kapOOKCHIIa3a MCIOJbaBa
CBOJy AKTHUBHOCT Yy YHYTPAIIHOCTH EHAOIUIa3MaTCKOI PETHKyJIyMa Ia je€ HemocpenHa
o6mmzuHa CXXC MoTuBa MOBOJBHA 3a PEAYKLM]y €MOKCHAA HAcCTaJOr HAaKOH peakluje

KapOoKcHUaIuje.

Ciuka 1.46. Tlpuxas npemnosxkene crpykrype 3TM mozena xymane VKORC1.%
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1.1.6.2.3. Tonosoku MOAET VKORCI1 CA YETUPU TPAHCMEMBPAHCKA 0-XEJIMKCA

VYuyrap 4TM mozaena h/VKORC1 (Cnuka 1.45 necno, Cnuka 1.47) Benuka metba,
kao u kox 3TM mozena, ca mapoM LUCTEWHA craja npBHU U Apyru TM XenmKc, aau ce KoJ
MPEUIOKEHOT MOJIeNa MeTJhba HAJlA3U Y YHYTPAIIOCTH €HI0IUIa3MaTCKOr peTukyimyma. Oba
TepMUHyca cy JionupaHna y nutoruiazmu (Cimka 1.45 necno). CXXC MotuB Hanasu ce y
4eTBpTOM |M XelIHKCy, YCMEpPEeH Ka YHYTPAaIllbOCTH EHJOIIIa3MaTCKOT PETHKYIIyMa,
eKBHBAJICHTHO MMOJI0kajy kox 3TM moxena. Kpucranna crpykrypa 6akrepujckor synVKOR
ersuma cyrepumie 4TM Tononorujy enzuma #/VKORCI. CHom ueTnpu xenukca y MeMOpaHu
eHJI0TIIa3MaTCKOT peTukyiryma ko 6akrepujckor synVKOR xomosor je Z2VKORCI ca ~24%
TIOKJIanama mpuMapHoj ctpykTypi.* Wajih je ca capamauimMa ommao 10 ca3Hama Ja rpymna
ensuma PDIs rpagu xommekc ca VKORC1.*” OBo je npsu 3a4ajauju gokas ga PDIS mory

outn pusnonomku pepokc mapraepu /VKORCI.

Cauka 1.47. Ilpukas xomosnoror 4TM mozena xymane VKORCI1. TM1 obenexeH je niaaBoM
60jom, TM2 3enenHom 60jom, TM3 xyrom 60jom, TM4 Hapanpacrom 6ojom. Karanutuuke
aMHHOKUCEIIMHE 03HaueHe cy 0eX TpaHCHapeHTHOM chepoM.

HEBEHA CTAHKOBUR 77



JIOKTOPCKA JINCEPTALIJA YBOJ

1.1.6.3. XomoJsioru MoEN *VKORC1

ITo mopdonomkum, (HU3HOIOMKUM M (apMaKOJOIIKUM OcoOMHAMa HajCIMYHUjH
MOJIe]I OpraHu3MHU XyMaHOM jecy munnu (mar. Mus musculus) u mamoBcku (nat. Rattus
norvegicus). O4eKknBaHO, yCJle[ BEIUKE CIMYHOCTH Yy NMPUMApPHO] CTPYKTYPH JbYACKOT H
narjoBckor VKORC], cBu NOTEHIMjATHU aHTUKOATYJIaHTH MPEIIMMUHAPHO C€ MOTY MCIIUTH-
BaTH Ha manoBuma. OO3MPOM J1a KpUCTalTHA CTPYKTYpa MaloBCKOT MPOTEHHA JOII YBEK HHje
JIOCTYIIHA, KpEHpaH je XoMoJoru moaen Rattus norvegicus VKORC1 ("WKORC1).* Kao u
3a Kpeupame XyMaHOT XOMOJIOTOT MO/IesIa U OBJIE je KopHIillheH OaKTepujCKU XOMOJIOT BpCTE
Synechococcus sp (PDB ID: 3KP9 nanain A). Cekseniia *VKORC1 npeysera je ca Swiss-
Prot/Uniprot 6a3e momaraxa (UniProt ID: Q6TEK4).%° Jlo6ujern XoMomoru Moziesn caapiku
YeTHPH TPaHCMEMOpaHCKa 0-XeJIMKCa, TJe MPBU 00yXBaTa aMHHOKHCEIHHCKe ocTaTtke 11-31,
apyru 81-97, tpehm 101-123 u werBptr 127-149. Tlo crpykrypu (Crnuka 1.48), "WKORC1
TOTOBO je HWACHTHYAH TPeTXoaHOo ommcanoM xomoiioroM mojerny AVKORCL. Xomosorn
mozen *VKORCL kopumniheH je y eKCriepHMEHTATHOM JIe)Ty OBE JOKTOPCKE JHUCEpTaIHje 3a
notpebe nedpuHMCcama HeKNX (PapMaKOJIONIKKX acTieKaTa TeCTUPAaHUX XpoMaH-2,4-11uoHa u 4-

XUJIPOKCUKyMapHuHa.

Cauxa 1.48. Ilpuka3 xomomnoror 4TM mozaena rVKORCI1. TMI1 oGenexeHn je 3eieHOM
60joM, TM2 Gex 60jom, TM3 xyrom 60jom, TM4 sbybrudactom GojoMm.
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1.1.6.4. MEXAHU3AM PEAYKLIMJE BUTAMHHA K VKOR KOMILIEKCOM

Kako mocroje u3pasute Henoymuie y ctpykrypu VKOR kommiiekca jep ra je 30or
TpaHCMEMOpAaHCKE MPHUPOJIE EKCIIEPUMEHTAIHO TEHIKO H30JI0BAaTH, TaKO jeé W MeXaHh3aM
perymanuje kKoMmiuieTHor nukiyca BuTamumHa K VKOR komrmiekcom Ttakohe mpeamer

unteHsuBHe nebare (Illema 1.18).

~
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_ _
VKORCI
OH (VKOR) 0

Ilema 1.18. [{uxiyc Butamuna K.

Dowd (Illema 1.19) je npeanoxuo na VKC karanusyje okCHAALN]y XUIPOXUHOHCKOT
obmuka ButamuHa K (KH2) mo ankokcupma kKao aKTHMBHUPAHOT o6imka.’ >3 Tlo Dowd-y,
XUJPOXUHOHCKA O0JMWK BHTamMuHa K Hajupe Tpnu HYKJICOPHIHU Hamal IUCTCHHA U3
aktuBHOT 1ieHTpa VKC, MoK y UCTO BpeMe J10J1a3u 10 OKCHAAIU]e p-TI0J0Kaja MOJIEKYJICKIM
KuceoHnKoM. HajBepoBaTHUje je y MUTamky paauKalCKd MEXaHH3aM OKCUJAIlHje, MPU YeMy
Ce HaKOH XOMOJHMTHUYKOT pacKHIama KOBAJICHTHE B3¢ MOJIEKYlla KHCEOHHKA jeJ]aH OJ aToMa
Be3yje Yy p-T0JI0XKaj, I0K Ce MPEeoCTalld aTOM Be3yje y m-1oyoxaj. TuMme je CTBOpEH yCloB 3a
3aTBapame €MOKCHAAa M HacTaHak anmkokcuaHe dopme ButamuHa K. Harpahenu amkoxcup

Bp1Iu HyKJ'ICO(I)I/IJIHI/I Hamaa Ha TpPOTOH cCa R-ocraTka TIIYTAMHUHCKE KHCCIWHE IIpU YCMY
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HacTaje XUAPOKCUIHM aHjoH. AJMpameM Ha NMPOTOH W3 MEOUjymMa, XUIPOKCHIIHU aHjOH ce

onBaja on ankokcuaa BurtamuHa K Te Hacraje ButamuH K 2,3-emokcun. Cumynraho,

dbopmupa ce kapOaHjoH Ha HUBOY aMHUHOKHCEJIMHE KOJU pearyje ca yribeH-AHOKCHIIOM Kao

KOEH3MMOM KapOokcuiasze u Hactaje Gla.

Kapbokcunasa
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putamuH K 2,3-emokcug

Ilema 1.19. Mexanu3zam Hactanka ButamuH K 2,3-emokcuaa no Dowd-y.
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Mexanuszam npeBohema ButamuH K 2,3-emokcupa no ButamuHa K y mpucyctBy

ensuma VKORCI npenoxmuo je Silverman 1981 (Illema 1.20).>* To ayropy, okcujaoBaHa

mucynduana Be3a aktuBHOr 1eHTpa VKORCI penykyje ce THoiaoM Aa OM ce peuentop

akTuBHpao. Enokcup ce Besyje 3a penykosan 001k VKORCI u enokcuaHu KMCEOHUK BPIIU

HYKJICO(DUITHM Hamaj Ha eJeKTPOoHIHY aMMHOKUCENTMHY Koja ce Hanas3u y cycenctsy Cys132

u Cysl35, mpu yeMy JoJa3u 10 KHUCEJOT Ienama eMOKCUIHOT MpcTeHa. Hanamwe, jeaHa o
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CYN(QXUIPUIHUX Tpyla aKTUBHOT LEHTpa BpuM HykieopwiHn Hanmax Ha C2 yribeHUK
enokcuna Qopmupajyhu  B-xuapokcu cynduanu mpousBoia. I[lotom, mnpoToHOBaHa f3-
XUAPOKCHIIHA Tpyla BPIIM HOBU HYKJICO(DWIHM Hamaj Ha MPETXOJHO PEIPOTOHOBAHY
eNIeKTPOo(DMITHY aMUHOKHCETHHY B (opMHEpa ce Jiako ojyiazeha rpyma y BUay MOJIeKysia BOJe.
Peakiujy motnomaxke apyra cyindxuapuiHa rpyrna akTHBHOT LeHTpa. Y cienehem kopaky
u3Baja ce BUTaMUH K y XHHOHCKOM OOJIMKY, a IMCTEMHH U3 aKTUBHOI IICHTpPA IOICKY
OKCUJIALIAjU U Tpaje mucynduany Besy. [IpeamoxkeHn MexaHu3aM je 3HadajaH jep je Oaszupan
Ha moctojaky CXXC MoTHBa, MaKko y BpeMe Kaja je HacTao TavyHa NMpUMapHa CTPYKTypa

VKORCI, u merosa Tomnojoruja, HuCy Ouse mo3Hare.

OKCHUJI0BaHU OOJIHK peAyKOBaHU OOJIUK
S——S XH SH s Xy SH S X

Hlema 1.20. IIpemtoxxenn MexaHu3aMm penykiuje utamuH K 2,3-emokcuaa KaTaan3oBaH
VKORCI no Silverman-y.

Ca cazHamMMa O MNPHUMApHO] CTPYKTypu M Moryhoj Tomonoruju, Silverman-os
MeXaHU3aM PEBUHMpPAH je KBAHTHO-MEXaHWYKUM cTynujama. TeopujcKu MOoJel yKa3yje Ha TO
na je aktuBHU HeHTap VKORCI caunmen of aBa mucrenHa, ogHocHo o1 Cys132 u Cys135
yayrap CXXC motuBa. Cam MexaHM3aM MOXeE Jia ce OJBHja y JBa moiy-kopaka (Illema
1.21). [IpBu mosy-kopak nojpa3zymeBa (hopMHpame KOBAJIICHTHE Be3e M3Mel)y KaTanuTHuKux

amuHokucenuHa Cys132 wmm Cys135 u Buramun K 2,3-emokcupa. MHunujanHu kopak
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MOTIYHO je aHajoraH Silverman-oBoM mpeiory, ¢ TUM IITO yJAOTY JOHOpa MPOTOHA 3a
packuame enokcuaa npey3uma amuHokucenuna Thr138, nako To HUje AEIUAHO HA3HAYEHO
y MexaHusmy. [Ipyru mony-Kopak q03BOJbaBa JCXHApATAlM]y CYICTpaTta U ocioOahame
npou3Bojia peaknuje. Peakumonm kopak moapaszymeBa ydemthe apyror CysS u Boam [0
dbopmupama mucynpuaaor mocra usmely mBa Cys. HacraHak XUAPOKCHIIHE Tpyrne Ha
M0JIOXkKAjy 3, OJHOCHO [-XHUIPOKCHIIHE TPYIE, HAPOUUTO j& MHTEPECAHTHO jep JAEMOHCTpHpa
KJbY4HYy ynory amuHokucenuHe Tyrl39 y mexaHusMy: y HpBOM IOJTy-KOPaKy HETaTHBHO
HaeJleKTpUCcaHa aMHHOKHCEIMHA Tpey3uMa MpOTOH ca BUIMHATHOT Cys, y APYroM IOJIy-
KOpaky HacTajia eHojiHa rpyna Tyrl39 moxke OMTH yKibydeHa y IPOTOHOBAaHE XUAPOKCHIIHE
rpyne Ha mojoxajy C3. [pumukom myrammje Tyrl39, mporon ca ammHokucenuHe Cys
npeysuma Thrl38 koja morom BpmM penykiujy xuHoHcke ¢opme ButamuHa K. OBo cy
KJby4Ha pa3MaTpama Koja OBaj KBAaHTHO-MEXaHHYKH MOJEN pasnukyjy onx Silverman-osor.
Henocratak moxena jecre ga He mpenBuha koja on amuHOkucenuHa, Cys132 umu Cysl35,

(dbopmupa KoBaJIeHTHY Be3y ca BuTaMuH K 2,3-ermoKcH1I0M y TPBOM MOJTY-KOpaKy peakiuje.

Ay,

Yi SH S} X~
H

TYi39 ST S Y39 S—S

ButaMuH K G S A ““”;r"wwg“"“”sr’“”xr““"’
2,3-emoKcun R S/S‘ fo - -
3 AE) (;:: OH 0
H OH
Y O e O
r o
) I I
KETO-CHOJIHA TayTOMEpHja
IIPBU MOJIY-KOPaK JIPYTH MOITYy-KOpaKk

lema 1.21. KBanTHO-MexaHWuyka MoauduKaldja MPEIIOKEHOT MeXaHHW3Ma PEeAyKIuje
ButamuHa K 2,3-enokcuna xkatanuzoanor VKORCI no Silverman-y.

3anuMibMBO je U mnuTame akTuBanuje camor VKORCI1, onHocHO packuname
micynduaHe Bese u3Mmel)y karanutmukux —amuHokucenmHa Cys132  um Cysl3S.

ExcnepuMmeHTa HM pe3yaTaTH yKa3yjy Ha TO Ja Kajga ce AUcyaduaHa Be3a y EH3UMY
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packuHe, peakilfja MmocTaje SHepreTCKU MoBoJbHUjA. Thijssen W capaJHUIU Cy JIOILIH JI0
3aKJbydKa Jia ce OBa Be3a packuia y npucycBy NADH-3aBucHe unoamul peaykrase Koja je
IIPUCYTHA y MHKPO30MHMa.>® EH3MM je 0JroBopaH 3a HPEHOC eKBUBAJIEHATa PEAyKIHje ca
NADH na VKORCI1 nocpenctBom pemykoBaHor qunoamuaa. Jlumoamun je pyHKIpoHanHa
dbopma 6,8-TUTHOOKTAHCKE KHCEIMHE Y K0jOj je KapOOKCHIIHA IpyIia Be3aHa 3a MPOTEHH (FITU

HEKH Jpyru amuH) myrem amujane Bese (Illema 1.22).

JAUROAMUO

0] o
(\(\/\)LNH pedykmasza (Y\/\)J\NH
; ] :

NAD®™ NADH+H"

Illema 1.22. Ipuka3 npeHoca MpoToHa ca junoamuaa Ha NAD' y mpucycTBy Jammoamuj
penykrase.

1.1.6.5. MEXAHI3AM UHXUBMLIMJE VKORC1 KYMAPHUHUMA

Kmuanukn antaronnctn VKORC1 jecy kymapuwsH®, OJ KOjUX j€ HAjIO3HATH]H
Bapapun (@apun®, Illema 1.23) xoju ce mpumemyje jomr ox 1954. rommne. Ilopen
Bap(apuHa, KIMHAYKH aHTHKOATYJIAaHTH jeCy M alleHOKYMapoJl, IIMKIOKYMapoJl, JUKyMapoJ,

Mmapkymap, pernokympos (Illema 1.24).

Kao mTo je Beh HaBemeHO, KyMapHHM AHTHKOAryJaTUBHY aKTHBHOCT HCIIOJbABAjy
antaronuzoMm VKORCI, cnpeuaBajyhu penykuujy enokcugHor oOnuka ButamumHa K 1o
xunpoxuHoHckor (Illema 1.17). TpancnopTHU cUCTEM KyMapHHCKUX J€pUBaTa 0 aKTUBHOT
uentpa VKORCLI jecte cepymcku anOymuH. MUHUMAaIHU CTPYKTYPHHU 3aXT€BH HEOIXOIHU
na OM ce HEKO jeMIbCHEe Pa3MaTpalio Kao KyMAapHHCKH aHTHKOAryJIaHT jecy XHIPOKCHIHA
rpyna Ha nonosxajy C4 Te HemosapHu ocTatak y monoxkajy C3.°° YV crpykrypu Bapdapuna
OBH 3aXTEBU 33JJ0BOJLEHU CYy MPUCYCTBOM je3rpa 4-XuIApOKCHUKyMapuHa, 0K je moJsioxkaj C3
CYNCTUTyHCaH 2-(EHWINEHTaH-2-0H I'PYNoM, y3 BEJIUKU JOTPUHOC OCH3EHOBOT MPCTEHA Y
muno¢miHocTd. Kao KIMHUYKKM aHTUKOATyJIaHT, Bap(papuH ce KOPUCTH Yy XyMaHO] MEAULIUHU

y TOpeBeHLUju TpomOo3e M emboimsMa (abHOpManHe (opMmaiyje W MHUrpanuje KpBHOT

YrpyIIKa).
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aleHOKyMapoJ1 MapKymap
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HO
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Ilema 1.24. CTpyKkType CHHTETUYKHX aHTUKOAryjlaHaTa XeMU]CKU CIUYHUX BappapuHy KOjH
Ce KOPHUCTE Y KIMHUYKO] TIPAKCH.

O03upoM J1a HE TIOCTOjU KpUCTallHA CTPYKTypa BapdapuHa y KOMIUIEKCY ca
VKORCI, meroBa 6uoaktrBHa KOH(GOpMaIMja HUJE TTO3HATA M OCTaje HEMO3HAHUIA Y KOM
o0nuky BapdapuH HCIOJbaBa AHTUKOATYIATUBHY akTHBHOCT. Cmarpa ce na ce BapdapuH
TpaHcGopMHUIlIe Y ACTPOTOHOBAHY OTBOpEeHY (hopMy, nomyT ¢popme xpomaH-2,4-110Ha, jep je
y HaBeJIeHOM OOJIMKY BapdapuH CTPYKTYpHO Beoma ciaudaH ButamuH K 2,3-enokcuay uuju je
aHTaroHuct. dopmupame XpoMaH-2,4-1MOHA TPEICTaBJba KJbY4aH MOMEHAT IPOIYKCHa

nponeca Ko arynam/lje KpBH.

VY KpUCTaliHOj CTPYKTYpH, BapdapuH je y 00JUKY LHUKIMYHOT XeMHKeTana, GopMHu y
K0jOj HE OCTBapyje MHTepakiuje ca cBojoMm molekyiackoM merom (Illema 1.25, X D). V
BojieHoM pacTtBopy XL® Hacraje yHTapMOJIEKYJICKOM ILMKIM3aLUjOM OTBOpeHe (opme
(Iema 1.25, O®). U3 oTBOpeHe Gopme, y 3aBHCHOCTH 01 PH BpeaHOCTH pacTBOpa, MOTY
HAcTaTH M JenpoToHoBaHa oTBopeHa ¢opma (Llema 1.25, JIOD), nenpoToHOBaHA OTBOpPEHA

tayromepHa ¢opma (Llema 1.25, JOT®), nenpoToHOBaHa OTBOpPEHAa XpPOMEHCKa (opma
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(Lllema 1.25, JOX®) u nukanyHa XxpoMeHcka xemuketansa gopma (Illema 1.25).%7 Jlanac je

YBPEKEHO MUILBCHE J1a Bap(apuH y CBOjOj JETPOTOHOBAHO] (GOPMU JIETyje KAa0 aHTArOHHUCT

HO
0

. A ©
0”0

sutamuH K 2,3-enokcuma.

0D X1 ®
(0] (0] O
(0] (0] (0]
N ) [
O” "OH o O oO° 0O
JIOD JIOT® JIOX® [[XX®

Ilema 1.25. Kpucranna ctpykrypa BapdapruHa U TayTOMEpHU OOJIHIIM Y BOJCHOM PacTBOPY.
Ckpahenunie: O® — otBopena ¢opma; X1 — xemukeramna nukimyHa dopma; 0D —
nenporoHoBaHa oTBopeHa (opma; JJOTD — nenpoToHOBaHA OTBOpEHA TayToMmMepHa (opma;
JNOX® — nmempoTtoHOBaHa OTBOpeHa XpomeHcka (opma; [[XX®D — mukinyHa XpOMEHCKa
xeMukeTaigHa dhopma.

Mexanuzam Be3uBama BapdapuHa 3a VKORCI jom yBek HHje pasjallmbeH.
[Tonemure ce o Tome aa a1 ce VKORCI u3 peaykoBane, cyndxuapuiine Gopme MpeBoIu y
OKCHJIOBaHy, AUCYINPUAHY GopMy, T€ Aa JU ce BappapuH TOKOM aHTAaroHU3Ma PEAyKIHje
ButamuH K 2,3-enmokcuna 10 BuramuHa K Besyje 3a €H3UM UPEBEPCHO UITH PEBEPCHO?

AxtuBan o0muk  VKORC1 mnotBpheH je pa3nIuyuTUM  E€KCIEPUMEHTaTHUM
pesynratuma. Tako, y in vitro ycloBUMa OKCHUIOBaH OOJHMK €H3UMa pelIyKyje ce
mutuoTpeutonom (enr. dithiothreitol, DTT),*® nok ce y »uBuM cucremMuma OBaj IIpolieC
ozBuja y npucyctBy mukposzomaane NADH*-3aBucne nunoamus peaykrase (Illema 1.45).%°
Kama ce ensum mnpeunkyoupa DTT-om, a motom poma BapdapuH, yMamyje ce
aHTATOHMCTHYKO fejcTBO BaphapuHa.’® EkcrepuMeHTalHM NOJalM yKasyjy Aa Baphapus
paJuje aHTaroHMpa OKCHAOBaHy Hero peaykosany dopmy VKORC1.%%% Anraronusam
VKORCI Bapdapunom ojBHja ce Opke Kajaa je eH3uM MpPBO M3JI0KeH Bapdapuny, na DTT-
y.*> PenykoBana nunoamus penykrasa ctumyiuine aktusaoct VKORCL y in vivo ycnoBuma
Ha ciuyaH HauuH kao u DTT.®! Mako ce Butamun K 2,3-emokcup uan BapdapuH Besyjy 3a

okcunoBan obmuk VKORCI, enH3um ce Mopa penykoBaTh Kako OW ce aKTHBUPAO Mpe
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peakiiuje ca enoKCHIOM MM aHTHKoarynantoM.®? CaMo HAKOH aKTHBAIMje eH3MMa Ce MOXKE

MHUIMPATH aHTHKOATyJalyja BapGpapuHOM U CIMYHUM jeAUbEHIMA.

1.1.6.5.1. KOBAJIEHTHU MEXAHU3AM MHXUBULIUIE VKORC1 BAPO®APMHOM

Jlocanamima ca3Hama yKa3yjy aa Bapdapud He Moxe GOpMUPATH SMOKCU Kao TITO je
To ciyda] kon ButamuHa K. Crora He mocTtoju MoTyhHOCT Aa ce MHXUOUWIIMja OJBHja
KOBJICHTHUM MEXaHH3MOM Kao IITO je MPEIIoKEeHO 3a Tpolec peaykiuje Buramud K 2,3-
enoxcna.’®® Tlomro Bapdapun octBapyje Beoma crabmnHe mHTepakimje ca VKORCI,
cMatpanio ce Ja je aHTarOHM3aM HpeBep3uOmIaH mporec.t Y mpusor upesepcHOj HHXHOU-
muju, Silverman je ca capagHuiMMa MpeIOKHO Ja JACMPOTOHOBaHa ¢Gopma BapdapuHa
OCTBapyje MHTEpaKIHjy ca pexykoBanuM oomikom VKORC1.%°

KoBanenTHn MexaHm3aM mpemioxmmi cy Silverman u capamammu (Illema 1.26).%°
[Ipema upeBepCHOM MEXaHW3MY, PELENTOp CE HajIpe peayKyje, MOTOM aMUHO-KHCEIHHE W3
aKTUBHOT IIEHTpa MPOTOHY]Yy BapdapuH (Kao mTo je ciaydaj u koa utamuH K 2,3-emokcuna),
T€ HACcTaje HeCTaOMIIHU TayTOMep XpoMmaH-2,4-muoHCKe CTpykType. HTepmenujep je mpeko
JIAKTOHCKOT KapOOHWIIA MOJUIOKAH HYKICO(DHUITHOM Hamamy, MpH 4eMy ce BPIIU UPEBEPCHO

arutoBambe aktuBHOT neHTpa VKORCI BapdapwHOM, Ha HHMBOY IMcTeMHa (IyT a) WM

cycennor Hykiaeoduna (myt 0).

|1 — | | | 1]
S—S XH SHS X SHS X
12D ;
" v
-
0. _0O ONYAY)
D H
g R
o 0
v
| 1] | ]
SHS X SHS X
R= 0
OH | OH 0
H
H
R R
0 0

lema 1.26. [Tperiosxxenn Mmexanuzam koasieHTHe nHxuounuje VKORCI Bapdapunom.
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1.1.6.5.2. PEBEP3UBUJIHU MEXAHU3AM NHXUBULIMJE VKORC1 BAP®APHHOM

CynpotHo Silverman-oBom 3akipydKy, HEJaBHO je MOTBpheHO aa je OKcuaoBaHa
dopma VKORCI mera 3a Baphapun.®> IMotom je mpemnoxkeno ma ce mpouec MHXHOHIH]E
CH3UMa HE OJIBMja KOBAJIECHTHMM MEXaHH3MOM. HaaiocT, ayrope HHCY MpPEIOKHIN

Mmexanu3am pesepcue naxuounmje VKORCI Bapdapunom.

A b
Phel31
Ile133
Cys132
Vall34
Phe55
Val29 Ala26

Caunka 1.49. (A) MoJiekylICKO JOKOBame JENpoTOBaHE OTBopeHe (opme BapdapuHa Ha
xomosiorom mozeny xymane VKORCI; (b) Uurepakiuonu maujarpam (R)-Bapdapuna ca
aktuBauM 1eatpom VKORCI1 .
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1.2. BUOCUHTE3A XPOMAH-2,4-TUOHA Y BUJbKAMA

Xpoman-2,4-mMoHM  TIpUNaNajy TNOA-KJIACH XPOMOHA Yy OKBHPY HPUPOTHHX
apOMaTUYHUX jeIAWICHA, jep caapke JBe KeTo Tpyne Ha monoxkajuma C4 m C2. O
OMOCHHTE3U XpOMaH-2,4-1MO0Ha MOXKE C€ Pa3roBapaTH Kpo3 MyT IIUKUMCKE KUCETHHE WU
OMOCHHTEe3e KyMapHHa OJJHOCHO 4-XUAPOKCHKYMaprHa, Ka0 JUPEKTHHUX MPEKypcopa XpoMaH-
2,4-muona. Kymapunu ce OnocuHTeTHINy y BUIIMM Omibkama w3 pamunmja Umbelliferae,
Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae n Rutaceae, & 4-XuIpOKCUKYMApHHU Y CJIATKO] JCTECIUHU

(Bpcte Melilotus, Leguminosael Fabaceae) xana HacTynu nponec gepmenTanuje 6upke.®’ %8

[Toma3zHu kKopak y OMOCHHTE3M IMUKUMCKE KHUCEIMHE Y OMJbKama jecTe YKIbyYHBambe
yrJbeH AMOKCHAa y mporiec ortocuHTese u Gopmuparme riaykose (Illema 1.27, xopak 1).
[Totom riyko3a moske mnojiehu raukonusu, npu uyemMy Hactaje (ochoeHoInupyBar, u
YKJBYYUTH Cc€ y TeHTO3HO ¢ocdatHu madt gajyhu D-eputpo3y. OBum mpou3Boau ce y
MPUCYCTBY eH3UMa (HoCdo-2-KeTo-ICOKCHXENTOHAT-AI0NIa3e KOHACH3Y]y Vv 7-¢hocdo-2-
keto-3-neokcu-D-apabuno-xentoncky kucenuny (Illema 1.27, kopak 4), koja 3aTum
MOJUIeKE IUKIU3AM]U W OKCHUIAIUjH, IITO PE3YITYje H3MBAjalbeM S-IeXUIPOXUHCKE
kucenune (Illema 1.27, xopamu 5 u 6). apa nexumpaTarja U penykiidja OBe KUCEIUHE Y
npucyctBy NADPH pesyntyje 6uocunre3om mukumcke kucenune (Illema 1.27, koparu 7 u
8). Ilorom crmene  dochopunandja, KOHACH3aIMja Cca  JEAHHM  MOJICKYJIOM
¢dochoenonmupyBaTa W enuMHHANMja opTodocdara, a Kao TNPOU3BOJA CE€ U3/Baja
xopusmuHcka kucenuHa (Illema 1.27, koparu 9, 10, 11, 12). Ilpememramem 604HOT JaHIA
ca nojoxaja C3 na mosokaj Cl Hacraje mpedencka kucenuna (Illema 1.27, kopak 13). V
HapeIHUM KopaluMma mpedeHcka KHceInHa MOJUIeke JeKapOOKCHIAIUjH U JeXUApaTaliju
KOoja je Karanu3oBaHa MpedeHar-Iexuapara3oM, 3aTUM TpaHCAMHUHAIMU U JeaMUHAIUjU
(lema 1.27, wopauu 14, 15 u 16). Kao kpajmu mpou3Boj u3lBaja ce frans-IUMETHA
kucenuHa. OKcuuanuja trans-uuMeTHE KUCEIMHE JI0 frans-o-KyMapUHCKE KHCEIUHE, Koja ce
dopmupa y mnpucyctBy eHszuma unumerar xujapokcunaze u CYTP450, mocnenwu je
3ajeJHIYKH KOpaK y OMocuHTe3u KyMapuHa u 4-xunpokcukymaputa (llema 1.28). V namem
MPOIIECY, CBAKO JeIUIEHE UMa 3aceOHU IMyT 3a JoOHjame Kpajiker Mpou3BOJa, KyMapHHA,

oHOCHO 4-xuapokcukymapuna (Illema 1.28).
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[MpunukoM OHOCHHTE3€ KyMapHHA, KJbYYHH KOpallM Cy HW30MEpH3aluja (rans-o-
KyMapHUHCKE KHCEIMHE, IPH YeMy HacTaje cis-hu30Mep, Te JIAKTOHHW3alhja Koja pe3ynryje

dopmupamem kymapunckor jesrpa (Lllema 1.28).

buocunTeza 4-xuapokCMKyMapuHa y OWJbKaMa OJIBHja C€ Ha HEKOJIMKO HauyuHa
(Illema 1.28). Tako, trams-o-KyMapuHCKa KHCEIMHA MOXE C€ IMPEKTHO AKTUBUPATH Y3
moMoh areTus1 KOeH3UMa A W TIPEBECTU Y {rans-o-Kymapown (TJIaBHH TYT), WX MTOCPEITHO,
MPEKO MEJUJIOTCKE KHCEJIMHE CIpOBOhEHmEM Hajpe penaykiuje npaheHe OKCHUIAIUJOM Y
npucyctBy NADH (criopennu nyrt). JloOujeHn Hpou3BOJ, frans-o-KymMapouws KOEH3UM A,
MOJUIeKE OKCHAALMJH Yy TIPUCYCTBY (rans-o-KyMapoWJI KOCH3MM A XUApOKcHiase u 3-
XUJAPOKCUMEIIMOTOWI KOCH3UM A JIeXHJIpoTreHa3e Tne HacTaje 3-okco-MenuoTomi-KoA.
Jla;hOM €HONM3alMjOM W UHTPAMOJIEKYJICKOM JIAKTOHU3AIMjOM H3]IBaja C€ KpajihH MPOU3BO/I,

4-XUIPOKCUKYMAapHH.

Criopennu myt OMocuHTe3e 00yxBara peaykiujy kymaputna y npucyctsy NADPH, a
MIOTOM U yBOhewe XUAPOKCUIIHE Tpyle y o-noJioxkajy. JloOujeHn mpou3Boj je MeIHIoTCKa
KHCEJIMHA, KOja Ce y TVIaBHU IyT OMOCHHTE3€ YKJbYUyje MPEKO frans-o-KyMapousl KOEH3UMa
A. Crora ce MeIIJIOTCKa KUCEINHA aKTUBUPA y MPUCYCTBY alleTHUJI KOSH3UM A TpaHcdepase,
KOja OJIaKIllaBa MPEHOC JeIHOT MOJIeKyJa aleTUs KOeH3uMa A Ha MENUJIOTCKY KHUCEIHHY.
Cnenehu xopak je oxcumanuja Menunotous koensuma A y mpucycrsy NAD*-a mro Boau

HACTaHKY frans-u3oMepa o-KyMapoui KoeH3uma A.

ANTEepHAaTHBHU IyT OMOCHUTE3€ OJIBHjA CE MPEKO frans-IMMETHE KHUCEIMHE KOja MOXKe
noyiehu B-okcuaanuju, a 3aTUM U XUAPOKCHIIALM]H IITO TOBOAM 10 GOpMHUpaba CATUIIHIIHE
kucenuHe. HarpalheHa kucenwHa ce akTHBUpA alleTHI KOCH3UMOM A, a HAaKOH Tora M
MAQJIOHWJI KOGH3UMOM A y IHJbY MPOJIyKEHha OOYHOI JIaHIA U CHHTE3€ 3-OKCO-MEITHOTOMI
koeHsuma A. HarpaheHu mnpou3Boa MOTOM TOUICKE peakijamMa CHOJNMU3ALUje U
JIAKTOHU3AIMje MOJIEKYyJla Ha MOTIIYHO MCTH HAa4YWH Kao M KOJ TJIABHOT W CIOPEIHOT ITyTa

OHOCHUHTE3E.
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lema 1.27. buocunresa frans-uuMeTHE KUCEIIUHE U3 YTJbEH-AUOKCUA U TIYKO3€.
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Ilema 1.28. brocunTe3a KyMapuHa U 4-XUJpPOKCUKYMapHUHa U3 frans-UMETHE KUCEINHE.
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[Ipekypcopu  xpoman-2,4-nuoHa,  4-XUIPOKCHUKYMapuHH €€  KETO-€HOJHOM
TayTOMEPH3aIMjOM XHIPOKCUIHE I'pyIe Ha IMO0JIokKajy 4 JaKo MpeBoje y XpomaH-2,4-11oHe

(IlIema 1.29).

OH O
X

-
O O O O

Ilema 1.29. Kero-enonna tayromepuja 4-XuIpoKCUKyMaprHa.
1.2.1. XEMUJCKA CUHTE3A U AKTUBHOCTU XPOMAH-2,4-TMOHA

XpomaH-2,4-mMOHM JI0 caja HHUCY HWCIUTHBAHW Kao AaHTHUKOAryJlaHTH, Ta y
TUTEpaTypu HeMa 3a0elle)KCHHUX peakija HBUXOBE CHHTE3e y TOM cMHchTy. Mehyrum,
JepUBaTH XpoMaH-2,4-TMOHA HCII0JhaBajy aHTUKAHIICPOTCHE W aHTHOAKTEpHjCKe O0COOMHE H
MOHAIIAjy Ce Ka0 Ka0 HHXHOUTOPH alleTHIXOJMHECTepa3e 1 MOHOAMHUHO OKcuase B.

AHTHKaHIIEPOTCHN areHCH, 3-CYIICTUTYUCAHH JIEPUBATH XpOMaH-2,4-110Ha, MOTY Ce
CHHTETHCATH y YATPAa3BYYHOM KYyMATHIy U3 apOMaTHYHHUX alAeXunaa, 4-XUAPOKCHKYMapHHa

¥ fepuBara mupasonona (Illema 1.30).%°

OH
0 R _N R,
1, el O —
0 X0 0

Ilema 1.30. Ommurtu npuka3 XeMHUjCKe CUHTE3€ 3-CyNCTUTYMCAHUX JiepuBara Xpoman-2,4-
nuoHa. Ri Moske OUTH Tpyma ca CyNCTUTYHCaHMM OEH3EHOBUM IMPCTEHOM Wi QypaHoM, R
mory outu aromu H, Cl u F, a Rz aromu H, Cl, F u metui rpyma.

Takohe, 3-cymcTuTyncaHu XHAPA3UHUIMACHCKH JEpUBATH XpoMaH-2,4-1aroHa
UCIMOJbaBajy AaHTHKAHIEPOTeHY akTWBHOCT. CHHTETHINY Cc€ Tako MmTo ce 4-
XuIpokcukyMapuHu pactBopeHn y 10%-tHom pactBopy NaOH Tperupajy comuma

xeTeponuknnyaux amuna (Illema 1.31).7
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Ilema 1.31. CunTe3a XUIAPAa3WHWINICHCKUX JepuBaTa xpomaH-2,4-nmuona. CyncTUTYeHTH
Mmory outu cienehe rpyme: Ri- H, CHs; Ro- H, CHs, ferc-Bu, Br; Rs- H, X- N, O, C; Y- NH,
C,S.

AHTHOAKTEPHjCKU areHCH, 3-apWINJCH XpOMeH-2,4-THOHCKH JepPUBATH, CUHTETHUIIY
ce TaKko MTO ce 4-XUIPOKCUKYMapHH KOHJIEH3Y]e ca apOMaTUYHUM alfexuaumMa (IIporruoHann)

u pednykryje 1,5 h y Bpyhem eranony y3 momatak Hekosimko kamu munepuanHa (Lllema

1.32).™

OH 0
X . <O H
0~ -0 o

Ilema 1.32. Cunre3a XpomaH-2,4-TMOHCKHX JepuBaTta U3 4-XUAPOKCHKYMapuHa |
apOMaTUYHUX aJFeXua.

Nuaxubutopr MOHOAMHHO OKcHaa3ze B ca xpomaH-2,4-TMOHCKHM je3TpOM CE€ MOTY
CUHTETHUCATH U3 XpPOMOH-3-KapOoKcHuiiHe KuceqruHe u GhochoHUjyMOBe cou (O€H30TpHa30JI-
1-unokcu)rpunupoanauaopochonrjym xekcadayopodocdara (enr. (benzotriazol-1-yloxy)

tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate, PyBOP).

COOH 1 pop oy
H

| — R = H, OH, CI, CH,
0 00

Ilema 1.33. Cunre3a nepuBata XpoMaH-2,4-1M0HA U3 XPOMOH-3-KapOOKCHITHE KUCEITUHE U
dbocdonujymone conu PyBOP.
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HepuBatu XxpomaH-2,4-1MOHa, W30JIOBaHW W3 cMoyie OusbHe Bpere Dorema
ammoniacum D, moka3zanu cy ce kao ao0pu uHXuOHTOpH anerwixonuHectepaze (Lllema

1.34).73

lema 1.34. Xpoman-2,4-THOHCKHU IEPUBATH Ka0 MHXUOUTOPH allETHIIXOJIHMHECTEPa3e.

1.2.2. XEMUICKA CUHTE3A 4-XUJIPOKCUKYMAPUHA

Kako ce xemujcka cHHTe3a XpoMaH-2,4-mMoHA YIrIIaBHOM 3acHMBa Ha 4-
XUJPOKCUKYMapHHUMa Kao TOJa3HUM CYICTaHI[aMa, Tako he y TeKCTy OWTH ONWCaHW M
MOCTYIIIHN BUXOBE CHHTE3C. Y JIMTEPaTypH je 3a0elIeKEeH BEIUKH OpOj METOIa TI0 KOjuMa Cy
CHUHTeTHCaHH 4-XUpoKcuKyMapuHu.'* EKCiepUMeHTH ce YTIIaBHOM 3aCHHBAjy Ha XUIPOKCH-

aretoeHoHY Wiu (PEHOTY Kao MOJa3HUM jeIU-CHhIMa 32 1aJby CHHTE3Y.

[IPUMEHA 2-XUJIPOKCHAIIETO®EHOHA Y CHUHTE3M 4-XHJIPOKCUKYMAPHUHA. 2-XHIPOKCH-
areToeHOH MOXKE C€ TPETUpaTH armIyjyhuM areHcuma nomnyt GocreHa, TMMeTHIKapOoHaTa
WIH JHETUWIKapOOHAaTa y TPUCYCTBY CTEXHOMETPHUJCKE KOJWYHMHE HATPHjyM XHJpHIA Y

aHXHIPOBaHOM ToJIyeHy uiu kcuieny (Illema 1.35).

0 OH
0
NaH XN
+ )J\ a
OH R™ R 0" X0
R=Cl
CHj-

Ilema 1.35. Cunre3a 4-xuApokcuKyMmMapuHa momohy 2-xuapokcuaneropeHoHa U
anuiupajyhux arexaca.
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IMopen  Tora,  2-xuapokcuaneropeHOH  MOXKe  ce  KOHJICH30BaTH  ca
TPUXJIOPOALETOHUTPHIOM y TPHUCYCTBY N-METHIAHHJIMHOMArHe3ujyM OpOMHUa NPH 4YeMy
Hactaje (Z)-3-amuno-4,4,4-tpuxinopo-1-(2-xuapokcudermn)oyr-2-eH-1-0H, KOjU C€ HAKOH
TpeTMaHa  KOHIICHTPOBAaHOM  XJIODOBOJOHHUYHOM  KHCCIMHOM  KOHBEpTyje y  2-
(TpuxIOpOMETHIT)XpOMOH. ba3HO KaTalu30BaHOM XHIPOJHM30M JOOMJCHOT jeHIbCHa

dopmupa ce 4-xuapokcukymaput (Lllema 1.36).
O  NH, OH OH
@fj\ _ CaeN chh NH; @(ﬁ KOH di
PhN(Me)MeBr OH HCl 0" >cc, 0 o

IMema 1.36. Cunre3za 4-XuJpOKCHKyMapHHa KOHJEH3alUjOM 2-XHJApoKcHaleTodeHoHa U
TPUXJIOPOALIETOHUTPUJIA.

[TPUMEHA ®EHOJIA Y CUHTE3U 4-XUJIPOKCUKYMAPUHA. Peaknmja ce 3acHUBA Ha 3arpeBamby
(eHoNa ca MaJOHCKOM KHUCEITWHOM Yy (ocdop OKCHUXIOpUAy ca Iymio BehoM KOJTWYHMHOM

aHxuapoBaHor uHK xiopuaa (Ilema 1.37).

OH
@ _ZnCl,/ POCl; A
M T0Cc/12h 00
Iema 1.37. Cuntesa 4-xuapoKcukymMapuHa nomohy (peHosia ¥ MaJOHCKE KHUCEIUHE.

deHou ce MOXe TpeTUpaTu U MeJIpyMOBOM KHCEIMHOM y CUCTeMy Oe3 MpHCYCTBa
pacTtBapaya Ha Temmeparypu ox 90°C, mpu uemy ce Hajupe popmupa 3-okco-3-(heHOKCH-
MPONMOHCKA KHCEIHHA, a 3aTHM TpeTMaHoM Eaton-oBum pearencoM wiu nosudochopHOM

KHCETMHOM Hactaje 4-xuapokcukymaput (Illema 1.38).

OH

© >< 90°c 0O O /@ A wmu B di
—_—

HO o} 0~ >0

lema 1.38. [Ipuka3 cuntese 4-XUIPOKCUKYMapHHa J€I0BakbeM MenapyMoBe KUCEeIMHE Ha
¢enoun. A: Eaton-os pearenc, 70°C, 1 h; b: 116% pactBop nonudochopue kucenune, 120°C,
15 h.
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CUHTE3A 4-XUJIPOKCUKYMAPUHA XWJAPOJIMTUYKOM PETPO DIELS-ALDER-OBOM PEAKIIOM.
Daia u capagHuIM TPOHAILIM Cy HOB HAYMH 3a CHUHTE3Y 4-XHJIPOKHCKYMapHHA, KHCEJIO-
KaTanu30BaHoM xuzapoiutuukoM Diels-Alder-oBom peakuujom 7-oxcadbunukio [2.2.1]xenTa-

JIMEHA, a Kao CIIOPEHU POM3BOIH 100ujajy nepuBatu ¢ypana (Illema 1.39).

0 OH CO,Me
CO,Me =
| 2 H30+ N + O;[
COzMe
o CO,Me 0~ 0 Tol
Tol

Mlema 1.39. Cunresa 4-XuApOKCUKyMapuHa KHCEN0-KaTaIN30BaHOM XUIPOJUTHUKOM Diels-
Alder-oBom peakuujom.

[IPUMEHA PEAKIIWJE PACKUJAIA 4-AJIMTT  KYMAPMHWI ETPA 3A CHUHTE3Y 4-
XUJAPOKCUKYMAPUHA. Ganguly je ca capagHuiuMa oOmucao MeETOqy Kojom ce 4-
XUJIPOKCUKYMAapUHU MOIY CHHTETHCATH U3 aluil KyMapHHUI €Tpa, Yy IPUCYCTBY
KaTAJINTUYKUX KOJIMYMHA NaJaijyMa Ha aKTUBHOM YIJbY Y METaHOJIY, M y KOMOMHAIM]U ca

amouujym moauogarom (Ilema 1.40).

0o NF OH
N 10% Pd/C N

peduyke, 1.5h

o (¢}

Hlema 1.40. Cunre3a 4-XxuApOKCUKyMapHUHa U3 aJIWJl KyMapUHUI €Tpa.

JEALETUIOBAE 3-ALETWI-4-XUJIPOKCUKYMAPHHA. 3-aneTui-4-XuapoKCUKYMapUHU MOTY
6I/ITI/I MOABPIrHYTHU KHCEIIO KaTaJ'II/ISOBaHOj peaKLII/IjI/I ACalCTUJIOBAbA U [1da CC IIPUTOM Harpaau

4-XuApoKCHKyMapuH y Beoma BucokoM mpunocy (90%) (Illema 1.61).

0O O OH
H,S0,, EtOH/H,0 N

t,1h
0”0 0”0

lema 1.41. [Ipumena peakuuje 1ealeTUIOBakHa y CUHTE3U 4-XUIPOKCUKYMapHHA.
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JIOBUJATE 4-XUIPOKCUKYMAPUHA XUJIPOJIU30M U JIEKAPBOKCIJIALIMIOM 3-KAPBETOKCH-4-
XUJIPOKCUKYMAPUHA. Ha cinu4aH HayWH, NPUMEHOM KHCENIO KaTalu30BaHE XHIPOJH3E U
nekapOokcuianyje Ha 3-KapOeTOKCU-4-XUAPOKCUKYMapuHy, c€ MOXe NOOUTH 4-XUIPOKCH-

kymapuHcko jesrpo (Illema 1.42).

0O 0 OH
0% HS0,, EIOH/H0 N

t1h
00 0 o

Ilema 1.42. [TpumeHa Kuceno KaTaau3oBaHe XHUAPOJIU3E U JAeKapOOKCHUIIALUje Y CUHTE3U 4-
XUAPOKCUKYMapuHa.

DOTOOKCUTEHATIMJIA XPOMOH-2-KAPBOKCWJIHE KUCEJIMHE. Jomn jemaH jeJHOCTaBaH HA4HH
Ja ce cuHTeTuine 4-XuIpoKCUKyMmMapwH mpukazamm cy Kawata m capagauiu. Peakmumja ce
3acHUBA Ha (POTOOKCUTEHAIMJH XPOMOH-2-KapOOKCHITHE KHCEINHE y €TaHOJICKOM PacTBOpPY U

npalieHa je nexkapOOKCUIAIIMjOM U aauinjoM MoJiekyia kuceonnka (I1lema 1.43).

0 OH
hv X
— =
o~ >coon @ ©2 0 X0

Ilema 1.43. CunTesa 4-XuapOKCUKyMapruHa IPUMEHOM peakiifje (UTOOKCUTEHAITH]E.

V800U deo pyKonuca npedouuo je HajsHauajuuje cezmenme KoazyrduuoHe Kackaoe u Mexanusme
anmuKoazyramuene axmueHocmu awmazonucma eumamuna K, Hadoeesyjyhiu ce ma buocummemcku u
eKCepUMEHMAAHY npucmyn, noeidasra EXcnepumenmarnu deo u Pezyamamu u OUCKYCUjd YHOMMYHw Y]y
HAYUHA CA3HAA O CUHME3U XPOMAH-2,4-0uona U 4-XuopoKcuKymapuna Kgo anmazonucma sumamuna K,

me Oajy c80j 0ONPUHOC Y Pa3ymesary Papmaxor0euje AHMAzoHUIMA KOAZYAAUUOHE KACKAOe.
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2.1. ITPOTOKOJIX CUHTE3E JIEPUBATA 2a-h

CunHTe3a HOBUX JiepuBaTa XpoMaH-2,4-n1uoHa U 4-XUJPOKCUKYMapuHa, CTPYKTYPHUX
aHajora XWHOHCKUX (popmu BuTamuHa K M MOTEHIMjaTHUX KOMIIETUTUBHHX aHTAarOHUCTA
ButamuH K 2,3-emoxcun penykraze cyojemunmnne 1 (VKORCI), u3BpiieHa je mpuMeHOM
KOHBEHIIMOHAJTHUX EKCIIEPUMEHTAIHUX TMpOoTOoKona (nepuBatu 2a-f), 0IHOCHO MpOTOKOJIA
KOjU Cy MOJpa3syMEBAIM OJBUjarbe peakihja y MEAHjyMy MHUKpOTajJacHOT 3paucma (2g-h)
(Lema 2.1).7

OH O (¢} HN/\/R1
X MeOH =
+EN > Ri: 2a —NH,
R
0 o Hszﬁn\/ (6] (6] 2b —OH
1
2a-2f
n=1-2 2¢ —SH
MeOH o\s,/o
H,N" "NH, 24 —NHCH;
~SNH O
2e
NN
O\S//O
OH N° 'R, R,: 2 — NH
| 2 g 2 (0) (0]
X
_IN OH —NH O
2h
0~ 0 = 2f XX
2g-2h
(0) (6] 0 )

Ilema 2.1. [Ipernen onmrer mocTynka XeMH]CKe CUHTE3€ AepuBaTa 2a-h.

ITomohy KOHBEHIMOHAHE METOJAC U3BpIIeHa je cuHTe3a jaepuBara 3-(1-
aMHUHOCTHIIHICH)XpoMaH-2,4-1uona, 2a-f. CunTesa je u3BpiicHa y 0a3HOj CPEIMHH, YCIe[
npucycTBa TpueTtuiamuHa EtsN, KoHOeH3amujoM TMOJa3HOT jeAumbema  3-aleThi-4-
xuapokcukymapuna (1) ca ogrosapajyhum amunuma (Illema 2.1). CBu KOHAEH3aTH H00UjeHU
CY Y BHCOKOM TIpuHOCY. Peakimjom n3mel)y eKBUMOJIApDHUX KOJIMYMHA PeaKTaHaTa JOOHjeHU
cy nepuBaTu 2a-d ca jegHUM XpomaH-2,4-XMHOHCKUM MpCTeHOM. Mopa ce HaloMeHYTH Ja
CUHTe3a JepuBara 2b HUje W3BpIIEHA MPBU MyT 3a MOTpede Hu3paJe OBE JTOKTOPCKE
muceptanje. OpUrHHAIHUA TOCTYNAK CHHTE3€ OBOT jeMIbCHha JOMPHUHEO je NehUuHUcamy
HEroBe KPUCTAHE CTPYKType M TNPHHOCY jemumema on 76%.'%"" TIpoueaypom koja je
MpelovueHa MPUHOC jeAnmbera 2b 3HavajHo je moBehan mo vak 97%, ymMme je ompaBaaHa

HY6J'II/IKaI_[I/Ija HOBC CMHTCTUYKC IIPpOLICAYyPEC. I[O,Z[&TKOM ABOCTPYKEC KOJIMUMUHC EtsN H3BpIICHA
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je KOH/IeH3alMja 1Ba XpoMaH-2,4-XHHOHCKA je3rpa MpeKo 0AroBapajyhnx aMMHCKHX MOCTOBA
U U3BpIlIEHA cuHTe3a AepuBara 2e u 2f. OCHOBHA MPEIHOCT KOHBEHIIMOHAIHE CUHTETUYKE
MeToJIe jecTe J00ujarhe BUCOKUX MPUHOCA M JEJHOCTABHOCT MPOIEIYpPEe KOJOM C€ Y jeTHOM
KOpaKy 100ujajy jenmema CTpyKTypHO cinyHa BuTamuH K 2,3-enokcuny.

Peakmmjom y arMocdepun MHKpOTalacHOT 3padema M IPHUCYCTBY cyiadamuia,
CHHTCTUCAHU Cy JiepuBatu 4-Xuapokcu-xpomeH-2H-ona, 2g u 2h (Illema 2.1). domaTkom
eKBUMOJIAQPHUX KOJWYMHA peareHaca, (OpPMHpaH j€ MOHOCYIICTUTYHUCAHU CyapaMHUIHU
nepuBar 2g, JOK je J0JaBame JBa EKBHBAJeHTa cyldamuaa pe3ylIToBalO CHHTE30M
KoHJeH3aTa 2h, Koju y CBOjOj CTPYKTYypH CaApXHU JiBa MOJEKyla 4-XUIpPOKCUKyMapuHa
noBe3aHu cyiadamMugHUM MocToM. JloOujame HOBUX JepuBara 4-XUIPOKCHKyMapuHa,
CTPYKTYPHO Pa3IMYUTHX OJ] XpoMaH-2,4-110Ha, HE TPeNCTaB/ha HEAOCTaTaK KOPHUITheHHX
eKCTIEpUMEHTATHAX MPOTOKOJa, Beh Ha W3BecTaH HaYMH W MpeqHocT. Hanme, y HaBeqeHUM
PEaKIMOHUM YCIIOBHMA in Situ Cy NOOWJEHU NEepUBATH KOJU in Vivo MOTy jako mojuiehu
peaKknuju TayToMepH3aldje W TOCTaTH KOMIIETHTHBHU AHTarOHHCTH XHHOHCKHX (OpMH
puTamuHa K. 4

CBu peareHCH W pacTBapadd KOJU Cy KOpHIIheHW 3a CHHTE3y OWJIM CY aHAIUTHYKE
yrctohe ¥ JIUPEKTHO Cy ariiupaHy. Tayke TOIUbemha CUHTETHCAHMX JepHUBaTa MEpPEHE CY
Ha Kofler hot-stage ypehajy (C. Reicher, Vienna, Austria) u mpukaszade cy 0€3 KOpPEKIIHje.
Peakmnuje y mMuxporanacHoj armochepu uzBohene cy Ha MICROSYNTH mukportamacHom
CUHTETHYKOM cuctemy, npomsBohada Milestone Inc. 25 Controls Dr. Shelton, CT 06484,
CAJl. MuxkpoTanacu cy 100MjeHH IPUMEHOM MarHeTpoHa, npu ¢pekBeHnuju o 2450 MHz,
ca u3nazHoM eHeprujom y omcery oa 100 mo 500 W. Uucroha cuHTeTHCAHUX JepHBaTa je
nposepena pyruackom TLC ananmuzom Ha Merck Kieselgel 60 PFass+366 1 Merck Kieselgel G
wiouuriama. Mpibe Cy BU3YeNM30BaHE MOCTaBJbalbeM IUIOYMIIA y Kaay 3acuheHy mapama
joma. UYuctoha pgepuBaTa HOJAaTHO j€ MPOBEpEHA TaCHO-MAceHOM XpoMaTorpagujoM.
MukpoaHnanuse yribeHHuKa, BOJIOHHKA, a30Ta U cyMmIiopa u3Bpiiene cy Ha ypehajy Carlo Erba
1106 (Carlo Erba, Munano, Utanuja). IR cnexkrpu (I[Ipusor 1) caumanu cy na Perkin—Elmer
crextpodoTomerpuma, Mogenuma 137 u 337, y cm? jemumumama (Perkin Elmer,
Beaconsfield, YK). NMR cnektpu cy chumanu Ha Varian Gemini 200 cnektpodoTtomeTpy
(*H na 200 MHz; **C na 50 MHz; Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) y pacteapauy DMSO-y
u TMS-y (SiMes), ka0 HHTEPHALIMOHATHOM CTaHIapIy. XEMHjCKa MOMepama IpHKa3aHa Cy y
ppm jenununama (ckpahenune: s-cunrier, d-myGser, t-tpumier, g-kBaprter, ABq-AB
KBapTeT, m-mynrturuier). ['acHo-macene aHanmuse u3BereHe cy Ha Agilent 6890N/5975B

raCHOM XpoMaTorpamy.
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2.1.1. OIILITA ITPOLIEJIYPA 3A ITPUIIPEMY JIEPMBATA 2a-h

2.1.1.1. KOHBEHLIMOHAJIHA CUHTE3A JIEPMBATA 2a-f

Cunmesza  (E)-3-(1-(2-amunoemunramuno)emunudeH)xpoman-

0 NN
P 2,4-ouona (2a). Cmemmu etwieHauaMud xuapoxaopuia (0,326
g, 2,45 mmol) u EtsN (0,248 g, 2,45 mmol) mnperxoaHo
O (6]

pactBopeHoj y 50 mL meraHona moCTeNeHO je ojaaBaH 3-
anermi-4-xunpokcukymapua (1) (0,5 g, 2,45 mmol). Cuntesa 3-ametwi-4-XuapoKcu-
KyMapHHa TIPETXOJHO je OomucaHa npyriae.’° PeakIMoHM pacTBOp MeNIaH je MAarHEeTHOM
memanuiom 30 MuHyTa Ha coOHOj Temneparypu. 1o 3aBpiieTky pearuje, peakiiioHa cMeria
je yrmapeHa I0oJ] CHIDKCHHM IPUTHCKOM Ha TpehmHy 3ampemuHe. HakoH KOHIIEHTpOBama
pacTBopa J0NUIo je 10 W3/IBajama Tajiora Ha JHY peakiuoHor 0anoHa. CTajJokKeHO jeUmhEHhe
2a mpoduiTpupaHO je W TPEKpPUCTAIMCAaHO y MeTaHody. JloOujeHu cy Oenu KpuCTaiH y
npunocy on 94%, 1.1. 163,5-164,0°C; IR (KBr, cm™): vomny 3420, vnmy 3250-2100, vi=cH)
3012, v(cH) 2920 u 2801, v(c=0) 1699, vc=c)ap 1610, 1571, 1486 u 1466 (ITpumorl, Crnuka 1);
!H NMR (200 MHz, DMSO-ds, dppm): 13,92 (br s 1H, NH), 7,97-7,24 (m, 4H, C-H-5, C-H-
6, C-H-7, C-H-8), 3,72 (br s, 2H, NH,), 3,65 (t, 2H, CH,-C, 3/ = 9.4 Hz), 2,79 (t, CH2, CH.-
C, ®J = 9.4 Hz), 2,77 (s, 3H, CHs-C) (Ilpunor 1, Cimka 2); 3C NMR (50 MHz, DMSO,
oppm): 179.54, 175.89, 162.17, 153.12, 133.96, 125.82, 123.69, 120.51, 116.30, 96.17, 18.89,
49.67, 43.79 (ITpunor 1, Ciuka 3); MS: m/z 246 (M*), 247 (M*+1), 216, 204, 187, 175, 147,
121, 92, 67. U3pauynaro 3a C13H14N203: C, 63.40; H, 5.73; N, 11.38; naheno: C, 61.56; H,
5.48; N, 11.02.

Cunmesa (E)-3-(1-(2-xudpoxcuemunamuno)emuiuoer)xpoman-

o >N
P 2,4-0uona (2b). Cmemu 2-amuHoetanon (0.149 g, 2.45 mmol) u
EtsN (0,248 g, 2,45 mmol) mperxoxHo pactBopeHoj y 50 mL
(6] (6]

METaHOJIa, TIOCTENEHO je JoJaBaH 3-aleTUiI-4-XUIpOKCH-
kymapuH (1) (0,5 g, 2,45 mmol) u peakuuona cmemia je peduiykroBaHa 2 cara. PactBapau je
yIapeH Mo/ CHIYKEHUM MPUTHCKOM Ha TpehuHy 3arpeMuHe HaKOH Yera je cMellla OCTaBJbeHa
24 cara Ha Temmneparypu of 5°C. YV pacTBopy cy ce cTajambeM M3/BOjuiIu Oenu Kpucranu 2b
KOJU Cy OJ pacTBOpa OJIBOjeHM (HITPALUjOM U IOTOM HPEKPUCTATMCAHU Y METAHOIY.
[punoc 97%, 1.1. 157.2-159.4°C; IR (KBr, cm™): vom) 3412, v=cry 3050, vcHy 2948 u 2894,
vc=0) 1661, v(c=cjap 1615, 1592, 1573 u 1487 (Ilpunor 1, Cnuxa 4); *H NMR (200 MHz,
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DMSO-ds, oppm): 14.62 (br s 1H, NH), 8.05-7.18 (m, 4H, C-H-5, C-H-6, C-H-7, C-H-8),
3.99 (t, 2H, CH2-0, 3J = 8.4 Hz), 3.73 (t, 2H, CH2-C, 3J = 7.9 Hz), 2.77 (s, 3H, CHs-C), 2.19
(br s, 1H, OH) (Ilpusor 1, Cimxka 5); **C NMR (50 MHz, DMSO, dppm): 181.3, 177.05,
153.72, 152.21, 133.79, 126.04, 123.55, 120.63, 116.57, 97.38, 60.53, 46.18, 29.67 (IIpusor
1, Cimka 6);MS: m/z 281 (M*), 247, 216, 204, 187, 175, 147, 121, 92, 67. Uspauynato 3a
C13H13NO4: C, 63.15; H, 5.30; N, 5.67; naljero: C, 62.78; H, 5.10; N, 5.87.

Cunmesa (E)-3-(1-(2-mapkamoemunamuro)emuiuoen)xpoman-

o m M
P 2,4-0uona (2¢). Cmenru 2-MepKanToeTaHOJIAMUH XUAPOXIOPHIA
ink (0,189 g, 2,45 mmol) u EtsN (0,248 g, 2,45 mmol) mperxo/Ho
O (6]

pactBopenoj y 50 mL wmeranoma, mocremneHo je aomaBaH 3-
arnetmin-4-xuapokcukymapus (1) (0,5 g, 2,45 mmol) u peakiinona cmera je pedaykroBaHa 2
catra. Hakon 30 muHyra on mouerka peduiykToBama mnpumeheHo je dopmupame Oenor
Tajora. PacTBapad je ynapeH 1moJi CHUKEHUM MPUTHCKOM Ha TpehuHy 3anpeMuHe HaKOH yera
je cmema ocraBjbeHa 24 cara Ha Temmnepatypu on 5°C. Y pactBopy cy ce crajamem
M3IBOJUIIM O KpHCTaId 2¢ KOJjU Cy OJ pacTBOpa OJIBOjeHH (uiaTpamujoM ¥ TOTOM
NpeKpucTaaucany y meranoiy. Ilpunoc 86%, T.1. 172-174°C; IR (KBr, cm™): vy 3414,
v=cH) 3051 u 3015, vcH) 2973 u 2782, v=sH) 2530, vc=0) 1688, v(c=cyap 1607, 1573 u 1483
(ITpurnor 1, Cruxa 7); *H NMR (200 MHz, DMSO-ds, & ppm):14.53 (br s 1H, NH), 8.07—
7.14 (m, 4H, C-H-5, C-H-6, C-H-7, C-H-8), 3.74 (m, 2H,CH-C, 3J = 8.1 Hz) 2.85 (m, 2H,
CH,-C), 2.78 (s, 3H, CH3-C), 1.67 (br s, 1H, SH) (ITpuior 1, Cruka 8); **C NMR (50 MHz,
DMSO, 6 ppm): 181.64, 176.77, 153.73, 153.71, 133.9, 126.08, 123.58, 120.40, 116.56,
97.43, 42.76, 36.79, 23.83 (IIpuuor 1, Cinuka 9); MS: m/z 265 (M*+2), 263 (M*+1), 248,
230, 216, 204, 203, 187, 175, 147, 121, 92, 67. Uzpauynarto 3a C13H13NO3S: C, 59.30; H,
4.98; N, 5.32; maheno: C, 59.21; H, 5.07; N, 5.35.

~_NHCH; Cunmesa (E)-3-(1-(2-(memuramuro)emuiamuno)emuiuoeHn)
0 HN

P xpoman-2,4-ouona (2d). KouBemmoHanaHa mporeaypa je

MUHHMAJIHO KOPHIOBaHa NPWJIMKOM CHHTe3e JepuBaTa 2d.

o IMovernu pearenc 3-anerin-4-xuapokcukymapus (1) (0,5 g,

2,45 mmol) je najupe pactBopeH y 25 mL mperxoJHO 3arpejaHor pacTBOpPa METAaHOJA.
PactBop je morom oxiahen 1o coOHe TemmepaType, HakoH uera je ponaro 10 mL pactBopa

N -metuneran-1,2-muamuna (0,182 g, 2,45 mmol), mpeTxoaHO pacTBOPEHOTr y XJIaJHOM

MmetaHoiy. Cmema je pedaykroBana 10 MuHyTa cBe JOK ce MouyeTHa 00ja KymMapHHa HHje
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u3ryomna. PactBapad je ymapeH MoJ CHWKCHHM MPUTUCKOM Ha TpehwHy 3ampeMuHe HAKOH
yera je cMmelna ocraBjbeHa 24 cara Ha Temmeparypu ox 5°C. VYV pacTtBopy Cy ce crajameM
M3JIBOJUJIM JKYTH KpucTaiu 2d Koju Cy 0JIBOjeHH (UIATPALMjOM U IMOTOM MPEKPUCTAIHCAHU Y
metanony. ITpunoc 82%, 1.1. 180-182°C; IR (KBr, cm™): vnmy 3412 u 3308, v=cH) 3051 u
3017, vcHy 2924 u 2851, vc=0) 1694, vic=cyp 1612, 1571, 1487 (Ilpunor 1, Ciuka 10); H
NMR (200 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 13.79 (br s 1H, NH), 7.95-7.25 (m, 4H, C-H-5, C-H-6,
C-H-7, C-H-8), 4.02 (br s, 1H, NH-CHs) 3.04 (s, 3H, CH3-N) 2.97 (t, 2H, CH2-C, %/ = 8.9
Hz), 2.69 (t, 2H, CH»-C, 3J = 8.9 Hz), 2.71 (s, 3H, CHs-C), 1.67 (br s, 1H, SH) (IIpuor 1,
Cmuka 11); ¥C NMR (50 MHz, DMSO, § ppm): 178.26, 175.92, 162.17, 153.13, 133.96,
125.82, 123.69, 120.51, 116.30, 96.17, 51.92, 42.9, 39.5, 23.12 (Ilpusor 1, Cauxka 12); MS:
m/z 260 (M"), 218, 217, 202, 187, 176, 172, 147,121, 92, 67. Uzpauynaro 3a C14H1sN203: C,
64.60; H, 6.20; N, 10.76; naheno: C, 64.66; H, 6.11; N, 11.16.

Cunmesa (3E,3'E)-3,3-(1,1'-(nponan-1,3-0ouundouc
(azaneouun))ouc(eman-1-un-unuoen))ouxpoman-2,4-
ouona (2e). Cmemu 1,3-1HaMHHOTIPONIaH XHIPOXJIIO-
0”0 0”0 puma (0,182 g, 2,45 mmol) u EtsN (0,496 g, 4,50
mmol) nperxomaHo pactBopenoj y 50 mL MeraHoja, MOCTENEHO je J0AaBaH 3-areTui-4-
xuapokcukymapun (0,5 ¢, 2,45 mmol). Peaknmona cmema pedaykroBana je 30 MuHyTa.
Jlobujenu cy 6enm KpUcTaiu 2e KOju Cy OJIBOJeHH (UITPAIMjOM U IIOTOM MPEKPUCTATUCAHU
y Metanoiny. Ipunoc 41%, 1.1.: 243-246°C; IR (KBr, cm™): von) 3420, vemy 3139, v=ch)
3049, vchy 2922 u 2852, vc-0) 1698, vc=c)ap 1609, 1571 u 1486, vc=c) 1466 (IIpumnor 1,
Cnuka 13); *H NMR (200 MHz, DMSO-dsd ppm): 11.08 (br s, 1H, NH), 8.28-7.48 (m, 4H,
C-H-5, C-H-6, C-H-7, C-H-8), 3.23 (t, 2H, CH2-C, *Jun = 9.4 Hz), 3.08 (t, CH2, CH>-C, 3Jun
= 9.4 Hz), 1.51 (s, 3H, CH3-C) (ITpunor 1, Cnuxka 14);33C NMR (50 MHz, DMSO, § ppm):
183.06, 176.82, 163.60, 154.23, 133.60, 126.26, 124.56, 121.72, 118.40, 100.30, 41.24,
28.55, 18.26 (Ilpmmor 1, Cmmka 15); MS: m/z 446 (MY),447 (M*+1), 448 (M*+2);
Nzpauynato 3a C2sH22N206: C,67.26; H, 4.97; N, 6.27;1aheno: C, 67.56; H, 4.33; N, 6.97.
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Cunresa (3E,3'E)-3,3"-(1,1'-(eman-1,2-0uunbuc

o o
(azaneouun))ouc(eman-1-un-1-unuden))ouxpoman-
=
NH O 2,4 ouona (2f). Cmemu eTHICHIMAMUH XHIPOXJIO-
0 HN"
P puna (0.326 g, 2.45 mmol) u EtsN (0.496 g, 4.50
mmol) nperxomHo pacTBopenoj y 50 mL meranona,
o o

MOCTETICHO je JIOJaBaH 3-aleTwi-4-XUJIpOKCH-
kymapus (0,5 g, 2,45 mmol). Peaknmona cmema pedurykroBana je 30 munyra. JloOujeru cy
6enmu kpuctanu 2f xoju cy 0/BojeHH (QWITPALMjOM U NOTOM NPEKPUCTAINCAHU Y METAHOY.
punoc 47%, T.1. 238-241°C; IR (KBr, cm™): vony 3414, vy 3133vecn) 3050 u 3015,
vchy 2922 u 2869, vc-0) 1708, vic=cjp 1608, 1572, 1485, v(c=c) 1467 (IIpunor 1, Cnuxa
16);'H NMR (200 MHz, DMSO-ds & ppm): 11.08 (br s, 1H, NH), 8.21-7.39 (m, 4H, C-H-5,
C-H-6, C-H-7, C-H-8), 3.27 (m, 2H, CH2-C, %Jun = 9.4 Hz), 3.11 (s, 3H, CH3-C) (TTpuor 1,
Cmuka 17); *C NMR (50 MHz, DMSO, & ppm): 183.06, 175.82, 163.60, 154.23, 133.60,
126.26, 124.56, 121.72, 118.40, 100.30, 43.99, 18.26 (IIpumor 1, Crouka 18); MS:m/z 432
(M*), 433 (M™+1), 434 (M*+2); Uspauynaro 3a C24H2N20¢: C, 66.66; H, 4.66; N, 6.48;
naheno: C, 66.87; H, 4.31;N, 6.52.

2.1.1.2. CUHTE3A JEPMBATA 20-h V MEJIMJYMY MUKPOTAJTACHOT 3PAUEHA

0. .0 Cunmesa  N-[(1E)-1-(4-xuopoxcu-2-oxco-2H-xpomen-3-un)emunu

Nz

/S\
OH I\{ NH,  oenjamunocyngponamuoa (2g). IlouetHoM peareHcy 3-ameTui-4-
@ff\ xuapokcuxpomen-2-ony (1) (0,5 g, 2,45 mmol) pacrBoperom y 50
0”0 mL MeraHoNa jJojaTa je €KBHMOJIapHA KOJMYWHA Cyidamua.

Hakon nmonmatka peareHca cmemia je 3arpeBaHa 10 MuUHyTa y MeIUjyMy MHKpPOTajJacHOT
3pauema. HakoH xialjema, pacTBapau je YKIOHEH 0] BAKYMOM, JOOHMjEHH JKYTH KPHCTAJIH
2g nporieheHn cy U MpeKprcTaIucand y Mmetanody. [Ipunoc: 76%, 1.1. 189-191°C; IR (KB,
cm™): viomy 3423,0(vm) 3132, vi=chy 3054 1 3018, vcy 2928, 2856, vic=0) 1699, 1674, V(c=C)ap
1611, 1579 u 1484, v(c=c) 1466, 1386, 1131, 698 (ITpuor 1, Cauxa 19); *H NMR (200 MHz,
DMSO-ds & ppm): 13.86 (br s, 1H, OH), 7.87-6.96 (m, 4H, C-H-5,C-H-6, C-H-7, C-H-8),
4.32 (br s, 2H, S-NH,), 2.38 (s, 3H, CHs-C) (ITpunor 1, Crmuka 20); 3C NMR (50 MHz,
DMSO, o ppm): 174.68, 173.42, 161.64, 153.37, 132.23, 124.69, 123.84, 116.46, 115.77,
100.65, 17.86 (Ilpmor 1, Cmuka 21); MS: m/z282 (M"), 283 (M'+1), 284 (M'+2);
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N3pauynato 3a C11H10N20sSC, 46.81; H, 3.57; N, 9.92; S, 11.36;naheno: C, 46.32; H, 3.46;
N, 9.94: S, 11.42.

Cunmesa 4-xuopokcu-3-[(1E)-1-({[(1E)-1-(4-xuopo-
Kkcu-2-okco-2H-xpomen-3-un)emunuoen]cyngpamuon}
@/\Ik Sﬁ@ umuno)emun]-2H-xpomen-2-on  (2h).  TlouetHOoM
o peareHcy 3-aneTia-4-XuapoKCUXpoMeH-2-ony (1)
(0,5 g, 2,45 mmol) mperxoaHo pactBOpeHoM y 50
mL meraHona fojara cy JBa ekBuBajeHTa cyindamuaa. Cmema je 3arpeBaHa 10 MuHyTta y
MeIIMjyMy MUKpPOTaJIaCHOT 3payerma. HakoH xmnahema, pacTBapad je yKJIOWHEH 10/ BAKyMOM U
noOujeHn cy kytu Kpuctanu 2h koju cy mpoueheHH U NpEeKpUCTATUCAHH Y METAHOY.
[punoc: 44%, 1.1.: 276-277°C; IR (KBr, cm™): v(om) 3428, v=cuy 3052 u 3016, vy 2929 u
2848, v(c-0) 1694, 1678, vc=cyap 1613, 1574 u 1482, vc=c) 1459, 1382, 1146 (IIpuior 1,
Cnuka 22);*"H NMR (200 MHz, DMSO-ds § ppm): 14.48 (br s, 1H, OH), 7.73-6.96 (m, 4H,
C-H-5, C-H-6, C-H-7, C-A-H-8), 2.97 (s, 3H,CH3-C) (ITpunor 1, Cnuxa 23); **C NMR (50
MHz, DMSO, 6 ppm): 175.90, 173.42, 161.64, 153.37, 132.23,124.69, 123.84, 115.77,
116.46, 100.65, 17.86 (ITpuior 1, Ciuka 24); MS: m/z 452 (M*), 453 (M*+1), 454 (M*+2);
N3pauynato 3a C23H20N206S: C, 61.05; H, 4.46; N, 6.19; S, 7.05; naheno: C, 61.32; H, 4.39;
N, 6.17; S, 6.99.
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2.2. IIPOTOKOJM IN VITRO EKCIEPUMEHATA VY IWbY MPOLEHE MOI'YRHOCTH

N3A3UBAIbA YHYTPAIIILET KPBAPEIHLA JIEPUBATA 2a-h

2.2.1. BEBVBAWE JIEPUBATA 2a-h 3A CEPYMCKH AJIBYMUH

Wunnujanay eKCepuMeHT KOojuM je oapeheH apuauTuTeT BesuBama aepuBara 2a-h
32 CepyMCKH alOyMWH H3BEACH je y IMHJbY MpoIeHe 0e30eTHOCTH aIUIMKaIHje HOBHUX
aHTUKOAaryjgaHaTa Mpe came aruidkanuje in vivo. Haume, Ha OCHOBY J0OMjEeHHX BPEAHOCTH
KOHCTaHTH aconjanuje (Ka), KoHCTaHTH auconujanuje (Kq) win Opoja Be3UBHUX MecTa (71)
Moryhe je nepuHucaté aa nu he TecTHMpaHM JEPUBATH M3A3BATH YHYTPAIIHE KpPBApeHE
HAaKOH WHTpalepUTOHEaTHE WM OpajHe arjidKalnuje Ha wMojen opranusMmy. Hajseha
3a0pUHYTOCT KaJla C€ pa3BHja HOBU AaHTUKOAryJlaHT, HapOYUTO KyMAapUHCKOT WJIU
XPOMAaHCKOT THIIa, JecTe Aa JM he akTUBHOCT OuTH mpaheHa HexXe/beHUM e(peKTUMa MOMyT
M3a3uBamka YHYTPAIIkEr KpBapemwa. Tako, ca mopacToM KOHCTAHTE acolfjaliije cMamyje ce
cio00/lHa KOHIICHTpAaIlMja aHTUKOAryjgaHTa y IUIa3MH, YUME CE€ CMamyje U PH3HK O]
YHYTpAIIBEr KPBApemha y3pOKOBAHOT aHTHKoaryIanToM. ® Ca pyre cTpaHe, HICKA BPEIHOCT
KOHCTAaHTE JTUCOIMjalHje aJOyMHH-aHTHKOAryJaHT KOMIUIEKCA yKa3yje Ha jaue BE3UBabE
aHTHKOAryJaHTa, Ha HHUCKY KOHIEHTpalujy CcJI000JHOT AaHTHUKOAryllaHTa U CMameHy

BepoBaTHOhY MHIYKOBAHOT YHYTpalImher KpBapema. '

2.2.1.1. CHUMAE ATICOPIILIMOHUX CIIEKTAPA JIEPUBATA 2a-h 11 OJIPEBMBAIGE TAUAKA

HVIJITOTI ITPEJTA3A 1 HE3BABMCHE KOHLIEHTPALITUJE

O6umHe crnekTpoOoTOMETpUjCKE CTYAHMje H3BEAECHE Ccy He OM 1M ce oJpenuia
KMHETHKA Be3UBamha UCIUTMBAHUX AepuBara 3a andymun.®® 3a morpebe excrnepumeHTanHOr
paza u3abpaH je XyMaH! CEPYMCKH aJIOyMUH 300T BHCOKOT CTEIICHA MOKJIaNama MPUMapHUX
CTPYKTypa ca CEpyMCKHM aJIOYMHHOM Iall0Ba, OJHOCHO JOCTYITHOCTH XYMaHOT CEPYMCKOT
andyMuHa kao Ouoxemujckor pearerca. [IpumapHe cTpykType cepymckor andymuHa Homo
sapiens (ynoc: P02768) u Rattus norvegicus (yroc: P02770) npeysere cy ca UniProtKB 6a3e
nojiaTaka U BUXOBO ynopehuBame U3BPIIEHO je mopaBHameM cekBeHIn nmomohy CLUSTAL

W codrsepa (Cruka 2.1).%08!
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5p|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

sp|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

5p|PO2768|ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

Sp|PB2768 | ALBU_HUMAN
sp|PB2770 | ALBU_RAT

5p|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

sp|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

sp|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

sp|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

sp|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

5p|PO2768 | ALBU_HUMAN
sp|PO2770 | ALBU_RAT

5p|PB2768 | ALBU_HUMAN
sp|PB2770 | ALBU_RAT

EKCHNEPUMEHTAJIHU JIEO

MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPF
MEKWVTFLLLLFISGSAFSRGVFRREAHKSETAHRFKDLGEQHFKGLVLIAFSQYLQKCPY

EDHVELVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEP
EEHIKLVQEVTDFAKTCVADENAENCDKSIHTLFGDKLCATPKLRDNYGELADCCAKQEP

ERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLF
ERNECFLOHKDDNPNLPPFORPEAEAMCTSFOENPTSFLGHYLHEVARRHPYFYAPELLY

FAKRYKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKORLKCASLQKFGERAFKAWAY
YAEKYNEVLTQCCTESDKAACLTPKLDAVKEKALVAAVRORMKCSSMORFGERAFKAWAY

ARLSORFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLK
ARMSORFPNAEFAEITKLATDVTKINKECCHGDLLECADDRAELAKYMCENQATISSKLQ

ECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
ACCDKPVLQKSOCLAEIEHDNIPADLPSTAADFVEDKEVCKNYAEAKDVFLGTFLYEYSR

RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQONLIKONCELFE
RHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEGDPPACYGTVLAEFGPLVEEPKNLVKTNCELYE

QLGEYKFQNALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVY
KLGEYGFGNAVLVRYTGKAPGVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEAGRLPCVEDYLSAI

LNOQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTL
LNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCSGSLVERRPCFSALTVDETYVPKEFKAETFTFHSDICTL

SEKERQIKKOTALVELYVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLY
PDKEKOIKKQTALAELVKHKPKATEDQLKTVMGDFAQFVDKCCKAADKDNCFATEGPNLY

AASQAALGL

ARSKEALA-

Cauka 2.1. YnopehuBame cekBeHIIU cepyMcKor andoymuna Homo sapiens (ynoc: P02768) u
Rattus norvegicus (yroc: P02770) npeysetux ca UniProtKB 6a3e mogaraka.

YnopeaHoM aHaiM30M MPUMApHUX CTPYKTypa CEPYMCKOT ajl0yMuHa JABa MOJEIN
OpraHu3Ma, 3akJbyueHO je Jla MPOLEHAT MAECHTUYHOCTH u3Mel)y cekBeHIM u3Hocu 73.36%
(Cnuka 2.1), a nga uaentuunoct y IIA moMeHy, ca KOjUM HHTEpaKIHjy ocTBapyje BaphapuH
(enr. warfarin, W) uznocu 100%. IToTBp1oM XOMOJIOTHje U3BPIIICHA je BalHallja XyMaHOT
TPAHCIIOPHOT CHUCTEMa W ONPABJAHO HEroBO KOpHUIINEHE y EeKCHEePUMEHTaIHUM MpPOTO-
KOJMMa OBE JAWCepTalMje Kao CYNCTHUTYeHTa 3a MaloBCKM anOymuH. Takohe, XxymaHu
CepyMCKH alOyMHH u3abpaH je U 300T JOCTYMHOCTH HHErOBE KPHUCTAIHE CTPYKTYpE Y
KoMILIekcy ca BapdapuHom Ha Brookhaven Protein Data Bank, koja je xkacHuje
ucKopHIhema 32 eKCIePUMEHT MOJIEKYJICKOT JIOKOBama y LUJbY AeduHUCamha OMOAKTUBHUX
KoH(opMalrja UCIUTUBAHMX JIEpUBaTa y BE3UBHOM MECTY CEpyMCKOT aJlOyMHHa.

[IpBu noctynak y neduHucamy KUHETHKE WHTEpakKiMja nepuBata 2a-h ca xymaHum
CEpYMCKUM anOyMUHOM OO0 je oapehuBame TalacHe My)KHWHE Ha KOjOj jeANmhEeha MoKa3yjy
MaKCHMYM afcopIirje, 003MpoM Ha YHE-EHUILY Jla allCOPIIIMOHA MAKCUMYMHU CHHTETHCAHUX
JiepuBaTa 10 caja HUCY 3a0eleXeHH y JTUTepaTypu. ANCOPHIIMOHM CHEKTPU CHUMAHM Cy Ha
Dynamica HALO DB-20 UV-Vis cnektpodoTromMeTpy, y KBapIIHUM KHBETaMa IIUpuHe 1 CM.

AncoprnuuoHe npomeHne OenexeHne cy Ha cBakux 20 s Ha TajmacHUM JyxuHama ox 190 no
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1100 nm. Crnektpu 4yucTHX jenumema 2a-h 3abenexxenu cy Ha pH 7,4 pasdnaxuBamem
oxrosapajyhux Qpakupja y KBapIijHOj KMBETH 3alpeMHHe 3 CM°, 1a 6u ce m00mMia Kpajmba
koHeHTpanyja ox 20 mg/L. Cnenuduimpana KOHIEHTpalHja OATroBapa KOHIIEHTPAIIUJU OJT
20 mg/kg TenecHe TEKWHE KA0 KOHIICHTPAIMjU IUIAHUPAHO] 3a OpallHy AaluIMKalWjy Ha
oJIpaciiiM MyXjaruma maroBa coja Wistar.

[Tomrto je yrBpheHo ma nepuBaTu He arncopOyjy Ha TaJaCHUM JTy)KHHAMa BHUILIUM O]
500 nm, eKCcriepuMeHT je MOHOBJFCH CKEHUPAEM OIicera TajacHuX AyxuHa ox 190 mo 500
nm. Ha kpajy je omcer cyxen Ha o6mact og 190 no 240 nm, jep cy NMMKOBU arcCOPHIIHOHUX

MakcuMyMa 3abesexeru y oBoj oomactu (Cruke 2.2 u 2.3).

Cauka 2.2. UV-Vis ancopnumonu criektpu aepusara 2a (A), 2b (B), 2¢ (B), 2d (I'), 2e () u
Bapdapuna (b) pacrBopenux y pocharnom mydepy npu pH 7,4 y konuentpanuju 20 mg/L.
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Cauka 2.3. UV-Vis ancoprnuuonun crektpu Aepusara 2f (A), 2g (b), 2h (B) u Bapdapuna (I))
pactBopenux y ¢ocharnom mydepy npu pH 7,4 y konnenrparmju 20 mg/L.

N3 nmoOujeHnx CHEKTpalHUX ToJaTaka HM3padyHaT je APYrd HM3BOJ, METOJOM II0
Savitzky—Golay-y, koju je mase kopuiiheH 3a oapehuBame Tauke HyJITOT mpeiiasa Azcp (EHT.
zero-crossing point) yrctux aepuBara 2a-h (Cimke 2.2 m 2.3). Tauka Hy/ATOr Ipejasa ce
nedrHUIIe Kao TajacHa Ty)KHWHA, HE3aBUCHA O] KOHILICHTpAIlMje, Ha KOjOj j€ MPBU WU IPYT'H
W3BO/I jeIHAK HYIIH.

Hakown Tora je anukBoty of 1,5 mL cBakor nepuBara konuentpamuje 20 mg/L nonarta
UCTa 3alpeMKHa pacTBopa anoymuna y ¢pocharaom mydepy (pH 7,4) xonnenrpanuje 35 g/L,
IITO OATOBapa HOPMaNHO] (PM3HMOJIONIKO] KOHIIEHTpaluuju anOymuHa, y HUJbY olpehuBama
Tayke HE3aBHCHE KOHIIEHTpaiuje Acicp (€HT. concentration-invariant crossing point). Tauka
HE3aBHCHE KOHIIGHTpaIlfje NpeJCTaBjba TalacHY IYKMHY KOja je HE3aBHCHA O] MPOMEHE
KOHIIEHTpAllMje, Ha KOjOoj MaKCUMAIHO arncopOyje HacTali KOMIIEKC UCTIUTHUBAHUX jeAUHCHA
U anOyMHHA, M YMjU je MPBU WIM JIPYrd M3BOJ jeaHak Hynu. Ha kpajy cy KoHcTpyHcaHe
KanuOpamoHe kpuBe naepuBaTa 2a-h y mpucyctBy anbymumHa momohy Tauke He3aBHUCHE
KOHIIeHTpamuje. JlepuBatu cy KOMIUIEKCUPAaHU PacTBOPOM aJIOYMHHA KOHIIeHTparuje 35 g/L

y KOHIIeHTparroHoM oncery ox 40 1o 0,5 mg/L najyhu nuneapHy 3aBHCHOCT.
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2.2.1.2. OJIPEBPUBAIE UHTEH3UTETA ®JIYOPECLIEHLIUJE XYMAHOI' CEPYMCKOI" AJIFYMUHA T10

KOMIUIEKCHUPAY CA JIEPUBATUMA 2a-h

JlonaTHe aHanM3e KOMIUIeKca AepuBara 2a-h ca anbymuHoMm cripoBesieHe cy Aa O6u ce
0oJjpe pazymena KHHETHMKAa HMHTepaknuja ui3Mmely anOyMmMuHa W WCIUTHUBAHHUX jEIUHCHA.
O63upoM 1a jemumema 2a-h cmabo dmyopecuupajy npn ¢usnonomkum pH BpensocTiMa,
3a moTpebe u3Bolema eKCIepuMeHTa UCKOpUIITheHe Cy eMUCHOHE CIOCOOHOCTH TpUnTO(haHa,
AMHUHOKHCEIINHE YKIbYUeHe Y H3rpamy anoymuna.

Jenmumwewa cy pactBopeHa y docdatnom nydepy (pH 7,4) m momara pacTBOpy
anOymuna, konmeHtpanuje 35 g/L y dochatnom nydepy (pH 7,4) tme je omcer
KOHLIEHTpalllja UCIUTUBAHUX jeaumbema n3Hocuo 1-40 mg/L. ExcnepuMeHT je u3BeneH Ha
Cary Eclipse ¢ayopecuentnom crnekrpodotomerpy (Varian Inc., Victoria, Australia).
Jlobujenu pe3ynratu y Buay Opoja MHTEpaKTHBHUX I0JI0Kaja HA KOjUMa Ce BPIITN BE3UBAE
Y BPEIHOCTH KOHCTAHTE acolljallije HAaKOH Be3MBamba jeIMHEHha 3a aIOYMHUH JOTIPUHENHN Cy
pasyMeBamy (apMaKOKHHETHKE WCIUTHBAHUX JepuBara. KoMIiuiekcupame cepyMcKor
anOymuna nepuBatuMa 2a-h ucnmtuBano je momohy Hill-oBe m Scatchard-ose Teopwmje.

Kommutetno u3Bohemwe jennaunne (2.1) (Hill-oBa ananusa) u jennaunne (2.2) (Scatchard-osa

aHanm3a) je ormmcao je y mureparypu.® Hill-oBa anamimsa ce 6a3npa Ha cienehoj jerHaunHnM:

log 6 = nlogK, + nlog[D] (2.1)

rae @ mpencraBiba CTEIIEH BE3WBaba JeIUBbCHA 32 CII000/IaH MPOTEHH, 7 j¢ OpOj BE3UBHUX
MecTa Ha aOyMHHY Ha KOjuUMa ce OJBHja KOMILICKCHUPAhE jeUbemha, JOK Ka MpeacTaBiba
KOHCTAaHTy acolLyjalije HacTajlor Komiviekca. JeanauwHa (2.2) omnmcyje mnpeacraBiba
Scatchard-oBy ananusy, rae je B ¢pakumnono 3aculicre MpoTeHHa Ca jeUIBCHEM KOje je

KOMILICKCHUPAHO, a n IIPCACTaBJba 6p0_] HCE3aBHUCHUX BC3UBHUX MECTA y IIPOTCHUHY.

B

Heku nexoBM mMomyT acnmupuHAa MOTY 3aMEHMTH BapdapuH Yy akTHUBHOM LIEHTPY
XyMaHOI' CepyMCKOI' alOyMHHa ako ce Bexy 3a cyonomeH A, Te Ha Taj HAYMH yMambUTH
epukacHoCT Jedema TpomOo3e.* Crora je MCIUTMBAaH yTMIIA] ACOMpPMHA Ha MpPOIEC

KOMIUIEKCHpama jequmema 2a-h u Bapdapuna ca andymuHoMm. 3a moTpede OBaKBOT
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€KCIIEPUMEHTA IPUIPEMIbEHE Cy CMEIlIE UCIIMTUBAHUX JEpUBaTa U aclupuHa y oaHocy 1:1 u
MOMEIIIaHe ca pacTBOpoM andymuHa. KoMIuiekcupame je M3BPIICHO Ha T4 HAYMH IITO je
anukBOoT o1 1 mL pactBopa anbymuna (35 g/L) y docharnom mydepy nHa pH 7,4 3acuhen ca
1 mL cMmerre jeaumerme-acupuH, pacTBopeHe y docdarnom mydepy (pH 7,4), ma Ou ce

10010 KOHIeHTpanuonu orcer ox 1-40 mg/L.

2.2.1.3. OJIPEBMBAIBE IIPOILIEHTA BE3UBAIA JIEPUBATA 2a-h 1O KOMIIJIEKCUPABY CA

XYMAHNM CEPYMCKHNM AJIBYMHWHOM

2.2.1.3.1. TIPUIIPEMA XYMAHOI' CEPYMCKOI AJIBYMMHA, JEPUBATA 2a-h U BAPOAPHHA 3A

HPLC AHAJIU3Y

Jla Ou ce onpenwo TpolleHAT Be3WBama WCNUTHBAHUX JepuBara W BapdapmHa 3a
XyMaHU CepyMCKH alOyMHH, NpHUIIpEMJbEHA j€ CepHja CTaHJIApHUX pacTBOpa CBAKOT
jenmMmema, y ocaM pa3TMunMTHX KoHmeHTpamwja.!® Tako, ammkory ox 1 mL pacTBopa
anbymuHa nomato je mo 1 mL pactBopa nepuBata 2a-h u BapdapuHa y KOHIIEHTpam#jama 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 u 40 mg/L. Hakon Memama, y30puu Cy NPEHETH Yy IPETXOIHO
3arpejane  Amicon Centrifree keprtpuue 3a ¢unrpupame. ITo 10 pL ox cBakor y3opka
OJMMUIIETHPAHO je 3a moTpede oapehrBama yKymHe KOHIICHTpalMje jeaumbema (Ci1000HOT 1
Be3aHOT). YarpaduirpaTd CIOOOJHHUX jeIHbCHha JOOHJEHU Cy MpedyuinrhaBambeM y30paka
nomohy Amicon Centrifree dunrepa, Ha Temmnepatrypu onx +37°C, oko 30 MuHYyTa TIpe
nentpudyrupama. Llearpudyrupame je Takohe Bpmero Ha +37°C, 10 munryTa Ha 1640Xg 1o

Metonu Borga u Borgd, ca no6ujernM 3anpemunama duntpara o 0,25-0,33 mL.%8

2.2.1.3.2. TIoCcTYIIAK HPLC AHAJIM3E PE3VJITATA BE3UBAIA JIEPUBATA 2a-h 1 BAPGAPUHA

3A XYMAHU CEPYMCKH AJIBYMHUH

Konnentpauuje He-Be3aHUX (CI00OJTHHUX) jJelUIEHa M YKYINHE KOHIIEHTpaluje
jemumema 'y pactBopy onapehene cy HPLC anammzom. Bapdapun u nepuBatu 2a-h
KBAaHTU(HUKOBAHU Cy HNPUMEHOM MOJU(UKOBaHE MeToJe Kojy cy omnucaiu Wong Hu
capaJHuLH, rjae MoOuHy da3y unau cmerra 25 mmol/L Tris-HCl nydepa u aneronurpuna y

onHocy 65:35, mpu pH 7, ca jon-cmapyjyhum arencom DMOA koju je momar cmemu
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nyep/aneTOHUTPUI 10 KoHauHe KoHueHTparuje ox 10 mmol/L.8" Cenapanuja je n3Bpuena

Ha PurospherStar RP-18e xononu, mumensuja 55 X 4 mm, ca yecTuiiamMa BeTu4InHe 3 pum.

2.2.1.3.3. OBPAJIA JIOBUJEHUX PE3VJITATA BE3UBAMA JIEPUBATA 2a-h U BAPO®APHMHA 3A

XYMAHU CEPYMCKU AJIBYMUH

@pakiyje cnoboguux aepuBara u3pauyHare cy HPLC amamm3zom wu3 omHoca
KOHIIEHTpalje ynrpadunrpara (cI000IHOT AeprBaTa) U YKYIMHE KOHIIEHTpAIlMje IepHUBaTa.
Konrnenrpanuje aepuBara ompehene cy Scatchard-oBom aHamu3oM W KOHCTPYKIIHjOM
oaroBapajyhux amjarpama, rie je Ha X-OCH MpEACTaBJbeH mapamerap r (Opoj MoJliekyna
JenMmbemha Be3aHUX 32 MOJIEKYJ alOyMUHA), a Ha Y-OCU OJHOC 7/x (Op0j MOJIEKyJa jeIUmbECHha
BE3aHMX 3a MOJEKY] alOyMHHA/KOHIEHTpalyja clIo0omHor jemumema).®® Kopemammja
n3Mely BpeqHOCTH » W X J00HMjeHa je HAaKOH JIMHeapHE MaplidjaTHe PErpecuoHe aHallu3e
HajMambUX KBajJpara, TJe je u3paduyHaT Opoj Iosiokaja Ha KOjUMa Ce€ BpIIM Be3HMBamE 3a
anoymuH (n1 ¥ n2), OAHOCHO BEPAHOCTH KOHCTAHTH aucorrjaiija (Kq1 u Kq2) 3a BUCOK (11 |
Kq1) mim Hu3ak (n2 1 Ko2) apuauteT BesuBama. CrenududHe 00JacTH BE3UBamba U3padyHaTe
Cy W3 OJHOCA PELMIIPOYHMX BPEAHOCTH Tapamerapa r M x mpema Lineweaver—Burk-y.%®
Pesynaratu cy mpenctaBibeHH Y BUAY cpelmuXx BpemHoctH (SDS), HaKOH TpU OO0 MeET
pa3IMYUTHX EKCIIEPUMEHTATHUX Mepema. OOpama pesynraTa je BpIIEHa Y MpOrpamy

Microsoft Office Excel 2007, a craructiuka ananusa nomohy Wilcoxon-oBor Tecra.
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2.3. IIPOTOKOJIM IN SILICO EKCHEPUMEHATA Y IWbHY MPOLHEHE MOI'YRHOCTH

N3A3UBAIbA YHYTPAIIILET KPBAPEIHLA JIEPUBATA 2a-h

2.3.1. TIPUIIPEMA KPUCTAJIHUX CTPYKTYPA XYMAHOI' CEPYMCKOI" AJIBYMUHA Y KOMIUJIEKCY

CA (R)-BAP®APVHOM

Kako Om ce yTBpawiio Ja JId ce WCHHMTHBAHU JACPHBATH, TOKOM TPAHCIOPTA JIO
monekyincke Mere VKORCI, kommnekcupajy ca XyMaHUM CEpyMCKMM alOyMHMHOM Ha
CIIMYaH HauuH BapdapuHy, KopuirheHa je MeToJa MOJEKYJICKOT JoKoBamwa. [lopen yBuna y
O0MOaKTUBHY KOH(opMalrjy AepuBaTa y aKTUBHOM LIEHTPY XyMaHOI CEpyMCKOI ajJOyMHHA,
jemaH oX pe3yaTara MOJIEKYJICKOT JIOKOBama jecTe W mpeiBuhame aduHHUTETA BE3MBama y
BUJly KOHCTaHTE Koja Takohe Moxe /a ykaxe jAa ju he MOTeHIMjaTHH aHTUKOAryJlaHT 10
aIMUHUCTpAIMjU i1 Vivo W3a3BaTH YyHYTpallke KpBapewme winm He. [Ipema mocTymHHM
noxauumMa ca Protein Data Bank, Tpu kpucranne crpykrype (PDB xonosu: 1H9Z, 1HA2 u
2BHD) omucyjy BesuBame (R)-Bapdapuna, (HU3HOJIOMIKA AaKTHBHUjET OOJIHMKA, 32 XyMaHHU
CEPYMCKH alOyMHH, T€ Cy OHE HCKOpUIINEHE 3a BalWJAIM]y METOAEC MOJEKYJICKOT
nokoBamba. 0!

IIpe mpomeca mokoBama W3BpIIEHA je oaroBapajyha mnpumpeMa KpHCTATHHUX
crpykrypa. Ilpeysere kpucraiHe CTpyKType Ouie Cy HEKOMIUIETHE Y CMHCIY IOCTOjamba
aToMa BOJIOHMKA M HAaeJEeKTpUCama, Ma je M3BPIICHO WUXOBO yHamnpehuBame. Hasenene
KpUCTaJTHE CTPYKType XyMaHOr cepyMmckor anOymuHa yuutane cy nmomohy UCSF Chimera
coprrepa.”? Ctpykrype cy yHanpelhene momaBameM BonoHHKa momohy leap momyma Amber
12 makera, HaKOH 4era je U3BpIlieHa oAroBapajyha mpoToHaluja CBaKOI aMHUHOKHCEIMHCKOT
ocratka Ha pH 7,4 nomohy Antechamber wmonyna.*® Conparammja je wu3BpieHa
SOLVATEOCT komaHJIOM IpU YE€MY je CBAKU OJI €H3MMa CMEILUTEH y IPOCTOPHY PELIETKY
mamensuja 102 A u okpyxen TIP3 mozmenom Monekyda Boje. CHCTEMH Cy IIOTOM
Heytpanucanu gogatkoM Na® wim Cl° joHa, W wu3BpIIeHA je MHHHMHU3AIUja CHEPTHje
npuMeHoM Sander moayna Amber makera y 1000 kopaka, mpu uyemy je CBakd HapeIHH
KOH(MOpPMEp MMao Mamy SHEprujy y OJHOCY Ha mpeTxoaHu (eHr. steepest-descent energy
minimization). /[pyru kopak y MUHUMHU3alMju cucTeMa u3BpiieH je y 4000 kopaka, npu uemy
cy mnapoBu KoH(opMmepa Koju caiapxke Hajsehy © HajMamy €HEpPrujy CHMYITaHO
MHHUMHU3UPAHHU JIOK He 100Ujy UcTy eHeprujy (eHr. conjugate-gradient energy minimization).
MunHuMu3MpaHe cy cBe (DYHKIMOHAIHE Ipyle Koje cy Oune Ha mel)ycoOHOM pacrojamy

Behem ox 5 A. OG3upom 1a cy mpeyseTe KpHUCTalaHe CTPYKType HIEHTHYHE Y CEKBEHIIH,
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KOMILUICKCH Cy mnopaBmanu nomohy MatchMaker moamyna mporpama UCSF Chimera u
J0JIeJheHe Cy UM UACHTUYHE PeJaTUBHE KOOPIMHATE Y OJIHOCY Ha KOMILIEKC ca kojoMm 1H9Z.
OBaj xomIIeKC M3abpaH je Kao TEMIUIAT jep je€ HEeroBa KpPHCTalHAa CTPYKTypa pelieHa y
HajBumoj pesonyuuju o 2,50 A. IlopaBmaHu KOMIUIEKCH KOpuITheHHM Cy Kao MOYETHH

KOMIUIEKCH 32 €KCTPAKIIH]y JIUTaHa/1a.

2.3.2. JIEOMHUCAKE ITPABUJIA 3A MOJIEKYJICKO JJOKOBAE

Kpucranue crpykrype (R)-BapdapuHa y KOMIUIEKCY €a XYMaHHUM CEPYMCKUM
AIOYMHHOM PETpoIyKOBaHe Cy IoMohy Tpu pa3nuyuTa rnporpama 3a MOJEKYJICKO JOKOBAambe,
AutoDock, AutoDock Vina, u DOCK®G, mito je 1oBesio 70 mpaBe KapakTepHh3alnje akTHBHOT
menTpa en3nMa.’**® KommmerHa mporemypa pempomyKiuje eKcreprMeHTanHe KoH]o-
pMmanyje BaphaprHa U3BpILEHA j€ KPO3 YETUPU HUBOA TEKUHE:

1. TloHOBHO JOKOBame eKcrIepuMeHTanHe KoHpopmammje (eHr. Experimental
Conformation Re-Docking, ECRD): nponienypa TpH KOJO] Cy €KCIIEpUMEHTalHEe KOH(O-
pmanuje (EC) nmuranama ¢uekCHOMIHO MOHOBO JOKOBAaHE y AKTUBHOM IICHTPY HATHBHOT
nporerHa. OBOM METOJIOM Ce TpoleHkYyje MOTYhHOCT CBaKkor OJ IporpamMa 3a JOKOBame Ja
pernpoayKyje eKCIIepuMeHTaIHY KOH(popMaIujy Bapdapuna.

2. TloHoBHO n0OKOBame HacymMu4He KoH(popmanuje (eHr. Randomized Conformation
Re-Docking, RCRD): nporieaypa je CIMYHA MPETXOIHO], ca TOM Pa3jUKOM Ja je aKTUBHHU
[IEHTap HATHBHOT C€H3MMa BHUPTYEIHO OKYNHPaH ca KOH(POPMAIMjOM JIUTAHIA JOOHjeHOM
HACYMHYHOM KOH(OpPMAIIMOHOM aHAJIM30M EKCIIEpUMEHTaIHEe KOH(pOpMaluje ¥ MHHUMHU-
3allMjOM HCHE CHEpruje y HUJby M00HWjarma JIOKATHOT MHUHMMYyMa, NPU YeMy J0Ja3u [0
npomene Cartesian-CKUX KOOpJAMHATa MOJIEKYJa U TPOMEHE HEroBe EKCICPUMEHTAHE
reomerpuje. [loueTHMM X, Yy ¥ Z KOOpIMHATaMa JIMTAHIA W3 KPHUCTAIHE CTPYKTYpe
pangoMuzanujom ce noaesbyjy Bpeanoctu 0.000, 0.000, 0.000; monekyn ce peno3uiuoHupa
y OJHOCY Ha aKTHBHH IIEHTap, MUHHUMH3HPA M TIOHOBO JIOKyje Y uctoM. OBOM METOJIOM ce
nperno3Haje MoryhHocT mporpama Jia U3 HaCyMU4He KOH(popMaluje J0KOBAamkEM PENpoIyKyje
eKCIIEPUMEHTAaIHy KOH(OpMallnjy JUTraHa.

3. VYHakpcHO JOKOBame eKclepuMeHTaiHe KoHpopMmaiwmje (eHr. Experimental
Conformation Cross-Docking, ECCD): mpouenypa je CIM4YHa TIOHOBHOM JIOKOBambYy
eKCIIepUMEHTaIHEe KOH(popMallije, ca TOM pa3IMKOM IITO C€ JIMraHa JOKyje Y CBHUM

AOCTYIIHUM IIPOTCHUHMMA OCHM Y HATUBHOM. OBoM npoucaypomM BplIHd CC IpOoLCHA
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cocoOHOCTH TporpaMa na nmpoHahe OMOakTHBHY KOH(OpMAaLHWjy JUTaHAA y MPOTCHHHMA
KOJU Cy IO MPUMAPHOj CTPYKTYpPU HJICHTUYHH HATHBHOM TPOTECHHY, alld YCIe] MPHUCYCTBA
Pa3NUYUTUX CYICTpaTa WIM MHXUOUTOpA W TOCIEIAUYHOT HMHJIYKOBAHOT IpHIiarohaBamba
CylcTpaTta MOTY UMaTH HE3HAaTHE WJIM 3HAYajHe pa3lIMKe y BHIIUM HHUBOMMA KoH(popMmarmje,
MOMYT CeKyHJapHe, TepIHjapHe U KBaTepHEPHE CTPYKType, y CMHUCITY KOH(popmarmje
aMHHOKHMCEJIMHA W3 aKTHBHUX IeHTapa. Ha Taj HaumH ce kBaHTH(UKYje (IEKCHOMITHOCT
CaMoT MPOTEHHA KOj! CITYXKH Kao MeTa MPH JOKOBAmbY.

4. YHakpcHO JOKOBame HacymMHuHe koHpopmanuje (eHr. Randomized Conformation
Cross-Docking, RCCD): ciIu4HO METOJIM YHAaKpCHOT JIOKOBalka EKCIEPUMEHTAIHE
KoH(popmaluje, ¢ TOM pa3IMKOM IITO je HACYMUYHa KOH(pOpMaIHja KopuitheHa Kao oyeTHa
KoH(opMaIHja ¥ JOKOBaHA y CBUM PACIIOJIOKHBUM aKTHUBHUM IIEHTPHMA OCHM y HATHBHOM.
OBo je HajTeXu HUBO TMPOIICHE Jep Ce O] MpoTrpaMa 3axTeBa Ja JOKyje OMIO KOJU MOJEKYN Y
BEMY Hau3TJie]] HEMO3HATOM OKpyXKemy. Pe3ynrar ce cMmarpa HajBaXHHUJOM CIOCOOHOIThY
mporpama 3a JIOKOBame jep MpeICTaB/ba MEpPUJIO KaramuTeTa mporpaMa 1a TpeIBUIH
OMoaKTUBHY KOH(OpMaIM]y TUTaHaa dyhja je eKCIepruMeHTaTHa KoHGOopMaIlfja HeTo3HaTa.

Taunoct noxoBama (eHr. docking accuracy, DA) nupektHa je hyHKIIH]a CTIOCOOHOCTH
mporpamMa Ja mnpoHalje mpaBuiIaH HayuMH Be3WBamka AaKTUBHOT Mouiekyna. CrnocoOHOCT
nokoBama kBaHTH(HUKyje ce RMSD (enr. Root Mean Squares Deviation) BpemHourhy
u3pakeHoM y A, 0JIHOCHO TpoleHOM pacTojama TEHIKHX aTtoMa u3Mel)y ekcrepuMeHTalHe
CTPYKTYpE HHXUOUTOpPA U CTPYKType J0OU]eHE JOKOBAHEM.

TauHOCT NOKOBama MOXE CE€ NMPUMEHHUTH 33 TECTHPAE CIHOCOOHOCTH alropuTMa
JIOKOBama Jia MpeIBUIM KOH(pOpMaIIK]jy JIMTaH1a Koja je HajIpuOIKHHIja EKCIIEPUMEHTAITHO

I00MjeHO0j K MOJKE Ce U3payyHaTH U3 HaBeaeHe jeaHaunne (2.3):

XA :frmsd <a+0.5 (frmsd <b —frmsdf a) (2.3)

I7le je XA Ta4HOCT JOKOBama, frmsd < a IpeJCTaBsba Opoj JOKOBaHUX JMranaga ca RMSD
BpEIHOCTUMA MamUM 01 2, a frmsd < b mpeacraBba Opoj JOKOBaHMX Juranagaa ca RMSD
BpenHocTuMa MawmuM on 3. Ilpema mnpuxBaheHOM craHzmapay, HOpPaBUIHO JOKOBaHE
KoHpopmanuje cy oHe ca RMSD BpeaHocTMMa MamHM OJf 2 Ha CBUM TELIKUM aTOMHUMa
muranga. Ctpykrype ca RMSD Bpennoctuma Behum o 3 A ce cmarpajy HempaBuiHO

JOKOBAaHUM MJIH MOTpemHo qokoBaHUM. CtpykType ca RMSD Bpennoctuma usmehy 2 u 3 ce

cMaTpajy JeMUMHUYHO TOKOBAHHUM.
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[Tporpam 3a IOKOBame KOjH je PEpoayKOBao KpHCTAlHE CTPYKType BapdapuHa ca
HajMamkOM TPEIIKOM, OJHOCHO Hajsehom Taunomhy, w3abpaH je mabe 3a JIOKOBame

HUCIIMTUBAHUX JACpHBATaA.

2.3.2.1. [IOEIIABAKBE IIAPAMETAPA AUTODOCK ITPOTPAMA

AutoDock je mpBu mporpam koju je KOopuIINeH 3a pPENnpoaAyKIH]y KPHUCTaTHHX
CTpyKTypa Bap(dapuHa y KOMIUIEKCY ca alOyMUHOM. Purnanu nienrap u portanupajyhe Bese
nuranga nojemede cy momohy AutoDockTools momyma. 3atum cy u3 3-D crpykrypa
MPOTEMHA YKIOHEHN HETOJIApHU aTOMHU BOJIOHMKA, AOK cy (Gasteiger-oBa HaeleKTpHCama H
nmapaMeTpu pacTBapaya IMOJIEHIeHn ayToMaTcku. JlokoBame je M3BpIIeHo moMohy mporpama
AutoDock 4.2.°* JTumensuje mpocTOpHE pelnreTke Koja OKpYXKyje aKTHBHH IEHTap eH3MMa Cy
nedunncane nomohy momyna pdbbox ua Bpemnocta 60 A x 50 A x 50 A, ca pactojamem of
0,375 A wu3mehy Tauaka mpocTOpHE pelleTKe, JOK Cy BPEIHOCTH KOOPIMHATA AKTUBHOT
neHTpa m3Hocwie x = 44,897, y = 10,205, z = 29,028. Kondopmarnuje muranaga yHyTap
aKTHBHOT IICHTpa MpOTEeWHAa TeHepucane cy kopuinhewem Lamarckian-oBor reHerckor
ITOpHUTMA.

['eHeTCKM M €BOJIYITMOHU aJITOPUTMU 0a3npajy ce Ha KOHIIENTY OMOJIONIKE CBOJIYIIH]E.
JloxoBame MojeAMHAYHOT MOJICKYJIa C€ OJBHja HAa HAYMH Jia CE HAJjIpe M3BPIIH I'CHEPUCAHE
HACYMHYHUX KOH(pOpMEpa KOju C€ Ha3HMBajy pOIMTE/bCKA TOIyJlalldja a aHAJIOTHU CYy
¢denotuny y renerurm. CBakoM oj KOH(opMepa W3 POIMTEILCKE MOIyJalHje OIPEan Ce
eHepruja. AHaJoTHja ca TEHETHKOM Ce€ OrJie[la y TOME IITO Ce Ha HUBOY MPEHOCA FeHETCKOT
Marepujajga ca poauTesha Ha Jely Hajoosbu reHu mpeHoce y cieachy renepamwmjy. Taxo,
JOKOBaHU KOH(POPMEp ca HAJHIIKOM CHEPTUjoM (JIOKAJTHM MUHHMYM) y3UMa C€ Kao MOYETHU
u3 Kora he ce reHepucaTH HOBU CceT KOH(opMepa ca jOoIl HUKOM CHEPTUjOM Y IHIbY
MpoHajacka ri00aJTHOr MUHUMYMa, OJHOCHO OuoakTuBHE KoH(popmanuje. Kondopmep ca
HAJHI)KOM EHEPTrHjoM Cce€ JaKjie MOJBpraBa Jajb0j ONTHMHU3ALMjU MOMONhy TpU TeHeTcKa

MeXaHU3Ma: CeJeKIHjoM, YKpiTambeM U MyrauujoM (Lllema 2.2).

KoHndopmannone npomeHe koje ce Ha OBaj HAUMH JOOHjajy aHAJIOTHE Cy F€HOTHILY.
CBaku mapameTap (TOP3MOHM Yrao, JyXHHa Be3€...) KOJU MOXE Jla C€ MPOMEHHU TOKOM
onTuMH3alMje KOHpOpMalMje jeAHOT MoJieKyla (MpOMEHE y TeHOTHUILy) aHaJloraH je
xpomo3zomy. [Iporiec ontumu3aliyje MoJieKyaa MOXe Jia ce IIoHaBJba JI0KIJIe To je To Moryhe,

jep OOMYHO KOPHCHUK 3alaje KpuTepujyme Kaaa je omrtumusanuja 3aBpmiena (Lllema 2.2).
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TokoM came onTUMHU3alMje MOTY Ja HACTaHy CTa0WIHEe KOHQOpMaIlje Koje HCIYyHaBajy
3ajaTe yCIIOBE, alli OHE MOTy Ja Oyly 3aMemCHE IPYrHM, joll CTaOMHUJUM, Y HPOLECY
yKpIITamka WIA MyTamnuje. Pe3ynrar ontuMm3andje je ceT HOBUX KOH(OpMEpa jeaHOT

MOJIEKYJIa, KOJU ce Ha3uBa Jiedja MOIyJalmja.

Jedunrcame MOJICKyIa 3a
KOH(POPMALIMOHY aHAIIU3Y

!

WNHunujanuzanuja n-te

reHeparmje
CrBapame poauTesbCKe
ToIyJaIuje
| ['enepucame N+1 renepanuje
\1, CrtBapame edje momysamuje
W3pauyHaBame eHepruje T
cBaKor KoH(opmepa u3
poauTEeIbCKE MOMyIIalje Myranmja
VYkpuirame
Ceneknnja
A\ 4
Cron? He T
Kpaj

lema 2.2. KondopmarmoHa aHajanu3a reHeTCKUM aJITOPUTMOM.

Cam anropuram KOHCTpyucaH je na pyHkiuonuie Ha ciaenehu nHauns (Cnuka 2.4):

e VY mouerky ce Kpeupa CeT HAaCyMUYHHX CTPYKTypa HHXHOHMTOpa ((EeHOTHIIOBH).
@DeHOTUIIOBH 3allpaBo 0JIroBapajy KOopAHHaTaMa aTOMa y MOJIEKYIly HHXHOUTODa;

e CrpyKTypHE IpOMEHE CBaKke KOH(POpPMALMje TOCMaTpajy ce Kao Fr€éHOTUIIOBU

e KoHdpopmalnnoHe npoMeHe YHyTap CBaKe O] CTPYKTypa ce TPeTHpajy Kao MyTaiuje y

I'CHHUMaA
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e V rmpolecy [0OKOBama NpOrpaM HMHUTHUPAa TEHETCKEe TpaHCPOopMaluje MU Tako

MOKyIIaBa Ja JIolupa riodanmHu MuHUMyM. Moryhe reHercke tpaHcdhopMmaiuje cy

cienche:

VYHakpcHa pekoMOuHanuja reHa y jeaHoj tTauku ABCD + abcd —Abcd + aBCD

VYHakpcHa pekoMOuHalMja rena y ase Tauke ABCD + abcd —AbCD + aBced

Yuupopmua pexombunaiuja rera ABCD + abcd —AbCd + aBcD

ApurMmerrnuka pekomOuHanuja reaa ABCD + abcd —[aABCD + (1- o) abcd]

+[(1- o) ABCD + aabcd], rneje 0 <a <1
Myranuja: A=A’

e 3a cBaku 011 J00HjeHUX KoOHpopMepa (jernaH KoH(opMep 0OroBapa jeJHOj FeHETUUKO)]

MIPOMEHHU) MEpPU CE EHEPTHja.

Jx)
@enoTHI
Mytamuje | Mamupame
T'enorHn
Jete Ponurems Hete

Cauka 2.4. Eneprercku nujarpam JlamapkuaHoBOT alrOpuTMa.

I'mobanna ontumuzanmja nporpamom AutoDock 4.2 3anounmbe ca HOmyaanujoM Of

200 HacyMMYHO M3a0paHHUX jeIMHKH, MAKCUMAIHOM mpoleHoM eHepruje on 1,0 X 10° u ca

makcumanHo 27 000 renepauuja. M3BpueHo je ykynHo 100 koHpopMannoHUX mperpara ca

Tonepanuujom RMS Bpemnoctr 01 0,5 A.
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2.3.2.2. [IOEIIABAKBE TAPAMETAPA AUTODOCK VINA ITIPOTPAMA

IMporpam AutoDock Vina Takohe je mnpuMemeH Ja W3BPLUIM PEHPOIYKIH]Y
KpHCTATHUX CTPYKTypa (R)-Bapdapuna. AutoDock Vina KOpHUCTH CTOXacTHYKY IJIOOAJIHY
ONTHMH3ANM]y 33 TEHEPHCAake CKOPUHT (yHKIHjE, Ma 1O TOME MPEACTaB/ha HOBH]Y
reHepanyjy y oasocy Ha mporpam AutoDock4.2.% JlumeHsmje mpocTOpHeE pemeTke Koja
OKpYXXyje aKTHBHH LIEHTap €H3MMa Cy JeHuHUCaHE MOMOhy MoAayla vinaconf Ha BPEOHOCTH
58 A x 52 A x 46 A, ca pacrojamem ox 0,375 A m3meljy Tauaka mossa M KOOpIMHATAMA
aKTUBHOT IeHTpa X = 44,967, y = 10,176, z = 28,776. Cumynanuje 10KOBama U3BEJCHE Cy Ha
Ha4MH Jia pa3jiiKa y eHeprujama kondopmanuja He 6yne Beha ox 10 kcal/mol, ananuzom 100
PA3NMMYUTHX JIOKATHUX MUHHUMYMa 32 CBaKy KOH(QOpMaIHWjy pe3yiTar JOKOBama, y3 OIIHUjy
Jla ce CBU JIOKaJHU MUHMMYMH €HepreTcku 3abenexe. Pesynrat je caapxkao 20 pa3zinuuuThX

KOH(pOpMaIIHja 3a CBAaKH PEIETITOP.

2.3.2.3. IIOAEIIABAE TAPAMETAPA DOCKG6 ITPOTPAMA

[Tocnenmu mporpam momohy Kojer je u3BpIICHA pPENpoayKIdja KPUCTATHUX
cTpykTypa BapdapuHa 6mo je DOCK6.%°® Tokom cumMynammje mOKOBama, IPOTEHH je
IoCMaTpaH Kao PUTHJaH, JOK Cy HHXHOUTOPH cMaTpaHu (UIEKCHOWIHUM M MOJBPTHYTH CY
MHUHUMH3aMju eHepruje. [IpucTymHa moBpmIMHA IIEJIOT NPOTEMHA Ha KOjoj je Moryhe
M3BPIIMTH MOJIEKYJICKO JOKOBame u3pauyHara je momohy DMS nporpama, kopuctehu chepe
pamujyca oxn 1,4 A% Heratusna ciuka moBpIIMHE je reHepHcaHa Kao CKyM Ipekianajyhux
cdepa nomohy SPHGEN monyna.®®? Heratusna ciuka cactoju ce o1 cepuje cdepa Koje ce
MpeKJianajy u Koje Bapupajy y paaujycy, a TeHepucaHe Cy Tako Ja IpeacTaBibajy van der
Waals-oBe monynpedynuke atoma Ha noBpumHu npotenHa. CBaka cdepa 10upyje IPOTeHH Yy

TayHo ABe Tauke (Cnuka 2.5).

Cauxa 2.5. Tenepucame OumoakrtuBHe KoH(popMmaimje Bapdapuna nomohy DOCKG
aJIrOpUTMA.
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Cdepe ce mo3umumoHupajy Ha HA4YWH Jia HBUXOB IICHTap Oyle HA aroMuMa U Ja
mucranie u3mely atoma oaromapajy pacTtojamuma m3Mmel)y neHrtapa nase cdepe. [lapoBu
aToMa M JIMTaHJa KOPUCTE C€ 3a KpPeupame TPAHCIALMOHO-POTALMOHE MAaTpHIe Koja
omoryhaBa na xoHdopmaruja nuranna Oyne OpHjeHTHCaHAa YHYTap AaKTHBHOT IIEHTpa
MOJIEKYJICKMM TpekianameM. [Iputom ce Boau paduyHa aa He OyJe HEKMX HEIPUXBATIHUBUX
uHTepakuja. Cdepe Koje OKpYXKyjy JIMTaHl, a CAMUM THM M KapaKTEpUIy aKTUBHU LEHTap,
cauyBaHe cy nmomohy nporpama sphere selector. OBe cepe mociyxuiie cy 3a ycMepaBame
muranaga ka axtuBHOM 1eHTpy.”®'% CrepHe m enexTpocTaTHuke HHTepakuuje u3Mely
BapdapuHa u andymuHa u3pauyHare cy nomohy nporpama GRID, npu uemy cy oHe mMepeHe

Ha pacTojamy ox 0,3 A 101102

2.3.3. MOJIEKYJICKO JOKOBAIE JIJEPUBATA 2a-h HA XYMAHOM CEPYMCKOM AJIFYMUHY

3a moTpebe MOJIEKYJICKOT JOKOBamha KPEHPaH! Cy padyyHapCKH MOJIENU JiepuBaTa 2a-
h mnomohy wmonyma MarwinSketch, 3a akagemcky 3ajemHuiry OecIiaTHOT TIporpama
MarwinSuite. Koudopmarje koje ¢y ce KOPHCTHIE 3a JOKOBambe I'€HEPHCAaHE Cy HAaKOH
MOJIEKYJICKO-MEXaHW4YKe onTummsaije aepuara nomohy MMFF94 mnospa cuna. IIporpam
KOjU j€ PpempoayKOBaO KpHUCTaJHE CTPYKType ca Hajsehom Taunomhy npuMemeH je 3a
JOKOBame JepuBaTa 2a-h y akTUBHOM LIEHTPY XyMaHOT CEpyMCKOT ajnOymuHa, MHpema

nojemaBamuMa onvcanum 3a AutoDock, AutoDock Vina u DOCKS6.
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2.4. TIPOTOKOJIM IN SILICO EKCHEPUMEHATA Y LW/bY MPOIHEHE TOKCHUYHOCTH

AJIMUHUCTPAIIAJE JTEPUBATA 2a-h HA PA3JIMUUTHAM MOJIEJI OPTAHU3MUMA

Kana ce pasmarpa na nu he HEKO HOBOCHHTETHCAHO jeIUIEHE MCIIOJBUTH 3HAYAJHY
aKTHBHOCT WJIM je HeroBa aKTHMBHOCT, apHMHHUTET U CEJIEKTHBHOCT Beh moTBpheHa, mocraBsba
ce muTame Kako he ce TakBO jenumbembe MoHamarh y opraHm3my. Crora je mokeJbHO Ha
nmouetky ekcriepumenta wcrmrati ADMETox (amcopnmmja, muctpuOyidja, MeTaboiu3am,
€KCKpellja, TOKCUKOJIOTH]a) KapaKTEPUCTUKE CBAKOT MOTEHIIN]aTHO OMOAKTUBHOT jeUHEHha
U pelyKoBaTH NpoOieMe KOju MOry HacTaTu y JajbeM paay. Ilputom ce pasmarpa na nu
OMOaKTUBHO JEIUIEHE MOXKE IOCTaTH KaHAWAAT 3a JIeK, Y 3aBUCHOCTH OJf HHXOBE
PAaCTBOPJBUBOCTH Y BOJM M APYrHX KapaKTepUCTHKA Koje ek Mopa aa mocenyje. % Uaxk u ca
noBosbHUM ADMETox kapakrepucTHKama, Ipe HEro IITO C€ jJeIUEHe IOJBPrHe
KIMHUYKUM HCIHUTUBAKUMA, NOTpeOHE Cy JeTajbHe NpOLEHEe in Vivo TEeHOTOKCHYHE

akTuBHOCTH. %

Merononoruja aeduHHCama TEHOTOKCHYHE AaKTUBHOCTH WM AaHTH-
T€HOTOKCUYHOCTH Ouhe MpejcTaB/beHa Yy 1aJbeM TEKCTY.

3a pepunucame ADMETox ocobuna aepuBarta 2a-h, mporiemeHa je pecopmiuja
JjeImbemha y IPEeBUMa, BUX0Ba PaCTBOPJHUBOCT Y BOM, CIOCOOHOCT MPOUpama JepruBara u3
KpBH y MO3ak, nHXuOHUIMja easuma [{uroxpom P450 2D6, moTeHIMjaiHa XeMaTOTOKCHYHOCT
(TOKCMYHOCT Ha HUBOY henmja jeTpe), Be3WBamke 3a MPOTEHWHE IUIa3Me, MapTUIIMOHHU
koedunujeHt (AlogP) Te obmact momapue nmospmrne (eHr. polar surface area). Ce ananuse

cy u3BpuieHe nomohy codraepa Discovery Studio.%®
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2.5. IIPOTOKOJIM IN VIVO EKCIIEPUMEHATA V IIWbY NE®UHUCAHA AHTUKOATYJIATUBHE

AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a-h

2.5.1. TPETMAH EKCITEPUMEHTAJTHUX XXUBOTHIbA IIPE ITPOLIEHE AHTUKOATYJIATUBHE

AKTUBHOCTH JEPHMBATA 2a-h

Hakon u3BpuieHe cunrese nepusata 2a-h xao anraronucra ButamuHa K, ca nuspem
anTaronusma ¢akropa kxoaryiauuje II, VII, IX u X, ogqHocHo npotenHa C u S, Te NOTOHE
nporieHe 0e30eTHOCTH HUXOBE alUTHKaIlMje Ha MOJENI OpraHu3MHUMa in vitro, neuHucaHa je
aHTHKOAryJaTUBHA AaKTUBHOCT jepuBaTa in vivo. llomryjyhu uumeHuny na je jeauHH
MEpoJlaBaH pEe3y/lTaT aHTUKOaryJaTUBHE AaKTUBHOCTH OHAj JOOMjeH HAKOH in  Vivo
aIMUHUCTpalMje AaHTUKOaryjaHara, aHTHUKOaryJaTHBHAa aKTHBHOCT JnepuBara 2a-h
nedrHUCAaHA j€ HAKOH HWHTPANEPUTOHEATHE W OpalHE alIuKalHje Ha JIabopaTOpHjCKUM
naroBuMa. EKCriepuMeHT je W3BEIeH Ha MYyXjalnuma ajOuHO 1abopaTOpHjCKUX MaloBa W3
coja Wistar, ctapoctu 2,5 meceuu, mace 220-250 g. )KuBoTume cy dyBaHe y a/IeKBaTHUM
ycnoBuma Ha 22 + 2°C u 50% BiIaXHOCTH Ba3[dyxa, y MHTEpBAJIMMa CBETJIOCTH M MpakKa
nyruM 1o 12 caru. [IpuMemena je HopMaaHa UCXpaHa KUBOTHHbA, KOMEPIH]aTHO JOCTYITHOM
xpaHoM ad libitum. YKXuBoTumE Cy y3rajaHe mo mpoTOKoJMMa 0JI00peHruM o] cTpane Etuukor
KOMHTETa 3a paJl ca eKCHepUMEHTaJIHMM JKHBOTHHama, MHcTuTyra 3a OHOJIOIIKA
uctpaxxupamwa y beorpany, nyonukoBanum oj ctpane Hanmonannor Muctutyra 3a 31paBibe

CA]Jl (mybnukanuja 6poj 85/23, peBunupana 1986. romune).

2.5.2. UHTPATIEPUTOHEAJIHA ATUIMKALIMJA JIEPMBATA 2a-h HA JIABOPATOPUICKUM

TTATIOBUMA WISTAR COJA

Hepusatu 2a-h pactBopenu y 0,9% pactBopy NaCl, y Tpu pa3inuuute KOHIICHTpaIluje
0,5, 1 u 2 mg/kg TenecHe mace maioBa, AIUTMIUPAHU Cy HHTpAepuTOHealHO (ip., CH.
intraperitonealy) ma naGopatopujckum kuBoTHRaMa.'% MHTpanmepuToHeanHa amivkanuja
n3abpaHa je 3a NMPBU KOPAaK IPOIEHE aHTUKOAryJIaTUBHE aKTUBHOCTH in Vivo, jep OBaKBOM
aJIMUHUCTPAIMJOM aHTUKOATYJIaHT JAUPEKTHO MPEKO MOpTalHe BeHe jeTpe (J1aT. vena portae
hepatis) yna3su y KpPBOTOK y MAaKCHMAJIHO] TPHMEHEHOj J03M M HCIyHaBa MaKCHMAaTHU
edexar. 3a MO3UTUBHY KOHTPOJY MpUIpeMIbeH je pacTBop Baphapuna y 0,9% NaCl, nok je
Kao HeratuBHa KoHTpoia kopuutheH 0,9% pactBop NaCl. CBu pactBOpu jaepuBata M

KOHTpPOJIa aIUIMIUpaHu Cy HWHTPAINICPUTOHCAIHO Ha IO IIET KUBOTHH:A. Kusotume cy
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TpeTHpaHe celaM JlaHa Yy3acTOIHO, jeJAHOM J030M JaHeBHO. OcCMOr JaHa BpIICHO je

XKPTBOBaWkE KUBOTHUHA, TPUKYIIJBEHU CY TUIa3Ma, CEPYM U jeTpa 3a Jajby aHalln3Yy.

2.5.3. OPAJIHA ATUIMKALIMJA JJEPUBATA XPOMAH-2,4-TMOHA

JlepyBati Koju Cy HCIOJBMIM HAj00OBM (DU3HOJIONIKA OJTrOBOpP y OJHOCY Ha
npuMemeHy 103y (eHr. dose response), pPacTBOPEHH Cy Yy JAECTHIOBAHO] BOIOH Yy
KoHIeHTpauju on 20 mg/kg TemecHe TEeXWHE TalOoBa W AIMUHUCTPUPAHH Ha
eKCIIepUMEHTATTHIM KMBOTHE-aMa OpaHo (1at. per os).1% Opanna anvunmcTpamumja cMatpa
ce peepeHTHUM HauMHOM aJIMUHHUCTpALIM]jE, Jep CE AaHTUKOAryJlaHTU KOJU c€ NMPUMEBY]Y Y
KJIMHWYKO] TPAaKCH Y3uMajy opanHo. Mmak, HemocrtaTak OBaKBOT BHJA alUTUKaIMje Ha
1a00paTOPHjCKUM JKHBOTHbAMA JECTE IITO KUBOTHHA y3MMa aHTUKOAryJaHT y TEYHOM a He
Yy MHKAIICYyJUPaHOM CTamy, T€ je HEIO3HaHWIAa KOJHKA je JHEBHA NoTpeba >KMBOTHHIE 32
TeYHOIINY M KOJHUKO je 3alpaBO aHTHKOAryjlaHaTa yIulio y KPBOTOK YKHBOTHEGE KPO3 THEBHH
yHOC Boje. Ilo3uTMBHA KOHTpOJAa y XEMaTOJIOIIKMM TECTOBMMA Ouia je eKBUBaJEHTHA
KOHIICHTpaIMju BaphapruHa pacTBOPEHOT y JECTUIOBAHO] BOIH, JIOK je HETaTHBHA KOHTPOJA
Ouna nectuiioBaHa Boja. Jenumema W KOHTPOJIE AalUIMUIUpaHd Cy OpajHO Ha MO TMeT
KUBOTHIbA. JKUBOTHIE Cy TpeTHpaHe celaM JaHa W Jobwujane Cy 1Mo jeHy 103y JHEBHO.
Ocmor paHa BpIICHO j€ >KPTBOBAWE KUBOTHHA, NPUKYIJBEHU CY IUIa3Ma, CepyM, jeTpa,

O0yOpe3u 1 KOCHA CpiK 3a Jajby aHATU3Yy.

2.5.4. TIPUTIPEMAE Y30PAKA KPBHE ITJTIASME 3A OJIPEBMBAGE XEMATOJIOIIKNX MAPKEPA

KpBHa nnasma mpunpemibeHa je merogoM no Quick-y.!%” Jemam sanpemuncku neo
pacTBopa HaTpHjyM-IuTpaTa MaceHe konueHtparmje 0,11 mol/L maxxJpuBO je momemaH ca
JICBET 3allPEMHUHCKUX JIeJIoBa KpBU, na Ou ce u3bersio ¢opmupame meHe. PactBop je
MOMEHTAIHO LeHTpudyrupaH Ha coOHOj TemmepaTypu, 15 munyra nHa 1500 X g. Ilo
3aBpIIETKY HeHTpudyrupama, mia3Ma je OJBOjeHa MHUIIETOM M TpeHeTa y emeHaopde, a

3aTUM MOJABPrHyTa AyOOKOM 3aMp3aBamy Ha -80°C y Te4HOM a30Ty.

2.5.5. TIOCTYIIAK OAPEBUBAKA ITPOTPOMBHUHCKOI BPEMEHA 110 QUICK-Y

Xemartonomkn mnapamerpu 1uasme oxapehenn cy Ha MYTHIC  22-Orphee

XeMaToJIOmKoM aHanu3aropy. IlporpomOuHCKO Bpeme (eHr. protrombin time, PT) je
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onpeheno meronom no Quick-y u pesynratu cy mpezcraBibenn y cexkynaama.'” Hopmanso
npoTpoMOMHCKO Bpeme u3Hocu 11 no 14 cexynnm.

AmukBoT ox 100 pL turasme maroBa Koja je caapikaia TeCTUPAHH XPOMAHCKH HITU
KYMapuHCKH JICPHBAT, MO3UTUBHY WJIM HETAaTUBHY KOHTPOJY, OJMEpPEH je W MPEHET Yy
IacTHUHy vamy ¢uopuHTajMepa. [lnazma je mHKyOMpaHa y nmpenHKyOarmoHOM OJIOKY, Y
unTepBasry on 1 munyra Ha 37°C. 1o mHKYyOanmju, 1uiasma je mpeHeTa y MEpHH JIeo TIe je
ayTOMaTCcKH, 1o jgojaBamy 200 pL TpomGokuHase y Bumy peareca Thromborel®S (Dade
Behring, Siemens AG, Munich, Germany), yk/bydeH je XpOHOMETap M MEpPEHO BpeMe
HacTaHka guopuHCKOr KoHIa. 1%’

Kox ekcriepuMeHTa T/ie Cy )KUBOTHIE TPETHPAHE JACPUBATHMA OPAIHO, PE3YJITATH CY
npenctaBbeHu Uy Buay INR (enr. International Normalized Ratio) Bpemnoctu. INR
BPEIHOCT TPEJICTaB/ba OJHOC MPOTPOMOMHCKOT BpeMeHa MAllMjeHTa U HOpMalTHE BPEIHOCTH

npoTpoMOMHCKOT BpeMeHa. Jlobuja ce u3 dpopmyse (2.1):

ISI
PT, 200
INR = <&> (2.1)

PTpe(l)epTeHTHO

rae je PTysopka BPEIHOCT MPOTPOMOMHCKOT BpEMEHA 3a MCIUTHBAHE JEPUBATE W KOHTPOJIE,
PTpepepentio Cpelllba BPEAHOCT MPOTPOMOMHCKOT BpeMeHa pedepeHTHuX y3zopaka, a [SI
WHTEpPHAIMOHATHN HWHICKC CEH3WTHBHOCTH (eHr. International Sensitivity Index) xoju je
nedMHHUCAH 3a CBaKW peareHc moHaocoO. 30or tora je INR BpemHoct koja omoryhaBa
npuiarohaBame pasznuka usMely pearenaca m omoryhaBa wmehycobno ymnopehuBame
pasnmuuutux pesyiarara. Hopmanau oncer 3a INR je 0,8-1,2, mox moBwilieHa TepaneyTcka

anTukoarynamuja oarosapa INR omcery ox 2-3 u mpaTu ce HaKOH IPUMEHE aHTUKOaryjIaHTa.
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2.6. IIPOTOKOJIA IN VIVO EKCHEPUMEHATA V IWbY OJIPEBUBAKA BHOXEMHUICKHX

MAPKEPA JETPE U BYBPEI'A HAKOH AJIMUHUCTPAIIUJE JIEPUBATA 2a-h

2.6.1. [IPUIIPEMAE Y30PAKA CEPYMA

KpBHE cepym mamosa npunpemibeH je MerogoMm mo Quick-y.!%” Hakon xpToBama
KUBOTHIbA, Y30pLUU KpPBU TNPHKYIJBEHH Cy M MOMEHTAIHO NEHTpU(YrUpaHd Ha COOHO]
temnepatypu, 15 munyra Ha 4000 X 9. Hakon nieHTprdyrupama, CyniepHaTaHTH Cy OJJBOjEeHH,
CepyM je MOABPTrHYT AYyOOKOM 3aMp3aBamy TEUHHM a30TOM M 4yBaH Ha temmepartypu -80°C

no crenehe ymorpeoe.

2.6.2. TIOCTYIUM OJPEBMBAKA BUOXEMMICKUX TIIAPAMETAPA W3 CEPYMA HAKOH

WHTPAIIEPUTOHEAJIHE ATUIMKALIWJE JIEPUBATA 2a-h

Y cepyMy mamoBa, HWHTPANEPUTOHEATHO TPETHPAHUX pPAacTBOpUMAa KOHTpOJIA W
jenumema, oapeheHe cy KaTaJIUTHYKE aKTHBHOCTH eH3uMa acrmapTar Tpancamunasze (AST),
anmanuH tpancamuHase (ALT), ankamne docdaraze (ALP) u y-rmyramun tpancdepase (y-
GT), oaHOCHO YKyIHE KOJMYWHE OWIMpyOMHA W TpoTenHa. KaraauThyuke aKTHBHOCTH
€H3UMa W  KOHIEGHTpaluje Mapkepa ojpeleHe Ccy  KIMHHYKAM  TPOTOKOJIUMA
Wutepuannonanne denepanuje 3a Knuamuky Xemwujy (enr. International Federation of
Clinical Chemistry, IFCC). CBa kuHeTHYKa U KOJOPHMETPHjCKA MEpPEHa Cy U3BPIICHA Ha

Dynamica HALO DB-20 UV-Vis ciekrpodoTomMeTpy.

2.6.3. TIoCTYIIII OJIPEBUBAKA BUOXEMUICKUX TTAPAMETAPA 13 CEPYMA HAKOH OPAJIHE

ATUTMKALIVJE JIEPUBATA 2a-h

Y KpBHOM cepyMmy MaioBa, OpalHO TPETHUPAHUX PACTBOPHUMA KOHTPOJIA U jeUHCHba,
onpehieHe Cy KaTalTUTHYKe aKTUBHOCTH €H3WMa acmaptaT Tpancamuuase (AST), amaHuH
tpancamunaze (ALT) u ankanne ¢ocdartaze (ALP). Katanutuuke akTuBHOCTH ofpeheHe cy
UV-Vis kuHetnukuM metogaMa. CBa KHHETHYKA M KOJIOPHMETPHjCKA MEpEHa Cy M3BpIIEHA

Ha Dynamica HALO DB-20 UV-Vis criektpodoTomerpy.
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2.6.3.1. OIPEBMBAKE KATAJIUTUYKE AKTUBHOCTU AST

KaTtanutuyka akTHBHOCT acrapraT TpaHcaMuHase (eHr. aspartate transaminase, AST)
onpehena je Ha ocHOBY peakmuje TpaHcamuHanuje acmaprata (Illema 2.3) m pemykiuje

).1%8 TIponec npencTaBba KIACHUHY PEAKIHU]Y

HacTajor okcaiarerara a0 manara (Lllema 2.4
TpaHCAaMHHAIIMjE W OJBHja C€ y3 MPHUCYCTBO KOeH3MMa mupuaokcan (ocdara. Karamuruuka
aKTHBHOCT acmapTaT aMHHOTpaHc]epase 3acHUBA ce Ha OMOXEMHJCKOM IPOIECY MajlaTHOT
marija KOju c€ OJBHja NPWIMKOM TJIYKOHEOTEHe3e, OJHOCHO OWOCHHTE3e TIIyKO3e U3
nupysata y aepobHuM yciosuma.! Takole, MajaTHH ATl ce AEMMHYHO OJBUja U HA HUBOY

LUKITyca TPUKaApOOHCKHUX KHCEINHA.
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Ilema 2.3. Mexanu3aMm TpaHCaMUHAIIMj€ acrapTaTa KaTaJu30BaH aclapTaT TPAaHCAMUHA30M.
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lema 2.4. Mexanu3zaM MajaTHOT IIaTia KaTaau30BaH ManaT aexuaporenasom. Oznake: 1 -
MUTOXOHJpHjallHA MayaT JEXUAPOTEHa3a; 2 - I[HUTOCOJMHA MajaT JeXujporeHasa; 3 -
bocdoenonmupyBat kapOOKCUKHHA3a; 4 - TpaHCAMHUHA3a.

OUTOCOJI
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Karanutruka akTHBHOCT acmapTar TpaHCAaMUHA3e jecTe KIMHUYKH TECT 3a
onpehuBame HOopmanHe (yHKIHje XemarolnuTa jerpe. [loBuIIeHEe BPEIHOCTH KaTAIUTHUKE
AKTUBHOCTH YKa3yjy Ha CTEaTO3HOCT jeTpe (JICTOHOBAmEe MACHUX KUCEIIMHA Y XeIaTOIUTIMA)

1 Ha OJary HeKpo3y jerpe.

OcHoBHHM peareHcH 3a oapehuBame KaTanuTuuke akTuBHOCTU AST mpurnpemsbeHu cy

MelnameM clieaehnx peareHaca:

Pearenc 1 (mydep/en3um pearexc):
Tris/HCl mydep 100 mmol/L (pH = 7,8),
L-Asp 330 mmol/L,

Manat aexuaporenasa > 1000 U/L.

Pearenc 2 (cyncrpar):
a-keroriyrapart 78 mmol/L,

NADH 1,1 mmol/L.

VY3o0pak 3a aHaIu3y:

KpPBHHU CEPYM.

Cnena mpo0a:

JCCTUJIOBAaHa BOJA.

VY nperxonHo TepmocTaTupany kuBeTy Ha 37°C oamepeno je 200 pL pearenca 1 u 20
pL pearenca 2. PactBop je momerian u uHKyoupas 25 cekynau. Hakon tora je mogaro 25 pulL
cepyma KOju je caapikao jelumeme, BaphapuH WM HEraTHMBHY KOHTpPOIY, cMelia je A00po
[IpoMelllaHa, KHBETa je cMelTeHa y crekpodortomerap M uHKyOupana 50 cexynau. Ilo
UCTEKY HaBEJICHOI BpeMEHa, ouuTaHa je ancopbOanna Ha 340 nm. AmncoOpaHua je HOHOBO
ountana HakoH 30, 60, 90, 120 u 150 cexynau. Hakon Genexema ancopOaHIld u3padyHara je
pasnuka u3Mel)y y3acTOmHMX Mepema M ojpeheHa mpoceyHa pasivka y arncopOaHiiama Io

muHyTH (AA/MuH). Katanutudka aktuBHOCT AST pauynarta je mo dpopmynu (2.2):

AxtusHoct (U/L) = AA/MuH X 1746 (2.2)
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2.6.3.2. OIPEBUBAKE KATAJIUTUYKE AKTUBHOCTU ALT

KartaiuTuuka akTHBHOCT ajlaHWH TpaHcamuHasze (eHr. alanine transaminase, ALT)
MEpeHa je Ha OCHOBY peakiuje tpaHcamuHanuje L-amanmna (Illema 2.5) m pemykiuje
HacTanor nupysara 1o nakrtata (Illema 2.6).1%° Peaknmja tpancamunanmje Ala omsuja ce
yayrap COrry-jeBor mukiyca TJIyKO3e, JOK peayKIHja THpyBaTa JO Majara W OOpHYTO

MPEeJCTaBIba MOCIEIbY PEaKIUjy TIUKOJIN3Ee, OJHOCHO MPBY PEAKILU]y TITYKOHEOTeHE3e.

Ne
L - anmmuMuH | KeTUMUH |

H,O \

.

N

H ®
MUPUIAOKCAMHUH

X

N/
e

IIema 2.5. Mexann3am TpchaMHHaque AJIaHNHA KAaTaJIN30BaH aJlaHWH TPaHCAMUHA30M.
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lema 2.6. Mexanu3am penykiiyje MUpyBaTa KaTaln30BaH JIAKTAT JACXUAPOTECHA30M.

OcHOBHHM peareHcH 3a oApehuBame KatanuTuuke aktuBHocTH ALT mpunpemsbenu cy

MemameM criefehnx pearenaca:

Pearenc 1 (mydep/en3um pearenc):
Tris/HCl mydep 125 mmol/L (pH 7,5),
L-Ala 680 mmol/L,

JakTar nexuaporenasa > 2000 U/L.

Pearenc 2 (cyncrpar):
a-keroriryrapar 90 mmol/L,
NADH 0,9 mmol/L.

Y3opa1< 34 aHaJIU3Yy:

KpPBHHU CEPYM.

Cnena mpo0a:

JCCTHUJIOBAaHa BOJaA.

VY nperxoaHo TepmocTatupany KuBeTy Ha 37°C oamepeno je 200 pL pearenca 1 u 20
uL pearenca 2. PacTBop je momeman u uHKyOupaH 25 cexynau. Hakon rora je nonato 25 pL
y30pKa KOjJH je caJp’kao jeIumeme, BaphapuH WIM HETaTUBHY KOHTPOIY, CMella je J00po
IpoMelllaHa, KHBETa je CMelTeHa y cnekpodortomerap M uHKyOupana 50 cexynau. Ilo

HCTEKYy HaBeJIeHOT BpeMeHa ouyuTaHa je arcopbanua Ha 340 nm. AncoOpaHua je IOHOBO
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ountana HakoH 30, 60, 90, 120 u 150 cexynau. Hakon tora, u3pauyHata je pasnuka uzmehy
y3aCTOIHUX MEpema U Oelie)keHa MpoCceuHa pa3inka y arncopbaniiama mo MuHyta (AA/MuUH).

Karanurnuka aktuBHocT ALT pauynara je no ¢popmynu (2.3):

AxtuHocT (U/L) = AA/MuH X 1746 (2.3)

2.6.3.3. OJIPEPUBAE KATAJIMTUYKE AKTUBHOCTH ALP

Karanutuuka aktuBHOCT ankaiHe Qocdaraze (enr. alkaline phosphatase, ALP)
MepeHa je Ha OCHOBY peakiuje Xxuapoiutuuke aedocdopunaiuje p-auutrpodenundocdara

(Illema 2.7).110

S) anKaNHa ©
0 0 O 0
D I \ @ S,
0 00 0. Na o
Na e
@6 ©]
Na Na 4-autpodenonar
4-autpodenmnndocdar Amax = 405 nm
xKyTta 00ja

Mema 2.7. J[edochopunanmja p-autpodenmndocdara KaTtaau3oBaHa  ATKATHOM

docdarazom.

OcHoBHH peareHcu 3a ojpehuBame kKartanuTuyke akTUBHOCTH ALP-a mpunpemibeHu

Cy MCIIakbECM CJ'ICI[CI’_II/IX pc€arcuaca:

Pearenc 1:
auetanonamun mydep 1,25 mol/L (pH 10,2),
maruesujym xiaopua 0,625 mmol/L.

Pearenc 2 (cyncrpar):

4-autpodennndocdar (eur. 4-nitrophenylphosphate, 4-NPP) 50 mmol/L.

VY3o0pak 3a aHayusy:

KPBHH CEPYM.

Cnena npoo6a:

JACCTUJIOBaHa BOJA.
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VY nmperxomHo TepMocTatupany kuBeTy Ha 37°C ogmepeno je 250 uL pearenca 1 u 60
uL pearenca 2. PactBop je momernan u nHKyOupaH 25 cekyHau. Hakon tora je nomaro 25 plL
y30pKa KOjH je caapao jeNumeme, Bap(apuH win HEeraTUBHY KOHTpPOIY, cMemia je 1o0po
IpoMeIlaHa, KHBETa je cMelTeHa y cnekpodoromerap m umHKyOmpana 50 cexkynmu. Ilo
WCTEKy HABEJICHOT BPEMEHA OYHMTaHa je amcopOanma Ha 405 nm. AmcoOpaHIa je TTOHOBO
ountaHa HakoH 15, 60 u 75 cexyHmu. HakoH Ttora wuspadyHara je paznmmka usmehy
y3aCTOITHUX Mepema 1 OenekeHa MmpoceyHa pasiiika y arncopoaninama mo MuHyTH (AA/MuH).

Karanutnuka aktuBHOCT ALP pauynara je mo dgopmynu (2.4):

AxtusHoct (U/L) = AA/MmuH X 3397 (2.4)

2.6.3.4. OJIPEBPVBABE KATAJTUTUUKE AKTUBHOCTH y-GT

Cepymcka y-rmyramui  TpaHchepasa (edr. gamma-glutamyl transferase, y-GT)
KaTaju3yje peakinjy KOHJCH3alNje TIUIWI-TIUIHHA U L-y-royramui-3-kapOoKcu-4-HUTpO-
aHWIIU/Ia TpU 4YeMy HacTajy L-y-ToyTaMuiI-TiIvnuirididH ¥ S-aMHHO-2-HHTPOOEH30aT

(Illema 2.8), unja ce KOHLEHTpaLHja MepH criekTpohoToMeTpHjcku Ha 405 nm. !

O (0} H O
Howg/\[.fN\)J\OH

V-2YMAMUTL NH,
O  mpancgepasa

O,N
(0] (0] H
— > +
HO w N\)k
N OH + H,N OH
N ) /}( ON
(0] NH, (0]
HO
NH,

(0]

lema 2.8. Peakuuja KoHAEH3alUMje TNIHUUIA-TAUIMHA U L-y-rmyramun-3-kapOokcu-4-
HUTPOAHUJIM]IA KATaJM30BaHa Y-TJIyTaMUII TpaHCHepazoMm.

OcHOBHH pearcHcu 3a oz[pele/IBaH,e KaTaJIMTHYKC aKTUBHOCTH ’Y'GT MNpUNPEMIbCHHU CY

MCIIakbEM CJ'ICI[ChI/IX peareHaca:

Pearenc 1:
rInIUA-rMingH 138 mmol/L,

Tris/HCl mydep 133 mmol/L (pH 8,25).
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Pearenc 2 (cyncrpar):

L-y-riyrammi-3-kapOokcu-4-uutpoanunua 23 mmol/L.

VY3o0pak 3a aHanu3y:

KPBHHU CEPYM.

Cnena mpoba:

JCCTUJIOBAaHa BOJaA.

VY nperxonHo Tepmoctatupany kuety Ha 37°C oagmepeno je 200 puL pearenca 1 u 50
uL pearenca 2. PactBop je momemnian u uHKyOupan 25 cexynau. Hakon Ttora momato je 12,5
puL cepyma koju je caapikao jeAurbeme, BaphapuH WM HEraTHBHY KOHTPOJY, CMeEIlla je
n00po mpoMeliaHa, KMBETa je CMeNITeHa y ciekpodgoTtomerap u nakyoupana 50 cexynau. [To
HCTEKy HaBEJICHOT BpEeMEHa ounTaHa je arcopOania Ha 405 nm. AmncoOpaHiia je TTIOHOBO
ounTaHa HakoH 1, 2 u 3 munyra. HakoH Tora je m3pauyHara pasinuka usMmel)y y3acTONMHHUX
Mepewma U OelexeHa TMpoceyHa pasiuka y ancopbaHmamMa mno MUHYTH (AA/MuUH).

Karanutnuka aktuBHocT Y-GT pauynata je mo dopmymu (2.5):

AxtuBHoct (U/L) = AA/MuH X 2211 (2.5)

2.6.3.5. OPEBUBAKE KOHLIEHTPALIMJE VKYITHOI BUJIMPYBMHA

bunupyOuH je JKy4HHM THMTMEHT, HAcTa0 pasrpajlbOM CpPUTPOILMTHOI XeMma
KaTaJUTHYKUM JenoBambeM xeMm okcurenase (Illema 2.9). lerpananuja ce oaBuja y Cie3uHH.
WMunnujanan mpous3Boau KarabosM3mMa XeMa jecy OWJIMBEpAMHH, 3€JICHW MUTMEHTH JKYy4H.
BbuxoBoMm penykuujoMm HacTajy OUTUPYOMHM, XYTU OpaoH-)KYTH MHUTMEHTH JXKYy4d KOJU
dbenecy najy kapakrepuctuuny 00jy. Hakon 6nocunTese y jerpu, OuanpyOuHu ce u3nydyjy y
KkpB. HekoHjyroBaHM WM WHAMPEKTHH OWIUpYOWH (y BOAM HepacTBOpaH OwiupyouH-l)
HOpMAJIHO IMKpYJMILIE Y KpBU Be3aH 3a anOymuHe. TakBor ra hemmje jerpe npey3umajy u
KOHjyryjy y Omnupyoun-II niau nupexktHu OunupyouH (OunupyOMH JUTIYKYpOHMI), Y BOIM
pacTBOpaH NMUIMEHT KOJU C€ HU3JIydyje MyTeM >Ky4du. Y LpeBHMa ce YKYNHU OUIHpyOHH
penykyje nmomohy Oakrepuja 1peBHE (piope y Me300UIMpyOMHOTEH M ypOOMINPYOUHOTEH.
Jleo ypoOunupyOnHOreHa ce pecopOyje y KpB a OcTarak ce H3Iydyje MyTeM YpuHa WU

deneca. Oxo 80% OmnIMpyOMHA HACTaje pasrpaJkboM XEeMOTJIOOMHA U3 epUTpoIuTa (HAKOH
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120 nana *uBOTa €PUTPOLIUTA Y KPBU) Y peTuKynoenaotenHoM cucremy (RES). TIpeocramux
20% aHEeBHO CTBOpEHOT OMIMpyOWHA HACTaje U3 MPETXOJHUKA EPUTPOLIUTA Y KOLITAHO] CPIKHU

(HeedukacHa epUTPOIUTOIOE3a) U JAPYTUX XEeM MPOTeHHA (MHOTJIOOWH, ITUTOXPOM,

Karasasa).
HOOC COOH
~
COOH
ounusepauH 1Xo HOOC XeM ounusepauH 1Xy
NADPH + 30, NADPH + 30,
CO + Fe?* NADP* Xem oKkcueeHasa O+ Fe* NADP*

HOOC COOH HOOC COOH

onmBepaun 1Xo ounusepaun 1Xp
NADPH NADPH
ounusepoun 1Xo ounueepoun 1Xp
pedykmasza pedykmasa
NADP* NADP*
HOOC COOH HOOC COOH

ounnpyous 1Xa ounnupyoun 1Xp

Mema 2.9. Karaboimzam xema.

Konnenrtpanuja OwnupyOuHa y KpBHOM cepyMmy ojpehyje ce u3 peakimuje
ounupyounHa ca auaso-jequmemuma (Lllema 2.10). JInazo-jenumemne HacTaje U3 CyndaHuIHe

KHCEJIMHE W HAaTpUjyM HUTpUTA. Y MPHUCYCTBY LeTpuMuaa (yOp3aBa peakiujy) KOHjyroBaHU U
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HEKOH]yroBaHH OWJIMPYOUH pearyje ca Jua30TU30BaHOM CyI(haHIIIHOM KHCEIMHOM U HAcTaje
azoommupyoun. Ilopact amcopbaniie Ha 550 nm OpOMOPHHMOHANAH j€ KOHICHTPAIUjU

ounmpy6una.tt?

.l
NH N=N
NaNO,
HCI + Hy0 + NaCl
0=5=0 0=S=0
on OH
HOOC COOH HOOC COOH

0=S=0 O:§:0
OH OH

-H'

HOOC

O:§=O
OH

lema 2.10. Peakiyja rpahema koMiiekca OMIupyOrH-11a30 jeANbEHba.

OcHOBHHU pearcuicu KOpI/IH_IheHI/I 3a onpele/IBaH:e KOJIMYMHE YKYIIHOT CCPYMCKOI

OounupyoHHa cy:

Pearenc 1:

cyndanmina kucenuHa 29 mmol/L,
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XJIOPOBOJOHUYHA KrcenuHa 67 mmol/L

LETPUMULL.

Peareunc 2:

HaTpUjyM-HATPHT 5,8 mmol/L.

Crannapna:

CTaHJapHu pacTBOp OmnupyOuHa 17 pmol/L.

VY3o0pak 3a aHanu3y:

KPBHHU CEPYM.

Crnena mpo6a:

JC€CTUJIOBAaHa BOJa.

VY nperxonHo Tepmoctatupany kuetTy Ha 37°C ogmepeno je 160 uL pearenca 1 u 20
pL cranmapaa. PactBop je mpoMeliaH M HAKOH 5 MUHYTa UHKYOalyje o4nTaHa je arncopOaniia
Ha 550 nm (Az1). 3atum je nogato 40 pul pearenca 2, pacTBop je 10Opo MPOMENIaH U HAKOH 5
MHHYTa WHKyOalje ountana je arncopoania (Az). Mctu mocrymnak je TOHOBJBEH H 32 Y30pKe
cepyMa, caMoO je YMECTO CTaHJaTHOT pacTBOpa OWIMpyOMHA, OJMEpeHa HMCTa 3almpeMHHa
cepyMa KOjH je CaapKao jeqUmEHe, Bap(papuH WM HETaTUBHY KOHTPOJY, T€ Cy OUYMTaHE
aricopbanne A1 u Az. HakoH ounrtaBama ancopOaHiiy, u3pauyHara je pasiuka usmehy Az u

A1 cTranmapaa v y3opka cepyma. YKymnHu ounupyoun oapehen je npema dpopmynu (2.6):

Ay—A
( 2 1)y30p1<a X n (26)
(AZ _Al) CcTa”zAapza

r7e je N KOHILEHTpallKja CTaHIapAHOT pacTBopa ounupyouna, 17 pmol/L.
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2.7. [IPOTOKOJIM IN VIVO EKCIIEPUMEHATA Y IIUJbY OJPEBUBAA AHTUOKCUJIATUBHOT

CTATYCA JETPE U BYBPEI'A HAKOH AJIMUHUCTPAIIUJE IEPUBATA 2a-h

2.7.1. TIPUTIPEMA XOMOI'EHATA JETPE HAKOH MHTPATIEPUTOHEAJIHE ATUIMKALIAJE JIEPMBATA
2a-h

VY3opuu jerpe (0,5 g) xomorennszoBanu ¢y y aBany ca 4,5 mL ¢ocharnor mydepa (50
mM, pH 7,4). Tako je nodujen 10% (W/v) XoMoreHar jerpe, KOju je 3aTUM LeHTpudyrupan
Ha 4000 X g, 15 munyra Ha 4°C. CynepHaTaHT XOMOI'€HATa JeTpe OJIBOjeH je M KopuIlheH 3a
onpehuBame KaTaqUTHUKE AaKTUBHOCTH KaTajla3e, M KOHIEHTpaluja THOOapOuTypHa
kucenuHa-pearyjyhux cyncranmm,!™® pesykosanor riyraTHoHa M yKyHMHHX TIPOTEHHA, TPEMa
yOyTCTBUMa Tpou3Bohaga peareHaca 3a  CHEKTPOPOTOMETPHJCKA MEpema  OBHX
mapamerapa.l** Cpa wmepema Bpmena cy nwa Dynamica HALO DB-20 UV-Vis

CeKTpOo(HOTOMETPY.

2.7.2. TIPUTIPEMA XOMOT'EHATA JETPE U BYBPET'A HAKOH OPAJIHE ATIUIMKALIMJE JIEPUBATA
2a-h

VY3opuu TkuBa jetpe u Oyopera (0,5 g) xomorenusoBanu cy y aBaHy ca 4,5 mL
docharaor mydpepa (50 mM, pH 7,4). do6ujenn 10%-THH (W/V) XOMOreHATH jeTpe H
OyOpera 3atum cy neHtpudyrupanu Ha 4000 X ¢, 15 munyra Ha 4°C. CynepHaraHTH
XOMoreHarta jerpe u OyOpera oABOjeHHM Cy, M KopuilheHH 3a oapehuBame KaTaTuTHYKUX
aKTMBHOCTH Karaja3e W CYNEPOKCHJ IUCMyTa3e, 3aTUM KOHIEHTpamuja THoOapOUTypHa
KHCEJIMHA-pearyjyhux cyrncraHiy, peayKoBaHOT TIIyTaTHOHA M YKYIHUX MPOTEHHA KOJIOPH-
Metpujckum Metonama. 317 Cpa mepema cy Bpmena na Dynamica HALO DB-20 UV-Vis

crekTpodoToMeTpy.

2.7.2.1. OIPEBUMBAKE KOHLIEHTPAIIUJE VKYIIHUX [TIPOTEMHA

Mertona ce 3acHMBa Ha rpaliemy OMYpeTCKOT KOMITJIeKca MPOTeHHa ca JoHUMa 0akpa,
Py 4YeMy HacTaje KOMIUIEKC MHTEH3MBHO JbyOuuacTe 6Goje.''’ Jenumema ca HajMame JBe

NenTUaHe Be3e pearyjy ca 6akap(ll)-joHrMa y ankaaHOj CPeJMHU U Tpasie 000jeHn KOMIUIEKC
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(Ilema 2.11). HajjemHocTaBHH]E jeqU-CHE KOjE /1aje OBY PEaKIHjy je OMypeT, Koju ce noduja

3arpeBameM ypee.

O NH2 H,N (0]
0 . .
HoN 180°C ’ >:0 Cu?* THz \Iﬁ{z
O —— HN + NH, — G
H,N >:O H,N //’ )

NH
P Sy
O)\ NH, H,N /&O

lema 2.11. Mexanuzam OuypeTcke peakiuje.

OcHoBHHM peareHcH KopuiltheHu 3a ojpehuBame KOHIIEHTpalMje YKYITHUX POTEeHHA Y

cepymy cy:

buypercku pearesc:
K,Na-taprapar 21 mmol/L,
NaOH 490 mmol/L,
CuSO4 6 mmol/L,
K1 6 mmol/L.

Cranpgapn:
XymaHu anbymus 6 g/dL.

Y3opa1< 34 aHaJIU3Yy:

KpPBHHU CEPYM.

Cnena mpo0a:

JCCTUJIOBAaHA BOJa U 6I/IypeTCKI/I pearcuc.

PacTBop 3a ananusy npunpemsbeH je MemameM 300 pL 6uyperckor pearenca u 3 pl
cepyMa KOJU je caJapXao jeAumermne, BaphapuH WIM HEraTuBHy KOHTpousty. CTaHaapAaHu
pactBop mpunpemsbeH je memawmeM 300 pL Omyperckor pearenca u 3 ML pactBopa
crarnapnaa. Crnena mpoba nmpumnpemibeHa je memameM 300 pl. Guyperckor pearenca u 3 pL
nectuiioBane Boje. [lo mpunpemamy, pacTBopH cy uHKyoupanu 11 munyra u 30 cekyHau Ha

temneparypu 37°C. 3atuMm je MepeHa arcopOaHia y3opka cepyMa (Aysopka) M CTaHIApAA
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(Acrannapza) IpEMa cliernoj mpoou Ha 546 nm. YKyIHa KOJIMYMHA IPOTEHHA padyHara ce mpema

bopmynu (2.7):

Aysopxca

CHpOTeI/IHa -

X CCTaHnap;[a (2 " 7)

ACTaH/:LapAa

i€ je Ceranapra KOHIEHTpAIIM]jA CTAHAAPIHOT pacTBOpa ajgdymuHa 6 g/dL.

2.7.2.2. OIPEPUBAE KOHIIEHTPAITMIE GSH

Konrenrpanuja peaykoanor riyrationa (GSH) y xomorenatmma ojmpehena je
metozom o Ellman-y.1® Onpehupame ce 3acHuBa Ha COCOGHOCTH TITYTATHOHA Ja PEIYKYje
peareic DTNB (5,5’-mutro6uc-(2-HuTpoOeH30€By KUCEIUHY)), TpH YeMmy HacTaje 1 mol 2-
HUTpO-5-MepkanToOeH3zoeBe kucenuHe (NTB) mo ™Momy penykoBaHOT TyTaTHOHA |
ryratuon nucyndua (GSSG), xao okcumoBana ¢opma. GSH ce perenepume u3z GSSG
moMohy TIyTaTHOH peayKTase, 1ma MoHOBO Moxke pearoBaTu ca DTNB rpaaehu 2-autpo-5-
MepKanToOeH30€BY KUCENHUHY, mTO nmoBehaBa ocersbuBocT Metone. Peaknuja GSH ca DTNB

je mpukazana Ha [llemn 2.12.

NO,
/[:::I: 2GSH NAD*
COOH
HOOC s
2 iI:::]/ GSSG NADH

lema 2.12. Oxkcugo-peAyKIIMOHa peakiiyja rIyTaTHoHa.

[TomrTo je 2-HUTPO-5-MepkanToOeH30€Ba KUCEIUHA kKyTe 00je, TO ce KOHIEHTpaluja
GSH y ucnutuBaHoj aHATU3U MOKE OJPEAUTH KOJOPUMETPHJCKH MEpemeM arcopOaHile Ha
412 nm.

OcHOBHU peareHcH KopumiheHH 3a ojpehuBame KOHIEHTpAlLlMje pEeayKOBAHOT

rIIyTaTHOHA Y XOMOI'€HaTHMa jeTpe U OyOpera mnaiosa cy:
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Pearenc 1:
K2HPO4 ydep (0,2 My 2 mM EDTA).
Pearenc 2:

pactBop DTNB (5,5'-mutro6uc-(2-HuTpoOeH30eBa KHCEIHHA)).

VY3o0pak 3a aHanu3y:

XOMOTeHaT jeTpe uin OyOpera marosa.

Cnena mpo6a:

JCCTUJIOBAaHa BOJaA.

VY kuBerama je ommepeno 0,1 mL xomoreHaTa koju je caapxao jeaumene, BapdapuH
WK HeratuBHy KoHTpoury, 1,8 mL pearenca 1 u 0,04 mL pearenca 2. Cmema je HHKyOupaHa
25 munyta Ha coOHOj Temmepatypu (25°C), y oxcyctBy cBetnoctu. [lo ucTeky BpemeHa
MepeHa je arcopOaHIa )KyTor KomIiekca Ha 412 nm.

Konnentpammja GSH ounrana je ca craHmapaHe IpaBe Koja je KOHCTpyHCaHa
KopuihemeM BOJICHOT pacTBOpa riIyraTHoHa kao ctanaapaa (Cnuka 2.6). [IpunpemibeH je
KOHIICHTpOBaHU cTaHmapauu pactBop GSH, konumentparwmje 300 mg/mL, xoju je maibe

pa30akuBaH JAECTHIOBAHOM BOJOM JI0 KOHIIeHTpanuje 30 mg/mL.

1.5

Arnicopbania
[EEN

0 50 100 150 200 250 300 350
Konrentparuja (mg/mL)

Cauka 2.6. CrangapHa npasa peyKOBaHOT [IyTaTHOHA.
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Konnentpamujy GSH y xomoreHatuma motpebHo je m3pasutu y Mg GSH mo 1 g

npoterna. Konnenrpanuja GSH y mg/L xomorenara nobuja ce u3 dpopmyiie (2.8):

Vyi
GSH mg/L = Cgspx Vl X 1000 (2.8)

y3
rae je CosH konnentpanuja GSH ounrtana ca crangapiaHe mnpase m3pakeHa y mg/mL; Vi
ykynHa 3anpemusa (0,97 mL); Vy,; 3anpemuna yzopka (0,05 mL).

Konnentpammja GSH y xomorenatruma uspaxkeHa y mg GSH mo 1 g mporeuna,

u3pauyHarta je u3 popmyie (2.9):

GSH mg GSH mg/L (2.9)
—TIpOTeuHa = —————— )
g Crporenna 8/L

rae je GSH mg/L konnentpanuja GSH u3paxkeHa y MHIUTpaMUMa IO JIMTPY XOMOTCHATa;

Chrporenna /L KOHIIEHTpalMja MPOTEHHA U3paKEHa Y TpaMuMa 10 JUTPY XOMOT'eHara.
2.7.2.3. OIPEBPUBAIE KATAJIMTUYKE AKTUBHOCTH CAT

Karamasa (eur. catalase, CAT) je eH3uM KoOju IpejacTaB/ba J€0 aHTHOKCHIATHBHE
3alITHTE OpraHu3Ma jep pasJiake TOKCHYHH BOJOHHMK-TIEPOKCH HA MOJICKYJ KHUCEOHUKA W
BOJIY:

2H202 — O2 + 2H20

KartaiuTuuka akTUBHOCT Karajas3e ojpeheHa je Ha OCHOBY CIIOCOOHOCTHM €H3MMa Jia
pasrpaay BOJOHUK HEPOKCHI. MeTo Ly MpUMEeHy Y OBOM eKCIIEPMMEHTY je onucao Goth, M4
OcHOBHU peareHcH KopuiIheHH 3a ofpehuBame KOHLIEHTpaluje KaTaja3e y XxoMore-

HaTHMa jeTpe U OyOpera maiosBa cy:

Pearenc 1:

Na,K-docdaruu mydep, 60 mM, pH 7,4.

Peareunc 2:

PactBop H202 (65 uM y 60 mM Na,K-docdaraom nydepy, pH 7,4).
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Pearenc 3:

PactBop amonujym mosmbaata ((NHs)sM07024 X 4 H20), 32,4 mM.

VY3o0pak 3a aHanu3y:

XOMOTeHaT jerpe uiu OyOpera marosa.

Cnena mpoba:

JC€CTUJIOBAaHa BOJaA.

3a motpebe onpehuBama KaTAIMTHYKE aKTUBHOCTH Kartamase oaMepero je 0,2 mL
y30pKa XOMOTeHaTa, KOj! je caapiKao jeIumbemne, BaphaprH WU HEraTUBHY KOHTpory, Te 1,0
mL pearenca 2. Jlo6ujern pactBop wHKyOMpaH je Ha 37°C y maTepBanmy oa 60 cekyHmu.
En3umcka peakmuja 3aycraBibeHa je momatkoM 1,0 mL pactBopa amonujym mosmbaaTta
((NH2)6M07024 X 4H20) u arcopbaniia HacTaIoOr )yTOr KOMILJIEKCA MOJINOIaTa ¥ BOJIOHHUK
nepokcuaa MmepeHa Ha 405 nm y oJHOCY Ha clemny npooy.

KaranmnTidka akTUBHOCT KaTajiaze H3padyHara je M3 KOJMYMHE HEHW3pearoBajor
BOJIOHUK TEPOKCHJA YMja j€ KOHIIEHTpalyja J00HjeHa OYHMTAaBaKkEM Ca CTaHAApJHE TpaBe.
CrannmapaHa mpaBa 3aBUCHOCTH arnicopOaHIe 01 KOHIIEHTpaIije BOJOHUK MEpoKcHaa 100Hja
C€ OYMTaBamkEM arcopOaHIM y30paka pa3IMYUTUX KOHIIEHTpaIHja BoJOHUK nepokcuma (0 -

65 pumol/mL H203) y peakuuju ca amouujym mosmdaarom Ha 405 nm (Cnuka 2.7).

N w0
w o1 b

Arnicopbaniia

¢ = f
I3 I NS I OIS

o
o

0 10 20 30 40 50 60 70
Konrnenrparuja (umol/mL)

Cauka 2.7. CrangapaHa rnpaBa 3a KaTtanasy.
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Kartanutuuka akTuBHOCT Karanase m3paxeHa y U/L xomorenara moOujeHa je wu3

dopmyne (2.10):

Vyi
X % 1000 (2.10)
Vg,

U
CAT = (65 — Cy,0,) X
rze je Cy,o, koHuenrpauuja H202 ountana ca cranjgapase npase uspaxena y hmol/mL; Vyx
yKymHa 3anpemuHa (2,2 mL); Vy; 3anpemuna yzopka (0,2 mL).
KartannTiuka akTHBHOCT KaTaljla3e M3pakeHa Yy MHTEpHAIMOHATHUM jeauauiama (U)

o 1 Mg mpoTenHa y XoMoreHary fo6ujena je u3 popmyne (2.11):

U CATZ
CAT m—g IMpoT€ruHa = - mg (21 1)

npoTenHa |

rne je CAT U/L katanuTuyka aKTUBHOCT KaTaja3e H3pakeHa Yy HWHTEPHAIMOHATHUM
jenuuunama (U) mo 1 aurpy xomorenata; Cuporenna Mg/L KOHIIEHTpaIMja MPOTEHHA H3PaKEHA

y MUJIMTpaMHMa I10 JJUTPY XOMOI'€HaTa.
2.7.2.4. OIPEBPUBAKE KOHLIEHTPALIMJE TBARS

PeakTuBHE KHMCEOHHYHE BpPCTE Jerpaaupajy nojimHedacuheHe BHIIEMAacHE KUCEJINHE,
npu yeMy Hacrtaje Manonaumanaexua (enr. malondialdehyde, MDA) kao Kpajiu MpOU3BOJI
nununHe nepokcupanuje (Ilema 2.13).13

OBaj peakTHBHM aJJIEXU] jellaH je OJ MHOTUX €JIEKTPO(PHIHUX BpPCTa KOje Y3pPOKY]y
OKCUJIaTUBHM cTpec y henujama M ca mpoTeMHHMa (opMupa KOBaJeHTHE ajykre. Y
KOMILJIEKCY ca TuobapoutrypHom kucenunom, MDA ce kopuctu ce kao Ouomapkep 3a
Mepeme HHUBOAa OKCHJATHBHOI cTpeca y opranusmy. Caapxkaj MajloHIMalAexujga y
CylepHaTaHTUMa XoMoreHaTa ojpeheH je MmeTooM Kojy cy onucanu Ohkawa u capaanuiy,
kopuiihewem 1,1,3,3-TeTpaeToKcHIIponana Kao craHaapia 3a Kanuopaiuony kpuBy (Crnka
2.8). Konuenrpamuja MDA y xomoreHaty ojapeljyje ce y eKBHBaleHTUMa THOOApOUTypHA
kucenuHa-pearyjyhe cymncranue (TBARS), cnekrpodoToMeTpujckuM TECTOM KOjU  ce
3aCHUBA Ha allCOPMIIMOHOM MaKCUMyMY KOMITJIeKca MajJoHauaniexuaa u ocranux TBARS ca
THOOApOUTYpHOM KHceluHOM Ha 535 nm. IlpuHinum oBe MeToJe ce 3aCHMBAa Ha peakiuju

npukaszanoj Ha lllemu 2.14.
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ROO: ROOH .
11
nonuHesacuhena paaukan nojnHe3acuhexne
MacHa KHACeJIMHA MacHe KHCETNHE
0,
0 0 0
HO HO HO
00 0, )
_1_ - B —
O@ X
o~/ NG e} NG 007 N
IMUKIINYHHU HepOKCI/I HCpOKCI/I paJII/IKaH
l paauKan rnojnHe3acuhene
MacHe KHCEJINHE
O O
A
MDA

lema 2.13. Ilpuka3 mporeca nerpanaiyje MoJrMHE3acuheHe MacHE KHUCETWHE W HacTaHKa
MaJIOH AN IEXUA.

(0]

0O 0
NH
HMHJFZ gl e S N
07 N7

lema 2.14. ['pahere koMIUIeKCa MAOHIMAIEXU]IA U THOOAPOUTYPHE KHCETUHE.

Pearencu xopurrheHu 3a OBy METOy CY:
Pearenc 1:

HaTpujyM pozaeumn cyadar (SDS), 8,1%.

Pearenc 2:

cuphetHa kucenuna (CHsCOOH), 20%, pH 3,5.
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Pearenc 3:

Hatpujym xuapokcuna (NaOH), 0,05 M.

Pearenc 4:

tnobapourypna kucenuna (TBA), 0,8% y 0,05 M NaOH

VY3o0pak 3a aHanu3y:

XOMOT'€HAT jeTpe win OyOpera naiosa.

Cnena mpo6a:
JIECTUIIOBaHA BOJA.

VY emnpysery je onmepeno 0,1 mL cynepraranta xomorenara, 0,2 mL pearenca 1, 1,5
mL pearenca 2 u 1,5 mL pearenca 4. Cmenia je MoTOM 3arpeBaHa y KJby4ajJOM BOJICHOM
kynatuiy (95°C) y tpajamy oa 60 munyta. [lo mcreky HaBeJeHOT BpeMeHa, BPILEHO je
neHrpudyrupame cmenre, 10 munyra Ha 4000 oOpraja/MHHYTY W MepeHa je amcopOaHiia
HAaCTaJoT PYKUYacTOr KOMILIeKca Ha 535 nm.

3a u3pauyHaBame KoHIeHTpalje TBARS kopumrhena je cranmapaHa mpaBa Koja je
KOHCTpyHcaHa ymotpebom cranmapaa 1,1,3,3-terpaerokcunpomnana (MDA) koHmeHTpaluje

ox 1-16 pmol/L (Cnuka 2.8).

0.3
0.25
0.2

Arnicopbanma
o
[EEN
ol

0.05

0 5 10 15 20
Konnentparuja (Umol/L)

Cuamka 2.8. CrannapaHa npasa 3a MaJOHAHAAEXHI.
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KoHueHTpanuja MaloHIUaNIexuga Yy XOMOICHaTHMa je wu3paxkeHa y nmol

MaJloOHHajexuaa mo 1 mg nporenna, u godujeHa je u3 popmyse (2.12):

nmol

nmol MDA —
NPOTENHA) = —— g (2.12)

IpoTenHa |

TBARS (MDA
mg

rae je MDA nmol/L koHieHTpamuja MalOHIMIAACXHIa OYUTaHA ca CTaHIapJHE IpaBe;

Chrporenna Mg/L KOHIIEHTpAIIH]ja IPOTEUHA U3PAKEHA Y MIUTUTPAMHUMA TIO JINTPY XOMOTeHAaTa.

2.7.2.5. OIPEPUBAE AKTUBHOCTH SOD

AKTHBHOCT €H3UMa cymepokcua aucmyrase (er. superoxide dismutase, SOD) y
XoMoOreHaTuma jerpe u OyOpera oxapeheHa je mo Metoau Kojy cy omucand Misra u
Fridovich.'®® Merona ce 3acHMBa Ha CMOCOOHOCTH €H3MMa Ja HEYTPAIHUIIE CYNEpPOKCHI

panukan HakoH okcupanyje aapenanuna ([lema 2.15):

(0) N : i \NH 0) N
o) ’ \ HO N o)
by 2H0  H0, - 20, 2H,0, bH
AMHUHOXPOM aIpCHAJINH AMHUHOXpPOM
H,0, 0,
FAD = N = FADH, ——~ FADH"
Y _
NAD(P)H +H*  NAD(P)* 0, 0,
_ SOD
202 —— H202+02
CYIICPOKCHU I

lema 2.15. [Ipuka3 peakiyje HeyTpanuzaiuje cynepokcuaa easumom SOD.

Pearencu KOpI/IH_IheHI/I 3a oz[pele/IBaH,e KaTAJIMTHYKEC aKTUBHOCTH CYIICPOKCH JUCMYTa3e€:

Pearenc 1:

xnmopoBogonnyHa kucenuna (HCI), 0,02 M.

Pearenc 2:
NaHCO3-Na2COs mydep, 0,05 M, pH 10,2 10 10,25 ca 1,00 x 10* M EDTA.
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Pearenc 3:

aapenanus, 0,01 M (Mr = 183,2 g/mol) y 0,02 M HCL.

OnpehuBame Vo. VY kuBety o4 3 mL onmepero je 925 pL pearenca 2 u 50 pL mydepa
Koju je kopuirheH 3a mpaBibete xomoreHara (docharau nydep, pH 7,4), pearencu cy
M3MEIIaHd U PacTBOp je KopuiihieH 3a MmojenaBame HyJe Ha CIEKTPOPOTOMETPY. 3aTUM je
nomato 25 pl pearenca 3, cHCTEM je XOMOTCHHM30BaH MEIIAkEM W 3al0YeTo je ca
OenexemeM arcopoOaniie Ha 485 nm, y BpeMEeHCKUM HMHTepBaiauMa o 10 cexyH i, y meproay
oa 6 munyta. HakoH mepema, KOHCTpyHCaHa je KprMBa 3aBUCHOCTH aricopOaHIle o BpeMeHa H
onpehen naru6 (AA/MUH) Ha TMHEAPHOM JeNy KpuBe, Koju oOyxBara orcer o 0,025 + 0,001
mun?. OBa BpemHOCT mpescTaBba Vo. Y cloydajy 1a JoOujeHe BPEeIHOCTH H37a3e U3 OBOT
OTICera, pacTBOp enmuHeppHHA ce pazdiaxyje Aa OM ce A00MIe BPEAHOCTH y OBOM OTICETY.
[TonaBpame oapehuBama Vo 0K ce HE T00H]y peNpOAYKTUBHU pesynratu. OAcTynama o
N0OMjeHNX BPEIHOCTH TPU Y3aCTOITHUM MepemruMa He O Tpebano 1a Oyne Behe ox 5 %.

OnpehuBame Vsop. Y kuBety ox 3 mL ommepeno je 925 uL pearenca 2 u 50 pL

XOMOT'€HaTa, PacTBOp je€ MOMENIaH W TOJCIICHa je HyJla Ha CIEKTPOoPoToMeTpy. 3aTuM je
nomato 25 ulL pearenca 3, cucTteM je XOMOTEHH30BaH MeEIIAKEM W 3alloveTo je ca
oenexemeM ancopOaniie Ha 485 nm y BpeMeHCKUM HHTepBayiMMa o1 10 ceKyHIu y mepuoay
on 6 muHyra. 3a uW3pauyyHaBamke AA/MUH je y3eT HCTH BPEMEHCKH HWHTEPBAT KOJU je
kopuiheH 3a uzpauyHaBambe AA/MuH koa onapehuBama Vo. M3pauynata Bpennoct AA/MuH
npenctaBiba Vsop. CBaku y30pak MepeH je y TpU He3aBUCHA EKCIIEPUMEHTa, MPU YeMY CY
npuxBaheHa oJICTynama npu Mepemrma y orncery 5-10%.

PenartuBHa jenuuuna aktuBHoctd SOD neduHucana je ka0 akTUBHOCT KOja JAOBOJU
1o 50 % uaxubunMje ayTooKcHaalvje aapeHannHa noj oapehenum ycnosuma. M3abpana je
KOHIIEHTpallKja aJpeHaanHa koja he y KOHTpoJin JaTH MPOMEHY ancopOaHije y MUHYTH O
0,025. Ilpu TomMe ce monazu oJ KoHIeHTpanuje aapeHanuHa 0,01 M, a 3atum ce oH
pazbnaxyje cBe Aok ce He mocturue AA/mun ox 0,025. M3abpana je mpomeHa arncopOaHIuje
y munytH ox 0,025 jep je yrBpheno ga SOD Tana moctuxe HajBUIIM NPOIEHAT HHXUOULIN]E
ayTOOKCH/IAlIM]je aJipeHalliHa.

AxktuBHoct SOD y penaTHBHUM jeUHHUIIaMa U3padyHaBa ce u3 popmyse (2.13):

U Vo —Vsop

SOD—=——+— 2.13
mL Vo ( )
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AxtuHocT SOD y 1 L y30pka mobuja ce u3 dpopmyie (2.14):

SOD[I—SOD v x\G“x1000 2.14
L " mL"V, (2.14)

riae je Vy« ykynHa 3anpemuna (1,00 mL); Vy; 3anpemuna y3opka (0,05 mL).
Kartammtiuka aktuBHocT SOD u3paxena y uatepHanuoHaHuM jeauannama (U) mo 1

Mg mpoTerHa y XoMoreHary ao6uja ce u3 dpopmyite (2.15):

U SOD
SOD m_g NPOTEeHHA = —— g (2.15)

NpOTenHa |

rie je SOD U/L karanmutuyka aktuBHOCT SOD u3pakeHa y MHTEPHAIIMOHAIHUM jeIMHUATIAMA
(U) mo 1 L xomorenara; CrporennaM@/L KOHIICHTpAIIHM]ja TPOTEHHA U3PAKEHA Y MUJIUTPaMUMa

mo 1 L xomorenara.
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2.8. IIPOTOKOJIA IN VIVO EKCHNEPUMEHATA Y IWBY JE®PUHUCAHA MOP®OJIOIIKNX

IPOMEHA HA JETPU U BYBPE3UMA HAKOH AJIMUHUCTPAIIMJE JIEPUBATA 2a-h

2.8.1. XCTONATOJIOILIKE AHAJIV3E

Hakon XpTBOBama >XHBOTHIbA, TKHBO jeTpe W OyOpera Op30 je OACTpameHO U
MOCTaBJbEHO Yy pacTBop ¢ukcaruBa (10%-tHH PopmanuH pacTBOpeH y pocdarHoM mydepy).
Hakxon 24-TBopo 4YacoBHE KOH3EpBalMje, TKUBO je TPEHETO y pacTOIUbeHH NapaduH
o0nmkoBaHo y Kaynuma. [lapaduHucann Kamynu ce4eHu Cy Ha MEUKPOTOMY AeOJpHHE 5 pum.
JlobujeHu mpeceny TKHWBa 3aTUM Cy OOJEHM XEeMAaTOJIOIIKMM 00jaMa XeMaTOJIOKCHIIMHOM W
€03MHOM M IOoCMaTpaHu moJa MHKpockomoM. CmaTpa ce aa o0ojeme TKHBa IMOTHYE O
KOMIIIeKca Koju 0oja cTBapa ca xexcaakBaamymuaujyMyM(II) kommmekcom, [Al(H20)6]** u
jennum ox nanara asoctpyke cnupane JIHK u3 jenpa hemuje koja ce pororpadume (Illema

2.16).

' L ' H,0-AILOH, | —» '
{0 gy § )
HO OH HO O 0 \O
XEMATOKCHINH XEMaTHH H2O\‘
Al
7\ oH,

uiehep mehep mehep

O0asa 0Oasza Oaza

lema 2.15. buoxemujcka ocHOBa 000jera TKUBA 332 XMCTOMATOJIOIIKE aHATH3e.

dotorpaducame cBakor ciajaa BpiieHo je ca yehamem ox 40 mo 100 myra, mo
MPUHIMITY KOju je HaBenaeH Ha Cnunu 2.7. [IpunukoMm doTtorpaduricama miouniia ca TKUBUMA
BoheHo je pauyHa Aa ce doTorpaduine cBaki CErMEHT IUIOYHIIE, T€ /1a C€ PEernpe3eHTaTHBHU

(I)OTOMI/IKpOl"pa(l)I/I MPUKAXY U TyMa4€ Kao pE3yJITaTh XUCTOMMATOJIOMIKE aHAJIN3C.
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Camka. 2.9. Metonmonoruja cauMama (oToMukporpada XiuCTOMATOIOMKUX Y30PaKa.

2.8.2. CTATUCTUYKE AHAJIN3E

CraTucTruke aHaiM3e mojaTaka crpoBeaeHe cy npuMeHoM 1-way ANOVA ananuze.
Bapujanma xomoreHoctn W aucTpuOynuja momaraka ojapehena je momohy Levene u
Kolmogorov—Smirnov Tecra. Kaga Bapujaniie HUCY Oniie XOMOI'CHE, KOHTPOJIE M TPETHPaHE
rpyne nopehene cy momohy T3 Dunnett-oBor wim Bonferroni-jeBor tecra. CraTuctuuke
aHanu3e u3BeneHe cy nmomohy SPSS cratuctuukor codTBepckor makera, Bep3uja 13.0 3a

Windows omnepatusru cuctem.!’® PesynraTi cy cMaTpaHM CTaTHCTHUKM 3HAYAjHEM 33 P <

0,05.
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2.9. TIIPOTOKOJIM IN SILICO EKCIIEPUMEHATA Y IU/bY OJIPEBUBAIbA MEXAHU3AMA

AHTHUKOAT YJIATUBHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a-h IN vIvo

2.9.1. XOMOJIOrO MOJIEJIOBAKE r'VKORC1

3a motpebe carienaBama MHTEPAKIHja MOTCHIHWjaTHUX OPATHUX aHTHKOAryliaHata
kopuitheH je xomosorum wmojnen ButamuH K 2 ,3-emokcun pemykraze cyoOjeaunuie |
(VKORC1) mnanosa.*® Xomomoro MojenoBame jecTe KOMITjyTallHOHA MeTojaa (opMUpama
TPOJMMEH3MOHATHE CTPYKType MPOTEMHa Ha OCHOBY IIO3HATEe IpPHMapHe, CEKyHIapHE,
TepLMjapHe M KBAaTEpHEpHE CTPYKType ITpoTemHa U3 xomosore cepuje.’'® Texmuka ce
KOpUCTH KajJa He TMOCTOju Beh myOnMKoBaHa KpUCTajdHA CTPYKTypa MOJIEKYJCKE METe O]
uHTEpeca y mpoTewHCKo] ©Oasu momaraka (RCSB  Protein Data Bank, PDB,
https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Xomosoro mopenoBame MPOTEHMHA OJBHja CE Y
HEKOJIMKO (pa3a: 01abup TeMIlIaTa U HHULIMJAIHO ropeleme CeKBEeHIM TeMIUIaTa U MpOTenHa
KOjH ce MOjenyje, HCIpaBbamkbe Tpeliaka y CEKBEHIH, (OopMHUpame NEeNTHIHOT HHU3a,
MOJICIIOBake CTPYKTypa HACYMHUIIE YBHUjama, MOJEIOBambe R ocraraka aMHHOKHCEITWHA,
OTNTUMU3AIIM]a XOMOJIOTOT MOJIejla ¥ FheroBa BaJIHIAIIN]a.

[TatoBcka VKORCI1 jecte TpancmMeMOpaHCKHM TPOTEHH, 10 caja HUje W30JI0BaH U
HUje CHUMJbE€HA HETOBa KpHUCTANIOrpadcKa CTPyKTypa. 300r Tora je 3a moTpede XOMOoJoror
MO/JICJIOBamka Ka0 CTPYKTYPHH TEMIUIAT HCKOPUIITheH BeroB 0aKTEPUjCKU XOMOJIOT.

CexBennia Rattus norvegicus VKORC1 (rVKORC1) mpeysera je ca Swiss-
Prot/Uniprot 6a3e momaraka (UniProt ID: Q6TEK4).%° Kao cTpykTypa xomomora ysera je
TepiyjapHa cTpykTypa ButamuH K enmokcun-penykraze Synechococcus sp. pe3onymuje 3,60
A (PDB ID: 3KP9 chain A), npomahena mnomohy PSIBLAST mnperpaxusaua.®
YnopehuBambeM CEKBEHIIM MoOJella M TeMIUIaTa YCTaHOBJBCH j& BHCOK IIPOIICHAT
WHJCHTUYHOCTU Yy MPHUMapHOj CTPYKTypu on 55,48%. YnopehuBame cekBeHIM Mojela U
temmata m3BpiieHo je momohy CLUSTALW 1,83 codreepa.t! Xomonoro monenosame
rVKORC1 usspuiero je momohy Swiss-Model Be6-cepsepa (https://swissmodel.expasy.org/),
xopucTehr ayToMarcky KOMIApaTHBHY MeTOAy Yy MOJy 3a MOpaBHAmE CTPYKTypa.??
Bamunanmja monena wu3BpumeHa je nomohy codrBepa PROCHECK, mnpu uwemy je
yCTaHOBJbEHO Ja je BpeaHocT G-daxropa Beha on -0,5, mro cyrepuine na je MOJelOBame
6uno ycremso.'?

TpancmemOpancka ctpykrypa rVKORC1 wusrpahena je nonmaBamem henmjcke

MeMOpane momohy mporpama VegaZZ, koja ce cactojama onx 128 wmomnekyna 1,2-
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muMupUcTOmN-Sn-3-pochopunxomua (DMPC), 11 atoma xiopa u 3655 mosnekyna Boge. ??
CtpykTypa TpaHCMeMOpaHCKOT NMPOTEHHA je HaKoH ¢opmupama noasprayra Monte Carlo
METOIM MOJIEKYJICKEe IUHAMHUKE Ja Ou Ouia JOBEICHA y CTame paBHOTEXE, OJHOCHO
MUHHUMYyMa €HEpTHje.

Monte Carlo je meroma Koja cHUMyJaHpa JAMHAMHYHO TOHAIIAKE KOMIUICKCA H
re’epuiie KoHpopMaiyje HaCyMUIHUM IPOMEHaMa y CTPYKTYPH MaKpOMOJIEKYJa, IPH YeMy
ce uW3padyHaBa M ymnopelyje €Hepruja HOBOTEHEPHCAHOr KOH(poOpMepa ca MPETXOIHUM.
VYKONIUKO je HOBOHACTadu KOH(GOpPMEp jeIMHCTBEHE MHUHUMAIHE €HEpPruje, OH CE€ MpUXBaTa
Kao rJ100aJlHi MUHUMYM. YKOJIMKO ITOCTOJU KOH(OpMEp ca HUKOM €HEprujoM, HOBOHACTAIN

KoH(popMep ce o0aityje u npetpara ce Hactassba (Ilema 2.17).

Kondopmamnmja xojy
TCHCPUIIEC KOPUCHUK

l

AnropuTaM npeysuma

\1/7 cTapTHy KoH(opMaIujy \l/

Kpeupame HoBE

Kpeupame HoBE

KOH(popMaLHje KoH(popMauje
JOJEJbUBAKEM pOTHpamkeM
HaCcyMHM4YHUX X,Y,Z
BPEIHOCTHU CBAaKO] OJ1 I:i?g;:;;?

Cartesian-oBux
T0p31/IOHI/IX er'IOBa

KOOp/AMHATA
| > Muanmuzanmja <€
He Beh renepucana
KoH(popMmanuja?
Honaj nucty Jla
KoH(popMmanuja A

l—) 3aBpiueHo?
I

He
Ilal \%
Onpemuty cTpyKTYpy 32 ¢
Cron creiehy HHTEpaKIHjy

lema 2.16. Anroputam koHdpopmaione ananusze Monte Carlo meTonom.
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Monekyicka JuHaMuKa u3BeaeHa je nomohy codpreepa NAMD umImiieMeHTUPAHOT Y
Vega ZZ xopucrehu CHARMM?22 PROT moJsbe cuia, ClelMjaan30oBaHo 3a mpoTteuHe.'?®
Cucremy cy nmonmara Gasteiger-oBa HaeJeKTpHUCama M aToMu BojoHuMKa nomohy psfgen
nakera. [louetHu cucrem je pemakcupad y 10 000 kopaka ma OM ce YKIIOHWJIE HETOBOJHHE
CTepHE M EJEeKTPOCTAaTHYKEe WHTepakuuje. HakoH MUHUMH3aIMje €HEpruje CUCTeMa,
u3BpIIeHa je Mojekyncka nuHamuka y 10 000 kopaka y Tpajamy ox 720 ps ¥ BPEeMEHCKOM
WHTEpBaJTy cBakor kopaka ox 2 fs, ma 310 K. Temmeparypa je koHTposimcaHa momohy
Langevin-oe nuHamuke ca (akTopoM ondamuBama 5 ps”. TepMoaMHAMMUKa CBOjCTBa
TE€HEepHCAHOT TMPOTEHHa, TeMmIlepaTypa W eHepruja, mnpaheHe cy TOKOM CHUMYaluje [0
MOCTH3aka KOHCTAaHTHE BpPEAHOCTH. HakoH nWHAMHKe, CTPYKTypa TpaHCMEMOpPaHCKOT

MpoTEeNHA je MoABpruyra Munumu3anuju eaepruje y 100 000 xopaxa.

2.9.2. MOJIEKYJICKA OTITUMU3BALIMIA TECTUPAHUX JEJIUIHLELA

Monekyicke OnTUMH3AIMje CIpOBEIEHE Cy na Ou ce mpeaBuieiiec OMOAKTHUBHE
KOoH(pOpMallije NCITUTUBAHUX JIepuBaTa 2a-h y pacTBOpy, HEMOCPEIHO MPEe WHTEPaKIHje ca
rVKORCL. 3a motpebe MOJIEKYJICKOT JOKOBamka KPEUpPaHU Cy padyHapCKH MOJICTH JepuBaTa
2a-h nmomohy momyma MarwinSketch, 3a akameMcky 3ajemHuily OecrlaTHOT Tporpama
MarwinSuite  (ChemAxon, Budapest, Hungary, 2012, http://www.chemaxon.com).
Kondopmanuje xoje cy ce KopuCTUIIE 3a JOKOBaWkE I'€HEPUCAHE Cy HAKOH MOJIEKYJICKO-
MEXaHW4Ke omnTumusanuje aepuBata nmomohy MMFF94 mossa cuna a 3atuMm y4uuTaHe y
rpa¢uvkyd KOpucHUYKH uHTepdejc nmporpama Maestro 9.0, y okBupy codTBEpCKOT periemha
MacroModel 9.5.!%* Kondopmauuje cy nobujeHe MpUMEHOM MOIEKYICKE IMHAMUKE IO
Meroau cumynupaHor xnahema (eHr. Simulated Annealing, SA) wummIeMeHTHpaHOT Y
MacroModel-y.?°

Metona cumynupanor xjahema jecte MeToJa ONTHMH3AIje TeOMETpHje MOJIeKyia
6asupana Ha Metropolis MonteCarlo anroputmy. KonuenT ananusze 6a3upa je Ha GU3NYKO-
XeMH]CKUM TpollecuMa KOjU ce JeliaBajy kaaa jaohe 10 3aMp3aBamba TEYHOCTH WU
peKpucTanu3anyje Metana y npoiecy xnahema. [Iponec cumynupanor xnahema 3amounmbe
O/l MWHUIIMJjaJHOT CTama KOjé Ce Hajla3d Ha BHCOKO] TeMIlepaTypu U TMojJpa3yMeBa
nperypOalije, 0OJJHOCHO HAaCYMHYHO KpeTame Moiiekyna. Kako ce Temmeparypa cMmamyije,
nonasu 1o ¢GopMuUpama HOBOT CTama Koje je BepoBaTHHje. Tako, cBaka CTPyKTypa

SHEepPreTCKu je MUHMMM3MpaHa Ja Ou ce noOmia HajcTabuiHUja KoH(popMaluja (JOKaIHU
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EHepreTcku MuHUMYM). HMHTeH3uTeTn He-BesuBHHX van der Waals-oBuX wuHTepakiuja
MepeHHu cy 10 8 A, 10k cy enekTpocTaTuuke MHTEpaKiije MepeHe 10 pacTojama of 20 A.
[ToueTHMM CTpyKTypama [0JleJb€HE Cy HAacyMHYHe Op3MHE Ha CBHUM aTOMUMa IIpH
temrieparypu ox 310 K. 3aTtum cy w3BeneHe joul TpU CUMYJAIMje MOJICKYJICKE TUHAMUKE.
[IpBa je u3BeneHa y eKBHIMOpanoHOM BpeMeHy o 10 ps ca TpajambeM BPEeMEHCKHX Kopaka
(enr. time-step) ox 1,5 fs, mpu koncrantHOj Temneparypu 310 K. V cienehoj cumynanuju,
Mostekyim ¢y oxiahenu Ha 150 K, 10k je Monekyicka TMHAMUKA U3BEACHA Y CUMYJIAIlHOHOM
BpemeHy of1 20 ps, ca HCTUM TPajarbeéM BPEMEHCKOT KOpaka U BPEMEHCKOM KOHCTaHTOM O] 5
ps. CMamuBame BpEMEHCKE KOHCTAHTE 3a TI0J1a, alPOKCHMATHUBHO TPEACTaBJba MOIy-BpeMe
eKBIWIIMOpaIMje MOJIeKysa, IITO je JOBEJO JO0 TMOCTENeHOr xiahema MoJieKyna y Apyrom
kopaky. Ilocienmum KOopakoM MOJEKYJICKE JAMHAMUKe MOJIeKynu cy oxiahenu Ha 50 Ky
cuMyJalroHoM BpeMeny on 20 ps. Ha kpajy je u3BplieHa eHepreTcka MUHUMHU3anuja y 250
KOpaka NPUMEHOM METOJileé KOHJyroBaHOr rpaaujeHTa. CBHU Mpoliecd MHUHMMM3AIHje |
MOJIEKYJICKE JTMHAMHKE W3BPIICHH Cy WMIUTMIIATHOM COJBATallijOM Yy CHMYJIHUPaHUM
BojieHuM pactBopuma momohy GB/SA pyrune m OPLS2005 mospa cuma. CBu juranmu
3ace0HO Cy HUCHOUTaHM M pa3MmaTpaHa Cy I[paBa HIpoTOHalMoHa cTawmwa npu pH 7,4.
[IpoTonammja mosiekyna wu3BpiieHa je momohy Protonation Major Microspecies anara,

MarvinSketch nporpama.

2.9.3. CTYIMJE MOJIEKYJICKOT JIOKOBABA M EHEPTETCKA MUHUMI3ALIAJA JIUTAH/I-EH31M

KOMIUIEKCA

Crpykrypa *VKORCI1 mpunpemsbeHa je 3a MOJICKYJICKO JOKOBame Ha clienaehu
HAa4YMH. ATOMH BOJOHHUKA J0JaTH Cy NMpuMeHoM leap moayna Amber codTBepckor makera

ummiementupaior y UCSF  Chimera codrsepy.??%

Henexrpucame aMHUHOKHCETHHA
nojgemeno je Ha pH 7,4, T.j. 3a aMHHOKMCENMHE JIM3WH, aprHHUH, acHaparuHCKy H
IJIyTAMUHCKY KHCEJIMHY TIPETIIOCTAaBJBEHO je Ja cy y joHCcKoM o6Omuky. Ilapamerpu
(opMaHOr HeJeKTpHCcama U3padyHaTu cy nomohy Antechamber momyna Amber makera.®
[TotoM je mpoTeuH yunutaH y rpaduyku KOpUCHUUKH HHTepdejc nporpama Auto-DockTools.
Ca mpoTenHa Cy YKIOHCHHM HEMOJApHH aTOMH BOJOHHKA, a jgojara cy Gasteiger-osa
HaelleKTpucamba W IapaMeTpu pacTBapaya Boje. PurujaHe m porabuiHe Be3e JIMTaHa/Aa
(TecTpaHux aepuBara) Takohe cy neduHHcaHe. MOJEKYJICKO JOKOBame H3BPIICHO je

moMoNy TreHeTckor amropuTva uMmIIeMeHTHpaHor y AutoDock 4.2.% Jlumensuje
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KOOpJMHATHE pelleTke cy noaemene Ha 16 A x22 A x 30 A, ca pacrojamem usmely tauaxa
pemerke ox 0,375 A, u xoopmuHaTama akTHBHOT LieHTpa X = 31,456, y = 65,386 u z =
13,274, y xoju ymaze amuuHokucenune: Thr138, Tyr139 u Alal40. IlperpaxuBame
KoH(OpManuja JIMraHaga y akTHBHOM LEHTPY je m3BpuieHo nomohy Lamarckian renerckor
anroput™a. ['nmobamna onTumu3anuja je modena ca momymnandjom on 200 HacyMUYHO
13a0paHuX jeMHKH, MaKCUMAIHOM mporieHoM eHepruje oa 1,0 X 10° u makcumanuo 27 000
redepanuja. M3pmeno je ykymHo 100 koH(popMalmoHUX mperpara ca Tojiepanmujom RMS
Bpensoctr ox 0,5 A. Ha xpajy, MoIeKyIcKO-MeXaHHUKH TIPHCTYT je IPUMEHEH Y aHATH3H

pe3ynTaTa MOJIEKYJICKOT I0KOBamba.

2.9.4. TIOPABHAE BUOAKTUBHUX KOH®OPMALIMJA JJEPUBATA 2a-h

Penentop-aHTaroHUCT KOMIUIEKCH JOOMjEHH HAKOH 3aBPIICHOT MOJIEKYJICKOT
JIOKOBaWkha YUHUTAaHU Cy y rpaduuku kopucHu4ku uHTepdejc codrBepa MacroModel u
vuaIME3Hpann y 10 000 xopaka fo rpagujenta ox 0,01 kcal/A mol. Tokom MuHMME3aIHje
kopuntheno je AMBER mnosse cuia, cnenujaim3oBaHo 3a TPOTEWHE, y3 KOHTUHYaIHY
conBataijy y Boau, GB/SA conBaranmmonnMm MojenoM. OO3MpOM Ha YHBCHHILY Ja
KOMIUIEKC CaJIpKU BEITWKH OpOj aToMa, M3BPIIECHA je CeJIeKIIMja OHUX aToMa KOju ce Hajase
Ha pactojamy of 5 A on kaTanuTuukor neHTpa, ykJbyuyjyhm M aTomMe HMHXHOUTOpA.
CenexToBaHM aTOMU MOJBPTHYTH CYy IOHOBHO] MUHUMHU3AIMjU Y LIMJbY TIOCTHU3ama ITO 00Jbe
OpHjeHTallHje JUTaH/Ia y aKTUBHOM LICHTPY, KOja YKJbydyje hopMHUpame BOJOHHYHUX BE3a U
van der Waals-oBe unTEpaKuuje.

Y muiby penykoBama reéOMETPUjCKUX HempaBIHOCTH nobujeHux nurana-rVKORC1
KOMILJIEKCA, CBH KOMIUIEKCH cy mopaBmanu npema komiuiekcy 2f-rVKORCI. Tlomenytu
KOMILJIEKC y3€T je 3a MI1alJioH, jep je jenumemne 2f nokaszano Hajoosby akTUBHOCT. [lopaBHame
NoOMjeHNX KOMILIEKCa IpeMa CTPYKTypU pelenTtopa U3BpIIEHO je MoMohy Moayna

MatchMaker ummutementupanor y nporpam UCSF Chimera.
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2.9.5. 3-D QSAR CTYIUIE AHTUKOATYJIATUBHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a-h

2.9.5.1. T'EHEPMCAWBE TIIOJbA MOJIEKYCKUX WHTEPAKIIMJA COMFA u CoMSIA

METOAOJIOI'NJOM

TpoanmesnoHanHa KBaHTUTATHBHA 3aBHCHOCT H3Mel)y CTPYKType M aKTHBHOCTH
monekyna (enr. Three-Dimensional Quantitative Structure-Activity Relationships, 3-D
QSAR), ykipydyje aHaIM3y KBAaHTUTATUBHE 3aBUCHOCTU M3Mel)y OMOJIONIKEe aKTUBHOCTU CETa
jeImbemha W BUXOBUX TPOJUMEH3MOHAHUX MOJIEKYJICKUX JIECKpUNTOpa, Kopucrehu
cratucTuuke Kopenanuone texauke. 3-D QSAR crymmja jecte TepMHH Koju 00yXBaTa IIMPOK
cnektap QSAR Merona koje Kopennpajy MakpOCKOTICKE OCOOMHE MOJIEKYJICKE METe ca
MOJIEKYCKUM  JIECKpUIITOpMMAa  H3BEACHHUX U3  MPOCTOPHUX  (TPOAMMEH3MOHATHHX)

penpe3eHTalrja MoJIEKyJICKUX CTPYKTypa.

[Tpemuca cBake 3-D QSAR crynuje, 6e3 003upa Ha HEH THII, JECTE /1a CBAKHU MOJIEKYIT
yksbyueH y 3-D QSAR cTynujy ocTBapyje HHTEpaKIHjy ca EH3UMOM/PEIENTOPOM Ha CIIHMYaH
HauuH. Crtora je 3a u3Boheme 3-D QSAR cryamja HeomxoaH BEIUKH OpOj MOJIEKyJa KOjU
MMajy TIOTCHIMjAJIHO CIIMYaH MEXaHW3aM JIejCTBa, HajMame METHASCT, Nla HaBHie... Takohe,
BPJIO j€ TIOKEJHHO J1a TU MOJICKYJIM MMajy IITO PA3HOJUKU]Y CTPYKTYpPY, Kako Ou ce kpo3 3-D
QSAR cTymujy MOKpHO YWTaB CHEKTap (PYHKIHMOHAIHUX Tpylma W M3 MOJENAa H3BYKAO
paloHasnaH 3akJby4ak Ha KOJU Ha4MH (yHKIMOHAIHE Tpyle yTU4y Ha akTUBHOCT. HeBeszano

3a THI MeTooIoTHje, cBaku 3-D QSAR excriepumeHT ce cactoju o cieaehux kopaka:

— JlepuHncame OMOJIONIKE AKTUBHOCTH; CEJICKIH]ja MOJICKYJICKE METE

— Ceneknyja jenumema

— JIMMEH3MOHAIHOCT MOJICKYJIa

— buoaktuBHe KoHpOpMaIHje

— TlopaBHame MoJieKyIa

— H3pauyHaBame BPEIHOCTH MOJICKYJICKUX JECKPUIITOPA/TI0Jba MOJICKYICKUX
MHTEpaKIja

— T'eHepucame HHUIIMJATHUX MOJIENIa XeMOMETPH]CKIUM METoama

— IlpeunmhaBame Monena

— Tenepucame peamHux Mojena

— Hutepmperanuja pe3ynirara

— Ilpensuhame akTUBHOCTH
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Jedunrcame OHOJIOIMIKE AaKTUBHOCTH, CEJICKIMja jeIUbEeha W JUMEH3MOHATHOCT
MOJIEKyJa M3BpIIEHE CYy Yy MPETXOJHOM Jielly EKCHepUMEHTAIHOT pajaa. 3a moTpede
rerepucama 3-D QSAR crynauja, 6uoNOIIKEe aKTUBHOCTH KOj€ OINHUCYjy aHTHKOAryJlaTHBHY
aKTHUBHOCT jiepuBara 2a-h kouseptoBane cy y pECso (-log ECso) Bpentoctu. Jeaumema 2a-h
dbopmupana cy TpeHUHT ceT. Mako je Opoj jenumema y eKCIIepUMEHTATHOM JIeTy OMo Majiw,
3-D QSAR cryauje cy wumak HU3BpIIEHE Kako OW TMpyXKHIe YBUA y MEXaHH3aM aHTH-
KOaryJaTHBHE aKTUBHOCTH HCITUTHBAHUX JICPUBATA.

[TopaBHame MoJIeKyJIa je jelaH O]l Haj3HAYajHUjUX Kopaka y reHepucamy 3-D QSAR
MOJIeNa ¥ 01 BPCTe MOpaBHAama TUPEKTHO 3aBUCH KBanuTeT u3BeAaeHnx 3-D QSAR crymuja.
CxomHO TOME, a ca IMJbEM Ja OM ce TEeHEepucaly IUTO pPEeaTHHju MOJIENH, MOPaBHAHE
MOJIEKyJIa TPEHHHT CEeTa M3BPIICHO jeé Ha OCHOBY CTPYKTYpE aKTHBHOT IIEHTpPa MOJIEKYIICKE
Mmete. Jlpyrum peunma, OMOakTHBHE KOH(OpMalMje UCIIMTUBAHUX JIepUBaTa T€HEpPHUCAHE Cy
HAKOH MOJIEKYJICKOT JIOKOBama jeumemna y akTuBHOM 1eHTpy VKORCI nanoBa, HakoH uera
Cy CBM HacCTalll KOMIUIEKCH aHTHKOATyJaHTa U PEIenTopa MOpaBmkaHd Ha OCHOBY CTPYKTYpE
camor perenropa. [TopaBHame je u3BpiieHo Ha ocHOBY Biopolymer/Fit monomers momyna
umiutementupanor y Sybyl-X Tripos codreep (Sybyl version X1.1 (2010) Tripos Associates
Inc, St. Louis (MO)). Hakon mopaBHama, CBUM MOJIEKYyJHMMa TPCHHHI CETa JOJC/bEHE CYy
UJICHTUYIHE TEOMETPH]E.

Jla Ou ce pazymerno kako u 3amTo ce renepuinry 3-D QSAR crynuje, Hajupe ce Mopa
pasyMeTH Kako J0JIa3u JI0 WHTepakuuja u3Mmel)y Omomoiiekyna M MOJIEKYJICKE MeTe Y
aKTHBHOM LIEHTpY HcTe. Hamme, akTMBHM LIEHTap €H3UMa WM pelenTopa KOMe MpuiIa3u
Ouomosiekyn Hehe onMax Tpemo3HaTH aToMe M Be3e y MouieKyry Jsuragaa. Ca Behe
yIaJbEHOCTH, MaKpoMoJieKya he ,,0ceTUTH” eNeKTPOCTATHYKH IMOTEHIMjal OHOMOJIEKyIIa.
Kako ce mucrannma msmel)y nuranza ¥ MakpoMoJeKyda CMamyje, MakpoMojekyn he ce
CYCPECTH Ca PelaTHBHO KOH3UCTEHTHHUM M PHTHIHAM MOJIEKYJIOM JIMTaH/a, IPH Y€MY JI0J1a3U
o koim3uje wu3Mel)y pacmopeheHOr HaeneKTpHcama JIMIaHJa W IOBPIIMHE JOCTYITHE
pacTBapady MakpoMolieKyna. J{pyrum peumma, Makpomosiekyn he Hajupe ,,BuaeTH” OOJIHK
JUrasaa v ,,IpOLeHUTH Ja JIU je TakaB OOJIMK ojaroBapajahu 0OJMKY HEroBOT aKTUBHOT

LEHTpa.

YKOIuKo HOCTOjI/I 3axTCBaHa KOMHaTI/I6I/IHHOCT, Imponec BE3UBaAMbA JIMT'aHOAA 34
AKTUBHHU LCHTAp MaxXxOM C€ CBOJU Ha OCTBApPUBAILC HCKOBAJICHTHHUX I/IHTepaKI_II/Ija I/ISMCI’_)y
6I/IOMOJ'ICKyJ'Ia U MOJICKYJICKC MCTC. I[pyrI/IM peunmMa, TCK Kaaa CH3I/IM/peI_ICHTOp npeno3Ha

0o0NMMK WHXUOWTOpA/aHTaroHUCTa, OH he npeno3HaTd U (YHKIUOHAIHE Tpyle YHyTap
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MHXUOUTOpa/aHTaroHucTa. Mmak, meHeTpanyja JIMraHga y akTHBHH LEHTAap HE Ce OJBHja
JIaKo, jep ce MaKpOMOJICKYJ ONUpE Jia C€ HACHIIHO MOJBPTrHE MHIYKOBAaHOM NpuiarohaBamy
KoH(opMalMje aKTHBHOT IEHTpa. [ eHepalHO je TpaBWIIO Ja Ce HWHTEpakmmja wu3Mmehy
OMOMOJIEKYJIa W MOJICKYJICKE METe OCTBapyje Kaja TeHepHcaHa eHepruja Be3HMBamba
npeBasuia3d CHeprujy pemyia3uBHHX van der Waals-oBHX cuia Koje TOYEKYjy JHUTaHI Y

AKTHBHOM LICHTPY.

Jenna ox MeTosa KOjoM ce MCTpaxKy]y €HepreTcke MHTepakuuje usmely onomosnekya
U MOJICKYJICKE METE jecTe T'eHepHcame IMoJba MOJIEKYCKMX HWHTepakiuja (enr. Molecular
Interaction Fields, MIFs) xoja omucyjy Bapujaimje y eHeprujamMa WHTEpakuuje usmely
OMOMOJIeKylla W aKTUBHOT IIGHTpa YHYTap TpPOJAWMEH3WOHAJIHE IPOCTOPHE pEIIeTKe,

CMeEIIITeHEe OKO OMOMOJIeKyJa 1 akTHBHOT TieHTpa (Cruka 2.10).

Cauka 2.10. Tpoagumen3noHanHa npocTopHa pemierka antaronucta *VKORCI.

[lpocropHa  pemietka  ce  TeHEpHUIIE U3  TIOpaBHBaHUX  CTPYKTypa
MHXHOUTOPA/aHTArOHUCTA, OOUYHO TAKO Jla 'paHuIle peleTke Oyay Ha ynabeHoctu o 10 A
O]l TIOCIIEber aToMa HajBeher MHXMOMTOPA/aHTaroHWCTa y TPEHHHT ceTy. To je TOBOJbHA
BEJIMYMHA PEIIETKE, jep ce peleBaHTHE OMOMOJIEKYI-IIPOTEUH MHTEPAKIUje PETKO OCTBAPY]Y
Ha ymasbeHocTd Behoj om 6 A. Ilo BakHOCTH y HMHTepakuujama, Hajlpe ce M3/Bajajy
xuapodoOHEe HHTEpaklMje Koje Cy M Hajjade, ald Cce HUXOB JONPHUHOC CBOJIU Ha
CTa0MIIM3alijy MHXUOMTOpa/aHTaroHUCTa y akTUBHOM LeHTpy. Ca acmekra akTUBHOCTH,
JIaJIeKo Cy 3HayajHUje BOJOHMYHE Be3€ U €JIEKTPOCTaTHUKe MHTEpaKLUje U ca khuMa J100uja

CMHCA0 BCIUYHUHEC NPOCTOPHEC PCUICTKE. HaI/IMC, BOJOHHUYHE BEC3€ 1/13Meljy 6I/IOMOJ'ICKyJ'Ia u
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aMMHOKHCEIHHE 4uje je pactojame msmehy 1,5 u 2,5 A cmarpajy ce jakum BOJOHMYHUM
Be3ama, TOTOBO Ca KOBAJCHTHUM KapaKTepOM; BOJIOHMYHE Be3€ Be3e ca pacrojameM u3mely
2,5 u 3,2 A cy ymepene; Bomonnune Bese ca pactojameM u3mehy 3,2 u 4 A cy ciabe, rotoso
eleKTpocTaTHuKor kapakrepa. CBe Bese ca pacTojameM Behum on 4 A cy enekrpocTtarhuke u

IUX0BA jJaYlHA OTa/a Ca PACTOJambEM.

Kama ce dopmmpa onrosapajyha mpocTopHa pemierka, MOTPEOHO je H3padyHATH
BpEAHOCTH eHepruja usmel)y Ouomosexyna v Moisekyicke Mere. Jla Ou ce eHepruje
u3padyHaie, moTpeOHa cy JBa TpulpeMHa Kopaka. lIpBu je ma ce mpocTopHa perieTka
MOJICIM Ha Mame pelieTKe, MPU YeMy je€ MOYETHO pacTojame M3Mel)y Tadaka Koje Jele
IPOCTOPHY peleTky, 4BopoBa (enr. nodes), 1 A. Jlpyru kopak jecTe u3pauyHaBame
BPEIHOCTH MaplHjaTHUX HaelIeKTpHcama OnoMoiiekyna. [lo ucmymemy ycioBa, 3a CBaKkH O]l
MOpaBHAHUX MOJIEKyJIa BpIIM CE€ TEHEpUCAme I10Jha CTEPHUX U  EIEKTPOCTATUIKHX
WHTEpaKIMja HAa CBUM TaykamMa NPOCTOPHE pEHIeTKEe, MEPEHhEM BpEIHOCTH EHEepruja

uHTepaknuja udmel)y pykHuronamsHe rpymne 6uomosexysa u npooe.

[IpobGa je aroM koOju CHUMYIHpa CTEPHE M EJICKTPOHCKE OCOOMHE HEKe
amuHoKkucenuue. CymTuHa n3dopa mpoOHOT aTOMa CBOJM CE€ Ha TO Jia omuiile mTo Behu 0poj
OMOMOJICKYJI-IPOTEMH HHTepakiyja. CBaka mpoba wWMa CBOje HACJICKTPHUCAHE, 34
M3pauyyHABakE CIICKTPOCTATUYKUX HMHTEpakiuja, ogHocHO van der Waals-oB pamujyc 3a
reHepucame CTEPHUX HHTEpPaKIMja, T€ HCIYHaBa CBE YCJIOBE 3a M3pauyyHaBame CHEpruja
MHTEpaKiuja ca (yHKIMOHATHOM rpynoMm Ouomoiiekyna. Kako ce, 3ampaBo, Te eHepruje
n3pauyHaBajy? [IpuMEHOM jeTHOCTAaBHUX M OCHOBHUX XEMHJCKMX 3aKOHA KOJU OIHUCY]Yy
enekTpocratuuke U crepHe uHTepakiuje. Cymruna 3-D QSAR npucryna 3ampaBo u jecte
Bpahame Ha OCHOBHE XEMHJCKE 3aKOHE, a KOMIjyTepH u3padyHaBajy eHepruje MIF Ha
OCHOBY Kopulthema THX OCHOBHHX 3akoHa. 3-D QSAR merononoruja je ekcepuMeHTaIHa

MCTOda KOja H3padyHaBa BpEAHOCTU PCATHUX eHeprI/Ija y 6I/IOMOJ'ICKy.]'I'Hp0TeI/IH KOMIIJICKCY.

Cwmucao ¢dopmupama TPOJUMEH3MOHAIHE IPOCTOPHE pELIETKE jecTe Ja IMomohy
KOMIIjyTepcke rpaduke MOKe Ja MpeACTaBU BPEJHOCTH €Hepruja y TPOIMMEH3HOHATHOM
IIPOCTOPY OKO MoJieKyna. J[pyrum pedrmMa, BpeJHOCTH €Hepruja Koje OINHUCYjy MHTEepaKluje
MoOJIEKyJa HpPeJCTaB/bajy ce y BUAY Mama, Tj. 3-D H30€HepreTckux KOHTypa, Ha €KpaHy
MOHHTOpA. M30KOHType KOje NpeACTaBibajy BPEJHOCTH MO3UTUBHUX EHEpruja OIHCY]Y

pernoH Omomouiekyna koju he OuTH 0J0WjeH O] CTpaHe aKTHBHOI IeHTpa mnporeuHa. Ca
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Jpyre cTpaHe, HETaTUBHE BPETHOCTH CHEPruja yka3yjy Ha perruoHe 4Huje je Be3WBame 3a

MIPOTEHH EHEPreTCKU (PaBOPH30BAHO.

OU3HYKO-XEMHJCKE KapaKTEPUCTUKE MpoOe, IMOMyT HaeleKTpucama win van der
Waals-oBor pagujyca, notuday u3 Tripos mossa cuna. Enexrpocratndke uHTepakimje usmelhy
Ouomoliekyna U mpoOe/aMUHOKUCEIMHE, OJHOCHO EJIEKTPOCTaTHYKE HMHTEPAKIMje YHYTap
MmoJha MOJICKYJICKMX HWHTEpaKiyja, u3padyHaBajy ce mnomohy kimacuunor Coulomb-oBor

3akoHa (jex. 2.4, Cnuka 2.11):

n
E, = Z 9:4; (2.4)

rae je Ec enepruja Coulomb-oBux mHTEpaKIMja, ¢i TAPIHjaTHO HACIEKTPHUCAKE i-TOT aToMa
(pyHkunoHanHe Tpyrne) 6MOMONIEKYa, ¢j HaeleKTpucame IPOOHOT aToMa (AMUHOKHCEIIHNHE),
D nuenexTpudHa KOHCTAHTA, 7ij pacTojame u3Mel)y i-tor atoma (PpyHKIIMOHAIHE TPYIE) U j-Te
Tayke YHYTap NPOCTOpHE pelIeTKe Ha KO0joj ce Haja3u MnpoOHM aToM. BpenHoct
JMeNIEeKTPUYHE KOHCTaHTE U ¢j MPOOHOT aToMa Mpey3uMaMoO JAUPEKTHO W3 MO0Jba CHUIIA, JOK
BpPEIHOCT ¢i y3umamo u3 (ajma mosekyna. Pacrojame m3mely mpobe u Mojekymna yHyTap

Sybyl Tripos codrepa TpaguumonamHo je 1 A.

Crepue uwHTepaknuje Mepe ce momohy Lennard-Jones-osor morenmujana (jem. 2.5),
rae je Evgw u3padynara BpenHoct van der Waals-oBux eHepruja, r;; pacrojame usmelyy i-tor
atoma ((pyHKIIMOHAIIHE TPYIE) U j-T€ Tayke YHyTap IMPOCTOPHE pElIeTKE Ha KOjoj ce HalasH
npoonn atom; Aij u Cij KoHCTaHTe Koje 3aBuce o van der Waals-oBux pamujyca atoma
u3mely kojux ce mepu BpeaHoct van der Waals-oBux enepruja aroma QyHKIMOHAIHE TpyIie
MOJIeKyNia, ca jelHe CTpaHe, M IpoOHOr atoma, ca apyre. Mspas r 2 npexncraBiba u3pas
penym3uje u omucyje Pauli-jeBy penyn3ujy Ha KpaTKUM pacTojarkbuMa 300T MpeKianama
eleKTpOHCKUX opbuTana. Ca Jpyre cTpaHe, U3pa3 7 ° MpeiCcTaBiba NPUBJIAYHE CHIIE JTYTOT

nomera u onucyje van der Waals-ose nnu mucniep3none cuie.

n

Eyaw = Z(Aijri;lz — Cyri® (2.5)

i=1
3a notpebe pauyHama eHepruja MIF, Bpimu ce cucremarcko nomepame mpobde Kpo3 Tauke

npocTopHe pemeTke. Ha cBakoj oJ Tauaka MPOCTOpPHE peIIeTKE €HEepruja HWHTEpaKluje
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nu3Mehy mpobe u aToMa (pyHKIIMOHATIHE TpyIe pauyHa ce cieaehoM eMnupujckom QyHKIHjOM

(jen. 2.6):

Etor = Ewaw + Ec+ Eyp (2.6)

rne Ett peacTaBiba YKyNHY eHeprujy, Eviw eneprujy van der Waals-oBux nnTtepakuuja, Ec
ereprujy Coulomb-oBux uHTEpaKnmja, a Exg €Herpujy BOAOHMYHUX Be3a. CBaka M3padyHaTa
YKyITHA BPEAHOCT €HEprHje Ha jeJHOj TAauyKh MPOCTOPHE pEIIeTKE MpeAcTaBjba Ce Kao
TPOJMMEH3MOHAITHA MaTPUIIA, T/Ie CKYIl CBUX BPEIHOCTH YKYITHHX €HEpruja jecy KOJEKIHja

TPOJMMEH3UOHAIIHUX MaTpHIla KOje 3aj€JTHO YMHE M0Jb€ MOJIEKYJICKUX UHTEpaKLja.

E()

Lennard-Jones-oB TOTEHITHjaT

BPETHOCT OficedKa eHEepTHje

Coulomb-oB moTeHIjan

(MOeHTHYHA HAaeIEeKTPHCAMbA)

(MOeHTHYHA HaeIEeKTPHCAMA)

Coulomb-oB moTeHIjan

Cumka 2.11. Lennard-Jones-ose u Coulomb-oBe KpuBe MOTEHIMjATHE CHEPTHje KOje OMUCY]Y
uHTepakiujy uzmely npobe u Ouomosexysma.

Hajno3natuja MeTona 3a M3padyHaBame M0Jba MOJIEKYJICKUX MHTEpaKIMja, 0JHOCHO
MYATHIUMEH3MOHE MaTpHULe KOja caJp»H1 BPETHOCTH €Hepruja CTepHUX, €IEKTPOCTAaTHUKUX,
BOJOHUYHMX, XUAPOPOOHHUX MIIM OWIJIO KOJUX JIPYTMX MHTEpaKifja, Ha OCHOBY KOJUX HacTaje
3-D QSAR mozen, jecte MeToa yIOpeaHe aHAIM3€e M0Jba MOJIEKYJICKMX MHTEpaKIfja OJH.
CoMFA. Ynopenna aHanu3a mnojba MOJEKYJICKUX MHTepakiuja (enr. Comparative Molecular

Field Analysis, COMFA) je 3-D QSAR MeTona ko0ja KOPUCTH CTaTUCTHYKE KOPEJIAIHOHE
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TCXHUKC 3a aHAJIMW3y KBAHTHTATUBHC 3aBUCHOCTU I/I3Meby OHOJIOIIIKE AKTUBHOCTH CeETa
jemumema ca mpeneUHUCAHUM TOPaBHAKBEM (HOJC/PHUBAKBEM HICHTHYHUX PETaTHBHHUX
KOOpAuHaTa CBAKOM MOJICKYIY TPCHUHT ceTa) U BbUXOBUX TPOAUMCH3UOHAIHUX CTCPHUX U
eJIEKTPOHCKUX ocoOmHa. Jlpyre ocobune momyt xuapodoObHocTH M MoryhHocT rpalhema

BOJIOHWYHMX B€3a Takohe Cy yKibyUdeHe y aHalIu3Yy.

CoMFA ce HapaBHO 0a3upa Ha TOME Jia HajlIpe Bajba MMO3HABATH MapIHjaTHA aTOMCKa
HaeJleKTprcamba OMOKTUBHOT MOJIEKYJIa, 003MPOM Ha YHHHCHUILY J1a FbUX HAjIIpe MOJIEKYJICKa
MeTa U nperno3Haje. HaenexTpucama ce paduyHajy U3 TeoMeTpHja MOpaBmaHuX MoJiekyna. U3
MopaBHaka MOJIEKYJla JTUPEKTHO MPOM3MWIIA3e W CHEepruje MHTEpakija ca mpoOoMm, Kada ce
TPEHUHT CET YHECE Y MPOCTOpHY peueTKy. diekcubuinne pyHKIHoHane rpyne u Kongopma-
[IMOHA PA3JIMYUTOCT y CIIydajy HeaJeKBaTHOT IOpaBHama MOTY Ja JIOBEAYy 10 HepeasHo
BUCOKHMX WJIM HUCKHUX BpPETHOCTHU €Hepruja koje Mojaen Buau kao myM. [lopaBHame Ha
OCHOBY CTPYKTYp€ aKTHBHOT IIEHTpA je Yy MPEIHOCTH y OJHOCY Ha MOpaBHAKE y OJHOCY Ha
CTPYKType CaMHUX JIMTaHala jep EHEPreTCKH IIyM MO)Ke 3Ha4ajHO CMamUTH PU3HK O]
npeTepaHo no0pe Kopemnaiyje u3Mel)y akKTHBHOCTH M BPEIHOCTH eHepruja. Yak u mpu
aJIecKBaTHOM TOpaBHamwy, prlerasa ce T3B. IPETPETMaHy €HEepruja, I71e ce HepeaHO BUCOKE
nuu HUCKe eHepruje ondamujy. COMFA Metomonoruja ce y OCHOBHM 0a3upa Ha MOpaBHABKY 110
CTPYKTYpH JIMTaHJa W HE MOcCeAyje aJeKBaTHE alropuTMe MpeTpeTMaHa, Ia YycleJ OBHX

3Ha‘lajHPIX HEOOCTaTaka yBEK Tpe6a IIOCTAaBHUTHU IIUTAaKC BAJIMAHOCTH MOACIIA.

[To mopaBHamy, TPEHUHT CET CE€ MO3MIIMOHMUpPA Yy IeHTap mpocTtopHe pemretke (Cimka
3.22). AnropuTaM je TakaB Jia C€ BOJM padyHa Ja pacTojame m3Mel)y TpaHHIle pelIeTKe W
aToMa TPEHMHT ceTa Oyje Hajmame Hekoanko A. Tummuaa CoMFA mpoctopHa pemeTka je 3
10 4 A Beha oz moBpIIMHE NPEKIOMBEHUX MOJeKy/a. Mnak, 063UpoM Ha UHELEHHILY 14 CY
enekrpocraruuke/Coulomb-oBe HHTEpakiyje Iyror AoMeTa, 4ecTo je HeomxoaHa Beha
II0CTOpHA pelIeTKa; MPaHuIle peleTke Tpebdano 61 aa Oyay Ha yaabenocts o1 6 10 10 A ox
nocieamer atoMa Hajseher mHxubUTOpa/aHTaronucra y TpeHUHr cety. Bennunna CoMFA
MIPOCTOPHE peIIeTKe jOIl jelaH je OJ BeIMKUX HejocTaTaka meroie. Mehyrtum, u TakBa

BCJIMYMNHA PCIICTKE OAroBapa I0METYy CTepHI/IX/VEII’l der Waals-oBux I/IHTepaKHI/Ija.

Kibyuno nurame y CoMFA Meronosioruju jecte Kako MOJECUTH pacTojame usmelhy
Tayaka yHyTap IPOCTOpPHE peleTke no kojuma he ce kperatu npoba? CTaHAapAHO pacTojarme
Tayaka npoctopHe pemerke y CoMFA wmetomonoruju je 2 A. Pacrojame je uHBEpcHO

MIPONOPIMOHATHO PUTOPO3HOCTH KalKynamuja. Jpyrum pednma, mTo je pacrojame usmely
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npobe u Owomouekyna Behe, TauHOCT W3pauyHaBama CHEPIrHja WHTEPAKIHja j& Mamba.
Pactojame n3mely Tauaka nmpocTtopHe pemerke Oupa ce Tako Jia ce HaIllpaBe TauyKe IMpeceKa y
TPOAMMEH3UOHATHO] MPOCTOpHO] pemeTku. Mako kogx CoMFA MeTroonoruje ManyeinHo Huje
Moryhe IpoMeHHTH GUKCHY BPeJHOCT PacTojama of 2 A, MpakTHYHO caMm aaropurtam JOHOCHU
BapujabUIHOCT y pactojamby ox 0,5 10 cBux 4 A, Te ce Ha OCHOBY BeJIMUMHE PELIETKE U
pacrojama Mel)y TaukamMa HCTE Kpewpa HEKOJHMKO XHJbaJa Tadaka YHYyTap MpPOCTOpHE
pemretke. Pactojame o1 2 A Moske ce YMHUTH Kao BEJIMKO aKO Ce y3Me y 003Hp Ja je pasiuka
u3mel)y atpakTuBHMX M permyn3uBHHX van der Waals-oBux uHTepakiiuja cBera HEKOJIHKO
necetux genosa A. Mnak pactojame usmely Tauaka pemetke y COMFA ycloBIbeHO je TuMe
IITO 3aXTeBaHa MpPOIIECOpCKa CHara padyHapa, Koja ce KOpUCTH 3a u3pauyHaBame MIF,
€KCIIOHEHIIMOHATHO PacTe ca CMamkemeM pactojama. M To je jegaH o BEIMKUX HEJOCTaTaKa

CoMFA metononoruje.

Y CoMFA ananu3u, KoJeKinja CTPYKTYPHO MMOPaBHaHUX MOJICKYJIA MPEACTaBIba Ce Y
€HEePTeTCKUM TOJhbHMa TPOUCTEKIIUM W3 MHTEPaKIHMja ca MPoOOM, Ha pa3IMYUTHM TayKama
MPOCTOpHE pemieTke. BpenHoctu eHepruja yHyrap mojka ymopelyjy ce mehy molnekynuma
TPEHUHT CeTa, U 3ajeHuYKe (OJIMCKe) BPEAHOCTH €KCTpaxyjy ce oaroapajyhum xemouHdpo-
PMAaTHYKUM QITOpHUTMUMa. 300T TOTa ce METOo/Ja W HasuBa YnopeOHa ananuza nomsa
MoneKkyackux ummepaxyuja. EHepruje WHTEpakiyMja W3padyHaBajy ce noMmohy mpoba wu3
Tripos mospa cuna. ITo ayroMaTcKoM TIOf€IIaBamy, MPOOHHM aTOMH Cy sp° XHOPHAM30BAHH
aTOMH YIJbCHHKA ca eeKTHBHUM pagujycoM ox 1,53 A u maenextpucamem + 1,0, momohy
KOjer ce pauyyHajy CTepHe UHTepakuuje, omHocHo H' mpoba kojom ce pauyHajy
CIIEKTPOCTATUYKE WHTEpPAKIMje ¥ WHTEpaKifje BOJOHUYHHUX Be3a, jep je MPOTOH
MCTOBPEMEHO M JIOHOP M aKIICTITOpP BOJOHHYHE Be3e. Moryhe je KOpUCTUTH M MOJICKYJ BOJIC
Kao npoOy wiu nunoduiny npody. Kako je Beh HazHaueHo, mpoba TOKOM HHTEpakivje ca
OMOMOJICKYJIOM MEHa CBOje MECTO, OJHOCHO Kpehe ce mo cBakoj O] Tayaka MPOCTOPHE

PCUICTKCE.

W3pauyHaTe eHepruje CMelTajy ce y MaTpHily N0Jba MOJIEKYJICKUX HHTEpaKIHja.
CBaku peJl y MaTpUIM OJIrOBapa jeTHOM MOJIEKYIy, JIOK CBaka KOJIOHA OJroBapa BpPEIHOCTH
EHepruje HHTEepakiyja H3MEpeHe Ha oJpelheHOo] Tauku MPOCTOPHE peleTKe. YKOJIMKO
nocroju L Tauaka yHyTap Mpesxe (eHr. lattice points) u P npo6a, onaa nocroju L x P xosoHa.

duHaiHA KOJIOHA KOja ce J10/aje OJroBapa BpEIHOCTMMA aKTMBHOCTH Mojekyna (Crnuka

2.12).
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Cauka 2.12. Anxrtaronuctd VKORCI cmemten y CoMFA mpocropHy pemierky u
U3pavyyHaBambe 110Jba MOJIEKYJICKUX UHTEPAKIIHja.

Kama ce ycmocraBe wunTepakiuje wusmehy Owmomornekyma u mpoOe, moryhe je
nebunucatu ommuty CoMFA jemnaunHy Koja ycmocTaBiba Kopenamnujy usMmely BpcTe

npoOHOTr atoMa U Opoja Tayaka mpocTopHe pemuietke (jenx. 2.7):

,
D clns @) @7)

j=1

N
AxtuBhoct = C+
=1

l

rae cy P nmpoOHu aromm, N Opoj Tayaka yHyTap mpoctopHe pemerke, C je KOHCTaHTa,
koeduiujeHT c(i,/) oaroBapa IMO3UIMOHHPAKY MPOOE j HA TAYKH IPOCTOPHE pEIIETKE i,

koeduiujeHT s(i,j) jecTe BPeAHOCT EHEePruje Koja ce 100Hja 1Mo MO3UIIMOHUPaY Mpooe.

ITo medunucamy npobe, cranmapana 6-12 Lennard-Jones ¢yHKIMja KOPHCTH ce 3a
pauyHame BPEIHOCTH CTEPHHUX EHEPruja, J0K CE eJICKTPOCTATHUKE MHTEPAKIIUje pauyHajy Ha
ocHoBy Coulomb-oBor 3akona. Haru6 Lennard-Jones-oBux noreHuujana je BeoMa CTpM U
Hana3u ce y onus3uHu van der Waals-oBe moBpimHe 6uomMosexyna. 300r Tora ce BpeIHOCT
MOTEHIMja]lHEe EHEeprije Ha TauKaMa peleTke y OJIM3uHU OMOMOJIeKyna 3HayajHo Memwa. OBaj
(eHOMEeH MMIUTMIUpA 1a U TPUBHjAJIHA ITPOMEHA Y CTPYKTYpH OMOMOJIEKYsa MOMYT Membamba
MO3MIIMje MOJIEKYJa Y MPOCTOPHO] PELIETKH MM KOH(opManoHa npoMeHa (yHKIMOHAIHE
rpyne MoXe JOBECTH 10 BEIMKHX pa3liuKka y BpeAHOCTHMa CTepHUX eHepruja. Hanaswe,
Lennard-Jones-ou u Coulomb-oBu mMOTEeHIMjaJIM TOKa3yjy CHHIYJIapUTET (U3y3€THO U

HENPUXBAT/FUBO BEJMKE BPEIHOCTH) HA TaukaMa IPOCTOPHE pEeIIeTKE KOje OAroBapajy
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no3unMjama atoma o6umomonexyna. [la 6u ce npeBasunun cBu oBu npobdiemu y CoMFA, y

aHaJlM3aMa ce y3uMajy BPEIHOCTH CTEPHHUX U €IEKPOCTATHUKHUX €HEPrUja YHyTap TPaHUIIE O]

+ 30 kcal/mol.

Mertoaa koja je mokymana jaa ucnpaBu Heke Hemoctatke CoMFA jecte Vnopeoua
ananuza unoukamopa ciuunocmu monexyna (enr. Comparative Molecular Similarity Indices
Analysis, CoMSIA). Metona ce xomepuujanao auctpudynpa y3 CoMFA ynyrap SYBYL-
X/Certara codtBepa. Y CoMSIA weTom0/I0TUJM WHIMKATOPH CIMYHOCTH MOJIEKYJa
u3pauyHaBajy ce u3 moaudpukoBaHux SEAL mospa CIMYHOCTH KOja Kao JAECKpUIITOpE
CUMYJITAaHO KOPHUCTE CTEpHE, eJeKTpOoCTaTHudkKe, XuapodoOHE, M eHepruje CcTBapama
BOJOHMYHUX Be3a. VHAWKATOpW CIMYHOCTH MPOIEHY]Yy Ce WHAWPEKTHO yrnopehuBameMm
CIIMYHOCTH CBAaKOT OJf MOJIEKYyJla y TPEHUHT ceTy ca mpoOHMM atomMoM kao 3a CoMFA
aHanmM3y. 3a padyHame CIMYHOCTH Ha CBAKOj OJ] Tayaka MPOCTOPHE pEIIeTKE y3uMma ce y
003up 3ajeTHUYKO pacTojamke n3Mely mpoOHOT atoMa M aToma OmomoJsiekyna. MoJekymcke
ocoOMHE M3 pacTojama padyHajy ce nmomohy Gaussian-oBe ¢yHkiuje. [Tomro cy Gaussian-
oBe (hyHKIIH]e TIaTke U He Tako cTpMme kao Coulomb-oBu u Lennard-Jones-oBu nmotennuyjamy,
HE TIOCTOju moTpeda 3a nedUHUCAkhEeM MAaKCUMATHUX U MUHUMATHHX BPEIHOCTH CHEpruja.
Gaussian-ose GyHKIHMje UMajy TCHACHIM]Y a MPOIYKYjy BPEAHOCTH CHEPIHja ca pa3yMHUM

OTICETOM, YaK W y CiIy4ajy mpekianajyhux aroma.

CxomHo oOjamrmeHuM npuHnunuma, renepucatbe CoMFA u CoMSIA wmopena
aHTHKOAryJaTUBHE aKTHUBHOCTU JepuBara 2a-h 3amodero je yduTaBameM MPETXOJHO
nopaBmwaHux Juranaaa y nporpamy Sybyl-X. COMFA neckpuntopu cauuibeHN 01 CTEPHHUX U
€JIEKTPOCTATUYKUX T0Jba U3pauyHATH Cy Ha CBAKOj OJ Tauaka IPOCTOPHE PELIETKE 4Yuje je
Mehyco6Ho pactojame 2 A. Tlosba MONEKYICKMX MHTEpAKIHUja IPOCTHpaZa Cy ce J0
pactojama oxa 4 A, y cBe Tpu aumensuje. [lorenujanu van der Waals-oBux 1 Coulomb-oBux
WHTEPAKIIMja, KOjU MPEACTaBIbajy CTEPHA M €NEKTOCTAaTHUYKa M0Jba, U3pauyHATHU Ccy momohy
Tripos nosba cuna. Y CoMFA meToau, sp® XuGpuau3oBaHu aToM YIibeHHKa KopumiheH je Kao
MpoOHU aTOM, HAa OCHOBY KOTa Cy M3pauyHaTe jaunHEe CTEPHUX U €IEKTPOCTATUYKUX TOJbA.
BpeaHoctu eHepruja CTEpHHUX U €NEKTOCTATHUYKUX TOJba OTPAaHHUYEHE Cy Ha MaKCHMalHe
BpenHoctu o1 30 kcal/mol. CtepHH, e1eKTOCTaTHUKH, XUAPOGOOHH W MOTEHIHMjAIU IOJba
JOHOpa U akienrtopa BoAoHWYHHUX Be3a y COMSIA meTonu u3padyHaTH Ccy Ha CBAaKoOj O
Tayaka MPOCTOpPHE Mpexke Ha pactojamy on 2 A. IIpo6HH yr/beHHKOB aToM ca

HaenexkTHcameM +1 umao je paaujyc ox 1 A u mocemosao je xunpodobHe 1 ocobune rpahema
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BOJOHHWYHHUX BE€3a +1. CDaKTOP omaamka CBHX MCPCHUX BCJIMYHMHA IO TAaYKW HNPOCTOPHC

Mpexe 3a 06e meroze 6uo je 0,3.

2.9.5.2. AHAJIM3ZA ITPUHLIMITMJEJTHUX KOMIIOHEHTU

Ananmu3a npuHOMOHUjeTHUX (T1aBHMX) KommnoHeHW (eHr. Principal Component
Analysis, PCA) jecte TexHuka T3B. MAaIIMHCKOT y4ema (eHg. machine learning) kojom ce
SIIMMUIILYy OHE BPEIHOCTH EHEpruja YHyTap I0Jba MOJICKYJICKHX HWHTEpaKIfja, Koje He
JTOTIPUHOCE aKTHMBHOCTH, a CaMHM THM M reHepucamy 3-D QSAR mogema. Jemna je on
Haj3HAYajHUJUX METOJa T3B. MYITHBApUjaHTHE CTAaTHUCTHUKE aHaiu3ze. MyiTHBapHjaHTHA
craTucTHdKa aHanm3a (eHr. Multivariate statistical analysis) jecte ceT cTaTHCTHUKHX METOAa
KOje c€ KOPHUCTE 3a aHAIM3y MaTpuIla KOje cajpike OMOJIOIMIKE WM XeMHjCKe MH(pOpMaIrje
nmoMohy perpecnone aHaJM3e WM TEXHUKE TIPEMO3HaBamka 00pasara.

Enumunanuja HemoTpeOHUX BPEIHOCTH €HEpPrvja BPIIM C€ TPAKEHEM Kopenaruje
n3Mely BpPEIHOCTH CaMHX E€HEprHja TMoJha MOJIEKYJICKMX HWHTEpakidja Kao HE3aBHCHHUX
Bapujabmu. Kopenaruja ce reHepuiie y ujby OTKpHBama JIATCHTHUX BapHjadiivd, OJHOCHO
CKpUBEHHMX BpeaHoCTH eHepruja yHytap MIF, koje he kacHHje NpYyXKUTH OCHOBY 3a
YCIIOCTaBJbalkhe¢ Kopenanuje ca OuosiomkoM aktuBHomihy. [pyrum peumma, PCA Tpaxu
oOpaciie Koju TOBe3yjy JIaTeHTHE BapHjabjie ca BpEIHOCTUMA CHEpruja yHyTap
MYJITHAMMEH3UOHAIIHE MaTpHIIe TI0Jba MOJIEKYJICKUX HHTepakiuja. [Ipeno3naBame oOpazaia
(eur. Pattern Recognition) je uxenTrdukanuja odpasaia yHyrap BeJIHKe KOJIHMYUHE [01aTaKa.

[To mponanaxxkewy oOpa3zala, JJaTEHTHE BPEIHOCTH C€HEpruja ce MaHudectyjy Kao
TuHeapHe KoMOuHaluje BpeaHoctu enepruja MIF yHyrap MynTuauMeH3noHallHE MaTpUlIe, a
cBe ca 1mubeM mnoBehama Bapujance cucrema. TakBe KOMOHMHALMje Ha3MBajy ce
MpUHHUIHNNjETHE (TJIaBHE) KOMIIOHEHTe. AKO ce MPUMEHU Ha BPEIHOCTH €HEpruja yHyTap
MoJba MOJIEKYJICKUX MHTEPAaKIIHja, BapyjaHCa MPeICTaB/ba MPOCEYHO KBAJPAaTHO OJCTYIAHE
O]l TpocedyHe BpeAHOCTH eHepruja (jex. 2.8). MHTerpanHy KOMIOHEHTY BapHjaHIle YUHU
KBaJIpaTHAa BPEAHOCT pa3iuke u3mely crBapHe BpeqHOCTH jeqHe oA eHepruja MIF u cpenme
Bpeanoctu cBux erepruja MIF; PCA ce 3ampaBo 3acHMBa Ha KBaJApaTHOj BPEIHOCTH TaKBE
pasnuKe, y3 yCIOB Jia je Ta pa3jidKa IITO Mama. Y JajbeM TeKCTy OBa 3aBHCHOCT he OuTH

1o/ipobHUje 00jalImheHa.
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2 (x; — %)% + (x, — lez + o + (x, — %) 28)

Axo ce Bpemnoctu enepruja MIF koje kpewpajy NPHHIMIIHUjETHY KOMIIOHEHTY
cMaTpajy MmoJ-CUCTEMOM YHYTap 10Jba MOJIEKYJICKMX HHTEPaKIMja, OH/Ia JJaTeHTHE Bapujadie
Kao TNPHHIWIHN]ETHE KOMIIOHEHTE NpEeACTaBJbajy TIJIaBHE EHEprercke OcoOMHEe TOT MOj-
cucrema. ['py0o pedeHo, NMPHUHIMIIAJEITHE KOMIIOHEHTE jeCy 3alpaBO BPEIHOCTH CHEPIH]e
1oJjha MOJIEKYJCKHUX MHTEpakliija Koje penpe3eHtyjy Behuny enepruja ynyrap MIF. PCA
OTKpPHBA HOBH CET BPEHOCTH KOj€ UMajy HEKE CIelrjaTHe 0COOMHE, a TO Cy Ja Hajsehu 1eo
BapHjaHIle €HEepruja MoJjba MOJIEKYJICKHUX HHTEpaKIMja MOXe OWUTH OO0jalImeH ca MalluM
OpojeM MPUHIUIH]eTHUX KOMIIOHEeHTH. [locTaBiba ce MUTame Kako Ce YCIOoCTaBsba JMHEapHa
3aBUCHOCT u3Mel)y naTeHTHe Bapujadie u Bapujabiid yHyTap NPUHUIMIIHM]ETHE KOMIOHEHTE?

PCA ananusa je marematnuka MeToJa IMpojeKlrje Koja omoryhaBa ampokcumanujy
MOYETHE MYJATHIUMEH3HOHE MaTpHIle X, Koja caapku cBe BpenHocTu enepruja MIF, y jenan
JIBOTMMEH3HOHATHY TpocTop. OBa M3y3eTHO KOMIUTMKOBAaHA MaTeMaTHYKa IMOCTaBKa 3arpaBo
TO W HHUJE aKo ce WiycTpyje rpadudku. Ha jemHoM jemHOCTaBHOM TOJ-CHCTEMY KOTra YHHE
TIBE CHEPTHje X1 U X2 U3 TI0Jba MOJIEKYJICKHX MHTEPaKIHja, OMHOCHO MaTpHie X, BOXHU Ja Cy
MOYETHE BPEAHOCTH OBOT JIOKAJIHOT JBOJMMEH3MOHAIHOT KoopauHaTuBHOT cuctema (0, 0);
abcmucy gopMupa eHepruja x1, opauHaTy eHepruja X2. OBe JABe eHepruje 3ajeHo GopMupajy
KOOPJIMHATHHU CHCTEM, TJ€ CPEAMHY CBAaKe OJl 0Ca YMHU CPEIha BPETHOCT CHEPrHja X1 U X2.
AHanu3a NPUHIMIN]EIHUX KOMIIOHEHTH MOXKE C€ CXBATUTH Kao POTHPAmE OcCa OBAKBOT
KOOPJIMHATHOT CHUCTEMa JI0 HOBHX OcCa KOje Cy HOpMajHe (OpTOroHajHe) y OJHOCY Ha
OPUIMHAJTHE M KOje c€ HasuBajy mnpuHnunujense oce. CMep NPHHLIUNMJETHHX OcCa
KOOpJIMHUpPA ca CMEpPOM MaKCHMallHe BapHjallMje €Hepruja Koje cy 3alelexeHe y
OPHUTMHAITHOM KOOPJMHATHOM CHCTEMY.

WNuunujanna aHanusa uW3BpIIaBa ce€ MPOJEKIMjOM BPEIHOCTH €HEepruja Ha
MPUHIHUIHjENTHY ocy. Tako, BpeJHOCT eHepruje yim IpojeKlirja jeé BPEAHOCTH €HEepruja xi1 u
X2, Ha mpuHLUMNUjenHy ocy O1, y3 momroBame oapeade /1a MpojeKilrja eHepruja Moxe Ja ce
M3BPIIM aKO MOCTOJM MHUHUMAJIHA pa3iuka u3Mmel)y BpeqHOCTH €Hepruja xi1 U X2 y OJHOCY Ha
CpeAme BPEIHOCTH THX €Hepruja. JpyruMm pednma, MpojeKiyja ce BpIIM aKo MOCTOJU
Hajsehu Moryhm nompuHoc Bapujancu. Ctora je NpHHLUMIM]EIHA Oca CMep MpojeKuuje
MaKCHUMallHe Bapujallyje MPOjeKTOBAaHUX BPETHOCTH OPUIMHATIHHUX €HEpruja. AHAaJIOTHO,
BPEIHOCT EHEPrHuje y2m je MPOjeKI[ija BPeITHOCTU EHEepruja X1 ¥ X2 Ha MpUHLIUNHjeIHy ocy O2,

Koja je oproroHaiHa (HopMainHa) Ha ocy Ol. BpeaHoctu eHepruja yim U y2m HpeACTaBIbajy
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pe3ynTaTe aHaqM3e NPHHIUIM]ETHUX KOMIOHEHTH 3a mpojekiujy X1 = (x1, x2)'. Ca rpaduka
ce JlaJbe MO’KE BHJICTH J1a jé BPETHOCT yriia Koju (popMHpajy eHepruja X1 U NpUHIUIKjeTHA
oca Ol jemnaka 0, Te na xocuHyc yria 0 maje mpBy KOMIIOHEHTY U1l ajrTeHBEKTOpa (EHT.
eigenvector) Koju oJrosapa npuHOHNHjETHO] ocu O1. AjreHBeKTOp NpeCcTaB/ba KOJIHMUUHY

BapHjaHIle U3padyHaTe Ipeko ¢axropa 0.

X,

xche;u-ae —

xlcpeme Xl

Cauka 2.13. Hpeanu3zoBaH TMpHKa3 NPOjJeKIMje BPEIHOCTH BEKTOpa €Hepruja Ha
MPUHULIAITHA]ETTHE OCE.

VY peasHUM yCIIOBUMa, OJHOCHO YHYTap T0Jba MOJIEKYICKHX WHTEpAKIHja, X1 M X2
MIPEACTaBIba]y BEKTOpPE €HeprHja OMMCKUX BpeaHocTu. M3mely eHepruja Koje YnHe BEKTOPE
X1 M X2 OOMYHO MOCTOju BUCOK HMBO Kopenaruje (Cnuka 2.14). Bapujanca usmehy oBux
BEKTOpa MOXKE Jla ce 00jacHHM yBOhEHmEM jeJIHOT HOBOT BEKTOpa Zz KOJjU je JIMHeapHa
KOMOMHaIMja BEKTOpa X1 U X2 (OJHOCHO pc = X1 M X2). TakBa HOBa Bapujabia pc Ha3MBa ce

HpI/IHL[PIHPIjeJIHa KOMIIOHCHTA.

X

X

Cauxa 2.14. Wneanu3oBaH NpuUKa3 MpojeKIMje BPEIHOCTH BEKTOpa €HEpruja Ha IMpBY
MPUHULUIIHJEIIHY OCY.
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AKO ce 0OBOM KOOpAMHAaTHOM cucTeMy aoja U Tpehu Bekrop n3 Marpuue X, X3,
¢dopmupa ce ucedak npoctopue pemerke MIF, koju mpeacraBiba mpocTupame eHepruja y Tpu
nuMmen3dje. Ha cnuvaH HaywH MPETXOJHO OINMMCAHOM, BPIIM C€ IMPOjeKIHja E€HeprHja u3
BEKTOpa Ha NMPHUHIUIHUjETHE Oce. Y TaKBOM KOOPAWHATHOM CHCTEMY J00Wja ce HapeaHa
MPUHIMIHjETHA KOMIIOHCHTAa KOja MOpa OWTH TOTIIYHO He3aBHCHa (0e3 Kkopenamuje) y
OJIHOCY Ha NIPETXOJHYy, @ CaMUM TUM M HOpMajHa (OpTOroHajlHA) y OJHOCY Ha IMpBY
NPUHLIUIOMjENHY KoMIoHeHTy. Hapemna (tpeha, derBpra, n-Ta...) NpPUHIUIH]ETHA
KOMIIOHEHTa ONHCYje BapujaHCy KOjJy HHj€ MOIJIa Ja OIUIIE MPETXO0JHA, a CBE Ca IUJBEM

CMamkbHuBamkba JUMCH3MOHAJIHOCTH CUCTEMA.

X

X3

Cauka 2.15. Vneanu3oBaH NpUKa3 MpOjeKLHje BPEJHOCTH BEKTOpa €HEpruja Ha [Be
IPUHLUIIN]EITHE KOMIIOHEHTE.

Jumensuonanuoct (edr. Dimensionality) ceta momaraka (BpeIHOCTH €HEpPruja mnojba
MOJIEKYJICKMX HMHTEpakiyja) MpencTaBiba Opoj Bapujadbau (MPUHIUNUJEIHUX KOMIIOHEHTH)
KOJUM c€ OIHCYje CBaka 3aBUCHOCT (o0Ojekar) yHyrap cucrtema. Ilo pasymeBamy mpupoje
NPUHLIUIM]EITHUX KOMIIOHEHTH, MOKE C€ MPeJICTABUTH MaTeMaTH4KH MOJies MoMohy kora ce
OHE M3pauyHaBajy. Tako, X MaTpula MOJEKYJICKUX AeCKpUNTOpa (BpenHocTH enepruja MIF)
MoJe J1a ce npezacraBu kao N x | marpuia, rae je N 6poj Mojekyna TpeHUHT ceta a [ 6poj

neckpunropa. Cpeama BpeIHOCT eHepruja X MaTpulle, X, U3pauyHaBa ce€ U3 YKYIHO i
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erepruja. Tokom PCA, MyaTuauMeH3MOHaNHA MaTpria X pasjiaxe ce Ha JIBE Mambe MaTpUIle

B u U (Cnuxka 2.16, jen. 2.9):

X=1%+ BU' + E (2.9)

rae je ca 1 o3HaueH BEKTOP KOJIOHE MaTpuIle y KOME CBU €IIEMEHTH HMajy jeAMHUYHY
BPEIHOCT, X TMpPEJCTaBJjhba BEKTOpP pela MaTpuile, IIe je CBAaKW O] eJeMEHaTa Cpelmba
BpeaHOCT cBake oj eHepruja MIF, B marpuma jecte Tako3BaHa MaTpHIla MOTOJaKa (EHT.
scores matrix) U MpeAcTaB/ba MO3UIM]Y JeAUEHha TPEHUHT CeTa Y HOBOM KOOPJIWHATHOM
CHUCTEMY KOje 4HMHE NpuHuunujeaHe kommnoHente. Ca apyre crpane, U marpuia jecte T3B.
Matpuiia onrtepehema (enr. loadings matrix) duje KOJOHE OMHUCY]y Kako Cy HOBE oOce, Tj.
MPUIMIIAjETHE KOMIIOHEHTE, TeHepucaHe u3 ctapux. Yiora matpuna B u U je na exctpaxyjy

CBE eceHnjaHe nHpopMaIrje U3 MaTpuie X.

~l

Camka 2.16. JIekomMmno3uiyja OpuruHaIHe MaTPUIIE 1T0Jba MOJICKYJICKHX HHTEPAKIIHja.

IToctynak excrpakuuje nogaraka nomohy PCA cBoau ce Ha pas3iBajambe TOTalIHE
BapHujaHce mojaraka ynyrap marpuiie X. IllTa To 3ampaBo 3Haun? YHytap mMatpuie B 4yBajy
ce KBaJpaTHE BPEJHOCTH pasiMKa y eHeprujama usmely i-Te eHepruje xi U Cpelme
BPEIHOCTH X, Tj. eleMeHT Bapujanue (xi - X)% Y marpumu U ce, ca apyre crpaHe, 4yBajy
Koe(UIHUJEHTH KOjU OMHCY]y KaKO C€ Xj BPEAHOCTH IMPOjEeKTYjy y OJHOCY X Ha TaKO3BaHY
OpUHLMOMjeNHY ocy. Marpuna E mpenacraBjba HacyMHYHHM IO KOJU  ONMCYyje  He-
cCHCTEMaTUYHY BapHujalujy.

IIpeBeneHo Ha Majo0 KOMIUIMKOBAHUJU je3UMK MaTeMaTHKe, MaTpuua B xojeknuonupa
BPEIHOCTU JOMUHAHTHUX €HEepruja yHyTrap MaTpulile X, OJHOCHO MOJaTKe KOjU BapHpajy
caMo y BpPEJHOCTHMaA i; BPEIHOCTH €HEpruja KOju Bapupajy yHyTap MaTpulle 0O3HauaBajy ce
ca Bi 1 Ha3uBajy ce moroi (eHr. scores). Ca apyre crpane, nomohy marpune U nedpunuiry

ce oOpacuyd KOjU OMHCYjy Kako Cy BPEIHOCTH eHepruja x; mehycoOHO moBe3aHe u
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KoMIuIeMeHTapHe y Matpuiu B. Ilapamerpu koju onucyjy Mel)ycoOHy OBE3aHOCT O3HAYEHU
cy ca 0i u HasuBajy ce dakropu wim onrepehema (enr. loadings), Te OHM YHHE OCHOBY 3a
TeHEepHCakbe MPUHIUIHJEITHUX KOMIOHEHTH. OCTalu eHepruja MpencTaBibajy marpuny E,
OJIHOCHO MATpHIIy OCTaTaka KOju HUCY OO0jallllbeHW TJIAaBHUM MOJEIOM. MaTeMaTHdKo

MIPEJICTaBJbakE MOJIeiIa MPUKA3aHO j& KPO3 JeTHAYHHY:
n
i=1

VY cmucny reHepucama NPULMIHKJEIIHUX KOMIIOHEHTH, HPOU3BOJ KoepuIMjeHaTa
norozaaka Pi u onrepehema 0i jeaHak je Opojy NPUHIMINJETHUX KOMIIOHEHTH U IOBOJbaH je 3a
OMHCHUBalkEe Mojena. AJIITEPHATUBHO rpapUyuKo Npe/CTaB/bambe JOKOMIO3MIMje MaTpule X

KOje yKJbydyje ontepehema u ¢akrope nmpeacraBibeHo je Ha Crumm 2.17.

-
Pr P2

Camka 2.17. JIekoMmo3uiyja OpuruHaIHe MaTPHUIIC 1T0Jba MOJICKYJICKHX HHTEPaKIIHja.

><I¢|

VY TpoIMMEH3HOHAIHOM CUCTEMY [10Jba MOJIEKYJICKUX UHTEPAKIH]ja, KoepUuLuujeHTH 0,
oJHOCHO onrepehema, oapelyjy cMmep mpoctupama pe3yaryjyher BekTropa, Koju IMposasu
KpO3 Cpelilbe BPEIHOCTH €Hepruja X, y OJHOCY Ha KoopauHaTHe oce. Pesyntyjyhu BekTop
jecTe TpUIIMIIMjETHA Oca 3a TPU BEKTOpa €HEepruje, a MpojeKIHje eHepruja OKo oce ca
BpeHoINy KOja jé MUHUMaJIHA Y OJIHOCY Ha Cpelihe BPEIHOCTH jeCy JaTeHTHE, OJIHOCHO
YCIIOBHO CKpHBeHe, BpemHoctu cHepruja (Crnmka 2.18). BpemHoctu enepruja Koje ce
NPOJeKTYjy [0 JAaTeHTHUX BpeJHOCTH, momTyjyhu ycnoB nosehawma BapujaHce, YHHE
npuHuunujenny komnoHenty 1, PC1. Cranaapana faeBujanuja pe3uayaiHor Bekropa Ei jecte
OpTOrOHaJIHA JMCTaHIa u3Mel)y BpeHOCTH eHeprHja M paBHU MpBE NMPHHLMIIHjETHE Oce, U
yka3zyje Ha cmep (opmupama cieaehe npuHuMNujesHe komnoneHte. pyrum peunma, PC2
¢bopmupajy eHepruje Koje HUCY MOTIJIEe Ja ce M3pa3e MPEeKo JATEHTHUX Bapujabiau yHyTap
PC1. IlpunnunujenHa KoMIoHeHTa 3 ¢opmupa ce OopToroHanaHo y ojxHocy Ha PC2, PC4

OopTOroHanHo y oaHocy Ha PC3, u Tako name.
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Cauka 2.18. WpeanuzoBaH TmpuKa3 NpOjJeKIMje BPEJHOCTH BEKTOpa €Hepruja Ha
MPUHUILUITH]ETHE OCE.

[Mocnennuno, PCA cmamyje AMMEH3MOHATHOCT MaTpuile X y IUJbY EKCTPAKIHje
CTBApHOT M IITO Mamer Opoja BapujadbiM X KOje KacHHUje IOMPUHOCE aKTUBHOCTH. Llwib
aHaJM3e je 1a ce y3Me xi Bapujabmu (x1, x2,..., Xi) ¥ JIa ce nmpoHale komMOMHaIIHM]ja UCTUX, Ja Ou
ce u3pauyHajie HoBe Bapujabne (mpuHiunujenHe kommnoHnente PCI1, PC2,..., PCi) xoje
MehycoOHO HuUCy y Kopenanuju ¥ Koje he omucuBatm Bapujanuje mnonartaka. Jla Ou ce
(dhopmupaia jeHa MPUHIMIIH]EIIHA KOMIIOHEHTA, TEXKH ce J1a pa3iauka u3Mely xi u X Oyzue mro
Mama. Llub je ga ce mro Behu geo Bapujanija OpUrHHAIHUX T10JaTaKka aJIcKBaTHO OIUIIE Y
JeIIHO] TJIaBHO] MIPUHIIMITM]ETHO] KOMIIOHEHTH, jep ca moBehamweM Opoja xi Bapujaliu yKyITHU
30Mp eneMeHaTa BapujaHce (Xi - X)%, OJHOCHO cama BapUjaHLA yHYTap IPUHMIUIHjETHE
KOMIIOHEeHTe mocTaje Beha, mTo je u uuib aHanuse. Hemocrojamwe xopenainuje yHyTap mpBe
MPUHIIUIH]ETHE KOMIIOHEHTE 3HauH JIa Xj BPEJHOCTH KOje He MPUIMAaAajy TO] MPUHIUIIN]EITHO]
KOMIIOHEHTH TI0CTajy KOHCTUTYEHTH Jpyre , JJUMEH3Hje" Mojaraka, OJHOCHO Jia MpUIanajy
cieaehoj, oproroHanHoj npuHUMNUjenHoj koMrnoHeHTH. Llwp PCA ananuze je na omnuiie
YKYIIHY BapHjaHCy CUCTE€MA ca CBEra HEKOJIMKO IVIABHUX KOMIIOHEHTH.

Bapujance nonaraka nopehane cy no omagajyhem peny: s?(PC1) > s*(PC2) > ... >
s*(PCp). Tlpsa oca, olHOCHO TIpBa MpUHLMNHUjeNHA KoMnoHeHTa (PC1), onucyje MakcuMyM
BapHjallije yHyTap LeJoT M0Jba MOJIEKYJICKUX MHTEpaKIMja ceTa MoaTaka; OHa MpeicTaBsba
npaBall Hajsehe Bapujance. [Ipyra mpuHIMIIMjeTTHA KOMIIOHEHTA, KOja j€ OpPTOrOHajlHA U

JMHEapHO He3aBHCHA y oaHocy Ha PCI1, onucyje MakcumyM mpeocrane Bapujance, PC3 kao
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OpTOTOHAJIHA OIHKCYje MPeocTally BapujaHcy y oaHocy Ha PC2, u Tako mame (Cnmka 2.15).
CBaka Hape[Ha MNPUHIUIHUjETHA KOMIIOHEHTa MoOpa OWTH OpTOrOHaTHA y OJHOCY Ha
MpPEeTXoJHYy Ja OW Ja ommcajga BapujaHIly Koja je MPETXOJAHO HHje ONMHCaHa HUKOM
MPUHLIUTIA]EITHOM KOMIIOHEHTOM.

AHanm3a Mounmse ca mojanuMa x Bapujabiiv u i jeAMHUIA TocMaTpama. [IpBa rimaBHa
KOMITOHCHTA je Taja JWHeapHa KOMOWHAIM]a OPUTHHAIHUX Bapujadnu x1, x2,..., xi (jem. 2.11

1o 2.13):

PC1 = C11 X1 + Ci2 Xy + ...+ Cii X (211)
PC2 = Cyq1 X1 + Cop Xo + ...+ Cyi Xi (212)

n
PCn= cpyx1+ Cpaxy + Cpix; = Z Cni Xi (2.13)

i=1

rae cy PCn n-Ta mpuHOMN#jenTHAa KOMIOHEHTA, Cni KOCPHUIMJEHT IECKpUNTOpa X, I Opoj
neckpunrtopa. Jlonatau ycios je aa uzeaeHe Bapujadie PC1 u PC2, ogHocHO mpeTxomHa u
HapeaHa IPUHITUITH]eJIHA KOMITIOHEHTA UMajy Kopenanujy Hyia. Y jeJHaYrH, KOSPHUIUjCHTH

CTIpE/ICTaBJbajy ajreHBEKTOPE, M HEOMXOIHO je aa Oyze 3a10BoJbeH yeioB (jea. 2.14 mo 2.16):

ch+ ch+ .+ k= (2.14)
i+ ch+ ot =1 (2.15)
i+ ¢+ o+ ci=1 (2.16)

Bapujauna ussenene npomensbuBe PCn, s%(PCn), je 360r MOCTaBJbEHOT YCIOBA
MakcuMainHa. HaBenenu ycioB je mocTaBibeH, jep Ou 0e3 mera SZ(PCI’I) Morna jaa ce nosehasa
jeaHocTaBHUM MoBehaBameM OHIIO KOje 0/ BPEIHOCTH Chi.

Kako pazymeru mTa cy TO ajreHBEKTOpUM NPHUHLMNUjETHUX KommoHeHTu? Came
MPUHIIUIHjETHE KOMIIOHEHTE Cy M3padyHaTe M3 MaTpuUlle BapHjaHIe-KOBapHjaHIle; ako ce X
MaTpHIla MoJba MOJEKYICKHUX HMHTepakiuja mpeactaBu kao N x I marpuna, rae je N Opoj
MOJIEKYJa TPeHUHT ceTa a [ 6poj meckpunTopa, oHIa MaTpuila BapujaHie-koapujane N x N
nocraje XX' MaTpuua, OJHOCHO IIPOM3BOJ OPUTHHAIIHE M TPAHCIOHOBAHE MATPHIIE.
AJreHBEKTOpU OBAaKBE MaTpHIIE jecy KOe(PUIIMjeHTH Cni TPUHIIUITH]ETHIX KOMIIOHEHTH U OHU

dopmupajy cumerpuuny Marpuiy (jen. 2.17):
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[Cll Ci2 N T
[€21 €22 o e Cai

C= | | (2.17)
lcnl Cn2 chiJ

VYV wmarpumm C ajreHBEKTOpa IMjarOHAIHU EIIEMEHTH Cni NPEJCTaBIbajy BapHjaHCY
opurnHanHuX BpeaHocTH eHepruja MIF xi, omHocHo ajreHBpenHoct Matpuie C.
AjreHBpeHOCT Koja ce oberekaBa ca Aj jecte BapHjaHca riaBHe kommoHeHte PCi, onHOoCHO
Ai = s?(PCi) m mpescTaBlba MEPUIO KOJNHKO CE BPEIHOCTH €HEPTrHja MOJba MOJEKYICKHX
MHTEPAKIIMja pa3auKyjy O/l CpelbUX BpeIHOCTH eHepruja. 3 oBakBe JeQuHMIIM]e BapHjaHLE
CJIey J1a MpBa MPHUHIMIIM]ETHA KOMIIOHEHTa 00jallllbaBa MaKCUMyM BapHjaHIle U OJAroBapa
HajBehoj ajreHBpeHOCTH; JApyra NMPUHIUIIKJEIHa KOMIIOHEHTa OJiroBapa Jpyroj Hajsehoj
ajreaBpeHocTd uTA. CBaka ajreHBPEAHOCT HHIWIMpa MPOTIOPIM]Y BapHjaHCe Koja je
oQjarimeHa CBaKOM MPHUHIMIIUJEITHOM KOMIIOHEHTOM. [locToju m ajreHBpeIHOCTH, O KOJUX
Cy Heke Hyna. M3 ajreHBpeHOCTH ce M3pauyHaBa TOTalHA (ppakiiydja BapUjaHCH y CHCTEMY

(en. 2.18)

f =§:Am /ZAm (2.18)
i=1

Baxxna ocoOuHa ajreHBPEIHOCTH je JIa je BUXOB 30up jeHaK 30upy enemMeHaTa Ha

nujaronanu Matpuie (jex. 2.19):
Al + /12 + ... + /11' = C11 + C22 + ... + CTli (219)

W3 oBe jemnaunHe mpoM3WIa3M Ja j€ CymMa BapUjaHCH OPUTHHATHUX BapHjaliu
jenHaka CyMH BapWjaHCH UW3BeAeHUX Bapujadbmu. To 3HauM fAa TriIaBHE KOMITOHEHTE
oOyxBaTajy CBe BapujallMje OpPHUTMHAJIHMUX I[0JIaTaka, IITO jeé M CMHCA0 aHallu3e
NPUHLUIM]EITHUX KOMIOHEHTH. Jla Heka o] OpurMHaJHUX Bapujabiau He OM MMana mpejak
yTUIaj] Ha TJIaBHE KOMIIOHEHTE M CTBapaja IMPUCTPACHOCT pe3yaTara, BPIIM CE€ HUXOBO
KOJMpame, TaKo Jla MMAjy apUTMETHYKY CpPEeIMHYy Hyla M BapHjaHIy jelHaKy jeAWHUIIM.
Jlpyrum peduma, u3padyHaBajy ce CTaHJIapJM30BaHE BPEJHOCTH U3 OPUTMHAIHMX I0/aTaKa.

Marpuna C tama uma cienehu oonuk (jea. 2.20):
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[ 1 ¢ o . C1i
[cr 1 o o Co

C =| S | (2.20)
lcnl Cnz oo w1 J

Y oBoj marpurnu je Cin=Cni. pyruMm peuuma, aHaam3a TJIABHUX KOMIIOHCHTH j€
W3BE/ICHA HAa KOPENAIMOHO] MAaTPHIK. Y TOM CIyd4ajy, CymMa IUjarOHaTHUX eJIeMEHATa, THME
U CcyMa ajreHBEKTOpa, jelHaka je Opojy opuruHaiHux Bapujabmu (i). EnemenTn Ban
JMjaroHalie jecy KOBapHjaHCa OpPUIMHAIIHUX BPETHOCTU €Hepruja. ANropuram KOjUM ce
aHaJIM3a U3BOIH:

1. Bpmwu ce craHmapamM3anyja OpUTHHAIHUX TOJaTaka Tako J1a OpUTHHAIIHE Bapujabie

MMajy apUTMETUYKY CPEANHY JeIHaKy HYJU U BapUjaHCy JeTHAKYy jeIUHUIIH.

2. W3pauyHaBa ce maTpuiia koBapujancu C.

3. U3pauyHaBajy ce ajreHBPEIHOCTH A1, A2,..., Ai ¥ 0JiroBapajyhu ajreHBEKTOPH C1, C2,...,
ci. [ 1aBHa KOMITIOHEHTA je TaKo MCKa3aHa MPeKo KOePUIMJeHTa C U BapHjaHCE Ai.

4. KoMmoHEHTe Koje ce Y MOJIeTy OJJTHOCE Ha Majly TIPOIOPIIH]Yy BapHujaiyja rmojaaTaka ce
enuMuHuIy. Ha mpumep, ako mpBe /1Be KOMIIOHEHTe o0jammaBajy 95% Bapujance,

OHJIa ce CBe ocTaje enuMuHuUILy. Tajma cy mpBe JABe KOMIIOHEHTE 3alpaBO TJIaBHE

KOMIIOHCHTC.

HNaxko Huje yoOu4ajeHO, MPUHIIUITH]ETTHE KOMIIOHEHTE MOTY CE TIOHEKa UCKOPHUCTUTH
na OM ce MpeKo BHUX U3padyHalla Kopesaluja ca OMoJIoKoM akTuBHomhy Y. Y Tom ciy4ajy,

penanuja akTHBHOCTH MOJXKE Jia ce u3pasu Ha cienehu HaunH (jen. 2.21):

Y = a1PC1 + a2PC2 + a3PC3 + .. (2.21)

Wnak, TpaauIMOHAIHO C€ BPEAHOCTH €Hepruja IMojba MOJIEKYJICKUX HHTEpakiuja,
KOje ce IPOJeKTYyjy YHYTap ONTUMalHE NPUHLMIIMjeTHE KOMIIOHEHTE, MOABPraBajy MeTOAU
NPOjeKIMje JATeHTHUX CTPYKTYpa, Y LUJby YCIOCTaBJbakha TPOJUMEH3MOHAHE KOpelaluje
u3Mely eHepruja nojba MOJIEKYJICKMX UHTEpaKIfja U aKTUBHOCTH, OJTHOCHO reHepucama 3-D

QSAR mogaena.
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2.9.5.3. T[IPOJEKLINJE JIATEHTHUX CTPYKTYPA

[Ipojexnumja areHTHUX CTpyKTypa (eHr. Projection of Latent Structures wim Partial
Least Squares, PLS) jecte Merona koja u3 moJba MOJIEKYICKMX MHTEpaKnuja renepumie 3-D
QSAR wmopmen. Ilpojeknuja JTaTEHTHUX CTPYKTypa poOyCTHa je MyATHBapHjaHTHA METOIa
perpecuoHe aHaiu3e, Koja MPOJeKIHjoM CyMHpa MHOIITBO KOJHMHEAPHUX Bapujaldiu.
Excnepument ce xoHmunupa Ha Taj HaunmH ga PLS aHanmm3a exkcrpaxyje W3 ONTHMaiHe
NPUHIMITH]ETHE KOMIIOHEHTE I10Jba MOJICKYJICKUX HWHTEPAaKIMja YIPaBO OHE BPEIHOCTH

eHepruja Koje HajooJbe mpenBulajy akTUBHOCT MOJIEKYJIa TPEHUHT CeTa.

be3 o03upa Ha orpanmuema, mpe cBera yHyrap CoMFA wmetomonoruje, PLS je
CTaTUCTHYKAa MeETOJa Koja, KaJa ce TpUMEmYje Yy MOJIEKYJICKOM MOJICTHpamy |
KOMIIjJyTallUOHO] XEMHjH, IONPUHOCH H3pauyyHaBamy KBAHTUTATHUBHE 3aBHCHOCTH H3Mely
€Hepruja MmoJjba MOJIEKYJICKUX HHTepakiuja (X Oj0Kk Bapujabiu) W OMOJIOIIKE aKTHBHOCTH
MoJjekyna TpeHuHr ceta (Y 0ok Bapujabmm). 3a pasnuky ox PCA, PLS He oGjammaBa camo
BapUjallljy €HEpruja ToJba MOJIEKYJICKMX HWHTepakuuja, Beh u Bapujanujy OHOJIOIIKE
AKTUBHOCTH. YCIIOCTaB/balbeM KBAHTHTATHBHE Kopenamnuje u3Mely OmokoBa Bapwujabmw,
Moryhe je ekctpaxoBaTu ceT BpemHocTu eHepruja MIF (renepucatu HOBU OJIOK eHepruja
YHyTap TOJha MOJICKYJICKHMX HHTEpakmuja), momohy kojer he ce mpemBuaeTn OHOJIOIIKA
aKTUBHOCT MOJIeKyja TpeHuHT ceta. [Iponenypa je taka na PLS ananuza Bpiwu cenexuujy
BPEAHOCTH €HEepruja MmoJjba MOJIEKYJICKMX WMHTEPAKIMja CKIAJUIITEHUX Y HAjONTUMAIHU]jO]
MPUHIIATIA]ETHO] KOMIIOHEHTH Koja 4yMHHM X OJIOK Bapujabiau W yKJbydyje UX y JIMHEAPHY
perpecMoHy aHanu3y oOnuka y = ax + b kojom ce uckazyje Ouosiomka aktuBHOCT. Cer
CEJIGKTOBAHUX BapHjaliu ce, ouekuBaHo U aHajoruo ca PCA, nasusa PLS kommonenta. Kao
U KOJI CBake JIMHEapHE PErpecMoHe aHalu3e, b je JOOUTH KoeduinjeHTe Koje MOoBe3yjy
He3aBucHe Bapujabie (X 6510k) ca 3aBucHUM Bapujabnama (Y OJ0K) Te je JIako pa3yMeTH Ja
je cpx 3-D QSAR wmerononoruje 3anpaBo PLS ananusa, ogHOCHO renepucame 13B. PLS-
Koeghuyujenama KOju M YCIIOCTaBIbajy Kopesalujy u3Mel)y BpeTHOCTH eHepruja Koje omnmcyjy
OMOMOJIEKYII-MOJIEKYJICKa MeTa UHTEpaKI1je U caMe OMOJIONIKE aKTUBHOCTH KOja IMPOUCTHYE

U3 TaKBC I/IHTepaKI_[I/Ije.

Hako MaremMaTWyku BpJO KOMIUIMKOBaHM, MPUHLMIIM Koju cToje u3a PLS anammze

JETHOCTaBHH CY 1 JIaKH 3a pasyMeBame ako ce npencrase rpaduuku (Crnuka 2.19).
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Camka 2.19. IIpBa komnoHeHnTa myatuBapujanTHor PLS Mozena cactoju ce oa aBe JHHH]E,
jemna y X-mpoctopy (#1) u jegHa y Y-mpocropy (u1). CBaka JmHHja Aaje J100py
anpokcuMannjy Bpeanoct enepruja MIF u 6uosonike akTUBHOCTH, au Takole JONpHUHOCH
MaKCHUMaJHOj HWHTepKopenanuju. JlaTeHTHe Bapujabiie Koje cy Ao00ujeHe TPOjeKIHjoM
BPEAHOCTU €HEpruja U OWOJIONIKE AKTUBHOCTH MOTY C€ U3pa3uTH Yy JBOJAUMEH3HOHAIHOM
MPOCTOPY. YKOJIMKO MOCTOjU KopeJainyja u3melhy x u y BpeaTHOCTH, Kopenaiuja ou tpebdana
na Oyne oko Haruba mnpase.

Mertoaa ce, canuHo PCA, cBoau Ha mpojekuujy 1Ba TpOAMMEH3MOHAIHA IPOCTOpa,
OJTHOCHO BPETHOCTH OHMOJIONIKE aKTHBHOCTU M €HEpruja MoJba MOJIEKYJICKUX UHTEPaKLuja, y
HOBHM [JIBOJMMEH3HOHAIHU TMpocTop Koju he Hajoosbe uCKazaTH Kopenauujy usmehy
akTMBHOCTH U eHepruja MIF. Haume, nBa Giioka Bapujabiin MaTeMaTHUKH Cy H3pa)KeHa
nomohy nBe Matpuuie X u Y. Marpure ce hopmupajy Ha OCHOBY Tora mTo yHyTap X Onoxa,
OJIHOCHO ONTHUMAJIHE MPUHIMIIMjeTHE KOMIIOHEHTe, rnoctoju / BpenHoctu eHepruja MIF, nok
yHyTap Y 0s0Ka mocToju J BpeAHOCTH OMOJIOIIKE aKTUBHOCTH, O jeJIHa aKTUBHOCT 3a CBAaKO

O]l jeu-emha TPEHUHT ceTa. bpoj excnepumenara koju ce mory u3puutu PLS ananuzom
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yayrap X u Y Mmarpuna jefHak je Opojy jemumema TpeHuHr cera N. IIpema tome, X 610k

jecte N X I matpurnia 1ok je Y 610k N X J maTtpura.

VYxymHo / BpeHOCTH eHepruja y X MaTpuiy kpeupahe /-ITuMeH3noOHaIHNA X TPOCTOp,
nok he, aHamoOrHO mNpeTXOMHOM, J BpEemTHOCTH OHOJIONIKE aKTUBHOCTH Gopmuparu J-
muMeH3noHanHu Y npocrtop. Cymruna PLS ananuse jecte na w3 [-muMEeH3MOHATHHUX H J-
JTMMEH3UOHAITHUX TPOCTOPa EKCTpaxyje poj ox N Tadaka y CBakOM o mpoctopa. Taj ckymn
HOBUX BapHjabiu MpOjeKTyje ce YHyTap HOBOT JABOJUMEH3MOHAIHOT IPOCTOpa KOJU
npejcTaB/ba Kopenauujy usmelly [-IMMEH3MOHANHMX M J-AMMEH3HOHAIHUX IPOCTOPA.
HpyruMm peunma, ajroputaMm je TakaB na PLS ananmmza cuMynTaHO BpUIM MOJIENHPAHE
BapHjaHCE BPETHOCTH OMOJIOMIKE AaKTUBHOCTH yHyTap Y TMPOCTOpa, T€ MOJETUpame
BapujaHce BpemHoctu enepruja MIF y X mpoctopy ca musbem na mponahe N BpemaHOCTH

(koedurnjenata) koje MeljycoOHO moBe3yjy Bapujaije y Y u X npocropuma (Cruka 2.19).

[Tponiec Monenupama BapujaHce uaeHTHYaH je oHoMm y PCA, mTo 3Ha4m jga cy mpe
PLS ananuze BpegHoCTH eHepruja M OHMOJOUIKUX AKTUBHOCTH OOMYHO ULEHTPUpAHE OKO
CBOJUX CpeIHbHMX BPEAHOCTH M ckanupase. [Ipoctop koju cymupa N BpeIHOCTH HaszuBa ce
PLS xommnonenta. Ilpomec wonmenupama Takohe mompazymeBa W Tpojekiujy N
koedurmjeHata y PLS xommonente. Ilpojeknuje ce Bpiie Tako mrTo ce Hajupe yHyTap Y
omoka u3Bpiu PLS anammsa xojom ce cymupa BapujaHiia OMOJIOMIKE aKTUBHOCTH OKO HOBE
oce u1, Aa 6u ce notoM yHytap X Onoka u3Bpmmia PLS ananusa kojom ce cymupa BapujaHia
€Hepruja I1oJba MOJIEKYJICKUX WHTEepakiuja oko HoBe oce f#1 (Couka 2.19). JlBe
HOBO(OpMHUpaHE 0ce Kpeupajy HOBH JIBOJAMMEH3UOHAIHU IIPOCTOP U, CXOJHO TOME, y Hera
MpeHoce BapujaHcy Ouosomke akTuBHOCTH U eHepruja MIF u3 ontumanne PC. Tlo npenocy
BapMjaHce, Wb je (opmuparu HOBY ocy, Tj. PLS kxommonenty (poj ox N BpeaHOCTH
Koe(ulMjeHaTa Kopenaluje), TakBy Ja OINHCyje KaKO BapHjaHCEe OKO 41 U f1 0ca Tako U
MelyycoOHy noBesaHoct oca. CBaka HoBoopmupana PLS koMmoneHTa n Mopa OUTH TakBa Ja
PLS pesynratu ynyrap Y Oioka, O3HaYyeHM ca un, MOpajy Aa Oyly Yy MaKCUMalHOj

KOpeNaIuju ca pe3yaratuma 3a X 0JI0K, 03HaueHuM ca t (Criuka 2.19).

Kana ce nuHeapHa perpecroHa 3aBUCHOCT u3Mel)y OHONOIIKe aKTUBHOCTH U €HEepruja
MIF w3 ontumanne PC ycnocraBu, PLS Mozen mnpoHama3sm A HOBUX, JaTEHTHUX
(,,cKkprBEeHHX’) BapujadiM Koje ce Ha3uBajy X-morouu (eHr. X-scores) U KOjU Cy 3ampaBo
u3paxeHu ca tix (a =1, 2, ..., A). OB morouu cy JuHeapHe KOMOWHAIIM]je OPUTHHATHUX

BPEIHOCTU €HEPrHuja Xi M0Jba MOJEKYICKMX MHTEpAKIMja YHYTap ONTHUMAJIHE MPUIIUIH]ETHE
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KOMIIOHEHTE, MPH YeMy ce KOe(HUIMjeHTH KOjU OMHCYjy Kopenanujy u3Mely mpojeKTOBaHUX
BPEIIHOCTH fi; yHyTap PLS KOMIIOHEHTH U BPEJHOCTH X HAa3UBajy KOS(PULIMJEHTH 3HAYajHOCTH

WM TeXUHCKH Koeduuujentu (enr. weights), w'ia (a=1, 2, ..., A) (jen. 2.22).

e = )k Wiy, (2.22)

Y MareMaTMukoM CMHCIY, JIATEHTHE Bapujalie jecy JMHeapHe KOoMOHWHaIuje
BpPEAHOCTHU €HEepruja Ipu 4eMy KOeQHUIMJEeHT KOpemaluje jecTe TeKUHCKU KoehuujeHT (jes.

2.23 10 2.25).

tl = W11 X1 + Wip Xo + ...+ Wli .Xi (223)
tz = Wy X1 + Woo Xo +... + Wy Xi (224‘)
n
6= Wi X1+ Wy Xy + Wy xp = ani X (2.25)

=1

VYkynan Opoj JIaTeHTHUX BapyjadJId KOjU C€ MOYKE TeHEpUCATH YBEK je MambH 01 Opoja
x Bapujabmu. Kao u xkox PCA, narentHe Bapujabiie OpTOroHaJIHE Cy jeaHa Ha apyry. Mnak,
KaJa ce padyHajy jJaTeHTHe Bapujabne, PLS anamm3a y3uma y 003up HE caMO BapHjaHCy X

Bapujabnu Beh U TO KaKo BapHjaHca YTHYE Ha BPEAHOCTH ) BapyjaOIIn.

[IpBa nmarenTHa Bapujabia 1 JIMHEapHA je KOMOMHAIM]ja X BPEAHOCTH KOje Jajy 100po
oQjammeme BapujaHce y x-npoctopy, cinuyHo PCA. IlomHokeHa ca Koe(uIMjeHTOM ai,
JaTeHTHa Bapujabia aaje 1oOpy anpokcumanujy Bapujauuju y Bpeanoctu. Crora 6u rpadux
U3padyyHAaTUX ) BPEIHOCTH Y OJHOCY Ha qif1 Tpedano na MpeicTaBba IpaBy JIHHU]Y.
KoedunujeHT a1 3ampaBo mnpeacTaBba HEKOJIUKO PA3NUUYUTUX KoedullMjeHaTa KOJU MHOMKE
naTeHTHY Bapujabiy. Ilopekno W 3Hayaj cBUX THX KoedwulMjeHaTa cro3Hahe ce HakKoH
MaTeMaTH4Kor TmpejacTaBbaba PLS anammze y Tekcry koju ciuenu. Pasnmuke usmely
eKCIIEpUMEHTAHUX U NpeABUl)eHUX BPEAHOCTH OMOJIONIKE aKTUBHOCTH HA3MBajJy Ce OCTAllU U

IIPEJCTaBJbajy BapHjaHIly Koja HHje 00jallll-eHa MOJIEIOM.

Ilo nmpenBubamwy OHOJOIIKE aKTBHOCTH, (hopMHUpa ce apyra JIaTeHTHa Bapujabia,

opToroHasiiHa Ha npBy. OHa o0jalImkaBa BHILE BapHjaHCe YHYTap X IUMEH3Hje U oMmoryhasa
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noboJblame npeaBuhama OHONIOIIKEe aKTUBHOCTH TIa OM Kopenanuja u3Mel)y y BpeIHOCTH |
aity + apty Tpebana na mokasyje jom 0ospy Kopemanujy. [lpensulame aKTHBHOCTH ce Jlajbe

no6oJpIraBa Tpehom JIaTeHTHOM BapujalioM U TaKo J1aJbe.

[Ipensubame OwosomKke akTUBHOCTH TpeHWHTr ceta PLS mogemom, kao mTo je
npukaszano Ha Coumum 2.19, Moxe ce o0jacHUTH Ha cieehn HAUYWH: CBaka SHEpruja Xi yHyTap
X wmatpune mnpojexryje ce y npBy PLS kommoneHTy ma Om ce mobmo moromak fii. M3
Kopernalgje, Koja ce Ha3uBa yHYTpallliba pesaiuja, 100uja ce oarosapajyhu morojaak uj u3 Y
O6moka koju je Takohe koHctuTyeHT PLS kommonente. OBaj morogak y Y mpocTOpy
npejacTaB/ba InpeaBulieHy yi BpeaHOCT Ouosomike akTuBHOcTH. Kana ce mnpensubena
BpeIHOCT 100uje, oHa ce ymopehyje ca CBOJOM EKCIEpUMEHTATHOM BpPEIHOCTH U3 Y
Matpuiie. OBaKBOM TPOJEKIMjOM TOCTUTHYT je U b 3-D QSAR crymuje, a To je ma ce

MpeABUIN OMOJIONIKA aKTUBHOCT HEKOT O] jeIMHhCHha TPSHUHT ceTa.

Yak u xama ce reHepumie npBa PLS kommoneHta, mocroju moryhHocT popatHe
CHUCTEMAaTCKe Bapujanuje yHyTap Y TIpocTopa Koja ce mopa oOjacHuTH cienehom PLS
KOMIIOHEHTOM, Cciau4YHO kKao koj PCA. Anamm3om ce y TpeHyTKy oOyxBaTa IO jeJHa
JTUMEH3Hja, CBE JI0 MOTIYHOT O0jallllkhemha CHUCTEMATCKE BapHjaHIlE BPEIHOCTH OHMOJIOIIKE
aKTUBHOCTH yHyTap Y mpoctopa. KBamuter Mozena Moke ce OJPEIUTH T3B. YHAKPCHOM

KOpeJaIujoMm.

Cama kama je oOjammeH cvmucao PLS ananu3se, Bajba 00jacHUTH M Kako ce€ OHa
MaTeMaTu4ku u3Boau. [Ipe crapra aHammse, mojamM ce, Kao INTO je Beh Ha3HAYeHO,
HeHTpUpajy U ckamupajy y X u Y marpune. Ckanupame ce 0OMYHO BPIIU JIO jeAMHUYHE
Bapujance. PLS mozen nedunucan je nexommnoszunujom X M Y MaTpuila Ha HOBE MaTpulle
norojaka (eHr. scores matrices) u marpuie onrepehema (eHr. loadings matrices). Marpure

ce mory (akropucatu Ha ciaenchu Haund (jeqaaunne 2.26 1o 2.30):

Y=TC+ F (2.26)
Y=UC+ G (2.27)
X=TP + E (2.28)
U =TD + H (yayrpauimba penaiuja) (2.29)
w*=w@Pw)? (2.30)
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V¥ oBakBoj nexomnosunuju, Mmatpunie U u T cy maTrpuiie BeKTopa norojaka (€Hr. score
vectors), C’ u P’ cy TpancnoHoBaHe marpuiie BeKkTopa ontepehema (enr. loading vectors), F
u E cy marpume ocraraka. YHyTpamima penanuja Koja omucyje Kopenanujy usmehy Y
npoctopa U X mpocropa Aara je momohy nujaronHamxne matpune D. ExemenTtn amjaronane
{dii} xoedunujeHTH Cy Kopenaiuje 3a JMHEPHY 3aBHCHOCT u3Mely ui u ti. Marpuma H je
MaTpulla OCTaTaka M3 TakBe Kopemamuje. Marpuma W, OJHOCHO MaTpHla TEKHHCKHX
KoepuIMjeHara, Kpeupa ce TOKOM Hu3padyHaBama PLS anmroputMomM um KOpHCTH ce 3a
pauynawe T, P, U u C marpuna. CXoHO NPETX0JHO] Ae(PUHUIIMA]U, BEKTOPH KOJIOHE (W1,
W2,..., Wa), YHyTap W MaTpuiie, Ha3uBajy C€ BEKTOPH TEKHHCKUX Koe(HIlHjeHaTa U CaapiKe
PLS rtexuncke koedunHjeHTe KOjU OMNHCY]y JOMNPHUHOC CBake OJ EHEpruja ImoJba
MOJIEKYJICKMX MHTEpaKI[fja X Ha OIMC CUCTEMAaTCKe Bapujaluje yHyrap Y mpocropa. Tako Ha
npuMep w1 = [wuwiz ... W] TOKasyje AOMPHHOC €Hepruja x1 — xii yHyrap mpee PLS
KOMIIOHEHTE. BEeKTOpH TeXHMHCKUX Koe(uIlfjeHaTa OPTOTOHAJIHU Cy jeHH y OJHOCY Ha
Ipyre ¥ HOPMAJIW30BaHW Ha jeIMHUYHY BpPEAHOCT. M3 OpTOTrOHATHE MPHUPOJE TEKUHCKUX

koeduimjeHata cineau aa U PLS xoMmoneHTe Mopajy OMTH OpTOTOHATIHE jeJTHA Y OJHOCY Ha

Apyry.

Ha xoju Hauun ce PLS ananuza manudecryje Ha jenny 3-D QSAR crymujy? I[Tomohy
X-noronaka (ta) peaBuha ce OMOJIONMIKAa aKTUBHOCT MOJIEKYyJla TPEHUHT CeTa. 3a MHOIITBO
BPEIIHOCTH OHMOJIONIKMX aKTUBHOCTH TOMohy oBakBe Y-MaTpuile Kpewpa ce€ jeIUHCTBEH

MOJIeNT Kao JIMHeapHa KoMOuHalja X-moroiaka ta (jex. 2.31, 2.32):
Yy = a 61t + aycot, + .+ aicit; (2.31)

OAHOCHO:

Yim :Zacmatia + fim (2-32)

Martematnuka (popMynaluja oBOI M3pa3za HpeicTaBiba ympaso Marpuiy Y = TC +
F. Ocrauu fim mpencrasibajy AeBHjauujy u3Mel)y OHOJONIKE aKTUBHOCTU M IpeaBul)eHe
aKTUBHOCTH U TO Cy €JEeMEHTH pe3uayaiHe marpuue F. Axo ce u3pas 3a neckpunuujy X-
norojiaka (jen. 2.22) yBpcTH y MPETXOAHY jeHAaUMHYy, 10o0uja ce cienehn perpecuoHu Moien

(jem. 2.33):

Yim = Zacmazk Wi*axik + fim = Zk brmixix + fim (2-33)
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VYkonuko ce jeaHaunna (2.33) maio NakJbUBHjE TOIJIEAA, JIAKO j& YOUHTH Ja OHA
Npe/CTaB/ba JIMHEPAHy jeJHaYMHy IpaBe, oOnuka y = ax + b. U3 jegnaumHe mory ce
nedunucaru 13B. PLS perpecnonn xoeduuujeHTH (BpEIHOCTH a y JMHEAPHO] jeAHAYMHU
npase), wim ckpaheno PLS-koepuyujenmu, bmk, Kao Tpou3BOI BekTopa omrtepehema u

BEKTOpa TOKUHCKUX KoeduimjeHara (jex 2.34):

bic = ) @ CmaWi (2.34)

PLS-koedpuyujenmu jecy m HajBaxkHuju pesyatar PLS anamuze, jep AUPEKTHO
MpEeACTaBIba]y KOe(DUIIMJEHTEe KOjU HCKa3zyjy Kopenanujy u3mel)y Onosoiike akTUBHOCTH U

BpPEAHOCTHU €HEpruja Mojba MOJIEKYJICKUX UHTEpaKIja.

Cauka 2.20. IIpojexiuja PLS-koedguunjenara y TpoJMMEH3UOHAIHY IPOCTOPHY PEIIETKY.

PLS-koepuyujenmu nacrajy mu3 PLS aHanuze HajonTHManHuje NpPUHLMINjEIIHE
KOMIIOHEHTE, T€ C€ IMpPOJeKTYyjy YHYTap TPOJAMMEH3HOHAJIHE MPOCTOPHE pElIeTKEe Yy KOjy je
cmemten TpeHuHr cer (Cnmka 2.20). Ca Comke 2.20 moxke ce 3ak/byuutd ga ce PLS-
KOoe(HIMjEHTH, Ka0 KOpeJIalMoH! KOe(UIMjeHTH, TMPEKTHO NPUKa3yjy Ha eKpaHy MOHUTOpa

kao 3-D QSAR wmognen, te ce momohy mux Mory AeduHucat (QYHKIMOHAIHE TpyIe Koje

HEBEHA CTAHKOBUR 182



JIOKTOPCKA TUCEPTALIMJA EKCHNEPUMEHTAJIHU JIEO

nornpuHoce mosehaBamy OHOJIOIIKE aKTUBHOCTH M Koje je cMamyjy. OOzupom na PLS-
Koe(DUIIMjEHTH HAcTajy W3 TpeaBuhama aKTUBHOCTH CBUX jEIWIbCHA TPCHHHI CETa, OHU
npencraribajy 3-D QSAR monen rmobanHO, OJHOCHO 3ajeIHUYKU CY 32 CBAaKO jCAHEHCH-C

TPEHUHT CeTa.

Hamu kBasmrer PLS anamuse jecre ma ce momohy X-moromaka Ttakohe mory
M3padyHaTH M BPETHOCTH CAMUX EHEpPrHja T0Jba MOJEKYJICKHX HMHTEpakmuja moMohy

penaruje (jen. 2.35):

Xig = Z atigPak + €k (2.35)

U3 jenHaumHe Koja mpencTaBiba Matpuily X = TP+ E Moxe ce 3aK/bY4UTH Ja C€ BPETHOCT
SHepTHje IMoJha MOJIEKYJICKHMX HHTEPaKIHja MOXKE HW3Pa3UTH Kao IPOU3BOJ BeKTopa X-
nmorojiaka (tia) 1 BekTopa onrepehema. OBO je jako 3HAYAjHO jep CBaka JTUMEH3H]ja aHAIU3e
MO)XKe OUTH TMOABpPrHyra CyOTpakiju, OJHOCHO MaTeMaTHYKO] METOJU y KOjoj ce
KOMITOHEHTA tiaPak YKJIama U3 eneMmeHata Xik. OBuM ce PLS monmen Moxe uckazaTu Ipeko
TeKUHCKUX Koe(]HIjeHaTa Koju yKa3yjy Ha OCTaTKe MmpeTxoaHe aumensuje Eq.-1, ymecto na
ce Bpmu MmehycoOHa wmHTEp-penanmja u3mehy X-Bapujadbmm kao xox PCA. CxomHo Tome,

jennaunna (2.22) mocraje (2.36):

tig = Z k wigXixeika—1 (2.36)
€ika—1 = €ika-2 — lia—1Pa-1k (2.37)
€iko = Xik (2.38)

Nnak, TexxuHCKku KoeULMjeHTH, KOjU yKa3yjy Ha MPETXOAHY JUMEH3HU]y, AUPEKTHO
ce Mory TpaHcdopmucaTtd 10 W* Koju Aajy AMpekTHY Be3y ca X (jeanauwmne 2.22 u 2.36).
[ToBe3aHOCT JiBe BpCTE TEKMHCKMX KoeulMjeHaTa jaaTa je marpuiom W* = W(P'W)™L,
PLS TexxuHcku koepuuMjeHTH W* KOPUCHHU Cy 3a CENIeKLH]y XEMHjCKHX BapHjaOiu Ha OHe
KOje yTH4y Ha OMOJIOIIKHM OJIroBOp U OHe Koje He. Takohe, Mory naTtu u 0JIroBOp Ha NMUTamkE
Koje X-Bapujabne najy CIMYHY W/WIM JeAWHCTBEHY HHpopMaiujy o jenumemuma? Ha
CIIMYaH HAYMH TEeXUHCKH KoedurujeHTH C OTKpHBajy CIMYHOCTH y3Mely OMONIOIIKHX

OATOoBOpAa.

HEBEHA CTAHKOBUR 183



JIOKTOPCKA TUCEPTALIMJA EKCHNEPUMEHTAJIHU JIEO

PLS ananm3a moxe Takohe ma m3padyHa U Y-MOTOTKE (ua), KOju AOOpO CyMHpajy

BpeHOCTH Ononomke akTuBHOCTH Y Y Matpumu (Y = UC' + G) (jen. 2.39):

Vim = Zauiacam + 9im (2.39)

Ha xpajy tpeba ykpaTKo HpeACTaBUTH M alropuTaM KojuM ce oasuja PLS anammza.
AHanm3a MOYMEE Ca MPETIIOCTaBJbEHUM IPBUM BEKTOPOM IOTOTKA u1(0) Y OJOKa, OJTHOCHO
KOJIOHOM y Y MaTpulu ca HajeehoM Bapujanujom. Kama ce npBu BEKTOp MOroTKa JAeUHHUIIIE,

JaJb¥l KOPAIH Cy:

1. HspauyHaBame TSKHHCKOT BeKTopa (HopMman3aimja, jea. 2.40):
Wiy = Uge)X (2.40)
2. W3pauyHaBame BeKTOpa morotka 3a X 070k (jem. 2.41)
ti0) = XW1(0) (2.41)

3. Kopumihewe Bektopa morotka X OJ0Ka 3a M3padyyHaBame BekTopa ontepehema Y

O10Ka (HopManu3aiuja, jea. 2.42):

4. Kopumhewe BekTopa ontepehema Y Ooka 3a u3pauyHaBame yHamnpelheHor BeKTopa

norotka ui(1) Y 6soka (jexn. 2.43):
ul(l) = Ycl(o) (2.4’3)

5. TloTBpna KOHBepreHuuje u3pauyHaBameM (jen. 2.44):
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||u1(0) - ”1(1)”

, < 10710 (2.44)

Ul

6. AKO je KpUTEpHjyM KOHBEPTEHIMje WCIYHEH HJAe ce Ha cienehum Kopak, ako He,

n3padyHaBame ce Bpaha Ha moverak, Ipy 4eMy ce u1(1) KOPUCTU Kao MPETIIOCTaBIbEHU
BEKTOP.

7. Hakon xonBepreHuuje, u3padyHanajy ce PLS onrepehema 3a X 6ok (jea. 2.45):
P1 = tyX (2.45)
8. H3pauyHaBame MPBOT KOPEIAIMOHOT KOC(PUIMjeHTa d11 YHYyTpallme penamuje (je.

2.46):

d11 = -V (24‘6)

9. Vknamame Bapujarje onucane nmpBom PLS xomnonenToM u oapehuBame matpumna E

u F kao marpuiia ocrataka (jexa. 2.47 u 2.48):

E=X-tp; (2.47)

F=Y—dtc (2.48)

10. Kopumhewe E u F maTpuna kao mouetHux marpuia 3a nedunucame cienche PLS

,ZLI/IMGHSI/Ije U IIOBpAaTaK Ha IIPBU KOPaAK.
2.9.5.4. YHYTPAILIKHA BAJIMJALIMIA 3-D QSAR MOJIEJIA

Wuunujanna mnpouena ksanutera PCA/PLS perpecroHe aHaiuse BpIIM  Ce
YHYTpAIlOM BaJIHAANMjOM MOJENa, TOMORY KOpenaluoHOr KBaJApaTHOT KoeulujenTa, 72,
OJIHOCHO Koe(HIMjeHTa YHaKpCHe Kopenanuje, g°. [Tpumaphnu 3agatak 3-D QSAR metoze je
Jla IpeJIBUAM aKTUBHOCT MOJIEKYJa U3 TpeHUHT ceTa. Kao yna3nu napamerap 3a PLS ananusy
MOTPeOHO je 3HATH Y excnepumentammo, KO BPEIHOCT OHOIOIIKE AKTUBHOCTH MOJIEKyNa, a

u3nasHu pesyntatr PLS ananuze jecte Yuspaaynaro, K20 TJIABHA BPEIHOCT KOja ce A00Mja HAKOH
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3-D QSAR ananmuze. KoepunmjeHT koju Hajrpe onucyje ogHoc u3mely ekcriepuMeHTanHe u

u3pavyHaTe aKTUBHOCTH jECTE KBAIPATHU KOPETAMOHN KOS(PUIIN]EeHT.

BpeanocT kBajipaTHOT KOpEIAMOHOT KOS(hHUITMJCHTA je MEPUIIO KBAJIUTETAa perpecuje.
Hberosa Bpennoct moxke outn m3mehy 0 m 1 m ykasyje Ha cTeleH BapHjaluje BPEAHOCTH
3aBHCHE BapHjaliie, OJHOCHO OHMOJIOIIKE AaKTUBHOCTH, KOja ce nobuja mmHeapuom PLS
pPErpecoHOM aHaIM30M. MareMaTuykd, KBaJpaTHH KOPETAlMOHU KE(PHIHUJEeHT MOXKE ce

ucKa3atu Ha ciesehn HaunH (jen. 2.49):

2
Z(Yexcnepnmemanﬂo - YmpaquaTo)

r2=1 (2.49)

- _ 2
Z(Y'GKCHGPVIMCHTaHHO YeKCHepHMeHTaHHO)

YV jennaumHu ce TOPeA  Yexcnepnwenramno Y Yuspauymaro INOMHE,E W BPEIHOCT

A — KOja TpeNCTaBha CPElBY BPEIHOCT EKCHEPUMEHTATHO  JIOOHMjeHHX
aKTUBHOCTH. M3pauyHare BpeAHOCTH OHMOJIOIIKE aKTUBHOCTH H00ujajy ce PLS anammzom
nomMohy jemHaunHe yim = Lkbmkxik + fim, KOpucTehH CBa jeIM-EHa U CBE BPETHOCTH €HEPTHja
Koje ce no00ujajy M3pauyHaBameM I110Jba MOJIEKYJICKMX HWHTepaknuja. Jpyrum pedmma,
KBaJpaTHU KOPEJIAIMOHU KOC(PHUIIMJEHT MEPHJIO jeé TAadyHOCTH TIOHOBHOT H3padyyHaBamba
BPEIHOCTH OHMOJIONIKE aKTUBHOCTH 3a CBaKH MOJIEKYJI TPEHUHT ceTa MOHaoc00. OBO je BaXXHO
HAalOMEHYTH Ja OM ce HampaBWia pas3iiuka u3Mel)y KBajpaTHOT Koe(HIIMjeHTa YHaKpCHE
Kopenamuje. Y HWAeaTHOM cly4ajy, pasiuka usMmely eKkcrlepuMeHTAIHUX M U3padyHaTHUX
BpeaHOCTH Omita 6u 0 U BpeTHOCT % 6ua 6u 1. MelhyruMm, TO ce HUKaJa HE JIelaBa, T Ce 3a
KBaJIUTETHY PErPECHOHY aHAIU3y CMaTpa OHa KoJ Koje je BpeaHocT 2 Beha ox 0,9 u Omku
ce 1 (Cnuka 2.21). TakaB pe3ynrar oQjammaba Aa je npeko 90% Bapujanuje OuoJiomke
aKTUBHOCTH HACTaJl0 yCpeJ BapHjalMje y BPEAHOCTHMMA EHEpruje IMoJba MOJIEKYICKHX

WHTEpaKIIHja.

IlIta 3anpaBo 7 BpemHoCT mpesacTaB/ba? To je CTATHCTUYKO MEPUIO KOJHKO CE
BPEHOCTU OHMOJIOIIKE aKTUBHOCTH JOOMJEHMX PETPECHOHOM aHAJIM30M DPA3JIUKY]y O]l OHHX

MIOHOBO M3pauyHaTUX BpeJHOCTH JuHeapHuM PLS Mozenom. ¥V camoj jeqHaumHM n3pas:

2
E (YexcnepnMeHTanHO - Ynspaquaro)
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MpeJICTaB/ba M3PAadyHATy OJIHOCHO O0jallkbeHy BapHjaHCy OHMOJIONIKE aKTUBHOCTH, JIOK ca

Apyre CTpaHe u3pas:

E % 2
(YeKCHepI/IMeHTaﬂHO YeKCHepI/IMeHTaHHO)

MpeJCcTaB/ba YKYIHY BapujaHCy Owuosomke akThuBHOCTH. Cama ce MOXKe pasyMeTH na
BpeqnocT 72 = 0 ykasyje Ha To na 3-D QSAR wmoxen muje y moryhHocTH na oGjacHm
BapHjadMITHOCT y BpeIHOCTHMA M3Mel)y excriepuMeHTaaHe W W3padyHaTe aKTUBHOCTH OKO
Cpellmbe BPEIHOCTH aKTHBHOCTH, 0K 72 = 1 yKa3syje /1a Mojien o0jalImaBa cBe Baphjaluje y
npensul)eHoj aKTMBHOCTH OKO cpenme BpexHoctu. 1lITo je Bpemnoct /2 Beha, To je Mozen

MohHUjH.

Opnnoc usmely BpenHOCTH Y exciepumentamo U Y uspauynaro KOMIUTUKOBAH j€ U MOXE C€

uzpazutu rpapuuku (Cnuka 2.21):

Cauka 2.21. OgHoc u3mely u3padyHare U eKCliepUMeHTaIHe OUOJIONIKE aKTUBHOCTH.

BpenHocT KBajpaTHOr KOpeJIallMOHOT KoepHIMjeHTa YyKa3yje Ha TO Kako ce
BPEIHOCTU U3pauyyHaTe OWOJIOIIKE AKTUBHOCTH  YKJIaNajy Yy OYEKHUBAHH TPEHJ
eKCIIEpUMEHTAIHUX  BPEIHOCTH  OHMOJOMIKMX  AaKTUBHOCTU. BpemHoct  KBaapaTHOT
KOpEeJalMoOHOT KoeQHIIMjeHTa yKa3yje Ha KBAJIMTET KOopesaluje, i He OTKPUBA Y3pOK KOju

CTOjU H3a penanuje u3Mel)y eKCIepUMEHTATHUX M H3pauyyHaTHX BPEIHOCTH OMOJIOIIKE
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akTuBHOCTH. Taj mpobiem ce perraBa T3B. YHAKPCHOM KOPENAIMjOM WM BAIMJAIN]OM (CHT.
cross-validation). YHakpcHa Banmpanuja TOJpa3yMeBa HACYMHUYHO YKJIAHamkbe HEKOJIUKO
jeMmBbeka U3 TPEHUHT CeTa, a CAMHM TUM M YKJIahambe OMOJIOIIKE aKTHBHOCTH U BPEIHOCTH
SHepruja 1moJjba MOJICKYJICKHX HHTEPAKIMja THX jelubema. [10 yKiiamamy ce TeHepHIlie HOBU
3-D QSAR mopzen o1 mpeocTanux jeaumbehba TPEHUHT ceTa 1 ToMohy TakBOT MoJeia BPIIU
ce mpenBubame OMOJIOMIKE AKTUBHOCTH jEAMIbEHbA KOja Cy YKIOHEHA W3 TPEHUHT CeTa.
3Ha4ajHO je MOMEHYTH Jia ce Op0j MPUHIMITHUjETHUX KOMITIOHEHTH 1 PLS xommonenTn yHyTtap
cBeOOyxBaTHE aHalM3e ymnpaBo ojpehyje HakOoH yHakpcHe Banumanuje. Koa yHakpcHe
BaJMaIMje ao0ujamo npeasuleHy BpeIHOCT OMOJIONIKE aKTUBHOCTHU KOja C€ KapaKTepHIle

KBaJPaTHUM KOe()HIMjeHTOM YHAKPCHE BalUaIuje, ¢-°.

2
Z(YekcnepnmemanHo - anenanljeHo)

g’ =1 (2.50)

- _ 2
Z (YeKCnep"MeHTaﬂHO YeKCHepHMeHTanHO)

HajjennocraBHMja popma yHakpcHE Banlujalvje jecte wu3dalu-jelaH-Hamosbe (CHT.
leave-one-out, LOO) mpuctyn (Cnuka 2.22), re ce CIUMHUHHIIC CaMO JEIHO jeIAUbCHHEC
TpeHuHr ceta (jeaHa BpeaHoct). [lonaBpamem PLS ananuze 3a cBako ,,M30a4€HO jeTUHCHE”
TPEHUHT CeTa, HW3padyyHaBa ce€ TMpeaBUl)EHa BPEIHOCT OWOJIOIIKE AaKTUBHOCTH TMomohy
MPEOCTAINX jJeANEHha TPEHUHT CeTa, ONET Ha OCHOBY JeHAYMHE Vim = LKbmkXik + fim, IpH
yeMy ce J00Mja KBaJpaTHH KOe(UIMjEeHT yHAKpCHe Banujauuje. BpenHocT g2 mpejcTaBiba
Cpeliby BpEIHOCT aHaIW3a M OOMYHO je Mama o] 72 Ia HpejacTaB/ba IIPaBH MyTOKA3

cnocoOHocTu npensuhama 3-D QSAR monena.

Kana ce 3-D QSAR mopen renepuiie, 8¢ OCHOBHE KapaKTEPHCTHKE MoJjiena Tpeba
na Oyny meroBa CHOCOOHOCT mpeaBubjarba OWOJOIIKE AaKTUBHOCTHM U POOYCTHOCT.
PolGycTHOCT je u3pa3 KojuM ce OIucyje KOJIMKa je 3aBUCHOCT u3Mel)y OmoJiomike akTHBHOCTH
jembemha Koje ce eMMMUHUIIE U3 TPEHUHT CeTa U OCTalNX jeIMibeha KOojuMa ce OHOoJIoIIKa
aKTUBHOCTH mpeaBuha. PoOycTHHUM MojenupameM Ha3uBa C€ TOCTYMaK CMambHUBamba
OCETJbUBOCTU TIpenBulama OHOJONIKE aKTHBHOCTH ,,M30aYEHOT jeluiberha’ Ha BapHjallujy
eKCIIepUMEHTa He OHWOJIONIKE AaKTUBHOCTH jeIUI-EHha ,,HOBOT TPEHUHT ceTa”, y LUJbY
cMamHBama MeljycoOHe 3aBUCHOCTH OMOJIOIIKUX aKTUBHOCTU W TMoOoJbIlIama mpenBubama

aKTUBHOCTH ,,U30a4CHOT jeUbhCHha” .
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OBaj koMIUMKOBaHW H3pa3 oOjacHmhe ce Ha cinemehu HaumH. JemHocraBHu LOO
IOPUCTYI, HMako crapHaapran y cBuM 3-D QSAR anamuzama, MOXxe ce cMaTpaTH H
HEaJleKBaTHUM jep ce mpelBuha akTHBHOCT caMO jEAHOT jeAumberma. 300r Tora Tpeda
TPaXUTH Majio poOyCTHH]Y BapHjaHTy mpenBubama, TIe ce U3 TPSHHHT CeTa y3UMa PEelruMO
neT jenumemna (eHr. leave-5-out, L50) wim Hacymudan Opoj jeaumerma (eHr. leave-some-out,
LSO), a ox mpeocTanux MOJEKy/la ce M3pauyyHaBa g° BpeIHOCT, 1a ce mpeasul)a akTHBHOCT
n3baueHnx MoJsekyna. [Ipomemypa ce monaBba y Behem Opojy urepanmja (Hajmame 100

TIOHABJbamk-a), HAKOH Yera je Moryhe m3pauyHaTu cpenmy BpeanocT g2 (Cruxa 2.20).

Opurunanaa Marpuia yHakpcHE
Y/X-marpurma BaIIAI]e

T'enepucame
Mofena

H30aucHo-2a jeINBCHC-a

HM30auena BpeqHOCT
-p A Yim = Zkbmkxik fim
enepruje MIF

L L 1
ExcnepumMentanna IIpenenlena
aKTHBHOCT AKTHBHOCT

[pouec ce nonaessa
CBE JIOK C€ HE MPEIBUIH
AKTHBHOCT CBUX JSIUbEHA Pazmka
TPEHHUHT ceTa

Cauka 2.22. IIponenypa ynakpcue Banunamnuje 3-D QSAR mozena.

3a ypaBHOTEXEHH cHCTeM, He Ou Tpebasio a Oy/e MHOTO Bapujaluja y jeAHadYMHaMa
Koje ce n00Mjajy, Te BpeaHocTu r* He Ou Tpebamo na Oymy mHoro Behe ox ¢°. Takse
BpeHOCTU YKa3yjy na je pobujenu 3-D QSAR mognen poOycraH, 0JHOCHO Ja HE IMOCTOjU
u3pasuta MelycoOHa 3aBUCHOCT u3Mel)y BpeIHOCTH OMOJIOIIKE aKTUBHOCTHU. YKOJMKO, MaK,
II0CTOjH HpeBeUKa pasiuka y BPeJHOCTUMA ° U ¢, 3HAUM Jia Cy BPEJHOCTH OUOJIONIKHX

aKTUBHOCTH TpeBHILe 100po mpepauyHaTe WiM npeasuleHe (eHr. over-fittng) u ma mocroju
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BHCOK CTereH MelycoOHe moBe3aHoCTH u3Mel)y BpeAHOCTH OMOJIOIIKE aKTUBHOCTH. Jpyrum
peunma, poOyctHocT 3-D QSAR mMopnena je BeomMa Mala W CIIOCOOHOCT TpeaBubama

OMOJIOIIKUX aKTUBHOCTHU TaKBOT' MOJIENA j€ YIHUTHA.

PoOycTHOCT, OJTHOCHO CHOCOOHOCT TipenBul)ama OMOJIONIKE aKTUBHOCTA MOXKE JIa Ce
HCKaXKe TIPEKO CTaHAapAHE JeBHjanuje rpemke npeapuhama (enr. Standard Deviation Error

of Prediction, SDEP) koja ce u3pauyHasa Ha cienchu naunn (jea. 2.51):

-Y

Z Y TIICPUMCHTAJIH II BUICH 2
( EKCIIePUMEHTAIHO pensube 0) (2.51)

n

SDEP =

Kanma ce renepuiie ¢uHaTHH MOJEN, BEOMa je BAXKHO Jla C€ TOTBPIM Ja OH HHjE
NO0OUjeH CiTy4ajHOM KopemaiujoM. TakBa eKCTepHa BaluAalrja U3BOAM C€ T3B. Y -MEIIambEeM.
[Ipouec je TakaB J1a ce W3MeEIajy BPEIHOCTH OMOJIOIIKE aKTUBHOCTH, TaKO JIa C€ CBAKOM O/]1
MOJIEKyJla TPEHUHT ceTa JOJeNd HACyMHUYHa BPEIHOCT, Pa3IMYUTa O] H-ErOBE NPUPOIHE
BpenHocTtH. [Totom ce renepume 3-D QSAR mogen, HakoH dera Om Tpebamo na cBe qz

BpenHocTu Oyny HeratuBHe (Crnuka 2.23).

Opurnnanna Marpuiia yHaKpCcHE
Y/X-marpuia BANUALI]E

MHOrocTpyKO [1OHABIbAKLE

TeHepHcaELe MoOZenIa

Yim = Z kbpexix + fim

Cauxa 2.23. IIpouenypa Y-Mmenama.
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2.9.5.5. EKCTEPHA BAIIMAALIWIA 3-D QSAR MOJETA

ITo renepucamy 3-D QSAR crymuja, mpeaukTiuBHAa MOh ¥ poOYCTHOCT reHEPHCAHUX
MOJiella TIpOBEpeHa je Ha TeCT CeTy, CAuMbEHOM OJf MPETXOJHO CHHTETUCAHHX 4-
XAJpOKCUKyMapuHa, ts-1-10c, 4ymja je in vivo aHTUKOaryjgaTWBHAa aKTUBHOCT MPETXOJIHO
notphena.*® Cpa jenmmema cy mopaBmana y axtuBHOM IeHTpy VKORCI, mpumenom

UJEHTUYHE IPOLEAype 3a JOKOBamkE Kao U 3a Aepusate 2a-h.

2.9.6. TEHEPUCAWBE MOJEJIA 3-D ®APMAKO®OPE 3ACHOBAHOI' HA BHOAKTHBHUM

KOH®OPMAIIMIAMA 2a-h

Crpykrype nepupata 2a-h y xommiekcy ca VKORCI kopumthere cy kao Mmo4eTHH
MOJIEKyJIH 3a jgoOujame Mmojena (apmakodopa. Ilomohy codreepa LigandScout 2.0
JIeTeKTOBaHe Cy M TyMaueHe Haj3HadajHuje mHTepakiuje m3mehy VKORCI1 u murananma.'?
WNutepakumje n3mel)y nuranma u Makpomosiekyina uHTepnpetupane cy u3 PDB ¢ajma, a
ayTOMAaTCKH je KpeupaH U Bu3yeau3oBaH mojen papmakodope. JloOujeHr Moen je cauyBaH
y hypoedit ¢popmary, a 3atum kouBeproBan y Discovery Studio 2.5 (Accelrys Software Inc.,
San Diego, USA, 2012) dopmar momohy Hypoedit amata. CBu mpopauyHu 3a H00Hjame
dapmakodopHux Mozena crupoBeneHu cy npumeHom Catalyst 4.11 codTBepckor makera
(Accelrys Software Inc., San Diego, USA, 2012). Mogen 3ajeanuuke (apmaxkodope
reHepucad je nmomohy HipHop momyna, nox cy KBaHTUTaTHBHHU (hapMakoGOpHH MOJETH

kpeupann nomohy HypoGen wmopyma Catalyst codtBepa. M3 anamusze cy noOujeHH

CTaTUCTUYKHU NapaMeTpH KOju Cy MHTEPIIPETUPaHU Y 0J1eJbKYy PE3VIITATU U IMCKYCHUJA.

2.9.6.1. EKCTEPHA BAJIUJALIAIA 3-D ®APMAKO®OPHOI MOJIEJIA

ITo renepucamy 3-D ¢dapmakodopHux Mojena, npeauKTHBHa Moh M poOYCTHOCT
reHepHCcaHUuX MoJiesla IPOBEpeHa je Ha TEeCT CETy CauMIE€HOM OJ1 MPETXOJHO CHUHTETHCAHUX
4-xunpokcukymapuHa, ts-1-10c, uuja je in vivo aHTHKOAryJaTHBHAa aKTUBHOCT HPETXOJHO
notephena.”® Cpa jequmema cy nopabmana y aktuBHOM lienTpy VKORCI mpuMeHOM HcTe

MpoLIeype 3a IOKOBAKE Kao U 3a JepuBate 2a-h.
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2.9.7. KOH®OPMALIMOHA AHAJIM3A 2a-rVKORC1 u 2f-*WVKORC1 KOMIUIEKCA

MOJIEKYJICKOM JUHAMUKOM

Ho6ujenn murana-rVKORC] xommekcn kopumheHu ¢y 3a CHMyJaIije MOJIEKYICKe
JIMHAMHKE Y TIPUCYCTBY pacTtBapada. Cumysanuje cy usBpuiene nomohy nporpama Desmond
Molecular Dynamics System koju je neo makera Schrodinger suite 2009.'2* Mopemu cy
IpUIIpeMJbeHU TpuMeHoM ‘system builder’ momyna. Ilapamerpm OPLS 2005 mospa cuna
JOJIeJbeHU Cy 3a CBe CHUMyNanuoHe cucteme. CBakd aHTaroOHHCT-PEHENTOp KOMILIEKC
MO3ULMOHUPAH J€ y LIEHTPY OPTOpOMOHMYHE pelieTke, yume je o0e3beheno aa cucrem Oyne
OKpYKeH MOJIEKylIMMa BoJe Ha pacTojamy oA 10 A ox 6umo kor aTomMa OKpeHyTOr Ka
pactBapauy. ConBaranuja je uszBpiiena nomohy TIP3 mozaena. 3a moctusame HEYTPATHOCTH
cuctema poaaru ¢y joun Na* u Cl' y ¢usnonomkoj konuenrpauuju ox 0,15 M. Penakcanuja
MOJIe]T CHUCTeMa W3BpIIEHAa je TPUMEHOM MHHHMHU3AIMOHOT TPOTOKOJA, HAKOH dHera je
M3BpIIeHa MoJjeKyicka tuHamuka NPT anroputvoMm y Toky ox 1,2 ns. KonTpona nputucka
MpUMemeHa je Ja 0u ce ocTBapuo nputucak y hemuju ox 1.013 bar, usoronHoM meToaom
kyrmioBawa. Metogom Nose-Hoover TepMmocTatupama KOHTpOJIMCAaHA je TeMIleparypa Ha
310.15 K. JluHamuka KOBaJIGHTHUX Be3a m3Mel)y TEIMIKMX aToMa W BOJIOHWKA, W3BPIICHA je
nomohy SHAKE anroputma, mpu yemy je poTamuja Be3a BplieHa Ha cBakux 2 fs.
HNHTtepakumja TpajekTopuja KpeTama u3BpiieHa je nmomohy RESPA amroputma. Enepruje
CIIEKTPOCTATUYKUX HHTEpaKiija u3pauyHate cy nomohy Particle-Mesh Ewald (PME)
Metone. biucke enekrpocrarnuke Lennard-Jones nHTepakiyje cy MepeHe 10 pacTojamba Of
9,0 A. TpajektopHje M eHepruje cy CHHUMaHe Ha CBakuX 4,8 ps. AjaToM 3a aHamH3y
KBaIUTETa cuMyjianuje BpiieHa aHanumza RMSD u RMSF Bpennoctd, no0ujeHUx wu3
TpajekTopuja, Ay>KMHE BOJOHMYHMX Be3a, yrioBa M van der Waals-oBUX uHTepakiuja u3

CUMYJAIMOHUX TPajeKTopuja.
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2.10. ITPOTOKOJIA IN VIVO EKCIIEPUMEHATA Y LIWbY OJPEBMBAbA TEHOTOKCUYHOCTH

U AHTUTEHOTOKCHUYHOCTH JIEPUBATA 2a-h

Kana ce oTkprje HEKO HOBO jeIMIbEH-E KOje TIOCeAyje OUIMYHY aKTUBHOCT, apUHHUTET
U CEJICKTHBHOCT, TIOCTaBJba CE€ MUTAE JIa JIH CE jeNUICHhEe MOXKE CMATPaTH KaHAWAATOM Ja
ce y KIMHMYKO] mpakcu cMartpa nekom?'% Yak u ca mosossruM ADMETox ocobunama
(amcoprmmja, AUCTpUOyIHMja, MeTaboJM3aM, EKCKpeluja, TOKCHKOJIOTH]a), perucrpaiuja
HOBOT JIeKa 3aXTeBa JeTa/bHe MpOlLleHe TeHOTOKcHuHe akTuBHOCTH.'* Jemanm ox Hajuemrhe
MpUMEBUBAaHUX TecToBa 3a jaereknujy omrehewma [IHK jecre xomer tect, kojum je Moryhe
KBaHTU(DHUKOBATH CTENEH packuaama ABocTpyke cnupane JHK nanana y in vitro w in vivo
ycnosuma. 2128 C 063upom /1a je KOMET TecT BeoMa jeTHOCTAaBHA, Op3a TEXHNKA 32 aHAIN3Y U
kBanTu(uroBamwe JIHK omrehema Ha HHWBOY HMHIMBHAyalHEe henuje, T€ Ja ce MOXKeE
MPUMEHUTH Ha henmrjaMa HM30JI0BaHMM W3 PA3NHUMTUX heluja W TKHBA, CTEKAO je HIUPOKY
MKy MOCIEABUX HEKOJIUKO TOINHA.

Kowmert tect (enr. Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE, wimm comet assay) jeana je
Ol BUCOKO OCETJPMBHUX METOJa 32 TECTUPAkE TCHOTOKCHYHOCTH, KOja CE€ KOPHCTH 3a
neTexnujy mmpokor crekrpa omrtehema JJHK.'2128 Hasup xomer Metona moTmde o Tora
mto omrehena JIHK, momeprayra enektpodope3n W mocMmarpaHa TOJ MHUKPOCKOIIOM,
nojceha Ha koMeTy — HeomTeheHn 1eo YuHM T1aBy, a omreheHn unaM pen komere (Cnuka
2.24). JlaHac ce HajBMIIIC KOPHCTE JBE BEP3Mje KOMET TECTa, jeAny cy npemioxumm Olive u
capagHuIy, a apyry Singh u capaganmm. 2 TIpea Bepsuja Tecta W3BOM ce y HEYTPATHUM
ycinoBuMa U oMoryhaBa crieliuuuHO OTKpUBaE JBOJaHYaHHUX mpekuaa y moiekyrny JJHK.
Jlpyra Bep3Hja KOMET TeCTa CIelujaan3oBaHa je 3a ankanne ycinose (PH > 13), omoryhasa
OTKpHUBabE BEJIUKOT Opoja pa3iIuuuTuX omTehema reHoMa M YjeIHO ce cMaTpa ONTUMAIIHOM
3a OTKpUBame ecdekara pasIUUYUTHX TCHOTOKCHYHUX MaTepuja. Dopmupame KoMeTa
noclieIuIa je MpUBPEMEHOT packuaama jeaHor wiu asa jdanna JJHK koje ce oxBuja Tokom
penakcanuje HaTuBHe wiau omrehene cynepysujene JJHK.!3! Penaxcanmja cymepysujene
JIHK Henpectano ce oJBHja TOKOM kHBOTa henuje. [IpyHIMI KOMET MeTO/€ cacToju ce y
XOPU30HTAIIHO] €JeKTpodOpe3n HUHAWBUIYyaTHUX, [OjeIMHAYHUX, henuja y arapo3Hom
reny.'? Renmuje ce MOry M30/10BaTH U3 PA3NIMUUTHX OpraHM3ama (MHIIEBHM, TAOBH, BUHCKA
MYIIUIA ¥ Ap.) U TKUBa (jeTpa, 0yOpe3u, KocHa cpx, Iutyha, Mo3ak, cie3nHa, Ae06eno 1peBo,

Gemka u ap.) (Cruxa 2.25).133134
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Cuauka 2.24. U3rinen komete Hactane omrehemem JJHK.

Ha Cnuuum 2.25 je mar mpersie KOMET TecTa, ca MpUMepUMa HEKMX OpraHuzama u

TKHBA Ha KOJUMa C€ MOX€E MPUMEHUTH OBaj TECT.

Cauxa 2.25. IIpuauun usBolhema KOMET TecTa.
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2.10.1. UICIIMTUBAKE TEHOTOKCUYHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a-h HAKOH

MHTPAIIEPUTOHEAJIHE ATTJIMKALIUIE

3a moTpebe WCHHUTHBama TETOKCHYHOCTH JAepuBara XpomaH-2,4-nuoHa u  4-
XUJPOKCUKYMapHHa MOMONY KOMET TecTa, KopuiheHe Cy )KUBOTHUILE TPETHPAHE JIepUBaTUMAa
y KoHIeHTpauju ox 2 mg/kg TenecHe Texxune. [lemecet mamosa Moae/bEHO je y ISCET TpyIa,
IIpH YeMy je CBaka rpyna caapikaja Io TeT )KMBOTHA. [IpBa rpymna, o3HaueHa Kao HeraTHBHA
KOHTpOJIa, TpPETUpaHa je HHTpanepuToHearHo ¢usnonomkum pactBopoMm (0,9% NacCl).
Jlpyra ekcrepuMeHTajiHa Tpyla, O3HadeHa Kao TMO3WTHBHA KOHTpOJIA, TPETHpaHa je
uHTpanepuToneasmno pactBopom EMC-a (etun merancyndonar) y konmnentpauuju 300
mg/kg Tenecne mace. [Ipeoctanux ocam rpymna >KMBOTHEA OJIBOJEHO CYy TPETHUPAHE MO jeTHOM
nozom oxa 2 mgkg TemecHe wMace XpoMaH-2,4-nuoHa W 4-XUIPOKCHKYMapHHA,
WHTpANIEpUTOHEATHO, Y3acTONMHO cefaM naaHa. OCMOTr JaHa >KUBOTHUEE Cy JKPTBOBaHE H

MIPUKYILJbEHE CY jeTpe U O0yOpe3u 3a Aajby aHaJIu3y KOMET TECTOM.

2.10.2. NCIIMTUBAKBE AHTUTEHOTOKCHMYHE AKTUBHOCTU JEPUBATA 2a, 2b u 2f HAKOH

VHTPAIIEPUTOHEAJIHE AIVIMKATIMIE

[IporieHa aHTUTEHOTOKCUYHE aKTUBHOCTH JIEpHBaTa BPIICHA j€ HA OHUM JIepUBaTHMa
KOjU HHCY UCIIOJbUJIM T€HOTOKCHYHH edeKkar, OAHOCHO aepuBatuma 2a, 2b u 2f. JlonatHux
JIBAJIECET TET )KMBOTHIHA TIOJICJHCHO j€ Y MET EKCIEPUMEHTATHUX IPyIa, ca Mo MET )KUBOTHHA
y cBakoj rpynu. [IpBa rpyma, o3HaueHa Kao HeratMBHa KoHTpoja, C, TpeTupaHa je
HMHTpANEpPUTOHEATHO camMO (U3HUOJIOMKKM pacTBOpoM. Jlpyra rpyma excrepuMeHTaTHUX
KUBOTHUIbA TpeTHpaHa je pactBopoM EMC-a y konnentpanuju 300 mg/kg, 1ok cy >KUBOTUE
Tpehe, 4eTBpTe W MeTe TPpyle HHTPANepUTOHEATHO MpUMalie Mo jexHy no3y onx 2 mg/kg
nepusara 2a, 2b u 2f, 24 yaca npe amnuuupama uHjekuuje EMC-a y konuentpauuju 300
mg/kg. JIBaneceT yetnpu cata HakoH armukanuje EMC-a )kxuBOTUbE Cy KPTBOBaHE, U jeTpe

1 0yOpe3u cy MPUKYIIJBEHH 3a J1aJby aHAIN3y KOMET TECTOM.

2.10.3. VCIIUTUBAKBE TEHOTOKCUYHE AKTHBHOCTU JEPUBATA 2a u 2f HAKOH OPAJIHE

AIUVIMKALIMJE

3a HUCIUTHBAKE TSHOTOKCHYHE aKTUBHOCTH OpaJIHO aIUTMIIUpPAHUX ACpHBATa 2au 2f,

JKUBOTHUKC CY MMOACIBCHE Yy YCTUPU TPYIIC, T'AC je nopea rpymna TCpTUPAHUX ACCTHIIOBAHOM
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BOJIOM U JiepuBatumMa 2a u 2f y3era joun jeqHa rpyma koja je Tpetupana pactBopom EMC-a 'y
koH1eHTpauuju o1 300 mg/kg renecue mace. JKuBotume cy ceqam J1aHa TpEeTHpPaHE OPATHUM
nyrem nepuBaruma 2a u 2f y xonuentpauuju ox 20 mg/kg TenecHe mace, jeIHOM THEBHO.
OcMor naHa KHBOTHEIEG Cy JKPTBOBAaHE, HAKOH dera Cy jerpa, OyOpe3nm M KOCHA CpxK

MIPUKYILJbEHU 32 JJajby aHAJIU3Y.

2.10.4. ICTIMTUBAE AHTUTEHOTOKCUYHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a u 2f HAKOH OPAJIHE

AIUVIMKALIMJE

AHTUT€HOTOKCHMYHA aKTHBHOCT OpAaJIHO aIlUIMLIMpaHuX JepuBara 2a u 2f mpouemeHa
j€ TaKo IITO Cy KUBOTHH-E MPBO TPETHpaHE UCIUTUBAHUM JepuBatuMa na notom EMC-om.
XKusotume cy Tpetupane nepuBatuma 2a u 2f y xonnenrpamuju 20 mg/kg tenecHe mace, a
HakoH Tora pactBopoM EMC-a xonmnentpamuje 300 mg/kg Tenecne mace. Hapemnor nana

U3BPIIEHO j€ )KPTBOBAE )KUBOTHUILE; jJeTpa U OyOpe3u NMPUKYIIJLEHHU CYy 3a Jajby aHAIH3Y.

2.10.5. OIPEBPUBAKE HUBOA OIITEREWHA JIHK AJIKAJTHUM KOMET TECTOM

Omrehewe JIHK je MepeHO mpUMEHOM KOMET TECTa IO AIKATHUM YCIIOBUMa, IIpeMa
MeTOoIH Kojy ¢y onmcanu Singh u capagaurm.
Pearencu xopuiiheHu 3a ajqkaaiHu KOMET TECT:

70% eTaHon

1.5% "nopmanna" araposa y docdarnom nydepy:

20 mM NazHPO4, 10 mM KCI, 70 mM KH2PO4, 340 mM NaCl, pH 7,4

HBSS (enr. Hank's Balanced Salt Solution) mydep:
0,14 g/L CaCl;, 0,4 g/L KCI, 0,06 g/L KH:PO4 0,1 g/L MgClx6H20, 0,1 g/L
MgSO4x7H20, 8,0 g/L NaCl, 0,35 g/L NaHCOs, 0,09 g/L Na2HPO4x7H-0, 1,0 g/L D-
riyko3a, 20 mM EDTA u 10% DMSO

1% arapoza ca HUCKOM TaykoM ToIUbema (eHr. low melting point agarose, LMPA)

pacTtBopeHa y pocdaTHoM nydepy

[Tydep 3a nuzy:
2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10,0
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[Tydep 3a enexrpodopesy:
300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13,0

[Tydep 3a Heyrpanmzanwmjy:
0,4 Tris-HCI, pH 7,4,

97% eraHoJI

Pearenc 3a 6ojeme:

Etuaunjym 6pomuna, 20 pg/mL

[TPUTTIPEMAIGE TUIOUMIIA. CTakieHe IUIOYHWIle ONpaHe Cy JETePUEHTOM, OCYIICHE U
obpucane 70% eranonoMm. 3a mouune je kopumhena 1,5% "Hopmamna" araposa y
dbocdharaoMm mydepy.

[TPUTIPEMAE CYCIIEH3UIE REJIUJA. JeTpe, OyOpe3u u KOCHA Cpx OyTHE KOCTH Op30
Cy YKJIOWEHE ca eKCIEPUMEHTAIHUX KUBOTHHA U MpebadyeHe Ha Jjiell, a 3aTUM CY OJ/IBOJEHO
npurnpemMane cycnensuje henmja. Y3opuuma jerpe, 0yOpera uiam KOCHE CpXH JI0AaTo je 1o 1
mL cBexe nmpunpemsbeHor u oxnahenor HBSS mydepa, y3opak je ycuTwmeH u mporieheH.
[TocTymak je MOHOBJbEH TPH ITyTa M MPHUKYIJbEHA j€ KOHauHa CyclieH3uja henmja.

[Totom je momemano 10 pl mobujene cycnensuje hemuja u 75 pL 1% arapose ca
HHUCKOM Ta4KOM TOIJbewa y dochatnoMm mydepy (LMPA). Hakon memama, 85 plL nobujeHe
CMellIe je OAMUIIETUPAHO U HAaHETO Ha MPETXOAHO MPUIPEMIbEHE CTAKJICHE IJIOUUIE U OAMAaX
MIPEKPUBEHO MOKPOBHUM CTAKJIOM, Kako OM ce henmujcka CycleH3Wja 3ajeJHO ca arapo3om
pacrnopeaniia y TaHKOM CJIOjy 1O IpeamMeTHoM cTakiy. Hakon 10 MuHyTa, MOKpOBHA CTaKIia
NaXJbUBO Cy YyKIomeHa W HaHeto je 100 pL 1% LMPA. Hakon nonatHux 10 mMunyTa,
wioyuile cy nopehane y rmactuyde nocyzae ca mydepom 3a nuzy. Hakon 1 cara u 30 munyra
Ha 4°C, ounie cy npebayeHe y MIACTHYHE MOCyAe ca mydepom 3a enekrpodopesy, 30
MUHYTa Ipe XxopuzoHTtaiHe enekrpodopese (2 kV u 139 mA tokom 30 munyra). [Tnouunie cy
u3BaheHe U3 Kajauie 3a enekTpodopesy, oOpucaHe W mnopehaHe y IUlacTMYHE Mocyne ca
nydepoM 3a HeyTpaiuzalujy, a 3aTuM y 97% eranon 20 MunyTa.

[Ipe ananu3upama miouunie cy ocyuieHe y Easy breeze gel dryer-y 30 munyta, a
3atuM Oojene ca 80 uL ermamjym OpoMuia M MOKpHBEHE MOKPOBHUM cTakioM. Komere cy
aHanmM3upaHe u ycnukane nomohy Nixon ¢uyopecuentnor Mukpockona (Ti-Eclipse) ca CCD

kamepoM. Cto henuja mo ciajay HACYMHYHO je yCIMKaHO U aHanusupano. Komere 6e3 riaBa
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u oHe ca ckopo uenom [JHK y peny wim ca Beoma IIMPOKUM PEIIOM M3Y3€3€TE Cy U3 aHAIU3E,
jep oHe Mory mpecTaB/baT MpTBe henuje.

Komere cy mpBO BH3YeTHO aHaIM3MpaHe W Kilacu(UKOBaHE y IET KaTeropuja,
nedunucanux xao 0 (Hema omrehemwa), 1, 2, 3 (Mana, cpeama u Benuka murpanuja JJHK) u 4
(Bucox HuBo nerpamamuje JHK).!3® Vkymam cxop wmspauysar je mpumeHoM (opmyie
(2.16):1%

YkynaH ckop = (% henuja y kiacu 0 x 0) + (% henujay knacu 1x 1) +
(% henujay knacu 2 x 2) + (% henuje y knacu 3 x 3) +
(% henujay knacu 4 x 4) (2.16)

[Ipouenar peaykuuje (%P) y yKylnHOM CKOpY HaKOH TpeTMaHa JiepuBaTHMa XpOMaH-
2,4-mioHa, a y IHJbY YTBphHBama aHTUTEHOTOKCHYHOT e(eKTa, padyHaT je NpUMEHOM
dopmyre (2.17):136:137

C. B. YKyIIHOT CKOpa A — c. B. yKyIIHOT ckopa b
%P =

x 100 (2.17)
C. B. yKYIIHOT CKopa A — C. B. yKyIHOT ckopa B

I7Ie C.B. YKYIHOT CKOopa A TMpeAcTaBba CPelllby BPEAHOCT YKYITHOT CKOpa y MO3UTHBHO]
koHTposi (EMC); c.B. ykymHOT ckopa b mpencraBiba cpefmy BPEIHOCT YKYITHOT CKOpa y
IpyNH TPETUPAHO] UCIIUTUBAHUM jeIMI-EHbMMA U C.B. YKYITHOT cKopa B mpezncrasiba cpenmy
BPEAHOCT YKYITHOT CKOPA y HEraTUBHO] KOHTPOJIH.

Hakon Bm3yenHe aHanmuse, henuje cy KBaHTHU(HKOBaHE NPUMEHOM codTBepa
TriTekCometScoreTM Freeware v1.5. Jlyxuna pemna, mponieHat JIHK y peny m pernHu

MoOMeHaT n3abpaHu cy Kao MapaMeTpu 3a NpolieHy cTernena omrehema JTHK.

2.10.6. CTATUCTHUYKA AHAJIN3A

JloOGujeHu pe3ynTaTu CTaTUCTUUKH Cy aHanu3upanu nomohy SPSS codrsepa (Bep3uja

13.0), y3 momoh ANOVA craTUCTUYKUX MapaMeTrapa, npu 4emy cy pesyiaratu ca p < 0,05

CMaTpaHu CTaTUCTUYKHU 3Ha‘lajHI/IM.
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2.10.7. UCIIMTUBAKE MHTEPKAJIALIMIE THK JEPUBATUMA 2a-h TIOMORY ®JIYOPECLIEHTHE

CIIEKTPOCKOIIMJE

dapmaxkosiorija mHTepakiyje nepuBara 2a-h ca mamoBckom Tomomsomepazom llo
(rToplle) neduuucana je HakoH ojapehuBama MeCTa Be3HMBamba JCPUBATA TMPHIHMKOM
uHTepaknyje. Hajipe je mpouemena ciocoonoct untepakiuje ca JJHK. IIpunpemsen je 1%-
tHU pactBop Hatpujym-AHK (10 mg/mL) y Tris—-HCI nydepy (pH 7,3) na temneparypu 5°C,
y3 MOBpPEMEHO Mellame y TOKy 24 cara pamu xoMoreHm3armje.!®® dunanna xoHnenTpanuja
pactBopa JIHK ogapehena je cmexkrpodoromerpujcku Ha 260 nm momohy koedwuiujeHTa
MonapHe ekcTuHKIHje 01 6600 cm™M™ (uspaxenor y Bugy monapaocTu dochaThe Tpyre) u
u3Hocwna je 25 mM. PacrBopu mokcopyouimHa (I mM) u nmepuBara 2a—h (2 mg/L,
KOHIICHTpaIlMja KOja OJroBapa KOHIICHTPAIMjU aIUIMIMPAHO] HA OJPACIMM TaIlOBUMa Coja
Wistar) npunpemisern ¢y y PBS-y (pH 7,4). OBu pactBopu Cy y Kammuma JI0JaTH PacTBOPY
JIHK, y3 HempecTaHo Meniame 1a Ou ce J00M0 XOMOTE€HH PacTBOP.

dnyopuMeTpHUjcKH eKCIIepUMEHTH ¢y u3BeaeHn Ha Dymamica HALO DB-20 UV-Vis
cnekrpodoTometpy. PactBop JIHK, xornentpanuje 200 mM, npumnpemibeH je pa3z0nmaxuBa-
BEM TOpEe HaBelIeHOT pacTBopa Ha temmeparypu 24+1°C. Yzopum koju caapxe 0,06 mL
jemumema u JJHK pactBopa m3Memanu cy na Ou ce JOOMIM €KCIIEPUMEHTAHU PacTBOPHU
JOKCOPYOHIIMHA ¥ UCIIUTUBAHUX XpOMaH-2,4-TMOHA U 4-XUIPOKCUKYMapHHa.

3a 1oKkcopyOuIH, (PIyopeciieHTHH CIIEKTPH 3a0eIeKeHU Cy Ha Aex = 480 nm U Aem 01
500 mo 750 nm, a 3a nepuBate 2a-h Ha Aex = 205 NM, u Aem 011 150 1o 250 nm. UHTEeH3UTET
Tpake 3a Hokcopyoura Ha 592 NM uckopwuirheH je 3a payyHame KOHCTaHTE Be3uBama (Ka).
Pesynratu QuyopecreHnyje NpuMemEHH Cy 3a MPOLEHY BPEIHOCTH KOHCTAHTE BE3UBAha

KoMILiekca popmupanux usmely jenumema u JJHK. U3 jeqnaunne (2.52):

log[(Fy — F)] = logK, + nlog[Q] (2.52)

cnoboaHa (pakija dayopodope (f) Moxe OWTH H3pauyHata U3 MOAU(PHKOBaHE Stern—

Volmer jeanaunne (2.53):

+= (2.53)

HEBEHA CTAHKOBUR 199



JIOKTOPCKA TUCEPTALIMJA EKCHNEPUMEHTAJIHU JIEO

rae je Fo MOYeTHH WHTEH3UTET (QIIyopecleHnuje, F WHTEH3UTET (QIIyopecleHIrje Y
NPUCYCTBY MOJIEKYJIa ca KOJUM Ce OCTBapyje uHrepakiuja, K je Stern—\VVolmer-osa koHcranTa
CMameHha HHTCH3UTETa uryopecieHyje, [Q] je MolapHa KOHIIEHTpalldja HHTepKaiaTopa, a f
je dpakmmja pmyopodope AOCTYIIHE MOJIAPHOM MPHUTYIINBAYY, MTO YKazyje Ha (PppaknuoHU
JONPUHOC YKYITHOj €MHUCHjU MPUIMKOM HHTEpaKije ca XuApoPOOHUM NpPUTYIIMBAYCM.

Bpennoct koncrante Ka Moke ce u3padyHatu u3 jeanaunne Fo/F = K[Q] + 1.

2.10.8. OIPEPUBAKE AKTUBHOCTU ATPA3E

C o003upoM Ja HE TOCTOJU KOMEpIHUjaTHO [OCTyrmHa pekoMmOuHoBaHa rToplla,
kopuithena je xymana Topllo (AToplla) ca ATPa3oMm, kao Mojen Ha KOME ce MOTY
u3BpmuTy Orosomiku eceju. [Ipema UniProt 6asu nomartaka (kox P11388) xymanu anasior
nmocenayje npeko 88% crMyHOCTH y CeKBeHIM ca maroBckoM (kox P41516), ma je oBaj
MPOTEHH MPUMEHEH 3a oapehuBame akTuBHOCTH ATPasze momohy He3HaTHO MOIU(UKOBAHOT
ManaxuT 3eneHo eceja.l®® Vkparko, pearenc koju caapxku Mmamaxut 3enero (0.0812%,
wt/vol), monuBuHUI anmkoxon (2.32%, wt/vol), amonujym’ mommbaar (5.72%, wt/vol, y
pactBopy 6 M HCI), u Milli-Q Boay momemane y ognocy 2:1:1:2, nmpunpemsbeH U dyBaH je
Ha Temneparypu on 4°C. PactBop ATP-a, konnentpamuje 100 mM npunpemsber je y 100
mM pactBopy Tris-HCI mydepa npu pH 7,4, 20 mM KCl u 6 mM MgCly. Peakiona cmera
3a onpehuBame aktuBHOCcTH ATPaze, 3ampemune 100 mL, ca pa3nmuuuTuM caapkajemMm
hToplla (1-14 mg/mL) u ATP-om naKyOMpaHa je y pa3auduTUM BPEMEHCKUM HHTEPBAMA.
OnTuManHa KOHIIGHTpalja MpoTerHa A00HjeHa je U3 eceja KOJUM je M3BpIICHA XUIPOJIn3a
ATP u npumemeHa je 3a Jajba HCHUTHBAaWka KUHETHKE eH3uMa. Peakuuje cy 3amouere
nonatkoM 250 mM pactBopa ATP-a u unkyOupameM y ToKy 2 yaca Ha Temnepatypu 37°C.
HonaBamwem 800 mL peareHca ManaxuT 3€J€HO peakiyja je 3aycTaBJbeHa, Te je 3a0enekeHa
aricop6aniia Ha 620 nm ua Microtiter Plate Reader-y (Synergy HT; BioTek). Bpeanoctu
onrtruke ryctune (ODs20) n00ujeHe 3a cBaky koHIeHTpanujy ATP-a 6e3 en3uma, kopuiherne
Cy 3a mojeulaBame Hyjle ypehaja, oK je OoTImylITame Heopraickor ¢ocdara u3payyHaTo U3
cTaHJapAHe Ipase 3a ¢ocdaT. bp3uHa eH3MMCKUX peakiija aHalu3upaHa je HeTMHEeapHOM
perpecujom, koja je onucana Michaelis—Menten jeanaunnom. Bpennoctn koHctante Km H
Op3uHe Vmax 10OMjeHe cy moMOhy JMHEapHE perpecHoHe aHalIu3e PeLUIIPOYHUX BPEIHOCTH
op3une xuaponusze ATP-a (1/V) u xonuentpanuje ATP-a (1/S). Pesyaratu cy npeacraBibeHU

Kao Cpc€amba BpCAHOCT TPpU HEC3aBHCHA CKCIICPUMCHTA.
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2.10.8.1. ITPOLIEHA MHXUBULIMJE ATOPIla-ATPA3E

Nuxubunuja aktuBHoctn ATPase MepeHa je HaKOH J10/1aTKa UCIIMTHBAHUX JIepUBaTa,
pacTBopeHux y pactBopy PBS-a, y konnentparujama 0.5, 1, 2 u 4 mg/L, u uspaxena y 1Csg
BpenHOCTHMA. 3a ojpehuBame BpemHocTH Km™™ U Vi, aHanmusupanu Cy KHHETHUYKH
nonany xuaponmse ATP-a nomohy nuneapHe perpecrone ananmse. Koncrpyucan je rpaduk
JIBOCTPYKUX penumnpodnux BpemHoctu (Lineweaver—Burk—oBa nmueapHa Tpancdopmaimja
[1/V y onrocy Ha 1/S]) pacTyhux KOHIIEHTpAIMja HHXHOUTOPA Y OJHOCY Ha Xuapoausy ATP-

a, y IMJby TyMauewa HaunHa naxuounuje ATPaze.

2.10.9. MOJIEKVJICKO JOKOBAE HA rTOPIIa

2.10.9.1. TIPErIE CTPYKTYPA TOPIIa

Pasmarpame MexaHW3Ma TEHOTOKCHYHE W AHTUTEHOTOKCHYHE AaKTHBHOCTH 3aXTeBa
no6po mo3HaBame cTpykrype Toplla. Kao mro je Beh momenyro, Toplla je xomoanmep koju
CE€ CacToju OJl TPU HE3aBUCHA, aJIM 32 aKTHUBHOCT HEOMXOJIHA, CYOpEernoHa KOjU C€ Ha3WBajy
N-tepmunyc, JIHK-Be3yjyhu u packumajyhn nomen u C-tepmunyc.'®® V crpykTypu cBakor
N-TtepmuHyca Hama3u ce 1o jemaH peruoH ATPaze y kome ce Bpmu BesuBame ATP-a m
HEroBa XUAPOJIM3a Mpe U Hocie packujaama apoctpykor snanua JHK u meroBor moHoBHOT
cnajama. Mutepakmuja ATPasze ca ATP-om wuHaykyje ammepusaiijy MOHOMEpa WU
pasaBajame, yclesn yera je N-kamuja 3atBopeHa unm otsopeHa.’*! Perwon rae ce Bpim
BesuBame U packupame [IHK ce cactoju oq TOPRIM (enr. TOpoisomerase/PRIMase)
peruoHa, Koju caapxku joH Mg?* ykibyden y mexauusaM packunama JHK nanana, 1 WHD
(enr. winged-helix domain) oGmnacrt, koja y cebu caap>Ku TUPO3UH U3 aKTUBHOT 1eHTpa. Oda
OBa peruoHa ykjbydeHa cy y gopmupame JIHK-kanuje. Ha kpajy, C-repMuHYC mpeacTaBiba
C-xanujy. 14

Kama ce mo3Hajy ocHOBHe cCTpykTypHe Kapakrepuctuke Toplla, Moryhe je
KoHCcTpyHcatu xomoJoru mojen Toplla mamoBa, unja kpucTanHa CTpyKTypa jOII yBEeK HHje
no3Hata. [IpuMeHa MeTo/1a MOJIEKYJICKOT IOKOBamba U MOJIEKYJICKE IUHAMUKE Ha XOMOJIOTOM
mozeny rTopllo mamoBa Ham Jajbe MOXkKe OMOTYNHTH pa3yMeBame€ TE€HOTOKCUYHE U

AHTUTCHOTOKCHYHC aKTUBHOCTH UCIITMTHBAHHUX jC,Z[I/IH:eH:a.
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2.10.9.2. CEJIEKLIMJA KPUCTAJIHUX CTPYKTYPA TOPIIa

[MperpaxuBamem PDB (Protein Data Bank) 06a3e momaraka wusasojeno je 34
kpuctanaux crpykrypa Toplla, koje cy monereHe y IBE TpyIe: KpPHCTAIHE CTPYKType
ATPa3e u KpHuCTallHE CTPYKTYpE PETHOHA Y KOME C€ BpPLIM PACKHUJIAHkE U IIOHOBHO BE3UBAKE
JIHK. TlomTo je ik OBOT HCIIMTHBAKA JeUHUCAmEe OMOAKTHBHUX KOH(OpMAaIHja IepruBaTa
xpomaHn-2,4-muona ynyrap Toplla, ca PDB 06a3e momaraka mpey3ere Cy KpHCTaJIHE
cTpykType unxubutopa ATPase ca PDB komoBuma 1PVG,'*? 1ZXM, 1ZXN,**! 4GFH u
4R1F,** Te nHxMOMTOpa perMoHa y KoMe ce BPIIM PacKHAamke U MOHOBHO Besupame JJHK ca
xomoBuMa 2XCT, 14 3L4), 3L4K, ¢ 4BUL' 1 4PLB.*8 Cu 01abpann KOMIIEKCH YIUTaHHA
cy y rpaduuku kopucHnuku uarepdejc nporpama UCSF Chimera u moGoJsbiianu J0/1aBambeM
aToMa BOJIOHWKa MpuUMeHoM leap mojayrma makera Amber 12, HakoH dYera je H3BpIICHA
MPOTOHAIIMja CBAKOT aMHHOKHCEIMHCKOT M HYKJIEMHCKOT ocTaTtka, rmpu pH 7,4, mpumenom
Antechamber momyna Amber 12 maxera.®® Kowmmmekcn cy comBaTHcannm (KOMaH/a
SOLVATEOCT) y npocTopHOj pelieTkH yHOIIemeM pacTojama of 10 A ca momexynuma
soje (TIP3 mozen), Heyrpanucanu jounMa Na* u ClI' 1 mogBprayru npouecy MUHEMHU3ALU]e
npumenoM Sander moayina AMBER makera noctynkom y 1000 kopaka, pu 4eMy je CBaKH
HapeaHW KOH(GOpPMEp HMMao HajMamky MOTYhy €Heprujy y OJHOCY Ha MPETXOJHU (CHT.
steepest-descent energy minimization). JIpyru kopak y MUHHMH3AIHMjH CHCTEMa U3BPIICH j& Y
4000 xopaka npu 4emy cy napoBu KoHpopmepa Koju caapke Hajsehy ¥ HajMamwy €HEeprujy
CHUMYJTaHO MHUHHMMH3UpPaHH 0 MOCTH3ama HCTe eHepruje (eHr. conjugate-gradient energy
minimization). C 003upoM J1a Cy Ipey3eTH XOMOJAUMEPU UIACHTHYHE CTPYKTYPE, KOMILIEKCH
cy mopaBmanu mnpumeHoM MatchMaker moayna ummuiementupanor y Chimera codrsep,
IpeMa KpUCTaIHO] CTPYKTYpH eH3uMa ca kojaoM 4GFH, jep jennHo oBa KpucTaliHa CTPYKTypa
caapxu oba peruona, ATPa3zy u JIHK-Be3syjyhu u packupajyhu peruos, a 3atum Cy JaHIU
pa3aBojeHH MpUMEHOM Komauze split mpeko komannne nunuje. Oarosapajyhu pas3nBojeHU
JIAHIM, KOJU Cce Hallaze YHYTap jeJHOT MOHOMEpA CY MOPaBHaHU U KOPUIThEeHU KAao MOYETHH

KOMIUICKCHU 3a MOJICKYJICKO JOKOBAC.

2.10.9.3. XOMOJIOI'O MOJEJIOBAKE rTOPIla

C o63upom aa kpucranna ctpykrypa rToplla jomr yBek Huje noctynHa Ha PDB 6a3u

noaaraka, CTPYKTypa OBOTI' IMPOTCHUHA ILO6I/IjeHa je MNpUMCHOM TIIpoLCAYpPC XOMOJIOror
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MOJIEJIOBaka, UMILIEMEHTHpAaHe y ayToMaTu3oBaHoM cepsepy SwissModel.!*® Ongojenn
MOCTYIIIM MOJIETIOBama Cy KopuitheHu aa 6u ce kpeupana komiuieTHa ctpykrypa #Toplla.
Hajnpe je wu3Bpmeno ynopehuBame CEKBEHLM pa3IUYUTHX MOJIENI OpraHu3ama
nomohy BLAST mopayna UniProt 6a3e mogaraka, ga Ou ce yTBpAWIO KOja BPCTa MOCEIyje
HajBehn mpoueHaTr WISHTHUYHOCTH y NMpuMapHoj cTpykrypu ca rToplla. Hajsehu mpouenat
nokanama o1 88,31% je mponahen usmely cexBenue Jpynckor (koa P11388) u marosckor
ersuma (kox P41516). CexBeHia manoBckor eH3uma ca kojgoM P41516, koja canpxu 1526
aMUHOKHCEJIMHA, TOJBPTHYTa jeé XOMOJIOTOM MojenoBamy. SwissModel moa mopaBHama
npuMemeH je 3a npurnpemy ATPaze, kako Om ce Ha OCHOBY CEKBEHIIE €H3MMa I1aloBa H
XyMaHe KpHCTalHe CTpyKType, ca kojgoMm 4RI1F u pesomyrmjom ox 2,51 A, remepmcana
nanoscka ATPasza.'* 3atum je xpucramna crpykrypa xymane Topllo ca xomom 4FM9
(pesonymmja 2,90 A), xoja He caapsku MHXMOUTOp, KopuirheHa 3a XOMOJIOTO MOJETIOBAME
JIHK-Be3yjyher u packumajyher permona.’*® Jlo6ujene XoMomoro MozenoBaHe CTPYKType
MopaBmaHe Cy MpeMa KpUCTAITHO] CTPpYKTypH ca kogoM 4GFH u cauyBane kao jeman ¢aji.
Ounanuzanyja Mojena u3BpuieHa je nomohy Modeller codpreepa ummnementupanor y UCSF
Chimera mporpaMm J0JaBamkbeM OCTaTaka KOJU HEAOCTajy U TONYHaBalkbeM HAaCyMHUYHO
yeujere ctpykrype.r®® Crpykrypa G-JIHK cermenra (eHr. gate) mobujeHa je momohy 3-D
DART wmopnenepa kopumihewem 4GFH kpucramne cTpykType, HaKOH Hera je CBE TO

UMIUIEMEHTHpaHo Yy manoscky Toplla.r!

[Totom je xommuieTHa maroBcka Toplla
npunpemibeHa y nporpamy Chimera, kao mrto je Beh paHuje onmcaHo, U MopaBmkaHa MpemMa
ocHOBHO] cTtpykTypu Topllo, ma Om ce onapemwiie HWBHUXOBE pEIaTUBHE KOOPJMHATE.
dopmupaHu €H3UM Jajbe je KOpUIINEeH 3a MOJIEKYJICKO JIOKOBAHKhEC U MOJICKYIICKY THHAMUKY

ATP-a u nepuBara 2a-h.

2.10.9.4. [IPUMEHA MOJIEKVJICKOT JIOKOBABA

MeTtoaa MOJEKYJICKOI [OKOBama IPUMEHEHA je HHHUIMJAIHO 3a PENpoAyKLH]y
nocrojehux KpUCTAIHMX CTPYKTypa HHXuUOuUTOpa y kommekcy ca ATPasom u JIHK-
Be3yjyhuM u packunajyhum pernoHoM. Ko-kpucranu3oBaHu HHXHOUTOPH pPENpOayKOBAHU Cy
NOMONy TIOHOBHOI' JOKOBama EKCIepUMEHTalIHe KOoH(opMalje, MOHOBHOT JIOKOBamba
HacyMHuYHE KOH(OpMallMje, YHAKpCHOI JIOKOBama EKCIIEpUMEHTalHe KOoH(opMmaiuje u
YHaKpCHOT JIOKOBarma HAaCyMHUYHE KOH(QOpMallMje NPUMEHOM ajropurama JIOKOBamba

umIIeMenTupanux y AutoDock, AutoDockVina u DOCK6 nporpamuma,®*96152
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2.10.9.4.1. TIOAEIIABAKE IIAPAMETAPA AUTODOCK ITIPOTPAMA

AutoDock je mpBu mporpaMm Koju je KopHIIheH 3a PenpoayKuujy KO-
KPUCTAIM30BaHUX CTPYKTypa HHXHOUTOpa. PurumHu nentap u potupajyhe Bese cy mojemeHe
nomohy AutoDock Tools amara. 3atum cy u3 3-D cTpykrypa npoTeHHa YKIOHCHH
HETIOJIAPHU aTOMH BOJIOHHKA, TOK cy Gasteiger-osa HaelleKTpucama U apaMeTpy pacTBapaya
nojenmeny ayromarcku. JlokoBame je m3BpmeHo momohy AutoDock 4.2 mporpama.®
JluMeH3uje IpoCTOpHE peleTKe Koja OKpyKyje akTuBHU 1ieHTap ATPa3ze cy nogemiene Ha 23
A x 16 A x 17 A, ca pacrojamem ox 0,375 A n3mel)y Tauaka mpocTopHe pelnerke, 10K Cy
oarosapajyhe mumensuje pemerke y JIHK-Besyjyhem u packunajyhem pernony nosaemiese Ha
17 A x 19 A x 13 A. Lamarckian-oB renercku anroputam kopuiheH je y cBpXy reHepucarma
KoH(popmalnMja JTuraHaga yHyTap akTUBHOI IieHTpa. [nobanHa onmtuMusanmja mnoyena je ca
nomynaiujoM o 200 cmydajHo W3a0paHMX JETWHKH, MAaKCHUMAJIHOM IPOIICHOM €HEPTHje O]

1,0 x 10° u makcumanHO 27 000 remeparmja. M3Bpurero je ykymHo 100 KoH(GOpMAIMOHEX

nperpara ca TonepaniujoM RMS Bpexnoctn oz 0,5 A.

2.10.9.4.2. IIOAEIIABAKE ITAPAMETAPA AUTODOCK VINA IIPOTPAMA

3a mporpam AutoDockVina mpumemeHa Cy HACHTHYHA TOJEIIaBama IMapaMmerapa
pemeTke W moJba kKao W 3a mporpam AutoDock. Cumynanuje JOKOBama Cy H3BEICHE Y
eneprerckom orcery oa 10 kcal/mol u anaimzom 100 koHpopmaruja. Pesynrar je caapkao

20 pa3znuuuTuX KoH(pOopMalirja 3a CBAKU PELETITOP.

2.10.9.4.3. IIOAEIIABAKA TTAPAMETAPA DOCKG6 ITPOI'PAMA

Penpoayknuja KpucTaJlHUX CTPYKTypa MHXuUOUTOpa m3BeneHa je u nomohy DOCK6
nporpama. TOKOM cuUMyIanMje JOKOBama, MPOTEHH j€ IOCMAaTpaH Kao PUTHUAAH JOK Cy
UHXUOUTOPU cMaTpaHu (QIEKCUOMIHMM U TOJABPTHYTH CY MHUHHMM3ALUJU EHepruje.
[ToBpmmHa nenor mpoTenHa u3pauyyHata je momohy DMS mporpama, xopucrehu cdepe
pamajyca ox 1,4 A HeratuBHa cimka NOBpUIMHE je 3aTHM TeHEpHCaHAa Kao CKyI
npeknanajyhux cpepa nomohy SPHGEN monyna npumemenux y nporpam DOCKG. Cdepe
KOje OKPYXKY]y MHXMOUTOp, a CaMUM THUM M KapakTepuIly aKTHBHH ILIEHTap, cauyyBaHE Cy

nomohy nporpama sphere selector. OBe cepe cy mocmyxuiie 3a ycMepaBame JUraHala Ka
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aKTUBHOM 1eHTpy. CTepHe U eleKTpocTaTHuke uHTepakuuje u3mely nuxudutopa u rToplla

uspauyHate cy nomohy nporpama GRID, npu uemy Mepeme BpIeHo Ha pactojamy oz 0,3 A.

2.10.9.5. MOJIEJIUPAKE JIEPUBATA 2a-h U MOJIEKYJICKO JOKOBAE HA rTOPIIa

Cee crpykrype ATP-a u nmepuBara 2a-h cy monenupane mpumenom Chemaxon's
msketsh moayma (http://www.chemaxon.com) u OnTHMH30BaHE MOJIEKYJICKOM MEXaHHUKOM,
HAKOH Yera je u3BplleHa KopekTHa npotoHanuja npu pH 7,4. Jluranau cy 3aTuM JOKOBaHH Yy
akTuBHOM LeHTpy ATPa3e, npumeHoM mporpama Koju je Hajo0Jbe M3BPIINO PETPOIYKIH]Y
KpucTtaiHux cTpykrypa (AutoDock, AutoDockVina min DOCK6) u kao mto je npensuheno

noacumaBambrMa MOJICKYJICKOT TOKOBamba.

2.10.9.6. CUMVYJIALIMJE MOJIEKVJICKE JUHAMUKE

HoOujern nurana-ATP-rTopllo kommiekcu kopumheHn cy 3a cuUMyjaluje
MOJIEKYJICKE JMHAMHUKE Yy MpHUCYCTBY pacTBapaya. Cumynanuje cy H3BpIIEHE MOMOhy
nporpama Desmond Molecular Dynamics System, koju je neo makera Schrdodinger suite
2009.1%* Monenu cy mpHnpeMibeHHM NpHMeHOM ‘system builder’ momyma. Ilapamerpu
OPLS 2005 moJspa cuia A0NEJbEHU CY 3a CBE cUMyJanuoHe cucreme. CBakW WHXHUOUTOP-
€H3MM KOMIUIEKC TO3UIMOHUPAH je y IEHTPY OpTOpOMOUYHE pelieTke, unMe je obe3deheno
na cucteM Oyje OKpY:KeH MOJIEKYIMMa BoJe Ha pacTojamy on 10 A ox 6uno xor atoma
OKpeHyTOT Ka pactBapauy. CosBartainuja je uzpiuieHna nmomohy TIP3 moznena. 3a moaemaBame
HEYTPaJIHOCTH cucTeMa noaaTtu ¢y joru Na* u Cl'y ¢usmonomkoj konuentpauuju ox 0,15
M. Penakcamuja Mojen cucreMa H3BpIICHA jeé NPUMEHOM MHMHHUMHU3ALMOHOT IMPOTOKOJIA
HAaKOH Yera je W3BpIIeHa MoJiekyincka nuHamuka NPT anroputmom y Toky on 1,2 ns.
KonTpona mputucka je npumemeHa 1a Ou ce octBapuo mputucak y henwju ox 1.013 bar,
M30TOIMMHOM METOAO0M KyrioBama. Metomom NoOse-Hoover Tepmocratupama KOHTPOJIHMCAHA
je temmeparypa Ha 310,15 K. /lunamuka KoBaJeHTHMX Be3a u3Mel)y Temkux aroma u
BoZioHMKa u3BpieHa je nomohy SHAKE anroputMa, npu yemy je poTanuja Be3a BplIeHa Ha
cBakux 2 fs. HTepakiuja Tpajekropuja kperama u3spiieHa je nomohy RESPA anropurma.
EHepruje enekTpocTaTHUKUX HHTepakiuja u3padyHate cy nomohy Particle-Mesh Ewald
(PME) wmertonme. bamcke enekrpocratuuke Lennard-Jones uHTEpakiuje cy MepeHE 0
pactojama ox 9,0 A. Tpajekropuje u eHepruje cy cHuMaHe Ha cBakux 4,8 ps. AnaTom 3a

aHaJM3y KBAINTETa cuMynanuje BpiieHa aHanuza RMSD u RMSF BpenHocTH, 100ujeHUX U3
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TpajeKTOpHja, Ty)KHHE BOJOHUYHMX Be3a, yrioa u van der Waals-oBux MHTepakimja u3

CUMYJIAIIMOHUX TPAjeKTOpH]ja.

2.10.9.6.1. MM-GBSA TTIPOPAYYHM U CJIOBOJIHA EHEPTUJA PA3JIATAA

CnobosiHa eHepruja Be3WBarba JIMTAHAA 3a PELENTOp u3padyHara je momohy MM-
GBSA (enr. Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area) anroputma mnpema

HaBeseHoj Gopmymu (2.18):1%2

AGhoind = AEele + AEvdw + AGsolv — TAS (2.18)

rne AEee OIroBapa pasiMIM E€IEKTPOCTATUYKHX EHEpruja m3Mel)y JuraHaa Be3aHOT 3a
perentop W ciobogHOT JWraHma, u3padyHara nomohy OPLS 2005 mospa cuma, AEvdw
omroapa van der Waals-oBom pompunocy enepruje, G0k AGsiy oaroapa cio00IHO]
eHepruju M cosBatauuju uzpauyHatoj u3 GB/SA OGeckonaunor mojnena. Embrace monymn,
nMmIuieMeHTupal 'y MacroModel, xopumnthen je 3a u3pauyHaBambe AFEee, AEviw U AGsoly
nmapamerapa. I[Ipomena entpormje, AS, je m3pauynara momohy Rigid Rotor Harmonic
Oscillator (RRHO) mpopauyna. IlpumeHom oBor anroputMa ojapeheHa je mpomeHa

BUOPALIMOHUX, POTAIMOHUX U TPAHCIAMOHUX EHTPOIIM]ja Be3UBamba JIUTaH a.
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3.1. CUHTE3A HOBUX JEPUBATA XPOMAH-2,4-TUOHA KAO IIOTEHIIUJAJTHUX

AHTATOHUCTA BUTAMUHA K Y TIPOIIECY KOATYJIAITAJE

Mehy cBUM JTOKYMEHTOBAaHHM OHOJIONIKAM aKTUBHOCTHMA jSAMECHA KyMapHHCKOT
tnna, 1" aHTHKOArynaTMBHA AKTHMBHOCT 4-XMIPOKCHKYMapMHA M HUXOBHX JEpUBATA
cBaKako je oj Hajseher 3nHauaja.’>® Bonehn ce oBOM mpemicoM, oBa JOKTOPCKa AMCEpTaIdja
CyMHpa Hamope Ja ce BepudHKyje in Vivo aHTHUKOArylaTMBHA aKTUBHOCT 0OCaM HOBHX
nepuBaTta XpoMaH-2,4-nuoHa U 4-XuApokcu-2H-XpoMeH-2-0Ha (4-XUAPOKCUKYMapHHA), 10
caJa HETeCTHpPaHMX Kao AaHTUKoarylaHara. XpomaH-2,4-TuoHu (XpoMmaH-2,4-XUHOHH)
yoOnYajeHo ce LIMUTHPajy Kao Toj-Kiaca 4-XUIPOKCHKyMapuHa, 003MpOM Jila HacTajy Kao
MPOM3BOJI HMHTPAMOJICKYJCKE TayTOMepu3allije XHUIPOKCUIHE Trpyne Ha mnojoxkajy C4
Kymapuna.t®

HepuBatn xpomaH-2,4-THOHA CHHTETHCAHH Cy TPHMEHOM KOHBEHIIMOHATHE U
MHUKpOTaJIacHe MeToie. KOHBEHIIMOHAITHOM METOJ0M CHHTeTHCaHu cy 2a-f kao nepuBatu 3-
(1-amuHOETHIIMACH)XpOMaH-2,4-TMOHA, KOHIEH3AI[HjOM I0JIA3HOT jeIuEbeha 3-areTuia-4-
xuapokcukymapuna (1) ca ogrosapajyhum amunom y npucyctBy EtsN (Illema 3.1). Peakiuja
KOHJICH3allMjeé WHIYKOBaJla je MHTPAMOJIEKYJICKY TayTOMEepH3alujy XUIPOKCHIIHE Tpyle Ha
nosoxajy C4 kymapunckor jesrpa. Ctora je yMecTo O4eKMBaHE UMHUHO Tpyre, hopMupaHa
CEeKyHJapHa aMHHO T'pyla BUIIMHAJIHA €r30 JBOCTPYKO] Be3W Ha mojoxkajy C3. Peakumjom
n3Mel)y ekBUMoOJIapHUX KOJIMYMHA TOJa3HUX peareHaca jaoOujeHu cy aepuBatu 2a—d ca
jemHuM XpomaH-2,4-XHHOHCKUM TpcTeHoM. JlepuBatu ca aBa XpomaH-2,4-XMHOHCKA je3rpa,
2e u 2f, cunTeTricaHu cy gojaTkoM JBa ekBuBajeHTa EtsN. CunaTe3a nepuara 2b Huje HOBA,
aNy je IpolLeaypa U3 IUTEpaType MoO0JbIIaHa y IUJbY 3HaYajHUjer NpuHOCca AepuBara. o’

EnemenTtapHa anammsa u cnekTpanHu nogauu y Buay IR, 'H NMR, ¥C NMR u
GC/MS cnekrapa cunretucanux nepusara (IIpwior 1, Ciouke 1-24) mokasaiu Cy MOTHYHY
CarjJacHOCT ca MPeJIoKEHOM MOJIEKYJICKOM CTpyKTypoM. Tayromepusanuja nepusara 2a-f
notepheHa je OACYCTBOM CHMTHala XMAPOKCUIHE Tpyne Ha mnonoxajy C4 y H NMR
ciektpuma (ITpumor 1, Crnuke 2, 5, 8, 11, 14, 17), 3atuM, MojaBOM IIHPOKOT CHHIJIETHOT
nuka y obmactu 14,00-11,08 ppm y 'H NMR cnexktpuma (IIpumor 1, Cnuke 2, 5, 8, 11, 14,
17) onHocHO Tpake cnabor MHTeH3uTeTa y obnactu 3420-3412 cm? y IR cnekrpuma
(Ipuor 1, Cnuke 1,4,7,10,13,16) koje oaroeapajy NH mpoToHy. Y HpHIIOr OBOM 3aKJbYUKy
jecte mpucyctBo curHana y C NMR crmekTpy Koju OAroBapajy ABeMa pasInuMTUM

KapOOHUITHUM Ipyliama 1 yrjbeHULIMa Koju popMupajy 60UHY IBOCTPYKY Be3y.
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Ca nmpyre cTpaHe, peakuujoM y arMoc(epy MHUKpPOTaJIacHOT 3payeha U MPUCYCTBY
cyndpamuna, mobujern cy gaepuBatu 2g u 2h (Illema 3.1), koju He MOMICKY
MHTPAMOJICKYJICKO] Tayromepu3anuju. JloJaTKoM eKBUMOJApHUX KOJHMYMHA peareHaca,
dbopMHpaH je MOHOCYICTHUTYHCAaHU CyldaMuIHu 1epuBatr 2g, JOK je JOJaTKOM JBa
exBuBasenTa cyndamuaa gooujen 2h. Ananmsom 'H NMR crexrapa (Ilpunor 1, Crmke 20 u
23) motBpheno je mpucyctBo OH-rpyme Ha monoxajy C4, y BUIy HIMPOKUX CHHIJIETA HA
nosioxkajuma 13,86 u 14,48 ppm. IIpucycTBo UMHHO Tpyme je TOTBphEeHO TpakoM y obiacTu
1678-1674 cm™ IR cnexrpa (Ilpuitor 1, Cruke 19 u 22) koja ce oanocu Ha C=N Be3y.

OcHOBHA TMPETHOCT KOHBEHIIMOHATHE CHUHTETHYKE METOJE j€ BHUCOKA €(PUKACHOCT
BHJIy NPUHOCA U JETHOCTAaBHOCTH MPOILIEIype KOJOM C€ Y JeTHOM KOpakKy J00Mjajy jeaumbema
cTpykTrypHO cimyHa ButamMuH K 2,3-emokcuny. Ca npyre crpane, IpUMEHOM MHKpPOTajIacHe
MpoIleype Cy CHHTETHCAHN HOBH JIEPUBATH 4-XUIPOKCUKYMApHHA, KOJU Y in VIiVo YCIOBUMa

Mory noutehn peakuuju Tayromepusanuje.*?

OH (6] (e HN/\/RI
X MeOH =
+EtN > R;: 2a —NH,
0" o R
HZN(ﬁn\/ 0" "0 b —OH
1
2a-2f
n=1-2 2¢ —SH
MeOH O\\s’/o
N —NHCH
H,N" "NH, 2d CHy
~>NH O
2e
0_,0 X
\S/
oH N Ry Ry 2g —NH, 0“0
A
_IN OH —NH O
2h
0~ o = 2f A
2g-2h
0”0 070

lema 3.1. IIpernen ommrer NoCTynka XeMHjCKe CUHTE3€ AepuBara 2a-h.
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3.2. IIPEABUBAIE AHTUKOATYJATUBHE AKTUBHOCTU U TOKCUYHOCTH

HOBOCHUHTETUCAHMX JEPUBATA 2a-h

3.2.1. BEBUBAKE JIEPUBATA 2a-h 3A CEPYMCKH AJIBYMUWH

AHTHKOAryJlaTHBHa aKTUBHOCT AQHTArOHHWCTAa BHTaMHHA K y MHOTOME 3aBHCH O]
(apMaKOKMHETUYKUX OCOOMHA CaMHX aHTArOHHCTa, MPOMCTEKIMX W3 HWHTEpakKIiuje ca
cepyMckuM anoymuHoM. CepyMmMcku allOyMHH jecTe Hocad aHTaroHucra ButammHa K 1o
enporuiasmaTiukor petukyayma 1 VKORCI kao mosekyiacke Mere, Te aHajanu3a HHTepaKiuja
AQHTAarOHUCTA Ca CEPYMCKHUM aJOYMHHOM MOXE IMOCITYXHTH Ka0 MHUIUjaTHH CKPUHHUHT 32
neduHuCcame a M ce AePUBATH OJf MHTEpEca YOIIITe MOTY pa3MaTpaTd Kao aHTarOHUCTH
ButamuHa K in vivo.

Hakon nedunmcama TamacHUX Ty)KMHA Ha KOJUMa TECTUPAHHU JIEPUBATH TIOKa3Y]y
MakcumyM ancopruuje (Ecknepumentanau neo, Civke 2.2 u 2.3), IpUMEHOM JAPYroT H3BOJa
UV-Vis amcoprimoHe CeKTPOCKOIHje BPIIICHA je MPoIeHa /1a U ce JaepuBatu 2a-h Besyjy
32 XyMaHU CEpyMCKM ajiOyMWH, W Ha KOju HauyuH. [IporeHa je Wu3BpIIEHA HAKOH
komiutekcupama 20 mg/L mepuBaTta, OJHOCHO KOHIICHTpamuje Koja oaroBapa 20 mg/kg
TeJIeCHe Mace ojpacyor maroBa coja Wistar, ca anOyMuHOM y (DU3HOJIONTKO] KOHIICHTPAIIH]H
(35 g/L). OnpehuBamem Tauaka HyaTOr mpenasa (Azcp) Ae(UHKUCAH je MAKCHMYM aricopIIije
JiepyuBaTa He3aBUCTaH o] KoHueHTpanuje. OnpehuBameM Tayaka He3aBHCHE KOHIEHTpALU]je
(Acicp), nmeduHECcaHe Cy TajgacHe AY)KHHE MaKCHMaJHE arCopIUje aHTarOHUCT-aJ0yMUH
KOMILJIEKCA.

3a BehuHy aepuBaTa Tadyke Azcp U Acicp ojApeheHe Cy Ha HETaTUBHHM BpPETHOCTHMA
Ipyrux u3Boda. Tako, Tauke HYJITOT Impenas3a aepuBaTa 2a u 2b oapehene cy Ha 228 u 229
nm (Cnuka 3.1A), 10k cy Azcp 3a 2¢ u 2d O6mne Ha 230 u 231 nm (Cnuka 3.1). Hagame,
Tayke HyATOr mpenasa aepusara 2e u 2f onpehene cy Ha 230 u 229 nm (Cnuka 3.2A), 10k cy
Azce 3a 2g u 2h 6une Ha 240 u 241 nm (Cnuka 3.2I"). OdekuBaHoO, JepuBaTU XpomaH-2,4-
JMOHA TIOKa3alu Cy Azcp Ha TPUOMIDKHUM BpPEOHOCTHMMA, yKa3dyjyhum Ha ciuyaH HaduH
BE3MBama Ha CEPYMCKHU allOyMHH, JOK Cy 4-XUIPOKCUKYMAPUHCKU JEPUBATH MOKA3aIU Azcp
Ha BUILIUM TaJacHUM aykuHama. Ca apyre ctpane, Li v capagHHUIM Cy OTKPUIIU Jia C€ TauKa

HYITOT Hpesa3a BappapuHa Hanasy Ha 278 nm. "
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Cauka 3.1. AnCOpniMoHU CIEKTPU U IPYTU U3BOJI CieKTapa aepuBata A) 2a (m) u 2b (¢);
(I') 2¢ (m) u 2d (#) pactBopenux y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4, kopumthenu 3a onpehuBame
Ta4yKe HYJITOT Mpeliasa; ATICOPIIIMOHM CIIEKTPH M IPYTU U3BOJI CrieKTapa jaepuBara b) 2a (m)
u 2b (¢); () 2¢ (m) u 2d (#) pactBopenux y pactBopy PBS-a mpu pH 7.4, y npucyctBy
anoymuna (35 g/L y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4), xopumhenn 3a oxapehuBame Tauke
He3aBHCHE KoHIeHTpaluje; Kamubpaimone kpuse aepusara (B) 2a (m) u 2b (¢); (D) 2¢ (m) u
2d (#) pactBopenux y pactBopy PBS-a, mpu pH 7,4, koHcTpyucane momohy crekTpa
M3BEJICHOT U3 TauKe HE3aBUCHE KOHIIEHTpALUje.
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Cauka 3.2. ATICOPIIIMOHM CIIEKTPH U JAPYTH U3BOJ cIieKTapa jaepuBaTa A) 2e (m) u 2f (¢);
(I') 2g (m) u 2h (#) pactBOpenux y pactBopy PBS-a, mpu pH 7,4, kopumhenu 3a onpehuBame
Ta4Ke HYJITOT Mpelia3a; ATICOPIIIMOHY CIIEKTPH U JAPYT'H M3BOJI ClieKTapa aepuBaTa b) 2e (m)
u 2f (¢); (1) 2g (m) u 2h (#) pactBopenux y pactsopy PBS-a npu pH 7,4, y npucycrBy
anoymuna (35 g/L y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4), xopumhenu 3a oapehuBame Tauke
He3aBHCHE KoHIeHTpaIuje; Kanmnbpannone kpuse aepuBata (B) 2e (m) u 2f (¢); (D) 2g (m) u
2h (#) pactBopenux y pactBopy PBS-a, mpu pH 7,4, koHcTpyucane momohy crekTpa
M3BEJICHOT U3 TauKe HE3aBUCHE KOHIIEHTpALUje.

VY mpucycTBY XyMaHOT CEpyMCKOT aOyMHHa, 3a0eexeHo je 6aTOXpPOMHO MOMEpamke
Tauaka HE3aBHUCHUX KOHLIEHTpalUja Acicp CBUX JepuBaTa y oxHocy Ha Azce: 290-291 nm 3a

2a, 2e u 2f (Cauxe 3.1b u 3.2b, pecnektuBHo), 285-288 nm 3a 2b, 2¢ u 2d (Cnuke 3.1b u
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3.111, pecriektuBHO), 295 nm 3a 2g u 2h (Cmuke 3.2[1). On cBUX TECTUPAHHX jeIUIHCHHA,
jemuHo cy 3a 2a u 2f u3padyHaTe BpeTHOCTH Tadyaka He3aBUCHHUX KOHIIEHTpaIlMja IPUOIIKHE
BapdapuHy, IITO je yKa3ajo Ja ce BEe3WBambe aHTUKOAryliaHTa u JiepuBara 2a u 2f 3a xymanu
CEpYMCKH aJIOYMHH OJIBHja HA CIIMYaH HAYMH, TC JIa CE OBA JIBA jeMHCHA MOTY U3/IBOJUTH O]
OCTAIIMX Kao TOTEHIMjaTHN aHTHKOArylmaHTH in vivo.”® Jla jenmmema 2a u 2f ucrossasajy
MOTEHIMja Ja OyAy aHTHKOArylnaHTH, MOKa3yjy W KaJMOpalroHe KPHBE PacTBOpA YMCTUX
nepusara 2a u 2f y npucyctBy anoymuna (35 g/L), korncrpyucane y omncery ox 0,5 mg/L — 40
mg/L, ca koedpunujenToM kopenanuje usmely nea nepusara Behum ox 0,99 (Cnuke 3.1101 u
3.2B). Ca npyre crpane, ca Ciauke 3.2A jacHO ce Moxe BujeTH na ce 2f Opxke Besyje 3a
cepyMcku anOymuH y oaHocy 2a (Cnuka 3.1A) mpu xoHneHtpamnujama ox 1 go 40 mg/L.
Wnak, pa3nuka HUje TOJHMKO HM3paKeHa, Ma MOXKEMO 3aKJby4HTH Jla C€ OBH JCpUBATH Ha
CIIMYaH HauYMH Be3yjy 3a alOyMHUH.

3a neTtasbHH]Yy aHATU3y MHTEpakiuja u3mehy nepusara 2a-h u anbymuna, cripoBeieHe
Cy cTynuje eMucuje (GayopecieHTHOT 3pademha HAaKOH MHTepaKifje ca anoymuHoM. Kao Bun
MO3UTUBHE KOHTpOJIe KopullheH je acnupHH, MO3HAaTH aHTUHUH(IAMATOpHHU JIEK, KOju ce
Takohe TpaHcmopTyje Kpo3 KpB momohy anbymmHa. M3otepme mobujene momohy Hill-oBe
teopuje (EcmepumenTtanuu neo, cekmuja 2.2.1.2, jennaunna 2.1) npukazane cy Ha Cinukama
3.3. u 3.4., ca KOjuX ce MOKE BHUJICTH JIa je Be3UBame JepuBara 2a u 2f 3a XymMaHu CEpyMCKH
anOyMuH 3HATHO WHTEH3WBHHU]JE O] Be3WBama BapdapuHa. Scatchard-oBoM aHamm3zom
nonataka (Ecnepumentannu neo, cekmuja 2.2.1.2, jenHaumna 2.2) noOUjeHH Cy CIUYHH
pe3ynTaTH.

Hajpeha 3a0punyTrocT Kama ce pasmaTpa Ja JIM he HEKO JeIUmbeme OWTH
AHTUKOATyJIAHT UIaK MPEeACTaB/ba TO Jia JIU he jenumeme, Ouno aa je XxpoMaH-2,4- TMOHCKOT
Wik 4-XUAPOKCUKYMApUHCKOT THIIA, HAaKOH aIlUIMKallhje W3a3BaTH YHYTpPAIIbE KpBapeme.
Crora je BeoMa KOPUCHO MPEABHIECTH TOKCHUYHOCT WM HEXeJheHe e(eKTe jeluibemha IMpe
camMe aJMHHHCTpalfje jeAUmeha Ha MOJEN OpraHu3My. Y TOM CMHUCIY, Pa3yMeBame
MeXaHH3Ma Be3WBamba aHTHKOAryJaHTa Ha CEPyMCKU aOyMHUH MOXKE JaTH YBHUJ Y PU3UK O]
YHYTpalImber KpBapemha H3a3BaHoT jeIHmbemeM. o0

[IpBu mapamerap KOjUM ce MOXKe MPeABUACTH MOTYNHOCT YHYTpaIImher KpBapema
jecte koHcTaHTa aconyjanuje (Ka). Ca moBehamem BpeJHOCTH KOHCTaHTE acolUjallije onajaa
KOHIIEHTpallMja CIO0O0IHOT aHTHUKOAryllaHTa y MJIa3MH, a ca HBOM M PU3HK O] YHYTPAIIHEer
KpBapema. KoHcTante Be3uBama (Ka) ¥ Opoj LleHTapa n Ha KOjUMa Ce BpIIHM BE3MBAHE 32

anoymuH, nodujene u3 Hill-oBux u Scatchard-oBux monena, cymupane cy y Tabenu 3.1.
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Cauka 3.3. A) Usorepme BesuBama jaepuBara 2a-h u Bapdapuna (W) pacTBOpeHHX Yy
pactBopy PBS-a, na pH 7,4 u 310,15 K, npu KoHCTaHTHO] KOHIIEHTpanuju andoymuHa (35
g/L) y pactBopy PBS-a, na pH 7,4 6e3 npucyctBa actiupuna; b) Pesyararu Hill-oBe ananuze
3a gepuBate 2a-h u Bapdapun (W) y pactBopy PBS-a, mpu pH 7.4, 3acHoBaHe Ha
PaBHOTEXKHO] KOHICHTpaIMju cinobonHux aepuBata 2a-h u Bapdapuna (W). MHTeH3MTET
¢dbyopecueHije yrnopehuBaH je ca aMUHOKHUCETMHOM TPUNTO(aH U3 aKTUBHOT IIEHTpa
cepyMckor anOymuHa Koja emuryje ¢uyopecueHTHO 3pauewe Ha 340 nm, 10K ce
excruTanuja Bpuy Ha 280 nm.

IIpumenom Scatchard-oBe Teopuje, koja je NpUKIaJHUja 32 payyHambe KOHCTAHTH
BE3UBamba je/INHbCHa 32 ATOYMUH, H3pavyyHaTe Cy KOHCTaHTe acouujaiuje aepusara 2a (Ka =
0,645 uM™) u 2f (Ka = 0,875 uM™).88 13 Tabene 3.1 Moxe ce BUieTH Ja Cy OBE BPEIHOCTH
3HATHO BMIIE Y OJJHOCY HA KOHCTaHTy Jo0ujeny 3a Bapdapun (Ka = 0,197 uM™). Bpennoctu
yKa3yjy Ha Behu MpolieHaT Be3uBama JepuBaTa U Malby KOHLEHTpaIHjy cio0oaHux 2a u 2f'y
1a3MH. 3aKJbYUEeHO je Ja Be3uBame 2a u 2f 3a cepyMcKu alOyMUH Y3pOKYje CMambeHH PU3UK
O]l yHyTpaller KpBapema Hero y ciyyajy Bap¢apuna. Taxole, oJHOCH paBHOTEKHHUX

KOHCTaHTH Be3WBama 3a anOymuH, 3a aepuBate 2a u 2f va 310,15 K, uzpauyHarux nomohy
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Hill-oBe u Scatchard-ose Teopuje cy 1,356 u 1,334, u3 yera MOXXeMO 3aKJbY4UTH Ja OBE

MeTOoJe Majy ciauyHe pesyarare. Jpyrum peunma, apUHHATET TECTUPAHUX JepuUBaTa Ka

anoymuny je ciuyad. [lopehemem paBHOTe)kHMX KoHcTaHTH 2f M Bapdapuna, M3payyHare

BpeaHoctu ojxHoca on 1,524 wm 4,442, mto ykasyje Ha M3PaXCHH]Y Pa3JIUKy Yy HAUYUHY

Be3MBama 3a alOyMuH y KOpHCT jeaumbema 2f. Ca npyre crpaHe, Be3uBame JepuBara 2a je

1,142, omHocHo 3,274 myrta jaye y onHOCY Ha BapdapuH. Mmak, oBe BpeJHOCTH yKa3yjy 1a je

2f MOX/1a jaun aHTUKOAryJaaHT o 2a.

TABEJIA 3.1. KoncranTe aconujanuje (Kau Ka’) u Opoj ieHTapa (n u n’) Ha KOjuMa ce BpIIU

Be3uBame nepuBara 2a-h u Bapdapuna (W) Ha cepyMcku anOyMuH y OJICYCTBY
U Yy NPUCYCTBY acHUpuHa (O3HaKa ° W3HAJ KOHCTAHTE), M3pauyHaTe MomMohy
Hill-oe u Scatchard-ose ananu3se turpamuje va 310,15 K y pactsopy PBS-a, Ha

pH 7,4.

JELL. n n Ka(uM™) Ka' (M) MOJEN
2a 1,022 £ 0,014 1,037 £ 0,014 0,425 + 0,054 0,432 £ 0,054 Jem. 1
1,048 £ 0,027 1,057 £ 0,027 0,645+ 0,023 0,661 £0,023 Jen. 2
2b 1,078 £ 0,026 1,046 = 0,025 0,226 £ 0,032 0,125 +£0,024 Jenm. 1
1,096 £ 0,012 1,064 + 0,038 0,353 £ 0,027 0,879 = 0,053 Jem. 2
2¢ 1,056 + 0,067 1,078 £ 0,024 0,113 £ 0,022 0,115+ 0,021 Jem. 1
1,074 £ 0,031 1,067 £ 0,032 0,357 £ 0,041 0,445 + 0,038 Jem. 2
2d 1,018 £ 0,014 1,057 £ 0,014 0,225 = 0,054 0,422 + 0,054 Jem. 1
1,059 + 0,024 1,061 £ 0,027 0,235+ 0,011 0,561 + 0,021 Jem. 2
2e 1,018 £ 0,014 1,057 £ 0,014 0,225 = 0,054 0,422 + 0,054 Jem. 1
1,059 + 0,024 1,061 £ 0,027 0,235+ 0,011 0,561 + 0,021 Jem. 2
2f 1,049 £ 0,281 1,075 £ 0,281 0,567 = 0,047 0,573 £ 0,047 Jem. 1
1,278 £ 0,013 1,283 £ 0,013 0,875+ 0,013 0,882 + 0,013 Jem. 2
2g 1,099 £ 0,221 1,089 + 0,382 0,166 = 0,024 0,275 £ 0,042 Jem. 1
1,175+ 0,013 1,183 £ 0,013 0,275+ 0,013 0,382 £ 0,012 Jem. 2
2h 1,022 £ 0,001 1,132 £ 0,251 0,363 = 0,067 0,373 £ 0,042 Jen. 1
1,173 £ 0,016 1,232 £ 0,014 0,372 £ 0,011 0,362 + 0,011 Jen. 2
w 1,209 £ 0,143 1,176 £ 0,143 0,372 £ 0,016 0,367 £ 0,016 Jen. 1
1,295 + 0,002 1,274 £ 0,002 0,197 £ 0,018 0,184 + 0,018 Jen. 2

Bpennoctu Ka 3a ocranie nepuBaTe Ouie cy 3Ha4ajHO Mame ILITO je YKa3ajo Ha TO Ja

6I/I, " 1opea HOTCHI_II/IjaJ'IHe AHTHUKOATr'yJIaTUBHC aKTHUBHOCTH, aHJII/IKaI_[I/Ija OCTAJIMX ACpUBATa

Ousa pu3nMYHA ca acleKTa yHyTpallker KpBamema. OBaj pe3yaTar OMo je U ouyinyaH GuiaTep

Jep je ykaszao Ha TO Ja ce jeiumerma 2a u 2f Mory 4ak u npe eBajyalyje aHTUKOaryJaTHBHE

AKTUBHOCTH CMAaTpaTH KaHIUAATUMA 3 i1 Vitro u in vivo CTyIHje.
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Jeman o BaKHUX pe3yiTara MPOUCTEKAO M3 eKCIiepuMeHaTa (uryopecieHuje 0uo je
Opoj monekyna aepuBara 2a—h Koju ce Mory Be3aTH 3a CEpyMCKH alOyMHH. 3a CBE
UCIIUTHBAHE JICPUBATE, U3padyyHaTH OpOj LIEHTapa Ha KOjuMa Ce BPILU BE3UBambe 3a aJOyMUH
(n) m3HoCHO je mpUOIMKHO 1, IITO je y CarIaCHOCTH ca KpUCTAIorpad)CKUM Mojaluma 3a
BapdapuH, IpeMa KojuMa TIOCTOJH caMoO jeJaH I0JIoXka] Ha alOyMuHy TIe ce BapdapuH
Besyje. OHaj pesynraT yka3ao je na Bpeau ypaautu in silico nmpensubhame kKoHbopMamuje
TECTUPAHKX JeMI-CHha MPUIMKOM BE3UBaba 32 CEPYMCKH aJOyMUH, TPUMEHOM MOJICKYJICKOT
nokoBama. JlepuHucame OMOAKTUBHUX KOH(OpMalKja, HAPOUUTO Yy CIIyda]y jeUbEma 2a U
2f, nano Ou BaxkHE MapameTpe Yy LMJbY MOTBpPJE MOTEHIMjaTHE aHTUKOAryJaTUBHE
aKTHBHOCTH jeIMIbCHa M MaJlOl PU3MKa M0 M3a3MBamkbe YHYTpAllkher KpBapewma. Pesynrartu

MPCATOKCHUX CKCIICPUMEHATA U3JIOKCHHU CY Y 1aJbEM TCKCTY.

3.2.2. BESUBAE JIEPUBATA 2a-h 3A CEPYMCKU AJIBYMUH Y ITIPUCYCTBY ACITHMPUHA

Ha Cnunu 3.4 npukazanu cy criekTpu (iyopeciieHnnje KoMmriekca aepusata 2a—h u
Bap(apuHa ca CEpyMCKHM aJOyMHMHOM Yy TPHUCYCTBY aclupuHa. VHHUIMjaTHOM aHAIM30M
rpaduka 3akJbydeHO je J1a Be3UBamE aClIMpPUHA 3a CEPYMCKH aJOYMHUH YaK yTHYE W Ha 0Jiaro
noBehame HMHTEH3UTETAa (IYyOpECICHIIMje AHTHKOATYIaHT-CEPYMCKH alOyMHH KOMIUIEKCa
nepuBata 2a u 2f, mopehanu uaTEeH3UTETH (DIyoperieHIje y o0a pacTBOpa yKaszyjy Ha TO Ja
jenrmea UMajy jon jadyd apuHUTET MpeMa Be3WBamy 3a CEPYMCKH IOYMHH, IITO je
KOpEeJIMpaJlio ca TBPAKOM Ja ce JAepUBaTH MOTY CMaTpaTU KaHIUIATHMa 32 aHTUKOAryJlaHTe
in vitro u in vivo. AQuHUTET jequmbema MmpeMa KpBHOM TPaHCIOPTEpY MOTBphEeH je HAKOH
M3padyHaBamka KOHCTAHTH acolldjallija HaKOH JIoJaBama acupuHa (Ka’).

Y mnopehemy ca pesynaTatuma A0OHMjeHUM 3a CHUCTEME Yy KOjuMa HeMa aclupHHA
(TaGena 3.1), Bpennoctu Ka’ 3a 2a u 2f nopacine cy HaKOH J10JaTKa acUpUHA A0 BPEAHOCTU
Ka’= 0,882 uM'l 3a 2fu Ka’= 0,661 ;,LM'1 3a 2a, JIOK je KOHCTaHTa acolljallrje 3a pacTBOP
ca Bap(apuHOM omnana 10 BpeaHoctu Ko’ = 0,184 pM™ (Tabena 3.1).

IToBehane BpenHoctu Ka’ nepuBata 2a u 2f ykaszane cy ja acnupvH He yTU4e Ha
noBehame KOHIICHTpAIUje jefumbemha y Mmaa3Mu. Jpyrum peunma, kana jeaumema 2a u 2f
JEeTHOM 3ay3My MECTO Yy aKTHBHOM IIEHTPY CEPYMCKOT aliOyMHHa, BPJIO j€ TEIIKO 3aMEHHUTU
WX aCMHUPUHOM IIpe J0Jacka M0 €HAOIUIa3MaTHYHOT peTUKylyma. ThMe je MHAWIUPAHO Jaa
jenumerma He Ou Tpebarno 1a mocedyjy KamaluTeT M3a3uBama YHYTpallmber KpBapema. 1ITo

ce THue BapdapuHa, JTOJATHO CMameme Ko’ BPEIHOCTH YKa3zyje Ha TO Jia je KOMILUIEKC
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BaphapuH-CePYMCKU AIOYMHUH BeoMa JIAOWJIAaH | J1a TIOCTOJH BEITUKU PU3HK O] YHYTPAIIHHET

KpBapemwa HHIyKOBaH Bap(apruHOM.

Cauka 3.4. A) U3zotepme BesuBama aepuBara 2a—h u BapdapuHa pacTBOPEHHUX Y pacTBOPY
PBS-a, na pH 7,4 u 310,15 K, npu koHCTaHTHO] KOHIEeHTpauuju andymuna (35 g/L) y
pactBopy PBS-a, na pH 7,4 y mpucyctBy acnupuna; b) Pesyaratu Hill-oBe ananuse 3a
nepuBare 2a—h u Bapdapun y pactBopy PBS-a, npu pH 7,4, 3acHoBaHe Ha PaBHOTEXHO]
KOHLIEHTpalUju cino0oaHux aepuBata 2a—h u Bapdapuna. Murensurer dmayopecueHiuje
ynopehuBaH je ca aMMHOKHUCEIHMHOM TPHUNTO(hAH M3 aKTUBHOT LIEHTPA CEPYMCKOT alOymMuHa
Koja emHTyje uryopecieHTHO 3pademe Ha 340 nm, 1Ok ce ekcuuTanyja Bpury Ha 280 nm.

3.2.3. OJIPEBUBAIGE ITPOLIEHTA BE3VBAIA JJEPUBATA 2a-h 3A CEPYMCKU AJIBYMUH

Hakon nedunucama BpeJHOCTH KOHCTaHTH acolMjandja U Opoja BE3UBHUX MecTa
JiepyBaTa BE3aHMX 3a CEPYMCKH ajOyMHH, ojpeleH je u mpoleHaT Be3uBama aepuBata HPLC

aHamu3oM. Tako, nepuBatu 2a, 2f u BapdapuH Be3yjy ce y BUCOKOM IPOIIEHTY 3a CEPYMCKHU
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QIOyMHH, IITO CE MOXE 3aKJbYYUTH U3 OCTaTKa CIOO0OTHUX (pakihja OBHX jCAHCHA Yy
cucremy koju u3nocu 0,7, 0,6 u 0,8% (Tabena 3.2, konona U ox enr. unbound, HeBe3aHO).
Hujarpam Be3uBama jeaumema 2a-h u BapdapuHa y pasnuuuTUM KOHILIEHTpalujama 3a

anoymuH npema Scatchard-oBoj ananmm3u je mpukasan Ha Cruiu 3.5A.

Camka 3.5. A) Scatchard-oB aujarpam cio6oanux aepuBarta 2a—h, u Bapdapuna y pacTBopy
anoymuna (35 g/L y PBS-y, pH 7.4); B) Lineweaver-Burk-oB aujarpam Be3aHux jequmcma
2a—h u BapdapuHna y pacTBopy anOymuHa. AMCIyca: PEeLUIPOYHA BPEAHOCT KOHLIEHTpAIH]je
cioboaHOr (HeBe3aHor) MoJiekyna. OpauHaTa: peUuIpoYyHa BpeIHOCT Opoja Be3aHMX
MOJIEKyJIa 110 MOJIEKyYIy ajJ0yMHHa.

Ananmu3oMm je moTBpheHO Ja CBa je[MIbema UMajy MO jeAHO CHeuu(GUyHO MECTO
Be3uBama (7;) 0K je Opoj HecrierpUIHNX BE3UBHUX MecTa (#2) OMO y nHTEpBaiy on 3,8 1o

4,2. NlepuBar 2f wucnosbaBa 0oJbM apUHHUTET Ka AIOYMHHY ca HajHIKOM BpeAHoIhy
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KoHCTaHTe auconrjanuje (Kq1) o 1,2 uM, a 3atum cieze 2a (Kq1 = 1,6 pM) u Bapdapun (Ka
= 5,3 uM). Koncranra quconujaiyje mpeacTaBiba joII jelaH 3Ha4ajaH WHICKC KOju npeaBuha
pPU3UK O] KpBapema HAKOH aruukamnuje nepuBara. LlTo je HIKa BPEJHOCT KOHCTAHTE
IHMCOIMjalije, jaue je BEe3MBambe aHTUKOAryJlaHTa 3a cepyMcku anOymuH, Behu je apuuuter
aHTHUKOAryJlaHTa TpeMa Hocady, Mama je KOHIIEHTpaluja cio0OJHOT aHTHKOAryjJaHTa Yy
IWIa3MH M Mama MOryhHOCT MHAyKOBama yHyTpammmer kpBapema.'®! Kao mro ce moxe
Bunety u3 Tabene 3.2, BpenHoctu Kq1 3HaYajHO Cy Mame 3a nepuBare 2f u 2a y ogHOCYy Ha
Bapdapun. Kako cy Bpemnoctu Kg1 u Ka pemumnpoune, mTo je Takohe moTBpheHo u
eKCIIepUMEHTATHUM u3pauyHaBamuMa (Tabena 3.2 y ogHocy Ha Tabeny 3.1) 06e koHCTaHTe
yKa3yjy Ha TO Jia HaKOH Be3WBama 3a CEPYMCKH alOyMHH, y IUIa3MH OCTaje HHCKa
KOHIIeHTpanrja 2a u 2f, Te ma oBa JBa JepuBaTa TMOKa3yjy MaJd PU3UK 32 H3a3UBaE

YHYTpAaIlIber KpBapema.

TABEJIA 3.2. IIponieHTyalIHe BPEJHOCTH CIO00HHX jeNbEha U MTapaMeTpy Be3UBamba 3a
2a-h u BapdapuH y pacTBOpY XyMaHOT CEpyMCKOT al0yMHHA.

JENL. U CIEMU®NYHO BE3VBAE HE-CIIEIIN®NYHO BESUBAKE  MOJIEJ
% ni Ka1 (uM) n2 Ka2 (UM)

2a 0,7+0,1 0,9+0,1 1,632+0,324 3,8+0,2 55,2+2,4 Jenm. 1
0,8+0,1 1,0+0,1 1,846+0,543 3,7+0,2 45,6+3,8 Jem. 2

2b 0,6+0,2 1,1+0,2 0,979+0,065 4,0+0,1 18,2+1,7 Jen. 1
0,7+0,2 1,0+0,1 1,221+0,153 3,8%0,2 11,3+2,5 Jen. 2

2¢ 0,7+0,2 1,2+0,1 0,998+0,031 3,610,1 18,7+1,6 Jen. 1
0,8+0,2 1,0+0,1 1,131+0,242 3,7+0,1 22.5+1.4 Jen. 2

2d 0,9+0,2 0,8+0,1 0,987+0,052 4,1+0,2 22,712 Jem. 1
0,9+0,2 0,9+0,1 1,291+0,074 4,3+0,2 17,8+0,7 Jem. 2

2e 0,7+0,2 1,0£0,2 0,982+0,081 3,910,1 23,7+0,9 Jenm. 1
0,6+0,2 1,0+0,1 0,996+0,032 3,7+0,2 17,9+0,8 Jen. 2

2f 0,6%0,1 1,3%0,2 1,233+0,142 3,910,1 52,745,1 Jen. 1
0,6+0,1 1,1+0,1 1,779+0,423 3,810,1 38,4+2,3 Jen. 2

2g 0,8+0,2 1,2+0,2 1,928+0,145 3,610,1 36,4+2,1 Jen. 1
0,7+0,2 1,0£0,1 1,895+0,266 3,610,1 26,2+1,4 Jen. 2

2h 0,9+0,2 0,9+0,1 1,883+0,195 3,910,1 26,8+1,1 Jenm. 1
0,9+0,2 0,8+0,1 2,894+0,346 4,0+0,1 27,6x0,9 Jen. 2

w 0,8+0,2 1,1+0,1 5,325+0,325 4,2+0,5 71,8+7,4 Jenm. 1
0,9+0,2 1,0£0,1 4,785+0,211 4,310,1 54,3+£3,1 Jen. 2

Ha Cnuuu 3.5b npukasanu cy pe3ynrtatu creruuyHor BesuBama 2a—h u Bapgapuna

3a anOymMuH, 100MjeHH U3 PELUIIPOYHHUX BPEITHOCTH 3a 7 U X rpeMa Lineweaver-Burk-y, rae »
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MpelcTaB/ba Opoj BE3aHMX MOJEKyJa [0 MOJIEKYly anOymMuHa JOK X MPEACTaBba
KOHIIEHTpalHjy cno6oaHor (HeBesaHor) Monekyna.®® Ca cimke MokeMO BUETH Ja KpHBE 3a

pa3IuYKTe JIUTaH/Ie MIPECelajy Y-0Cy Y JeIHO] TaUKH, a X-OCYy Y BHIIIE Ta4akKa.

3.2.4. MOJIEKYJICKO JIOKOBAKE JIEPUBATA 2a 1 2f HA XYMAHOM CEPYMCKOM AJIBYMUHY

Toxom Tpancnopra jeka 10 moJsekyincke mete VKORCI, Bapdapun ce Besyje 3a cy0-
nomen IIA xymanor cepymckor ambymuna (Crmuka 3.6A).%° Jla 6u ce penpomykopana
koHpopMmanuja Bapdapuna (Cnuka 3.6b, TamMHO cHBa CTPYKTypa), a CBE ca IHJBEM
MpOoHAJIAXKea HajOoJbET in silico anroputMa 3a npeasubhame KoH(OpMalMja AepruBara 2a u
2f y cy6-nomeny IIA xymanor cepymckor anOymuHa, KopuiiheHa cy TpHU pazIuduTa
JIITOPUTMA/CKOPUHT (PYHKIM]E 32 MOJIEKYJICKO JIOKOBame. AHaIn3a MHTepakiuja BapdaprHa
ca AaKTHMBHUM LIEHTPOM XYMaHOI CEepyMCKOI aiOyMHMHAa HU3BpLIEHa j€ TOoMOohy uyeTupu
pa3nuynTe TpoIeaype Koje Cy ONucaHe Kao IOHOBHO JOKOBambe EKCIEPUMEHTATHE
koHpopmanmje (Cmuka 3.6b, pyOmvacta CTpyKTypa), TMOHOBHO JOKOBAaHkE€ HACYMHYHE
koHpopMmanmje (Cnuka 3.6b, mmaBa cTpykTypa), YHAKPCHO JOKOBaHkE EKCIIEPUMEHTAITHE
koHpopMmanuje (Crnuka 3.6b, HapaHyacTa CTPYKTypa) W YHAKPCHO JIOKOBaWkbE€ HACYMUYHE
koHpopMmanuje (Crnuka 3.6b, npBeHa cTpykTypa).

Ananusupajyhu pesynrare mpuMeHe MoJjeKylckor nokoBama (Tabena 3.3) yrBpheno
je na je ckopuHr ¢ynkuuja nporpama AutoDockVina HajObosbe penpoaykoBaia KpUCTAIHY
CTPYKTYpYy Bapdapuna, ca HajumwkoM RMSD Bpeanomihy, jep je MOCTHTHYTO NpeKIIaname
KoH(opmanuja 10O0MjeHUX TMOHOBHUM M YHAKPCHHM JOKOBAaHEM EKCIIEPUMEHTATHE WU
HacyMHU4yHe KoH(popMmalyje ca KoHhopMalrjoMm BapdaprHa U3 KPUCTAITHE CTPYKTYDE.

C oO3upoMm 1a ce 3a cepyMCKU alOyMUH MOK€ BE€3aTH BEIUKH Opoj pasIUuuUTHX
jenumema, ckopuHT (yHKIHja nporpama AutoDock Vina npumersena je na 6u ce yTBpAHUIo
na i he ce ucnutuBana jequmerba 2f (Cruka 3.6B) u 2a (Cnuka 3.61°) Be3aTu y aKTHBHOM
LEHTPY XyMaHOT CepyMCKOI' allOyMHHA Ha CIMYaH HAauuH BapdapuHy, ynMe 61 ce omoryhuo
HecMmeTanu TpaHcnopT 10 VKORCI.

IIpema pacrnonokKUBUM KPHCTAIHUM CTPYKTypaMa, YOUueHo je aa ce cyoaomeH IIA, y
KoMe ce Bap¢apuH Be3yje 3a aJOyMHH, CacTOju O]l JIB€ MOIIYIIJbUHE KOje Cy O3HaueHe Kao
yJa3Ha ¥ IJIaBHA NIYIUbMHA. YJIa3Ha INYIJbUHA Y KPUCTAJIHO] CTPYKTYpH je momymeHa 3(3-
okco-1-¢pennndyrui)- octatkoM BapgapuHa. [Ipema pesynaratuma 100HjeHUM MOJIEKYJICKUM

JIOKOBAH-EM, YOUEHO je Jla UCTY IIYIJbUHY MOIMYyHaBajy IPyrd XpOMAHCKH MPCTEH JepuBara
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2f 1 TepMUHATHA aMUHO TpyIia AepuBara 2a, Koje Cy Be3aHe 3a INIaBHU XPOMaHCKH npcTeH 2f
U 2a TPEeKo eTWICHAMAMUHCKOT MocTa. BeH3mn ocratak Ipyror XpOMaHCKOT MpCTeHa
nepuBara 2f cra0win3oBaH je y yJa3HO] IIYIUbMHU XuIpo(oOHMM HHTEpakiujama ca
amuHokucenuHama Phe211, Trp214, Leu219 u Leu238. Ilopen ommcanux xuapopoOHUX
MHTEpaKIja, YCIIOCTaBJbajy C€ W EIEKTPOCTAaTHYKEe HHTEpaKuuje u3Mel)y IaKToHCKOT
KapOoHMIa Jpyror xpoman-2,4-muoHckor mnpcreHa w His242. V cnywajy nepuBara 2a,
TEPMUHAIIHA aMHHO TpyIa yCIIOCTaBJba €JIEeKTpocTaTHyke mHTepakmuje ca His242; Ha Taj

HayuH OMBa CTa0WIM30BaHa y ylIa3HOj MIYIJbUHU cyOomoMena [1A.

Cauka 3.6. (A) Kpucranmna crpykrypa XxymaHor cepymckor andymuna. (b) Ko-
KpHUCTaIM30BaHa €KCIIepUMEHTallHa KoHpopmaluja BapdapuHa (cuBa 60ja), KoHpopmalmja
Bap(apuHa 100MjeHa MOHOBHUM JOKOBameM (JbyOnuacta 0oja), koHpopmalnrja BaphapuHa
no0KjeHa TTOHOBHHMM JIOKOBamke€M HacyMH4He KoH(popMmaiuje (ruaBa 6o0ja), koHpopmaiuja
Bap(apuHa 1001jeHa YHaKpCHUM JIOKOBameM (HapaHyacta 0oja), koHpopmMalija BaphapruHa
no0KjeHa YHaKpCHHUM JIOKOBameM HacyMU4He KoH¢popmaruje (upBeHa 0oja) (B) Hajoosme
nokoBaHa ctpykrypa nepusara 2f. (I') Hajoosbe mokoBaHa cTpyKTypa JeprBata 2a.
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TABEJIA 3.3. Pe3ynratu penpoayKIHje KpUCTAIHE CTPYKTYpe BappaprHa y aKTUBHOM LIEHTPY
XyMaHoT cepyMckor andymuna nomohy nporpama AutoDock, Vina u DOCKS6.

Juraun ~ AutoDocK VINA DOCK6  AutoDock VINA DOCKG6

IToHOBHO HOKOBamE ITOHOBHO TOKOBaWk€ HACYyMHYHE

eKCIIepUMEHTaTHEe KoH(popmanmje KoH(popMaIuje

(RMSD A) (RMSD A)

1h9z 1,485 1,047 1,897 1,675 1,292 2,435
1h2a 2,143 0,667 1,024 2,546 2,263 4,326
2bxd 1,647 0,668 3,412 2,087 1,158 3,296
YHaKpCHO IOKOBame YHaKpCHO OKOBamk€ HACYMHYHE

eKCIIepUMEHTalIHe KOH(opMalinje KoH(popmaLuje
1h9z 2,423 1,432 4,345 3,321 1,823 2,637
1h2a 1,769 1,754 2,539 3,536 2,103 5,238
2bxd 2,496 1,647 3,982 1,659 1,734 2,531

XpomaHcka je3rpa aepuBara 2f u 2a nonymasajy TJaBHY MIYTJbMHY cyogomena I1A.
I'maBHa mymybMHA cajpXu U XUAPOPOOHU [el, cauyumeH o] aMuHOoKucenuHa Leu2l9,
Arg222, Phe223, Leu234, Ile264, Leu257 u 11e290, xoju ce He okynupa aepuatuma 2f u 2a.
Ogaj yemn nonebeH je amuHokucennaama Ala291 u Leu238 Ha nBa nenma. XpoMaHCKO je3rpo
00a mepuBara Hajupe ocTBapyje XuapoGoOHU KOHTAKT ca aMHUHOKHCEITWHAMA Y OKPYXKEHY.
Tako, penwm rpymna XxpoMaHCKOT MpcTeHa ocTBapyje unTepakiuje ca [1e260, Ile264 u 11e290,
kao u ca ammdarnyauM aenoBuma Arg257 u Ser287. Atomu kuceonnka C4 kapOOHUIHE
rpyne oba aepuBara CTaOWMIM30BaHH Cy BOJOHHUYHHMM Be3aMa KOjeé OCTBapyjy ca OOYHUM
nanueM His242. Bese cy ciimuHe Mo MHTEH3UTETY jep U3MEPEHE AyXHUHE u3Hoce dup = 3,385
A 3a 2f u dus = 3,768 A 3a 2a. JIaKTOHCKM KHCEOHMIIM YCMEPEHH CY Ka IIYIJBUHH y 3ULY
[lena U He YCIOCTaBJbajy crenupuyHe HHTepakiyje ca nporenHoM. Ca apyre cTpaHe, aTOMU
KHCEOHUKa KapOOHWJIHE Tpyle JaKTOHCKOT OCTaTKa MO3WUIMOHMPAHU Cy y ONM3UHHU &-
a3oToBOr aToMa Arg222, ycmnocraBibajyhu enexkTpocratuuke umHTepakuuje. [IpBu xpoman-
2,4-n1oHCKY TIPCTEH 00a AepuBaTa A0JaTHO je cTa0MIn30BaH XuapohoOHUM MHTEpaKIjaMma
Koje ce ocTBapyjy u3Mely MeTHI Tpymne Be3aHe 3a JIBOCTPYKY Be3y Ha monoxajy C3
XpOMAaHCKOT NpcTeHa u 60o4Hor nanna Ala291. OcTBapeHe BOJOHUYHE, €IEKTPOCTATUYKE U
xuapodoOHe HHTepakiyje AepuBara cy y cyonomeny IIA cepymckor anOymuHa, ykasyjy Ja
cy nobujene koHpopmanuje nepusara 2f u 2a ynopeause ca koHpopmanujom Baphapusa, Te

na ce tpancnopt 10 VKORCI HajBepoBaTHHje 0/1BHja HA CIIMYAaH HAuWH.
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3.2.5. TIPEJIBUBPALE KAPAKTEPMCTHKA JIEPUBATA 2a-h IOMORY ADMETOX JIECKPUITTOPA

[Mocnenmwu cermeHT npeaBul)ama TOKCHYHOCTH JIepHUBaTa Mpe caMe arIhkammje, ouo
je npenubame mwuxoBe TokcnyHOCTH Kpo3 ADMETox ocobune. ADME je abpeBujanuja
kKoja y dapmakokuHeTHIIM H (ApPMAKOJIOTHJH O3Ha4YaBa arcopOIujy, ITUCTpUOYIIH]yY,
MeTabonu3am u ekckperjy (enr. Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion), u
MpeJICTaB/ba JTUCTIO3UIM]Y (apMarneyrckor jeaumema y opranusmy. OBa  geTwpu
KpUTEpUjyMa YTHUY Ha KOHIICHTpALU]y JeAUIHEHA U HEroBYy KMHETHKY KaJla Ce JeAUHCHE
Kao JIEK M3JI0KM TKHBHMA, T€ YTUYe Ha €PHUKACHOCT W (HapMaKOJIOIIKY aKTHBHOCT CaMOT
j[1171:39: X8

[Ipema pesynratuma mpukazanum y Tabemm 3.4, mpensubeno je nma he ce cBa
jenumema u3y3eB 2h mako pecopboBatu y mpeBuma. [epuBatu 2b um 2d cy ymepeHo
pacTBOpPHHU Yy BOJIM, a ocTaiu 00po. 3a jemumeme 2f moctoju Beha BepoBaTtHOha ma he ce
BE3aTH 3a TPAHCIIOPTHH TNPOTEWH HETO 2a, MITO je y KOJHU3WjH ca MPETXOJHO OTHCAHUM
pesynraruma. [Ipogop u3 KpBU y MO3aK yMepeHO je ocTBapuB. [lomto He MHXUOHUPA]y €H3UM
[Hutoxpom P450 2D6, cBa jenumema JaKo TOMISKY XUIPOKCHIAIMJU Yy TPBOj (asu
MeTaboM3Ma M MOTY C€ eKCKpeTOBaTH y BHAY TIyKypoHuna. [IpenBuhama mokasyjy na

nepuBatu 2f u 2a Hehe OUTH TOKCHYHM HAa HUBOY jETpE.

TABEJIA 3.4. [Ipensuhene ADMETox kapakTepuCTUKE HCITMTUBAHUX JIEPUBATA.

JENL. ADMET ITIAPAMETPU

PIT? p° BBB® 1[urP4502D6" PPB* AlogP98" PSAC T*
2a 0 3 2 0 1 -0,753 88,595 0
2b 0 4 3 1 2 0,541 77,171 1
2¢ 0 3 3 0 2 1,513 56,341 0
2d 0 4 3 0 2 -0,547 56,341 0
2e 0 3 2 0 0 2,226 112,683 0
2f 0 3 2 0 2 2,164 112,683 0
2g 0 3 4 0 2 -0,204 120,998 0
2h 3 3 4 0 1 1,996 151,341 1

3 Pecopnumja y npesuma (0: 106pa; 1: ymepena; 2: cnaba; 3: Beoma cnaba); *PacTBOpIbMBOCT
y Boau (0: ekctpemHo cnaba; 1: Beoma cmaba; 2: ymepeHa; 3: mobpa; 4: onTumanHa; 5:
npeBuiIe pacTBopHO); "IIporop u3 kpBu y Mo3ak (0: Beoma BHCOK; 1: BUCOK; 2: yMepeH; 3:
cnad; 4: Heneduuucan); "Muxubunuja ensuma Lluroxpom P450 2D6 (0: He muxubupa; 1:
uHXu6upa); “BesuBame 3a nporeune miaszme (0: < 90%; 1: > 90%; 2: > 95%); Mapruruonu
koepunmjent, LogP (< -2,0 wimm > 7,0: Beoma crnabo amcopOyje); ‘IlonapHa mocTymHa
noBpmuHa (> 150: Beoma cmabo amcopOyje); *Tokcuunoct Ha HuBOy jerpe (0: HHCY
TOKCHYHA; 1: TOKCUYHA).
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3.3. AHTUKOATYJIATUBHA AKTHUBHOCT, TOKCHYHOCT MU ®APMAKOJIOUIKU ITPODUI

JEPUBATA 2a-h

3.3.1. AHTHUKOAT'YJIATUBHA AKTUBHOCT HAKOH MHTPAIIEPUTOHEAJIHE ATUIMKALIAJE

Hakon wHHMIMjanHE in vitro TpOIEHE Ha CEPyMCKOM alOyMHHY KOju OM ce of
TECTHpPAaHMX JIepUBaTa MOTJHM AJAMHHUCTPUPATH Kao AaHTUKOAryJTaHTH, W3BpIICHA je
eBajyallija aHTUKOAaryJlaTHUBHE aKTUBHOCTH TeCTUpaHux aepuarta 2a-h in vivo. EBanyanuja
Jj€ U3BpIlIEHAa HAKOH MHTpaIllepUTOHEeallHEe alIMKaIMje Ha OJpaciuM narnoBumMa coja Wistar, y
Tpu pasznuuute KoHreHTpauwuje, 0,5, 1 u 2 mg/kg tenecune texune (Tabena 3.5). Jenumema
Cy aluMIUpaHa y TpW pa3jIM4MTe KOHIIEHTpalluje, jep je IHJb eKCrepuMeHTa Ouo aa ce
nobuje oaromapajyha 3aBHCHOCT wu3Mel)y KOHIIGHTpaluje W aKTUBHOCTH, OJIHOCHO
KOHLIEHTpalrja koja moBehaBa mporpoMOuHCKO Bpeme a0 200%. Tume 6u ce crnpeuniia
CMPTHOCT E€KCIEPUMEHTATHUX >KHBOTHIA O03MpOM Ha unmeHHIy na LDsp BpeaHoCTH
WCIIUTUBAHUX JiepuBaTa HUCY Omiie mo3Hare. M3abpaH je TpeTMaH y Tpajamy O] cellaM JaHa
KOHTUHYUpPaHE Tepanuje jep BaphapuH U Jpyru KIMHUYKUA NPUMEHUBAHU aHTHKOATYJIaHTH

JICTI0JbaBajy CBOj& AaHTHKOATYJIATUBHO JI€jCTBO HAKOH JTyTOPOYHOT MPHMEH-NBamba. 5

Mako ce KIMHWYKH KOpHUITNEHW aHTHUKOATYJIAHTH TMPUMEHY]y OpPaTHO, Y TPEHYTHO]
(ha3u eBanyanuje n3abpaHo je MHTPANIEPUTOHEATHO J03UPame, Kao HaYWH 3a T0OHjamhe MyHOT
epeKTa TECTUPAHUX jeAMICHA Yy NPUMEHEHO] KOHIeHTpanuju. Kako ce WHTpamepuro-
HEATHUM aIUMIUPAkbEM jeIUbClha JUPEKTHO YHOCE y jeTpy, TaKO C€ TPEHYTHO W3a3uBa
uHTepakiuja u3mely nepuBara u emsuma jerpe VKORCI u Bpmm meroBa naxubummja.®®
HHTpanepuToHealHOM aruKamnujoM o0e30el)yje ce 1a mpuMapHu IyT arcopIInje jeIubemha
Oy/ie Kpo3 ME3CHTEPUYHE KPBHE CYIIOBE KOjU CE YJIMBajy Yy MOPTAIHY BEHY M IMpoJia3e Kpo3
jerpy. Lukas u capagHuiii Cy MOKa3aid Ja Ce jeAbeiba aluTUIMpaHa HHTPANCPUTOHEATHO
IpUMapHO aicopOyjy Kpo3 jeTpy Hpe Hero LITo JOcCHejy A0 Apyrux oprana.'®® Ilopex Tora,
WHTpANCpUTOHEAIHA aIUIMKaIlija TPUMEHCHA je Ja Ou CBaka XHUBOTHH-A IPUMHJIA TAa4YHO

onpeheny no3y, Ha HajOe30e AN HAYHH.

AKTHBHOCT jelMmeHa y3UMaHa je y 003up camMo y in Vvivo YyCIOBHMA, jep je
¢dapmakosiorvja MHXMOHMIMje KOAryJallMOHOI I[MKIyca KyMapuHMMa H  CPOJAHUM
aHTHUKOAryJaHTHMa 3Ha4yajHa caMO aKo jé aKTUBHOCT IOCMAaTpaHa Ha MOJIEKYJICKOM HHUBOY,
T.J. QKO AaHTHKOAryJlaHTH aHTaroHupajy uumkiayc ButamuHa K. JlepuBatm 2a-f cy mo

CTPYKTYPU KOMIICTUTUBHU AHTAI'OHUCTU BUTAMHUH K 2,3-CHOKCI/II(8. u 300r Tora Mory outu
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antaronuctu VKORCI. Ca ngpyre crpane, nepuBatu 2g-h y cBojoj cTpykTypu caapxke 4-

XUJPOKCUKYMAPHHCKU MIPCTEH, KOJH je OCHOBA CTPYKType BapdapuHa. CTora U OBU JepUBaTU

MOTY OWTH MOTCHIIM]aTHH aHTUKOATYJIaHTH. JacaH YBUJ y CTPYKTYPHE KapaKTEPUCTUKE KOje

ojpelyjy akTHBHOCT CBAKOT je[IMbCHha TOOWjEH je HAaKOH JUCKYCH]e O pe3yiTaThMa KOju ce

OJIHOCE Ha CBaKy IojeauHauHy KoHmeHntpaiujy (Tadena 3.5).

TABEJIA 3.5. BpeqHocTH KoaryjaanuoHUX U OMOXEMHJCKUX IapaMeTapa u3 IUia3Me U cepyma
HAaKOH CEIMOJHCBHE WHTpAIlCpPUTOHEATHE arUmkainuje nepuBara 2a-h Ha
oIpacium naroBumMa coja Wistar.

JEA. KOHIL PT AST ALT ALP BUJINMPYBUH
(mg/kg)  (cex) (U/L) (U/L) (U/L) pumol/L
2a 0,5 %24,2+0,5" 81,89+0,24"" 31,86+0,14" 383,10+0,25"" 28,42+0,25"

1 48,4+0,5" 103,89+0,28™ 39,29+0,23"F 355,41+0,14"F 44,08+0,32™
2 90,0+0,9° 58,58+0,32"% 26,63+0,24"% 412,82+0,38" 30,49+0,17"
2b 0,5 22,0+0,2" 52,60+0,46™" 43,65+0,22"" 348,45+0,45"" 44,11+0,35"
1 25,3+0,7"F  73,50+0,25" 46,71+0,41"F  345,05+0,35™ 26,51+0,41™
2 84,3+0,9" 52,47+0,18" 29,25+0,15"° 353,27+0,26™ 33,07+0,36°°
2¢ 0,5 29,5+0,3"" 59,89+0,47"" 27,06+0,26™" 289,85+0,42"" 39,80+0,32"f
1 21,5+0,4™%  79,18+0,25™% 30,99+0,24"%  323,56+0,13" 25,85+0,41"
2 20,5+0,4"% 123,09+0,23"% 29,25+0,17"% 551,59+0,18" 32,31+0,35"
2d 0,5 258+0,4"" 8555+0,24"" 44,96+0,19"" 446,54+0,46"" 27,93+0,21"
1 32,840,6™  78,57+0,15" 34,48+0,16™ 439,74+0,24™ 39,67+0,41™*
2 33,4+0,8% 80,32+0,16™ 30,99+0,35% 389,13+0,32"% 35,89+0,32"¢
2e 0,5 22,1+0,3" 105,20+0,24™" 43,65+0,42"" 456,13+0,21"" 32,10+0,41"
1 78,4+0,6™ 115,24+0,21"F 41,90+0,16™ 545,47+0,24™ 29,13+0,21™
2 79,4+0,6" 139,24+0,22"% 53,69+0,27"% 414,26+0,56™ 54,04+0,41"%
2f 0,5 258+0,5" 94,80+0,15"" 47,58+0,34"" 388,28+0,52"" 41,47+0,25"
1 79,3+0,6™ 107,51%0,24"F 54,56+0,24"F 520,68+0,61" 33,43+0,21™
2 130,0+1,1"% 108,41+0,14"% 48,89+0,35% 415,20+0,34"% 37,96+0,21"%
2g 0,5 251+0,2"" 90,42+0,23"" 40,81+0,41"" 445,69+0,33"" 21,46+0,16"
1 23,1+0,2"F  98,28+0,14™ 37,32+0,35" 572,65+0,18™ 27,09+0,21™
2 29,6+0,2"%  98,21+0,27"% 26,98+0,51"% 374,43+0,25" 16,17+0,41"
2h 0,5 19,5+0,3"" 92,69+0,52" 48,02+0,15"" 370,70+0,47"" 29,22+0,35"f
1 21,7+¢0,4"%  93,85+0,43™ 35,79+0,26™  341,48+0,26™ 28,42+0,36™
2 30,240,4% 106,51+0,35" 43,87+0,27"% 474,65+0,51"° 43,06+0,25"%
W 0,5 21,9+0,2° 92,10+0,24 31,65+0,41" 479,15+0,21" 46,97+0,52"
1 49,8+0,6° 97,48+0,22" 31,43+0,31" 313,97+0,33" 25,35+0,23"
2 89,8+0,4% 106,07+0,32"% 39,29+0,47"% 417,49+0,14"% 30,30+0,45"%
C 14,5+0,1  92,80+0,21  29,25+0,42  376,18+0,35 15,73+0,36

3Cpelbe BPEIHOCTU TPU HE3aBUCHA eKcrepuMenTa; N = 50 marnosa; 5 narosa 1o rpymu; p <
0,05 nopeheno ca HeratuBHOM KoHTpodoMm; 'p < 0,05 mopeheno ca BapdapusOM Y
xonuentpanuju 0,5 mg/kg; *p < 0,05 nopeheno ca BapdapuHom y koHenTparuju 1 mg/kg;
$p < 0,05 nopehero ca BappapunoM y KoHIEHTpanmju 2 mg/kg.
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Haxon anmunucTpanuje nepusara 2a-h y konuenrpanuju ox 0,5 mg/kg renecue mace
npumMeheHo je 1a akTUBHOCT omaja cieaehum pepocienom 2¢ > 2d = 2f> 2g > 2a > 2e > 2b
>W > C > 2h. Cenam nepuBara, uzyszeB 2h, mokaszanio je 60Jby akTHBHOCT 011 Bapdapuna. To
Huje Owno wu3HeHalyjyhe 3Hajyhm na BapdapuH ucmnospaBa T00pYy aHTHKOAryITaTUBHY
AKTHBHOCT HAKOH CEJIMOJHEBHOI KOHTHHYHMPAHOT TPETMaHA y BUIIUM KOHIIEHTparujama. %
VY mnopehemy ca HOpPMaTHHM MPOTPOMOMHCKHM BPEMEHOM H3MEPEHHM KOJ >KUBOTHIbA
Tpetupanux ca ¢usnosnomkum pacteopom (0,9 % NaCl, C) kao HeratuBHoM koHTposioM (PT
= 14,5 cek), oaHOCHO TOBehaHOM BPEIHOCTH MPOTPOMOMHCKOT BPEMEHa WHIYKOBAHOM
HAKOH aJMUHHCTpallMje KIMHUYKOT aHTuKoarymanta Bapdapuna (PT = 21,95 cek) kao
MMO3UTHUBHOM KOHTPOJIOM, aKTMBHOCT WCIIUTUBAHHUX jellMIbeha Ouiia je y mHrepBany PT =

22,0 — 29,5 cex. Ha ocHOBy pe3ynrara MOXKe c€ 3aKJbYUWTH Jla JICPUBATH KOJU CajpiKe

xpoman-2,4-nmruoHcko je3rpo (2a-f) jecy 00JbM aHTHKOAryJlaHTH O] 4-XUJIPOKCUKyMapuHa

(2g-h).

Ca moBehameM KOHIIEHTpaldje, aepuBatu ca erad-1,2-auamunckum (2f, PT = 79,3
cek) u nponaH-1,3-muamunckum (2e, PT = 78,4 cex) ocrarkom Ha nojioxajy C-3 u fogaTHUM
XpOMaH-2,4- THOHCKUM TPCTEHOM BE3aHUM 32 TEPMHHAIHY aMUHO T'PYITy, TOKA3aJIH Cy ce Kao
0ospu anTHKOaryiaanTu oj Bapdapuna (PT = 49,8 cek). Ocranm nepuBaTH UCIOJBUIN CY
cnabujy akTHBHOCT 01 BapdapuHa. AKTHBHOCT aepuBara 2a (PT= 48,4 cek), KOju caapku
eTaH-1,2-qMaMUHCKH OcTaTak, Ouja je He3HATHO Mama O]l BapdapuHa U MOXKE CE IMOPEAUTH

ca wuM (PT = 49,8 cexk).

ITpu HajBuioj KoHIEeHTpanuju, camo cy aepusaru 2f (PT = 130,0 cex) u 2a (PT =
90,0 cex) mokazanu 60Jby akTuBHOCT 01 Baphapuna (PT = 89,8 cek). JloOujenu pesynraru
HaM yKa3yjy Ha TO Ja NPUCYCTBO XPOMaH-2,4-THOHCKOT TPCTCHA M ETHJICHIUAMHCKOT
ocratka Ha mosioxkajy C-3 TOBOJbHO YTHYY HAa in Vivo aHTUKOAryJlaTUBHY aKTUBHOCT

TCCTUpPAHUX JACpUBATA.

Opnyka ma ce JKUBOTHEC TpETHUpPajy JAepuBaTuMa 2a-h y Tpu paznuuurte
KOHIIEHTpalyje Ouia je ompaBiaHa, jep ce KOJ HajaKTUBHUJUX JAepuBata, 2a u 2f, mobuia
nuHeapHa 3aBHCHOCT u3Mely koHmeHtpamuje u aktuBHocTH (Crnuka 3.7). Ilpuxazanu
pe3ynTaTH Ccy Yy carjacHOCTH ca J00po TO3HATOM AaHTHUKOArylaTHBHOM OCOOWHOM
Bap(apuHa, 1a ce IPOTPOMOMHCKO BpeMe uHeapHOo nmosehaBa ca mosehameMm no3e.'%? Kako

cy je,Z[I/IHO ACpUuBaTU 2a u 2f nokazanu JIMHCAPHY 3aBUCHOCT, OCTAJIM ACPUBATU CC HC MOTY
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KJacu(UKOBAaTH Kao AaHTUKOAryJlaHTH, jep IbHUXOBAa AaKTUBHOCT OfajJa ca IopacToM

KOHIICHTpAIIH]jE.
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Camka 3.7. KpuBa 3aBHCHOCTH in Vivo aHTHUKOAryJlaTHBHE AKTUBHOCTH M KOHIICHTpAIIH]E
nepuBarta 2a-h.

Jlajbe, HAKOH MHTpallepUTOHEATHE aIuIMKalluje JepuBaTa MoTBpheHa cy npeasuhama
IIPOUCTEKIIAa U3 MHTEpaKl{ja ca CEpPyMCKUM ajlOyMHMHOM, Ja ce jeaumema 2a u 2f mory
pasMaTpaTH Kao aHTHUKOAryjJaHTH, IITO j€ HPEACTaBJbaJIO W3Y3€THY BAIMIALU]y in Vitro

CKCIICpUMCHATA.

3.3.2. AHTUKOATYJIATUBHA AKTUBHOCT JIEPUBATA 2a U 2f HAKOH OPAJIHE ATUTUKAIMJE
Cnenehm kopak y eBalyallMju aHTHKOAryJlaTUBHE AaKTHMBHOCTH OHO je opaJjiHa
aruIMKaIyja HajakTUBHUJUX AepuBata 2a u 2f. AnmMuHMCcTpanuja per os yoOu4yajeH! je HauuH

IperucuBama Tepanuje NalnujeHTHMa KojuMa je Tepamnuja aHTHKOAaryJlaHTHMa HEOIXOJHa.
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WNnak, nHajsehn mpoOiemM OBakBe Tepardje je TO IITO ce Jo3upame ojapelyje 3a cBakor
ManyjeHTa TOHA0CO0 W 3axTeBa KOHCTAHTHH MOHHUTOpHHT. OO03upoM Ha TO Jna je
eKCIIEPUMEHT IUIAHUPAaH Ha EKCIEPHUMEHTAIHUM J>KHUBOTHE-AMa, y3€Ta j€ JIeCETOCTpyKa
KOHIICHTpalMja jeAWbeha 3a AaIuldKalujy, 300T Hemo3HaHWIE KOJHMKO he 3ampaBo
EKCTIEPUMEHTAIHE )KUBOTHEGE OPAITHO Y3€TH PACTBOP aHTHUKOATyJaHTa Ha THEBHO] Oa3u.
Pesynraru in vivo aHTuUKOarynaTuBHE aKTMBHOCTU JepuBata 2a, 2f u BapdapuHa,
aITMIMPAaHIX OPAITHO HA OJpaciuM marnoBuMma coja Wistar, y konueHnTpamuju ox 20 mg/kg
TeJlecHe Mace, Mpukaszanu cy y Tabemu 3.6. AxTuUBHOCT je ojpeheHa wmepemeMm
nporpombuHckor Bpemena (PT) u mpencraB/beHa je y cekyHaama. Takolje, aHTHKoary-
JaTHBHA aKTUBHOCT 3a CBAKO je/Mmeme m3paxkeHa je y INR jemunnmama.’ IpumemeH je
TpeTMaH CEeJAMOJHEBHE KOHTHMHYUpAaHE Tepamnuje jep BaphapuH W JAPYrd KIWHUYKWA aHTU-

KOaryJlaHTH HCII0JbaBajy CBOje JI€jCTBO HAKOH AyropodHe npuMene. 00

TABEJIA 3.6. BpenmHocTr koaryianoHUX U OMOXEMHUJCKUX IMapameTapa M3 IUia3Me U cepyma
HAKOH CEJIMOJIHEBHOT OpaJTHOT TpeTMaHa aepuBatuMa 2a, 2f u Bapdapunom (W)
y koHnentpanuju 20 mg/kg TenecHe TeXWHE HA OJPACIMM IMallOBUMa CoOja

Wistar.
JEn. KOHILL PT INR AST ALT ALP v-GT
(mg/kg) (cex) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L)

2a 20 56,63+0,24*"" 2,67 80,88+0,24"" 56,75+0,54 198,04+0,18"" 10,31+0,15

2f 20  60,08+0,35° 2,8 117,13+0,12" 58,20+0,12 269,86+0,47"" 8,44+0,29

W 20  75,20+0,51° 4,1 118,42+0,18" 59,85+0,46 237,79+0,34" 11,05+0,03
C 14,30+0,57° 109,88+0,61" 52,42+0,18 228,22+0,16" 7,17+0,38

3Cpe/be BPEIHOCTH TPU HE3aBUCHA ekcriepuMenTa; N = 50 nanosa; 5 marosa 1o rpymu; p <
0,05 nopeheno ca HeraTuBHOM KOHTpoJoM; 'p < 0,05 mopeheno ca pacTBopoM BapdapuHa y
koHuentpanuju ox 20 mg/kg.

N3 TaGene 3.6 Moxxe ce BUIETH J1a, y OAHOCY Ha HeratuBHy koHTpouy (PT = 14,30
ceK), BapdapuH ucnosbaBa HajO00JBy aHTUKOArynatuBHy akTuBHOCT (PT = 75,20 cek, INR =
4,1), a 3atum pepuBaru 2f (PT = 60,08 cex, INR = 2,8) u 2a (PT = 56,63 cek, INR = 2,6).
IIpema noGujeHuM pesyntaTuMa, BappapuH je 10Ka3ao He3HaTHO 00JbY aHTUKOAryJaTUBHY
aKTMBHOCT y oAHocy Ha aepuBare 2f u 2a, ysumajyhu y o03up camMo BpPEIHOCTH 3a
npoTpoMOMHCKO Bpeme. Mnak, mpaBu MOTEHIMjal aHTUKOAryJlaHTa y Tepamuju orieaa ce y
werosoj INR BpeanocTtu, jep Tepamuja moMohy HOBOr aHTHKOaryiaHTa Tpeba na Oyne
ponucaHa M HpUMemKBaHa y oksupy ozpehene Bpemnoctu INR.® Tako, kama je INR
BpPEIHOCT AaHTUKOarylaHta Mama oJ 2,0, aKTUBHOCT jeIumema MoXxe OuTh mnpaheHa
nosehaHuM pPHU3MKOM OJ1 BEHCKEe TpoM0o3e, 0K y ciydajeBuMa kajaa je INR Bpeanoct Beha

on1 4,0 mocroju noBehaH pU3MK O] YHYTpAIlEr KpBapema.
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Tokom Tpermana BapdapuHOoM, npumeheHa je KpBaBa CTONMLA KOJ jeAHE OJ
EKINEPUMEHTAIHHUX KUBOTUba. Kao mTo je m O6wino mpensul)eHo BesnBameM BapdapuHa 3a
CEepyMCKU anOyMHH, Tepanuja KIMHUYKUM aHTUKOAryJaHTOM IPOY3pOKOBaJIa j€ Marbe
VHYTpaIlmke KpBapeme Koje je morBpheno INR Bpemnomrthy Behom ox 4,0. C apyre crpawne,
nepuBatu 2f w 2a mokasanu Cy 3HauYajHy AHTHUKOATYJAaHTHBHY aKTHBHOCT, 0e€3 IojaBe
YHYTpallller KpBapewa Kao HexemweHor edekra. [lopex tora, Ha ocHoBy INR BpenHocTu
Koje cy ce kperame y mpernopydeHoM INR ormcery aHTHKOoarynanta y IOjeJMHAYHUM
Tepamnujama, ona 2,6 10 2,8, jenumema MOTy OUTH YKJbYU€HA Yy JIeUCHE MalfjeHaTa Koju maTe

0J1 aTpujaiHe (pUOpHUIAIMje U BEHCKE TpoMOO3e.

3.3.3. TIPOIIEHA HHBOA OIINTEREHA XEINATOLIMTA HAKOH WHTPAIIEPUTOHEAJIHE

ATUTMKALIAJE JJEPUBATA 2a-h

[Tpomena xemujcku n3a3BaHoOT omTehema jeTpe HaKOH aJMUHUCTpAIIje IepuBarTa 2a-
h (Tabema 3.5) umsBpmieHa je oapehuBameM KaTalWTHYKE AKTHBHOCTH C€H3UMa CEpyMa,
acnaprtat tpancamunase (AST), ananun Tpancamuuasze (ALT) u ankamne ¢gocdaraze (ALP),
Kao XemaToIeNyJIapHUX TapaMmerapa, Te mpahemeM KOHIICHTpaluje OmImpyonHa Kao
xenmato6unmjapHor mapamerpa.'®41% TTapamerpn AST, ALT u ALP oceT/bUBH Cy WHIHMKa-
Topu akytHor omtehema jerpe.l® Kon xemujcku n3aszBannx omtehema henujcke MeMOpaHe
xemaronuTa, KataauTuiyka akTUuBHOCT AST u ALT ce moBehaBa m ensumu ce ocnobahajy y
excTpauenynapuy cpeauny.l®’ Ilomro je ALP ekTpauenyaapHH €H3MM, MOPAcT HErobe
KaTaIMTHUKe AaKTHBHOCTH HHMje TOY3JaH WHAMKAaTop TpajHor omrehema jerpe.'6®
Konuentpanuja OunupyOnHa je KOpUCTaH KIMHHYKHM TapaMeTrap 3a JIUjarHOCTU(UKOBAHE
nopemehaja GpyHkuuje jeTpe uam Gunujapror Tpakra.

buoxemujcke aHanuse crpoBe/ieHe Cy Ha y30pliMMa KPBHOT cepyMa JOOMjeHUX HAaKOH
aruiikanuje  gepuBata  2a-h  y  1pum  paznmuute  koHuentpauuje  (Tabema  3.5).
WNuTpaneputoHeanHa  aJIMUHUCTpaldja  JepuBata KOju  je  MOKazao  Hajoospy
aHTHKOArynaTUBHY aKTUBHOCT, 2f, y3pokoBana je nga karanutuuka aktuBHOCT AST pacrte ca
noBehameM KOHIIEHTpallMje NepuBaTa, ajlld Ce WIaK MOTJa YHOPEAUTH ca TMO3UTHBHOM
koHTpoJioM. Tako cy BpenHoctu 3a AST y y3onuma cepyma 3acuhenux aepusarom 2f 6uie
1,02-, 1,16- u 1,17-nyra Behe y ogHOCY Ha HETaTUBHY KOHTpoJy, a 1,02-, 1,10- u 1,02-myra
Behe y oHOCYy Ha y30pke ca Bapdapunom. OBe BpenHOCTH ykazane cy na 2f uzasusa cinabo

WA HE3HATHO olicheme hCJII/Ija jCTpC. I[OI[aTHO, Majie MPOMCHE KAaTAJIUTHYKEC aKTUBHOCTU
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ALP ca nopactom konnenrpauuje (1,03-, 1,52- u 1,11-nyra Bumie y oqHOCy Ha HETaTHBHY
KOHTpoJy) cyrepumy jaa je 2f uza3Bao mHbmamanujy, anu He M HEKpo3y xemarouura. Ca
Apyre CTpaHe, Ipyro jeUmbehe M0 aKTUBHOCTH, 2a, HUje W3a3Balio MH(IaMaIjy TKUBA jep
je xaranmuthuka aktuBHOCT AST-a omamanma ca mopacToM KOHIGHTpaldje aepuBaTta. Y
y3opuuMa koju cy caapxamu 2 mg/kg nepuBara 2a, Bpegroct 3a AST Owiia je 4ak U HIKa y
OJIHOCY Ha HEraTuBHY KOHTpoidy, 63,13% ox HOpMamHe BPEIHOCH JIA0OPATOPHUJCKUX
KHUBOTHIbA. CIMYHO TIOHAIIAE je 3a0eIeKEHO U aHAIN30M KaTamuTHuke aktuBHOCTH ALT.
Ha ocHOBy KoOHIEHTpaluje YKymHOT OWIupyOMHa, 3aKJbydyeHO j€ Ja HUCY 3alelexeHe
MPOMEHE Ha JeTpU HAKOH aAMUHHUCTpanuje nepuBara 2a u 2f. [lojaBa ma ce kaTaauTHYKa
aKTHBHOCT €H3MMa HE Mema MJIM OlaJa ca MopacToM KOHIHTpAalHje epUBaTa, MOXE Ce
MOBE3aTH Ca YMEHCHUIIOM J]a C€ JACPHBATH BEPOBATHO JIAKO €KCKPETY]y Y BUAY 7-XHUIPOKCH-

TITyKYpPOHH 1A, OJHOCHO, JIa ce He 3a/pKaBajy y opranmsmy. "0

3.3.4. TIPOLIEHA HUBOA OIUTEREIA XEMNATOLIUTA HAKOH OPAJIHE ATUIMKALIWJE JIEPMBATA
2au2f

[Tpomiena xemujcku m3a3BaHOT omTehema jeTpe MmaloBa, HAKOH OpaJTHE aruIMKaIhje
WCIIUTUBAHUX jeumema 2a u 2f y meceTocTpykoj KOHIICHTpAIHMjH, HW3BpIIEHA je Takohe
onpehuBameM KaTaJMTUYKE aKTUBHOCTH €H3MMa cepyma, acmaprar TpaHcamuHaze (AST),
anmanuH TpancamuHaze (ALT), ankamne docdaraze (ALP) u y-rmyramun tpancdepase (y-
GT).

Hakon opanne anmunuctpanuje, karanutuuka aktuBHocT AST omanana je cienehum
pemocnenom: Bapdapun (W) > 2f > C > 2a (Tabema 3.6). M3 OpHIOKEHOT CE€ MOTIJIO
3aKJPYYUTH J1a je HajBehu mopacT KaTaqTuTHYKe aKTMBHOCTH €H3UMa 3a0€NeXeH y y30pLuuMa
TpeTHpaHuM BaphapHHOM, a 3aTUM Yy Y30pLHMMa TpETUpaHUM jenumemeMm 2f. ¥V omHocy Ha
HEraTUBHY KOHTpPOJY, BpEIHOCTH KaTanuTuuke akTuBHocTH AST y cepymy 3acuheHor
BapdapunoM Omie cy 1,08-myra Behe o1 OHUX y HEraTMBHO] KOHTPOJH, IOK CYy BPEIHOCTH
KatanuTHuke akTuBHOCTHM AST y cepymy 3acuhenor ca 2f Oune 1,06-myra Behe on
aKTUBHOCTH €H3MMa Yy HeratuBHOj KoHTposu. C japyre crpaHe, 2a HHje Y3POKOBAao
uH(IaMaIujy xemnatouura, Beh je nepuBar 1Mokazao aHTUMH(IAMAaTOPHY aKTHBHOCT, jep je
katanuThuuka akTuBHOCT AST Owmna Ha BpegHoctu 73,61% oa BpPEAHOCTH H3MEpEHE Y

y30puuMa c€pymMa HETPCTUPAHUX KUBOTHUHA.
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Cnnuan Tpena mnpumeheH je TOkoM aHanmu3e KaTaiuTHuke aktuBHOCTH ALT.
KartaiuTiuka akTMBHOCT y MCHUTHBAHUM Yy30pLMMa omajaana je ciuenaehum pemocienom:
Bapdapun > 2f > 2a > C. Mudnamanuja nza3Bana TpeTMaHoMm ca aepuBarom 2f 6una je Hika
0JI OHE KOja je m3a3BaHa Bap(apuHOM, jep je M3MEpPEeHa aKTUBHOCT OBOT CH3UMA y CEpyMy
KUBOTUIbA TpeTupanux nepuBarom 2f ouna 97,24% ox BpenHocTH M3MepeHe 3a Bap(dapuH.
Nnak, mojaBuo ce m3y3eTak Koj y3opka 3acuheHor ca 2a, rie je 3a0eiekeHa aKTHBHOCT
ensuMa Oma 1.08- myra Beha o BpeAHOCTH M3MEpeHE y HEeraTUBHO] KOHTpoyn. Kako oBa
pasnukKa HHje CTaTHUCTUYKM 3HayajHa, Moke ce pehum na 2a He wu3a3uBa uHEpIaMalnujy
XeMaToLHUTA.

Ananu3om KaTtanuTHuke akTUBHOCTH ALP yodeHo je na ce y y3opuuMa TpeTHpaHUM
nepuBatoM 2f mosehana aktuBHOCT eHsmMma 1,13- u 1,18-myra y ogHOCY Ha MO3WUTHBHY H
HEraTUBHY KOHTpPOJY, IITO je yKa3zajno Ha To na 2f m3asuBa Onaro omreheme XemnaToluTa.
Mehytum, ALP je ekcrpamenylapHu €H3MM, M HEroBa KaTaJIWTUYKAa aKTUBHOCT HUJE
JI0BOJAHO TIOY3JaH MHIMKAaTOp Hekpose TkuBa.'®® Karammtmuka axtmrOCT ALP y y30pKy
TPETUPAHOM ca 2a cMamKBalla c€ y OJHOCY Ha TO3UTHUBHY M HETAaTHBHY KOHTPOIY |
u3zHocuna je 83,28% u 86,77% oA akTUBHOCTH OBOT €H3UMa Y KOHTpOJIaMa, IITO TOBOPH Ja
HU 2a HE MPOoY3poKyje omTeheme xemaronura.

HUcnutuBame aktuBHOCTH eH3uMa y-GT y y3opuuma tpetupanum aepuBatuma 2f u 2a
j€ ToKa3aio MmopacT KaTAIUTHUYKE aKTUBHOCTH €H3uMa. Tako, y y3opuuma 3acuhennm ca 2f,
aKTUBHOCT eH3uMa Owa je 1,18-myra Beha y oHOCY Ha BpeIHOCT HETaTUBHE KOHTPOJIE, JOK
je y y3opuuma 3acuheHuM ca 2a KaTaJluTUYKa aKTUBHOCT eH3uma Ouia 1,44-nyra Beha Hero
y y30piuMa HeraTMBHE KOHTpoJie. Bapdapun je y oAHOCY Ha OBe [epuBaTe H3a3Bao0
3HavajHHje ToBehame KaTaIMTHYKE aKTMBHOCTH €H3UMa, jep ¢y BpemHocTH Ouna 1,30- u
1,07-nyra Bume ox Bpeanoctu 3a 2f u 2a. OBu pe3ynTaTu mnokasyjy Aa BapdapuH M3a3uBa
Hajsehe omreheme henuja jerpe, a ga je To omTeheme 3HATHO Mame Yy Yy30pIuMa

TpeTupanuM ca 2a u 2f.

3.3.5. AHTMOKCUJATUBHU CTATYC HAKOH MHTPAIIEPUTOHEAJIHE ATUIMKALIMIE JIEPUBATA
2a-h

Jlpyru BUA TpolLleHE TOKCHUYHOCTH JepuBaTa 2a-h HaKkoH HHTpanepuTOHeallHe
aruIMKaIyje CrpoBeleH je oJpehuBameM HHBOA omTehema jeTpe M3a3BaHOT OKCHJIATHMBHUM
crpecoM. Cremnen omrtehema oxapehen je momohy aHTHOKCHAATUBHMX Mapkepa IOMYT

penykoBanor riyratuoHa (GSH), katanaze (CAT) u THoOapOUTypHA KUCeNHUHA-pearyjyhux
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cyncraniiy (TBARS). JlomatHa wucnuTHBama Cy BpIICHA jep jeaHbCHa Koja MOTY Ja
TCHEpUIy CJI000JHE pajguKaje MOTY H3a3BaTH MATOTeHE3y LIMPOKOT CHEeKTpa OO0JIeCTH:

xurnepreH3ujy, AnxajMepoBy u IlapkuHcoHOBY 0ojecT, M KapIMHOM HacTao omrehemem

ll}ll<' 171-173

TABEJIA 3.7. VYKynan caipxkaj MNPOTEMHA W KaTaJUTHYKAa AaKTHBHOCT

AHTHOKCUJaTUBHUX

eH3UMa  jeTpe

HaKOH

CCAMOIHCBHEC

KOHTHHYHUPAHEe WHTpPAIEPUTOHEATHE allIMKaIUje JepuBara
2a-h u Bapdapuna Ha ogpaciauM nanoBuMa coja Wistar.

JENL. KoH11. TP GSH CAT TBARS
(mg/kg) g/L mg/g pmol/mg nmol/mg

2a 0,5 26,86+0,14% 9,44+0,22"F  11,27+0,24™"  0,47+0,06"
1 26,0240,12 9,19+0,14™  14,23+0,12"% 0,47+0,03™*

2 25,52+0.23 9,54+0,21"  15,30+0,15™ 0,48+0,01°%

2b 0,5 23,56+0,16 8,18+0,23""  18,22+0,13"" 0,60+0,02"f
1 20,86+0,32 10,02+0,21F 20,59+0,24™* 0,56+0,127*

2 26,61+0,17 7,68+0,17"% 23,52+0,13" 0,52+0,06"%

2¢ 0,5 29,53+0,28 9,30+0,36™"  9,35+0,17°  0,63+0,03"
1 25,67+0,16 9,08+0,14™*  15,48+0,62"f 0,63+0,01"

2 27,2940,14 10,22+0,16" 12,35+0,32"¢ 0,78+0,08'%

2d 0,5 15,2240,32 12,36+0,51"F 30,16+0,45"" 1,09+0,10™
1 16,09+0,14 10,99+0,41"% 26,96+0,24™% 1,09+0,15™

2 14,67+0,45 11,93+0,31"% 29,29+0,37"% 1,31+0,24"%

2e 0,5 29,24+0,16 6,29+0,23™"  13,02+0,31""  0,41+0,02f
1 20,60+0,13 8,86+0,13™  18,43+0,25™* 0,40+0,02*

2 15,99+0,27 12,94+0,16™ 23,24+0,31"% 0,82+0,26%

2f 0,5 22,1240,24 9,52+0,14™"  17,08+0,36™" 0,52+0,25"f
1 21,1840,23 8,68+0,32"%  17,44+0,25™% 0,52+0,32"*

2 23,2940,14 7,84+0,15™ 18,69+0,26™ 0,42+0,12"%

2g 0,5 20,61+0,13 11,98+0,61"" 16,08+0,31"" 0,85+0,15"
1 24,33+0,17 10,50+0,31" 13,68+0,22"% 0,87+0,09™

2 25,1840,23 9,34+0,38™  13,06+0,28" 0,70+0,07"%

2h 0,5 21,7840,15 10,36+0,42"" 15,54+0,31"" 0,83+0,06"
1 26,70+0,16 10,83+0,21" 8,74+0,36™ 0,84+0,03™

2 28,81+0,18 8,76+0,24"%  10,76+0,25"% 0,64+0,04"

W 0,5 25,44+0,34 10,28+0,35°  9,40+0,26°  0,84+0,01"
1 21,3440,41 11,85+0,23" 16,49+0,34" 0,62+0,05"

2 29,0640,34 9,92+0,42"  7,56+0,15°  0,64+0,05"

C 30,75+0,14 6,97+0,21  12,23+0,36  0,45+0,03

4Cpenme BpeHOCTH TPH HE3aBUCHA ekcriepuMeHTa; N = 50 marosa; 5 namosa
1o rpynu; p < 0,05 nopeheno ca HeratusHOM KoHTposoM; 'p < 0,05 nopeheno
ca Bapdapunom y konuentpamuju 0,5 mg/kg; *p < 0,05 nopeheno ca
BaphapunoM y konnentparuju 1 mg/kg; 5p < 0,05 nopeheno ca Bappapunom y
KOoHIeHTparmju 2 mg/kg.

HEBEHA CTAHKOBUR 232



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA PE3VIITATU U IUCKYCUJA

AKO TIpHCYCTBO KCEHOOMOTHKA MHIYKYje CTBapame OKCHIATUBHUX BpcTa y hemmju,
koHuentpamvja GSH ce cmamyje, jep je THOJIHA Tpyna IMUCTEHHA Y MOTYhHOCTH 1a ToHHpa
eKBUBAJIEHT pejyKIlHje Kako OM ce cMamulia KONMYMHA OCTaIuX pamukana.l’™® Ca mopactom
KOHIIEHTpaluje, nepuBar 2f u3a3pao je MUHUMAIHO CMamemhe KoHIeHTpandje GSH, na cy y
OJIHOCY Ha HEraTUBHY KOHTpoiy BpemHoctu 1,40-, 1,24- 112-nyra ke (Tabema 3.7).
Pesynrarn yka3yjy Ha TO ga 2f MoXke yTHIIAaTH Ha CTBapame OKCHJIATUBHUX BpCTa Y
opraam3my. Ca japyre ctpane, koHneHrpanuja GSH konx nepuBara 2a pacre ca noehamem
KoHIeHTpanyje: 1,34-, 1,32- u 1,37-myra y ogHOCY Ha HeTaTHBHY KOHTPOIyY, cyrepumyhu ma
HEMa I0jaBe OKCHIATUBHOT CTpeca.

Tymauewem pesynrata 3a 2f, mocraBjba ce HuUTame Ja JM C€ OBaj JepuBar
koBasieHTHO Be3yje 3a GSH? KymapuHcku um XpomMeHCKM mpcTeH Oe3 cyOcTuTyeHara Ha
nonoxajy C3 moxe GopmupaTtn koBaneHTHy Be3y ca GSH npeko tronse rpymne.t” Pesynrar
OBOT MeTabOJMYKOTr TIyTa je (opMupame 3-TIyTaTHOHWI-4-XUIPOKCH-3,4-TXUIPOKCH-
KyMapWHa W 4-TIIyTaTHOHUI-4-XUApoKCH-3,4- TMXUIPOKCHKYMaprHa, BPCTa KOje CE jaBJbajy
HAKOH JI0JIaTKa THOJHE Tpyne KymapuH-3,4-emokcuay. CrennuIHA emoKCHIl HOTHpaH je
Kao TMpUMapHU TOKCHYHM KYMAapUHCKA HWHTEpMEIHjep KOJjU ce€ MOXKE CTBOPUTH Yy
MHKPO30MHMa jeTpe, 003MpOM Ja je ermoKcuaaIuja KumapuHckor jesrpa ca CytP450 jenan on
IJIaBHUX OHOAKTHUBAIIMOHUX ITyTeBa. AHanmm3oM pe3yatata u3 Tabenme 3.7, Moxe ce
3aKJbYYHTH JIa ca MOPACcTOM KOHIIEHTpaluje AepuBara onaaa koHneHTpanrja GSH. Cmameme
koHneHTpamuje GSH ykasyje na Hema dopmupama 3,4-eMOKCHIa Kao pPEaKTHUBHE BPCTE
TOKOM MeTaboMyKe akTUBallMje JepuBara. Pe3ynraTu cy cBakako y KOpenaluju ca OHHMa
KOj€ OMHCY]y TOKCHKOJIOIIKA NPO(HI M, IITO je joIll BaXKHHU]E, YKa3yjy Ha TO Ja JIEpPUBATH
HUCY CEJIEKTUBHO TOKCHYHH I10 T0jeIMHAa TKUBA. T Bp/iba je MoTBpheHa YHIEHUIIOM J1a HeEMa
JTUTEpaTypHUX TMOJaTaka KOjU OIHCY]y CTBapame BapdapuH-3,4-emoKCHIa TOKOM
MeTaboJMYKe aKTHUBallMje KIMHUYKOT aHTHKoarynaHTa. M3 cBera cieau [a JaepuBaTu
xpomaH-2,4-nuoHa UM 4-XUJIPOKCHUKyMapuHa, CyINCTUTyucaHu y mnonoxajy C3,
HajBEpPOBAaTHU]jE HUCY MOATOKHU KoHAeH3auuju ca GSH 1 1a HUCYy TOKCUYHM Ha TOM HUBOY.

HonatHe wuHpopmanuje o Tome ga au 2f u 2a Mory reHepucaTH peaKkTHBHE
KHCEOHWYHE BpCTe J00MjeHe Cy M3 OCTaluX AaHTUOKCHIATHMBHHX Mapkepa. Cmameme
katanutuuke akTuBHocTH CAT je moBesaHo ca mojaBoM okcuaatuBHor crpeca.l’™® To 3naum
na CAT moxxe OMTH OCETJ/BMB MHIMKATOp OKcuaaTHBHOr omrehewa henmje. ¥V yzopumma
3acuhennm ca nepuBatuMa 2f u 2a, aktuBHOocT CAT pacre ca mopacToM KOHIEHTpallje:

2,45-, 2,50- u 2,67-nyta, u 1,62-, 2,04- u 2,19-nyra y oaHOCY Ha HeraTMBHY KOHTpoiy. Ha
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OCHOBY OBHX pe3yjlTara MOXE C€ 3aK/by4WUTH Ja HajaKTHBHUja jeIUICHha HE H3a3UBajy
OKCHJIATUBHHU CTpPEC.

W na xpajy, U3BpIIEHa je aHAIM3a KOHIEHTpaluje THoOapOMTypHA KHCEIHHA-
pearyjyhux cyncranuu (TBARS). TBARS nHacraje kao mocieauia mopacra JIUIHIHE
nepoKcHanuje, HakoH omrtehema nmmonpoTenHa u3 hemmjcke Mem6pane.l’’ Tlopact
kounentpamvje TBARS ykasyje Ha 030mibHa omTehema henujcke memOpane. Y nmopehemy ca
HETaTUBHOM KOHTpPOJIOM, KOHIEHTpanuja TBARS omama ca mopacToM KOHILIEHTpAIHje
nepuBata 2f u ocrtaje mpuOIMKHO MCTa KOJ JIepuBara 2a, mTo NMOTBplhyje /a HajaKTUBHU]A

JjeIumbemha HUCY TOKCUYHA U HE W3a3MBajy HaCTaHaK OKCHJIATUBHOT CTpeca.

3.3.6. AHTUOKCHUJIATHUBHU CTATYC HAKOH OPAJIHE ATUIMKALIUJE JJEPUBATA 2a U 2f

[IpoiieHa okcUIAaTUBHOT CTpeca y XOMOreHaTuMa jeTpe u OyOpera HacTajaor opaaHUM
TPETHpAkEM JKUBOTHHA jefumembuMma 2a, 2f u BapdapuHoMm, BplieHa je oapehuBameM
KOHLIeHTpauyje peaykoBaHor riayratioHa (GSH) m TnobapbutypHa kucennHa-pearyjyhux
cyncrania (TBARS), Te karanutnuke akTuBHOCTH eH3uMa karamaze (CAT) u cymepokcu
mucmytase (SOD). Pesynratu cy npukazanu y TabGenu 3.8.

Konnentpammja GSH ce y XoMoreHatuma jeTpe mamoBa cCMamuBasia cienehum
penocnenom: 2f > 2a > C > W. Penocnen je yka3zao na je mpucycTBo BapdapuHa y y3opiuma
W3a3UBaj0 HAJBUIIM HUBO OKCHUJIATHBHOI cTpeca, momrto koHueHTpauuja GSH wusHocu
62,59% ox BpemHocTu HeraTuBHE KoHTposie. Ca npyre crpane, 2a u 2f Hucy Ounu
WHUIIM]JaTOPU HACTaHKa OKCHUIATHUBHOT cTpeca y henuwjama jetpe, jep je konmneHTpanuja GSH
y oaroBapajyhum yzopuuma 6mia 1,10- u 1,52-myta Beha y oqHOCY Ha HETaTUBHY KOHTPOIY.
CnuuHu pesydaTtatd A0OMjeHM Cy W Yy y30pHuMa XoMoreHara OyOpera. Y MpHCYCTBY
BapdapuHa 3a0elieeH je HAaCTaHaK CIOOOJHMX paJuKalia yciel CMamemha KOHIIEHTpaluje
pelnyKoBaHOT TiayTatuoHa, 97,43% y olHOCY Ha BpPEOHOCTH y HETaTMBHO] KOHTpOJIU. 3a
pasnuky oA BapdapuHa, y y30pLKUMa KOjU Cy TpeTUpaHu JepuBatuMa 2a u 2f 3abenexeH je
nopact koHueHTpaiuje GSH y xomorenatuma OyOpera, u To 1,22- u 1,25-nmyra y onHOCy Ha
HEraTUBHY KOHTPOJTY.

VY y3opuuma XoMOreHara jeTpe KOoju cajpke 2a, KaTaJUTH4YKa aKTUBHOCT KaTaja3e
nosehana je 1,13-myra y oJlHOCy Ha aKTHBHOCT M3MEpEHY y HETaTHBHOj KOHTPOJHM, ILITO
yKa3yje Ja 2a He u3a3uBa OKCHAAaTUBHU cTpec. JlepuBat 2f 13a3Bao je OKCUAATUBHU CTPEC jep

je aktuBHOCT CAT y oBOM y30pKy cMameHa 3a 70% y nopehemy ca HeraTHUBHOM KOHTPOJIOM.
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Mebhytum, y nopehemwy ca BapdapuHOM, MOXKE C€ BHICTH Jla CY BPEIHOCTH AaKTUBHOCTH
ensuma 1,14-nyra Behe y ognocy Ha 2f. Ciomuna 3amaxama Ouja Cy M 3a XOMOTEHaTe
OyOpera. [loBehameM KaTalMTHYKE aKTHBHOCTH Y Y30pLMMa KOJU CAAPXKE jeIUCHE 2a y
OJTHOCY Ha HETaTHBHY KOHTPOJIy TOTBPhEHO je 11a 2a HHje MHIYKTOP OKCHUAATUBHOT cTpeca. Y
y3opuuma koju caapke 2f nmpumeheno je cMameme KaTalTuTHYKe aKTUBHOCTH 3a 72,5% o
BPEHOCTH M3MEPEHE Y HEraTUBHO] KOHTpOH, U noBehame akTuBHOCTH 1,40-TiyTa y 01HOCY

Ha MO3UTHUBHY KOHTPOILY.

TABEJIA 3.8. YKymHU canpkaj IPOTEHMHAa W KaTAJMTHYKAa aKTUBHOCT aHTHOKCHUIATHBHUX
eH31Ma jeTpe u OyOpera HaKOH CeIMOJHEBHE OpallHE alUIMKaIlfje iepuBara 2a,
2f u BapdapuHa Ha ogpaciuM naroBuma coja Wistar.

JENL. OPIrAH KoH11. TP GSH CAT TBARS SOD
(mg/kg) g/L mg/g pmol/mg nmol/mg U/mg
JETPA
2a 20 31,61+0,36* 8,00+0,33  18,42+0,46 1,12+0,74 5,95+0,48
2f 20 38,80+0,21° 11,0240,227 11,41+0,17"" 1,04+0,51 4,85+0,19
W 20 24,66+0,15 4,55+0,16  10,00+0,34 1,48+0,34 3,68+0,24
C 31,39+0,11 7,27+0,14  16,30+0,28 1,17+0,21 6,04+0,48
BYBPET
2a 20 10,81+0,25 9,05+0,05 52,30+0,71"" 1,54+0,42 1,78+0,23
2f 20 19,33+0,50 9,29+0,19 31,87+0,52"" 0,74+0,37 0,97+0,08
W 20 13,66+0,41 7,22+0,18  22,76+0,37 0,99+0,44 0,88+0,36
C 13,64+0,11 7,41+0,23  43,95+0,41 1,28+0,38 1,34+0,17

%Cpembe BpeIHOCTH TP He3aBUCHA eKcrepuMenTa; N = 50 marosa; 5 nauosa 1o rpynu; p <
0,05 nopeheno ca HeraTuBHOM KOHTpoJoM; 'p < 0,05 mopeheno ca pacTBopoM BapdaprHa y
koHuentpanuju ox 20 mg/kg.

Konnentpamja TBARS Ouna je Hmxka y ysopnuma 2a u 2f y mopehemy ca
HEraTUBHOM KOHTPOJIOM. Y OJHOCY Ha HEraTUBHY KOHTPOJy, Y Y30pKy 3acuheHoM ca 2a
koHleHTpauuja TBARS O6una je 95,73% on pedepeHTHE BpenHOCTH, JOK j€ Y Y30PKY
3acuhenoM ca 2f konuentpanuja TBARS 6una 88,88% oxa pedepentne Bpennoctu. Ca apyre
CTpaHe, y OJHOCY Ha IO3UTHUBHY KOHTPOJIY, Y Y30pKy 3acuheHOM ca 2a KOHLEHTpaluja
TBARS Ouna je 75,68% on pedepentHe BpenHOCTH, AOK je Yy y30pKy 3acuheHoM ca 2f
koH1eHTpauuja TBARS 6una 70,27% oxn pedepentne Bpennoctu. OBO yka3zyje Ja jeumbenha
HUCY M3a3Bajia Ju3y henujcke meMmOpaHe XemaTtonuTa. Y y3opLuMa XomoreHara OyOpera,
koH1eHTpauuja TBARS ce nosehasa y npucyctBy 2a u 1o 1,20-mmyra y 01HOCY Ha HEraTUBHY
u 1,55-nyra y oJHOCY Ha MO3UTUBHY KOHTpOJY, IITO je yKa3ajo Ha MOjaBy OKCHUIATUBHOT
crpeca. JlepuBar 2f Huje yTHIIa0 HENMOBOJHHO Ha TKUBO OyOpera jep je KOHIEHTpaluja
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TBARS y y3opuuma jgepuBata Hmka y mopehemy ca pedepeHTHOM KOHTPOJIOM U
Bap(papruHOM.

N3 Tabene 3.8 Moke ce BUIECTH Jia je MPUCYCTBO jaepuBata 2a u 2f y xomorenatuma
jerpe cMammio karanutuuky aktuBHOCT SOD Ha HEBO 01 98,50% 1 80,30 %, y ogHOCY Ha
HETaTUBHY KOHTposly. Bapdapun je jomr y BHIIEeM CTENeHy HWHAYKOBAO CMabEHe
kKatanutiHake aktuBHocTH SOD jep je y omHOCy Ha HEraTHBHY KOHTPOJIY KaTaJMTHYKa
aKTUBHOCT eH3uMa Omia Ha HUBOY oa 60,93%. JlepuBar 2a HHje YTHIIA0 HEMOBOJHHO HA
TKMBO OyOpera, jep je KaTaJlMTHMYKa aKTUBHOCT NoBehaHa y mopehemy ca HeraTuBHOM
KOHTpPOJIOM, Qi ce Koj JepuBara 2f akTMBHOCT €H3uMa cMamHia Ha HUBO oA 72,39% y
OJTHOCY Ha BPEIHOCTH M3MEpPEHE y HEraTMBHO] KOHTpOJIM. HajBumm mopacT KaTaauTHyke
aktuBHOCcTH SOD 3a0enexeH je KO >KUBOTHHa TPETUpPAHUX BapdapuHOM, jep je HHUBO
KaTaJUTHYKEe aKTHBHOCTH €H3MMa Ono Ha 65,67% oJHOCY Ha BPETHOCT HETaTUBHE KOHTPOJIE,

Te je crora Bap(dapuH U3a31MBa0 HAJBUILIN OKCUJIATUBHU CTpPEC.

3.3.7. XUCTOITATOJIOUIKE AHAJIM3E TKMBA HAKOH WHTPAIIEPUTOHEAJIHE AIUIMKALIAJE

JEJIVbEBA 2a-h

OdunanHa eBanyarnuja edexra aaMuHUCTparnuje aepuBata 2a-h Ha hemuje jerpe,
M3BpIICHA je XHUCTOIATOJIONMIKOM aHAJM30M Yy30paka jeTpe TaioBa KOjU Cy TPETHUPAHHU
JepUBaTUMa y HajBUIIO] KOHIIeHTpanuju, 2 mg/kg (Tabena 3.9).

AHaIu3MpaHu Cy camoO Y30pIlM Ca HajBUIIOM KOHIIEHTPAIMjOM jep ce Taja aoluja
Haj0oJba 3aBHCHOCT H3Meh)y KOHIeHTpainuje W akTuBHOcTH 3a 2a u 2f. Pesynaratm
XHCTOMATOJIOMIKUX aHalin3a cymupanu cy y Tabenu 3.9 u na Cnukama 3.8 u 3.9.

dotomukporpadgu mpeceka jeTpu TpeTupaHux naepuBatuma 2a-h, BapdapuHOM H
HEraTUBHOM KOHTPOJIOM cy npukazane Ha Counu 3.8. Y ogHOCY HAa HETraTUBHY KOHTPOIY
(Tabena 3.9 u Cnuka 3.8I'), rae je 3abenekeHa caMo MacHBHa Xurepemuja (KOHTECTHja),
Bapdapun (Tabena 3.9 u Cnuxka 3.8B) je uzazBao omrehema jeTpe Koja ce BUAE Ka0 yMEPEHO
MPOUIUPEHE MOPTHUX MpOcTOopa, WHGUATpanuja TuMEOIHTa, JEYKOLUTa U Makpodara
(Tabena 3.9). 3atum, mpumeheHe cy u obnacté ca ymepeHOM (OKATHOM HEKPO30M
rpagyanHor tuna. Kana je uzBpuieHo ynopehuBame potomukporpada nepusara 2f (Tabena
3.9 u Cnuka 3.8A) u Bapdapuna (Tabena 3.9 u Cnuka 3.8B), npumeheHo je MUHMMAaIHO
omrtehewe y Buay unpuirpauuje tumM@ponnTa, Jeykouura u makpodara. [Ipomene Ha jetpu
HakoH arunkanuje aepuBata 2a (Tabema 3.9 m Cnmka 3.8b) okapakrepucane cy Kao

MHWHHMAJIHa (I)OKaJIHa HCKpO3a.
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TABEJIA 3.9. Mopdosomike mpomeHe 3a0eneXeHe Ha jeTpama IaroBa HAKOH KOHTUHYHUPAHE
CeIMOJIHEBHE aruiuKaiuje aepuBara 2a-h u Bapdapuna (W) y koHueHTpanuju
ox 2 mg/kg TenecHe TEKHUHE.

JEN. MOP®OJIOUIKE ITPOMEHE
c? DHLS BD® SR" s FND  Ne DBR*™ F
2a +H + "
2b + + ++ +
2¢ + + + + +
2d ++ ++ +
2e + ++ + +
2f + +
2g + ++ ++
2h + + ++
W + + ++ ++ +
C +

*Konrectuja (enr. Congestion); °JluckonTunynpane nminuje xenaronura (enr. Discontinuous
hepatocytes lines); °banonupajyha nerenepanuja (enr. Balloon degradation); "SHamm
perenepanuje (enr. Signs of regenerations); "Mudunrpanuja aumdoIuTa, JICyKOIUTAa |
makpodara (enr. Infiltration of lymphocytes, leucocytes and magrophagi); "®okanna
uekposa (enr. Focal necrosis); ‘Iloctenena Hekposa (enr. Piecemeal necrosis); *Peaxiuja
xyunux kaxana (enr. Biliary ductular reaction); *®u6posa (enr. Fibrosis); "+: MUHHMAaITHO
omreheme; ++: ymepeHno omreheme; +++: Benmuko omreheme; mpa3He KOJIOHE yKa3yjy na
HEMa BUIUBMBOT orITehema.

CBH amMUUpaHu AEepUBaTH H3a3BATM CY YMEPEHY KOHI'ECTH]y, OJHOCHO H3a3BajM
HaBally KpBM y henuje xemaronura. OBakBO IOHaIllamke JepuBaTa OWIO je OYEKHUBAHO,
0031MpOM Ha BUXOB aHTHKOAryJaTUBHU MOTeHLUjal. J{pyra 3HayajHa IpoMeHa Ha jeTpu Ouia
je uHdwmiTpanuja uMmdoruTa, JEeyKoIuTa W Makpodara, aHTUHH(IAMAaTOPHH MeXaHHW3aM
XeNaToLUTa aKTUBUPaH y LIUJbY J1a JeTpa NPUXBATH aIIULUPAHE JepUBaTe Ka0 KCEHOOUOTHKE
06e3 030MJbHUX (DU3MOJOUIKUX Mocieauua no camy jerpy. Ceu gepuBatu ocum 2f u 2h
(Tabena 3.9, Cnuke 3.8 u 3.9) uzazBanu cy u HOKaIHY HEKPO3Y XEMATOLMTA, OJJHOCHO T10jaBy
OpojHHX, CUTHUX, c(epouIHUX J[AeloBa TKWBA, BeluuuHe 1-3 MM, koju MaHudectyjy
KOaryJaTUBHY HEKpO3y M KapaKTEepUCTHYHO Cy MOBE3aHU Ca areHCHMMa KOjU C€ XeMaTOT€HO
mmpe. OncycTBo dokaHe HeKpo3e koA AepuBarta 2f 61o je jour jenan Jokas in vivo Ja ce 0BO
JeIMIbEeme MOXKE cMaTpaTH MOTEHLHUjaTHUM KIMHUYKUM aHTUKoaryitaHTtoMm. JlepuBatu 2c¢ u
2e u3a3Banu cy u puodpo3y jeTpe, OAHOCHO PopMHpahe BUIIKA BIAKHACTOT BE3UBHOT TKHUBA Y
JeTpHu y peakTUBHOM Tpolecy. JIpyrum pednmMa, oBa jeIuibeha N3a3Baja Cy Je3Hje Ha TKUBY

jeTpe, Te Cy Kao TakBa OKapakTepucaHa Kao HeOe30eqHa 3a Jajby alUTMKIN]Y.
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Camka 3.8. ®oromukporpadu npeceka jetpu aepuBata 2f (A), 2a (b), Bapdapuna (B), u
HeratuBHe KoHTpouse (I'). Ctpenune ykasyjy Ha: C — xonrectuja (enr. Congestion); DHL —
JTUCKOHTUHYMpaHe JIMHHje xemaronurta (eHr. Discontinuous hepatocytes lines); BD —
oanmonupajyha nmereneparuja (enr. Balloon degradation); SR — 3Hamu pereneparuje (eHr.
Signs of regenerations); | — unduiTpanuja aumdonura, JCyKOIHTa W Makpodara (CHr.
Infiltration of lymphocytes, leucocytes and magrophagi); FN — ¢okanna nekposa (enr. Focal
necrosis); PN — mocrenena uekposa (enr. Piecemeal necrosis); BDR — peakiija »)y4HHX
kanauna (enr. Biliary ductular reaction); F — ¢u6po3sa (enr. Fibrosis).

Ca gpyre crpaHe, amMkanuja BapdapuHa u3a3Bana je, nopea Beh HaBeIeHHX
MaTOJIONTKUX MPOMEHA U YMEPEHO OJlyMHUpahe TKUBA jeTPe 1 MUHUMAIHO omTeheme KyuaHnx
KaHajla, IITO je jOoII jeAHOM NOTBPAWJIO arpecuBHY TPHPOLY OBOT KIMHHYKOT
aHTHKoaryinaHTta. TuMme je Ha HEKM HAuWH U ONpaBJaHa TeXHma Ja Ce OBaj KIMHUYKU
aHTHUKOATyJaHT 3aMEHU HOBUM.

I'eHepanHM 3akJbyyak je Jla HajaKTHUBHM]A jenumbera (2a u 2f) He u3a3uBajy 3HauajHe
IpOMEHEe Ha XemaTouuTHMa; cBa omTehema cy 3a0enexeHa Kao MHUHHMAJHE
naTomopdodomike npomeHe. OBo je 610 M3y3eTHO 3HaYajaH pe3yaTar KojH je MoKa3ao Ja uMa
pe3oHa jerpy M OyOpere eKCHEpUMEHTAJIHOT MOJIENl OpraHu3Ma MOABPrHyTH U Behoj

KOHIIeHTpauuju nepuBata 2a u 2f, He OM 1M ce yTBpIMO NpaBU YTULA] JI€pUBATa HA OpraHe
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MIPUJIMKOM opaiHe (KIMHUYKE) aAMUHICTpanuje. HakoH opanHe aqMUHHUCTAIMjE AepuBaTa 2a

1 2f u3BpIleHa je XMCTONATOJIONIKA aHAIIM3A jeTpe U OyOpera 1abopaTopujcKuX KUBOTHHA.

Camka 3.9. ®otomukporpadu npeceka jetpu TpeTupanux aepuBaruma 2b (A), 2¢ (b), 2d
(B), 2e (I'), 2g (1) u 2h ('b). Crpenuue yka3yjy Ha: C — konrectuja (enr. Congestion); DHL
— NUCKOHTHUHYMpaHe nuHHUje Xemarouurta (eHr. Discontinuous hepatocytes lines); BD —
oanmonupajyha nerenepamuja (enr. Balloon degradation); SR — 3namu pereneparuje (eHr.
Signs of regenerations); | — undunTpanuja aumdonura, JCyKonHTa W Makpodara (CHr.
Infiltration of lymphocytes, leucocytes and magrophagi); FN — ¢okanna nekposa (enr. Focal
necrosis); PN — mocrenena uekposa (enr. Piecemeal necrosis); BDR — peakiuja )Ky4HHX
kanauna (enr. Biliary ductular reaction); F — ¢u6po3sa (enr. Fibrosis).

3.3.8. XUMCTOITATOJIOUIKE AHAJIM3E TKUBA JETPE U BYBPEI'A HAKOH OPAJIHE AIUIUKAIIUJE

JIEPUBATA 2a U 2f

Haxkon arumkanuje per os, Opel XHCTONATOJIOUIKE aHAIM3€ jeTpe, M3BpIICHA je U
XUCTONATOJIONIKa aHainu3a OyOpera. byOpesu cy y3eTu y pasmarpame Kao HEHTPAIHU OpraH
KOJU BpIIM EKCKPELHjy HajaKTUBHUJUX jenumema. Mako nerasbHa aHammza Mertabosin3Ma
TECTUpaHMX JIepUBATa HUje U3BPIICHA, OUJIO je BaXKHO Je(UHHUCATH KaKo jeUbEHha yTUUY Ha
opraH TOKOM MpBe U Jpyre (aze merabonusma. Haumme, mo3HaTto je Ja XpOMaHCKH HU
KYMapHHCKH JEpHBaTH y NMpBOj Ga3u MeTaboIu3Ma MoIexKy XuApokcuaanuju noioxaja C7
nomohy CytP2C6, nok ce apyra ¢a3za meraboiu3ma CBOJM Ha TIyKypoHHJanujy. Pesynraru

AC€TAaJbHC XHCTOIIATOJIOINKE aHaJlIn3€ TKHUBa jeTpe n 6y6pera HaKOH CCIMOJHCBHOI'
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KOHTHHYHPAHOT OpaJHOr TpeTMaHa aepuBatuMma 2a, 2f um BapdapuHOM Cy NIpuUKazaHu y

Tab6enu 3.10.

TABEJIA 3.10. MopdoJomnike mpomMeHe 3a0eniekeHe Ha jerpama U OyOpe3nma maroBa HaKOH
KOHTUHYUPAaHE CEIMOJIHEBHE OpaJHe aruiMKamnuje aepuBata 2a, 2f wu
Bapdapunom (W) y konnentpauju o1 20 mg/kg TenecHe TeKUHE.

OPIr'AH MOP®OJIOLIKE I[IPOMEHE
JEIMBEBRE C* CVD® ZHD® FLN™ KCH* F» H° IE* GA*® HD" NTE
JETPA
2a +X + + + + +
2f ++ + + + + +
W +++ 4+ ++ +++  +++ ++
C + +
BVYEBPEr
22+ + +
2f + + +
W +++ +++ +++  ++
C + + +

*Konrecrtuja (eHr. congestion); *TIpomupene nenTpanne sene (enr. Central veins distension);
"3oHanHa XHWAPOTICHA JereHepanuja xemarorurta (eHr. Zonal hydropic degeneration of
hepatocytes); "®okanna Hekpo3a nusupamem (eHr. Focal lytic necrosis); “Xwumeprmiasuja
Kyndeposux hennja (enr. Kupffer cell hyperplasia); "®u6posa (enr. Fibrosis); “Kpsapeme
(enr. Hemorrhaging); *Egem wunTepctuimjyma (enr. Interstitial edema); °*Atpodmuja
rJIoMepysa ca mpomupemeM cyokarncynapHor npoctopa (enr. Glomerular atrophy distension
of capsular space); "Xunaporicua nerenepaiiija enurena TyOyna u cabupHux kananuha (eHr.
Hydropic degenerescence in tubular epithelium); 'Hekpo3a emurena TyOyna M cabGUpHHX
kanaysmha (enr. Necrosis of tubular epithelial cells); “+: muaumanHo omrehemwe; ++: ymepeHo
omrteheme; +++: Benuko omreheme; mpa3He KOJIOHE yKa3yjy l1a HeMa BUJBbHBOT omTehema.

VY y3opuuma TKHBa jeTpe TpetupanuM BapdapuHoM u aepuBaruma 2f (Crnuka 3.10A)
nu 2a (Cnuka 3.10b) 3abenexxene cy cneaehe Mopdomomike MpoMeHe: KOHTecTuja,
IPOIIMPEHE IIEHTPATHUX BEHA, 30HAJIHA XMJPOIICHA JAEreHepaluja Xernarouura, (okanHa
HEKpo3a Ju3upameM, xuneprnaszuja Kymdepoux hennja u gubposa; Kox HeratubHe
KOHTpOJIE yOueHe Cy KOHIeCTHja M XUAPOIICHA JiereHepaluja enurena TyOyna U cabUpHUX
kaHanuha (Cnuka 3.10I). ¥V onHocy Ha HeraTMBHY KOHTpoJy U JiepuBate 2a u 2f, Bapdapun
je u3a3Bao Hajehe mpomene TkuBa jerpe. Kon nepuBara 2a u 2f cy 3abenexeHe ucte
MophoJIoIKe MPOMEHe Kao M KOJ| BapdapuHa, any 3HaTHO cllabujer HHTeH3UTeTa.

Konrectuja je Ouia oyekWBaHa M MHTEH3UTET KOHI'€CTHje YKa3ao je MOHOBO Ja je
jemumeme 2f 60sbu aHTHKOArymaHT of 2a. Ilpommpeme HeHTpallHe BeHe jeTpe (JaT. vena
porta) 6uo je pedaexc Koju je ykazao Ha MOBMIIEHU Opoj OTKyIaja cpia JiabopaTopHjcKUX

JKUBOTHHA, 3aTUM Ha IMOBUIICHY BPCIHOCT KPBHOI' IIPUTHCKAa W Ha HOBChaI-by AKTUBHOCT
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cUMIaTeTHYHUX HepaBa mummha. OBe (U3MOJIONMIKE TPOMEHE Cy yKa3ajie Ha H3Pa3UT
AHTUKOATYJaTHUBHU TOTCHLHMjaNl jeumera 2a u 2f anM W Ha MOTEHIMjalHa HEeXeJbeHa

JiejcTBa.

Cauka 3.10. doromukporpadu mnpeceka jerpu Tpetupanux aepBaruma 2a (A), 2f (b),
BapdapunoMm (B), u HeratuBHOM KoHTpoJioM (I'). Ctpenuie yka3yjy Ha C — KkoHTecTHja (EHT.
Congestion, macuBna xunepemuja); CVD — IIpomupene nentpanne Bere (eur. Central veins
distension); ZHD — 3onanna xuaporicHa AercHepanuja xematonuta (eHr. Zonal hydropic
degeneration of hepatocytes); FLN — dokamna Hekposza nusupameMm (enr. Focal lytic
necrosis); KCH — Xunepmiasuja Kyndeposux henuja (enr. Kupffer cell hyperplasia); F —
dubposa (eur. Fibrosis); H — Kpsapewe (enr. Hemorrhaging); IE — Exem unHTepcTHInjyMa
(emr. Interstitial edema); GA — Arpodwuja rioMepysia ca MPOUIMPEHEM CyOKarcyaapHOT
npoctopa (enr. Glomerular atrophy distension of capsular space); HD — XwuagporcHa
nereHepanuja enutena TyOyna u cabupHux kananuha (enr. Hydropic degenerescence in
tubular epithelium); NTE — Hekpo3sa enurena TyOyna u cabupuux kanaauha (enr. Necrosis of
tubular epithelial cells).

Hanasee, 30HamHa XuApoIiCHA JereHepanyja XernarolMTa yKasyje Ha oluTeheme
KYYHUX KaHaja, Koje je y ciyyajy aepuBaTa 2a u 2f MuHuUMalHO, a y ciyd4ajy BapdapuHa
MakcumanHo. Kao u y ciyuajy MHTpamnepuTOHEalHe alulMKalldje, JIepUBaTH Cy H3a3BalId
Onary ¢oxanHy Hekpo3dy M (ubpo3y tkuBa jerpe. Ca apyre crtpane, xumeprpoduja u

xunepriasnja Kyndeposux henuja oOMuHO ce jaBibajy 3ajeJHO Kao mocienuiia MHGIIykca
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KCEHOOMOTHKA WK y Ciry4ajy Omare nHpiaamanuje jerpe. JerasbHuje aHanuse nHpaamamje
TKMBAa jeTpe HAKOM OpaJlHE aryuKamnuje aepuBara 2a u 2f HUCY H3BpIIEHE Ma HHUje OO0
Moryhe MOTBPAUTH 3aMa/beHCKH MPOIIEC YHYTap XEMaTolUTa.

VY XUCTOMATOJIOMIKUM y30pIuMa OyOpera, mope KOHTrecTHje, 3a0ene:keHe Cy U HOBE
NPOMEHE, KOj¢ HUCY YOYCHE Ha TKUBY jeTpe MaloBa: KpBapemwe, €IeM HHTEPCTUIMjyMa,
aTpoduja TIIoMepylia ca MpOIIMPEHEM CYOKAICyIapHOT MPOCTOPA, XUAPOTICHA JIeTeHepaIfja
enuTena TyOyna U cabupHUX KaHaivha, ¥ HEKpo3a enuTelia TyOyna W cabupHUX KaHaimuha.
Mopdouionike npomeHe, 3a0eeKeHe KOJ HETPETUPAHUX KUBOTHIA, OWJIE Cy KOHTECTHjA U

XHAPOTICHA JIeTeHepallrja enurena TyOyna u cabupuux kananuha (Cnuka 3.111).

Cimka 3.11. ®oromukporpadu mnpeceka Oyopera Tperupanux aepuatuma 2a (A), 2f (b),
BapdapunoM (B), u nerarusaom koutposiom (I'). Crpenuue ykazyjy Ha C — koHTecTHja (eHr.
congestion, macuBHa xunepemuja); CVD — [Ipommupene nentpanse BeHe (enr. Central veins
distension); ZHD — 3onanHa XWIpOICHA JereHepaiidja xematonuta (eHr. Zonal hydropic
degeneration of hepatocytes); FLN — ®oxamHa Hekposa nusupamem (enr. Focal lytic
necrosis); KCH — Xunepmiaszuja Kyndeposux henuja (enr. Kupffer cell hyperplasia); F —
®ubposa (eur. Fibrosis); H — Kpsapeme (ear. Hemorrhaging); IE — Enem unTepcTuimjyma
(emr. Interstitial edema); GA — Atpodwuja rnomepyrna ca HPOLUIMPEEHEM CYOKanCylnapHOT
npoctopa (eur. Glomerular atrophy distension of capsular space); HD — XwunporncHa
JieTeHepanuja enurena TyOymna u cabupHux kananuha (enr. Hydropic degenerescence in
tubular epithelium); NTE — Hekpo3sa enurena TyOyna u cabupnux kananuha (ear. Necrosis of
tubular epithelial cells).
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Kao u koj y3opaka jerpe maroBa, BapdapuH je n3a3Bao HACTaHAK HAJUHTCH3UBHUJUX
Mopdoromkux npomena. JlonatHo, 3a pasnuky on nepuBara 2a (Cnmka 3.11A), 2f (Cnuka
3.11b) u HeraTuBHE KOHTpPOJE, KOJA Bap(apHHa je yOUeHO M YHyTpamlmke KpBapeme (Criuka
3.11B). Bapdapun je xao Jiek u3a3Bao M TOjaBy OyOpe)HOT WHTEPCTUIHJATHOT eIeMa,
OJTHOCHO aKyMYJaIlMjy BHIIKA TEJIECHUX TEUYHOCTH y OyOpe:kHOM MHTepcTuijymy. OBakaB
XHACTOTIATOJIOIIKK pE3yATaT jeJaH je oJ YyoOWuajeHHX cuMiToMa Oojectu OyOpera.
ByOpexHu enemM HacTaje CHCTEMCKH M TIOBE3aH je ca aTpo(ujoM rIIoMepyia ca IpOoIIupeHheM
cyOKkarcynapHOT MpocTopa Koje ykasyje ga OyOpes3u 3alpikaBajy BOJIY M COJH HATpyjyma.
OBaj cumnToM Takole je moBe3aH ca HEKPO30M enuTesa TyOyna u cabupHUX KaHanuha koja
je Takohe Omina HajuzpaxeHuja Ko BapdapuHa, A0K cy nepuBatu 2a u 2f nza3Banu He3HATHO
omreheme. AkyMmynaiuja Bojie y 0yOpe3numa HakOH agMUHUCTpalje BapdapuHa takohe je
noTBpheHa MmojaBOM XUIPOIICHE JereHepanuje enurena TyOyna v cabupHux KaHanuha. Y
mpernapaTuMa Koju cy ce ojgHocuiau Ha 2a u 2f 0BO maro(u3MONIONIKO CTame HUje
3a0eneKeHO, ITO je MOTBPAWIIO Ja KaHJAWIATH 332 aHTHUKOAaryJaHTe HE W3a3uBajy 030MIHHO
omreheme OyOpera.

Cse 10 caga omucane MOpQoJIOIKe TPOMEHE Ha jeTpu u OyOpe3uma 3a 2a u 2f, 6mio
HaKOH WHTpANEpUTOHEATHE WJIM OpajHe arulhKaiuje, yoOWuajeHe Ccy Kaaa Cce€ TKHBO
npuiarohaBa Ha HOBM KCEHOOMOTHUK. MIHTEH3WTET mMpomeHa, Koje Cy O3HAa4YeHEe MaxoM Kao
MHUHHMAJHO omTeheme wWim yMmepeHo ommTeheme, yKasyjy Ha TO Ja C€ OpraHd JaKo
npuiarohapajy jeaumeBbUMa U J1a MOTEHIIMjaTHA aHTUKOATYJIaHTH TToJ1exKy Beh mocTojehum
MeXaHHU3MHUMa eKCKpeIrje Kpo3 MpBy U Ipyry a3y Meradoau3ma.

Ca npyre cTpaHe, HHAWKATOPU KOJU CY MPEABUICIIN TI0jadyaH PU3UK OJI YHYTPAIIHET
KpBapewa aJIMUHUCTpAIMjoM BapdapuHa, a KOju Cy JTOOMjEeHW HAKOH aHaJIM3€ BE3MBama 3a
CepyMCKH ajiOyMuH, jOI jeJHOM Cy MOTBph)EHN TOKOM OpaliHe allIMKaIije Ha XUCTOJIOIIKOM
npenapary OyOpera. Mako jemumema 2a u 2f cBakako 3axTeBajy Jajba CTPYKTYpHA
npuiarohaBama y CMUCIY CMameHma JI0 Cajia ONMMCAHUX HEKEbeHUX edekara, OHH Cy U Y
da3u MPEeTKIMHUYKUX HCIUTHBama 0e30eqHuju o BapdapuHa 3a amiukKanujy, HITO je

3Ha4ajaH pe3yJnTar.
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3.4. CTPYKTYPHU ACHEKTU HEOIIXO/JHH 3A AHTUKOATYJIATUBHY AKTUBHOCT

JEPUBATA 2a-h

Haxon omcexHHX ekcriepuMeHara Koju Cy NOTBPAWIM Aa ce nepuBaTtu 2a u 2f mory
cMaTpaTH aHTHKOAryJaHTHMa in vivo, cienehu kopak O6wmo je yrBphuBame (apMakooruje
aHtaronnsMa Imiiyca ButamuHa K. Iloctoju MHOTO moneMuka O TOME Ha KOjU Ha4YMH
BaphapuH W CIMYHA jCAWIbCEHA AHTArOHUPA)y KoaryiaallMoHH IUKIyc. Bapdapun je
aHTaroHUCT penyknuje BuTamuH K 2,3-emoxcmma 1o ButammHa K. Tokom mporeca
penykuuje, VKORCI ce mpeBoau u3 cBoje peaykoBane ¢gopme, y kojoj Cysl32 u Cys135
nocroje y hopmu cyndxuapuia, y okcuaoBany gopmy, y kojoj Cys132 u Cys135 popmupajy
mucyndunny Besy. Cam MexaHW3aM aHTaroHM3Ma OBOT TIpolieca je 10 JaHac HEMO3HaT U
MOCTaBJha CE MUTAKE J1a JIU ce BapdapuH KOBAJIEHTHO Be3yje 3a eH3umM? Takohe, 063upom ma
cy 2a u 2f crpykrypHu anano3u BuramuHa K a He BapdapuHa, cienehe nurame je 1a 1 OBU
AHTaroHUCTH HCIOJbaBajy (apMaKoJOTH]y UJIEHTUYHY Bapdapuny? Ilpema MexaHusmy Koju
je mpemroxuo Silverman (YBox, Ilema 1.20), Buramma K2,3-emokcupa je cymerpar
penykoBane ¢dopme VKORCI, ma je mpaBo murame na au u jaepuBatd 2a u 2f, kao
CTPYKTYpHH aHano3u BuTamMuH K 2,3-emokcuia, jecy aHTaroHWCTH peaykoBaHe ¢opme
VKORC1?

[Toncehawa pagm, ga Om ce mporec peaykuuje emnokcuane ¢opme ButamuHa K
3arnoueo, okcugoBaHa ¢opma VKORCI ce y in vitro ycinoBuma peaykyje momohy DTT-a
(mutnoTpenton),*® nok ce y opraHmsMy oBaj Ipolec OIBHja Y IPUCYCTBY MHUKPO30MAIHE
NADH-3aBucHe numoammj peaykTasze.”’ Y CBeTly aHTaroHW3Ma Ipolieca Koarynaluje
BapdapuHoM, mnpeuHkyOamuja okcuaoBaHe ¢opme VKORC1 ca DTT-om mnpe momarka

Bap(apuHa yruue Ha antaronuzam VKORC1.®

ExcneprMeHTanHy MoJaly CyrepuiIly Ja ce
BapdapyH JaKie Besyje 3a OKCHI0BaHy (GOpMy eH3MMa Hero 3a peaykopany. > °® Bapdapun
Op>ke aHTaroHupa akTUBHOCT okcuzpoBaHe (Gopme VKORCI kana ce eH3uM MpPBO H3JI0XKHU
Bap(apuny, na Tex ouaa DTT-y.*

VY in vivo ycnoBuma, ca Jpyre cTpaHe, peAaykoBaHa (opMma JMIIOAMH] pelyKTase
CTUMYJIHILE aKTUBHOCT okcunoBane popme VKORC] Ha cimuan Hauns kao DTT.> Uako ce
BapdapuH Besyje 3a okcugoBany popmy VKORCI, en3um ce Mopa penykoBatu Ja OM Morao
Ja W3BPLIM KOHBEP3Ujy €MOKCHIA y XHUAPOXHUHOHCKY (opmy.>* Tek HakoH aKTHBallMje

CH3MMa, OAHOCHO HCTOBEC pCILy'KI_II/Ije, HaCcTylla aHTaroHu3aM KoaryjJalpuoHOT IHKIIyCa

Bap(papruHOM WM CIUYHUM jeMbECHUMA.
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O03upoM Ha UHBEHHIYy Ja BaphapuH ca BEIMKHUM a(pHHUTETOM OCTBapyje
untepaknujy ca VKORCI, nyro ce cmartpano ia ce MHTEpakifja OJBHja UPEBEP3UOMITHUM
Mexanu3MoM.* Y mpuior umpesep3uOMIHOM aHTAaroHusMy, Silverman u capagHUIU Cy
NPEVIOKUIN Ja Ce JCTPOTOHOBaHM OOMMK BapdapuHa Be3yje 3a pPEayKOBaHU OOIHMK
VKORC1.%° Mnak, mpema mocajamimsuM casHamKuMa, BaphapuH ce He MOKE MPEBECTH Y
enoKcuaHy popMy, Kao MITO je To ciaydaj ko ButamuHa K. Crora He mocroju MmoryhHocT na
ce aHTaroHMW3aM CIIPOBEJC KOBAICHTHUM MEXaHH3MOM, aHAJIOTHO MPETI0KEHOM MEXaHU3MY
penykmuje ButamuH K 2,3-emoxcuna.’®®® Cymportno Silverman-oBom 3akibydky, HOBHje
cTyauje cy notspauie aa je okcugoanu o0k VKORCI mera 3a Bapdapun (YBog, lllema
1.21).%56% Crora je mpennoxkeHo ma ce MexaHW3aM aHTArOHM3MAa He OfBHjA KOBAJIEHTHHM
Mexanu3MoM. OBaj 3akJbyvak je 3ampaBo U JIOTUYaH, jep Ou oHAa BapdaprH MOTao Ja MPeKo
CBOje XUJPOKCUJIHE Tpyle Ha MOJiokajy 4 Ja O4 €KBUBAJIEHT peAyKLHuje 3a pPeayKIHujy
mucynduane Bese okcunoBaHor VKORCI.

Mehytum, 2a u 2f 1o cB0joj CTPYKTYypH MOTY OUTH CaMO aHTaroHUCTH PEIyKOBaHE a
He okcugoBaHe popme VKORCI. To 6u 3ampaBo 3HaYMIIO Ja OBU aHTAaroHUCTH BUTamuHa K
nMajy apyrauujy dapmakosnorujy anraronnsma VKORCI y ogHocy Ha BapdapuH, mro je
Tpebasio MOTBPAUTHU U in silico excnepuMmeHTuMa. J[a OM ce oBaj MOCTyNaT MOTBPAUO WIIH
OTIOBPTHYO, CHPOBEIEHE CYy CTYIHjE€ MOJIEKYJICKOT nokoBama, 3-D QSAR crymmje, 3-D
(dhapmakodopHe cTyauje U CTyauje MOJIEKYJICKE TMHAMHUKE, KOjJuMa je UCITUTUBAHO KOJUM Ce
O]l IIPEUI0KEHUX MEXaHU3aMa, PEeBEP3UONITHUM WM KOBAJICHTHUM, AepuBatu 2f u 2a Besyjy

3a peaykoBany ¢popmy VKORCI.

3.4.1. BEBUBAWE JIEPUBATA 2f 1 2a 3A *WVKORC1 IPEMA IPEJIJIOXKEHOM HEKOBAJIEHTHOM

MEXAHM3MY

Tomnonoruja xomomnoror moaena VKORCI nanosa (nar. Rattus norvegicus VKORCI,
rVKORCI) 6una je ca 4 TpaHcMeMOpaHCKa XeJIMKca U yIOpPEANBa €a OCTAIUM XOMOJIOIMM
MOJIeIMMa MPEJCTaBJbeHUM Y JIUTepaTypu. Y OHMOAKTUBHO] KOH(pOpMAIMju HajaKTUBHHjET
a"taronucta ButamuH K, nepuBata 2f (Cnmka 3.12A), xapOoHMIHA rpyna JaKTOHCKOT
IpcTeHa MpBOI XpoMaH-2,4-7IMOHCKOT je3rpa ycMepeHa je ka Gopmupamy ciade BOJIOHUYHE
Bese (due = 3,178 A) ca atomom asora koju rpamm mentuany Besy msmehy rThrl138 u
rTyr139. Xpoman-2,4-TMOHCKH TIPCTEH je opHujeHTucaH ka ¢enun rpynu rTyrl39 ycuen
jakux m-m xuapooOuux mHTepakimja. Jamwe, NH rpyma »Thrl38-rTyr139 nentuane Bese

JI0JJATHO YCIOCTaBJba €JIEKTpOCTaTnuke MHTepakuuje ca C-4 kapOOHWIHOM TPYIOM JPYror
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xpomaH-2,4-nuoHckor mnpcereHa. OBa cnenuduyuHa MHTEpaKIHja y BEJIMKO] MepH ojapehyje
koH(popmanujy 2f y akTHBHOM IIEHTPY, jep je AUPEKTHA MOCIIEHIA TOTa YCMEpaBame JPyror
xpomaH-2,4-nuoHckor npcrena uza #Iyr139. Ha Taj naunn rTyrl39 je okpyxxeH nepuBaTtom
2f y Buay koHpopmaiuje y OONHMKY CEeHJBHYA. ETHMICHIMAMUHCKH CKEJEeT JONPUHOCH
akTuBHOCTH JnepuBara 2f Tako mrTo momymaBa mpoctop oko rTyrl139 m mTo nomatHo
cTabuim3yje aepuBaT y akTUBHOM IeHTpy. CTabuim3aiuja ce ocTBapyje jep je aMHHO TpyIia,
Koja ce Haja3W y OJM3WHU XpoMaH-2,4-JIHOHCKOT TPCTEHa, JOBOJHHO Onm3y na Ou ce
YCIIOCTAaBHJIE €JIEKTPOCTATHYKE MHTEPAKIIHMje ca KHCEOHHKOM XHIpOKCHIHE rpyre »TYyrl39.
OBa mocneama WHTEpaKlMja WHIUPEKTHO 00e30ehyje onaromapajyhy opujentanujy C4
KapOOHWJIHE Tpyre MNpBOr mpcTeHa nepuBata 2f ka BogoHMKoBOM aromy u3 SH rpyme
amunokucenuue rCysl35. ITlopen Tora, ocTBapyjy ce MpuBIIadYHE HHTEpakuuje usMmelhy

JAKTOHCKOT KapOOHMIIa pyror XxpomaH-2,4-mmuonckor npcreHa u SH rpyme #Cys135.

Cauka 3.12. Be3uBame HajO0obe nokoBaHe OmoaktuBHe KoHpopmaruje 2f (A) u 2a (b) y
akTuBHOM LieHTpy VKORCI nanosa (*VKORCI, npencraBsbeH je jbyonuacrom 0ojom; 300r
NPErieTHOCTH CIIMKA, MPUKA3aHH Cy CaMo MOJapHA aTOMH BOJOHHKA).

YcenocraBsbeHa unrepakuuja uzmehy »Cys135 u kapOonusiHe rpyne Ha nosioxajy C4
XpoMaH-2,4-TMOHCKOT je3rpa ykas3aljla je Ha MOT'YhHOCT J1a TOMEHYTH KapOOHWIHU KHCEOHUK
MO)ke OuTH akuentop BogoHuuyHe Beze ca rCysl35. Tlox ycmoBoMm ma Moxe Aa ce Harpaau
BOJIOHMYHA Be3a, MpoToH ca SH rpyne moxe nako npehu Ha C4 xkapOOHMIIHY I'pyIly JepHUBaTa
2f (IlIema 3.2). [locTojame BOAOHWYHE Be3€ j€ U MOTBphEHO, 003UPOM Ha YMIHCHHILY A je
Jy’KMHA TIPEHOCHOT TyTa dug = 2,688 A. Camo mocTojame BOJOHHUYHE Be3e Jajbe yKasyje aa

ce TpaHc(ep MPOTOHA BpPIIM Hpeko (opMupama mpenasHor crama.*®'’® Cse Hapenene
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MOBOJbHE WHTEpakiuje nepuBara 2f ca eH3UMOM [ajy HHCKE MpenBul)eHe BpEIHOCTU

KOHCTaHTe aHTaronmsMma, K, = 68,9 nM.

Oxcuposana popma r'VKORC1 PenykoBana gopma ¥VKORC1
rCys132 rCys135 rThr138 #Tyrl39 rCys132 rCys135 rThr138 #Tyrl39
I\N\I'II\N\I‘NV\/\MN[IWVJ\/\NJ\IW SAAA A NADH+H+ NAD+ NV\I]I\IWNUVUVUV[IWVJ\IWJ\IV\I
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Iema 3.2. IlpennoxkeHn MeXaHHW3aM PEBEP3UOMIITHOT IyTa aHTaroHW3Ma KOaryJaldoHOT
LHMWIKyca nepuBaTuma 2a u 2f.

buoaktusHa koHpopMmarmja 2a (Ciuka 3.12B5) ciudHa je mMpOCTOPHO] OpHjEHTAIM]H
nepuara 2f. [lonoxaj xpoman-2,4-muoHCKOT MpcTeHa je ciuyaH kao kox 2f. Mehyrum,
YIIPKOC YHE-CHHUIM JIa Ce MCTe MHTepakuuje oaBujajy usmely »Tyrl139 u anraronucra, paBan
XpoMaH-2,4-IMOHCKOT TIPCTEHa JiepuBara 2a poThpana je 3a npudmmkHuo 30° y ogHOCY Ha
paBaH npBor npcreHa aepusara 2f. 36or oBe poTaiyje, Hema yCIoCTaB/baba BOJJOHUYHE BE3e
uszmel)y nakToHCKOr kapOonuna u mnentupHe Besde rThrl38-rTyrl39, jep je usmepena
ynamenocT d = 4,112 A. Wnak, OTKpUBEHO je HEKONMKO TOBOJHUX HHTEpAKIHja.
[IpoToHOBaHa TepMUHAIHA aMUHO Tpyla €TUJIEHIMAaMUHA j€ J0BOJbHO OJM3Yy XUAPOKCHITHO]
rpynu #Thr138 na ce ycmocraBipajy enekTpocTaThuke HHTepakuuje. Jlame, kapOoHMIIHA
rpyna Ha mosioxajy C4 je, kao U y ciyuajy jeaumema 2f, mOBOJbHO OpHjeHTHCaHa Ka

dopmupamy Bojgonnune Bese ca rCys135 (dug = 2,913 A). Iomrro nepusatu 2a u 2f umajy
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CIIMYaH TMPOCTOPHH pacmopes; y AaKTUBHOM LEHTPY €H3MMa, Tako je W IbUXOBa
aHTHUKOAryJlaTHBHA aKTUBHOCT mopeauBa. Cana ce mocTaBiba nuTame: 3amTo je nepuBar 2f
aKTUBHHjU o7 2a? PazymHO objamimeme je na opujeHTanuja aepusara 2a y 2a-rVKORC1L
KOMILJICKCY HHje KOMIIaKTHa Kao koj jaepuBata 2f y oaromapajyhem kommuiekcy. Crora, 2a
HUJe JOBOJHHO CTAOMIJIM30BAaH JIa JJAKO NMpHUXBaTH aToM BoJjoHmKa ca #Cys135. OncycTBo jake
BE3€ ce OJ[paykaBa M y KOHCTAHTH aHTaroHu3Ma koja usHocu K, = 498,8 nM, mto je HuxKe y
onHocy Ha 2f.

Ha ocHOBy cBuX mnpukasaHux 3akibydaka, lllema 3.2 cymupa moryh HauuH
AHTArOHMCTHYKOT JieJioBama AepuBata 2f u 2a npexo peBep3nOMIHOT MexaHu3Ma. Pesynraru
Koje je mpencraBuo Gebauer He Tpykajy neUHUTHUBAH 3aKJbydaK Ha KOJU HA4MH Bap(apuH
Bpum anTaronmam *VKORCI, Beh je camo moxa3ano 1a je oBaj mporec pesep3uOmian.®
Pesynratm koju TpOWCTHYY W3 MOJIEKYJICKOT JIOKOBama, OJHOCHO OHOAKTHBHE
KOH(poOpMalHje aepuBaTa, yKa3yjy Ja ce peakihja aHTaroHW3Ma €H3MMa OJIBHja TPEKO

npenasHor crama TS (enr. Transition State).

3.4.2. BE3VMBAWBE HEAKTUBHUX JEPMBATA 3A rVKORC1 T[PEMA [IPEJJIOXXEHOM

HEKOBAJIEHTHOM MEXAHW3MVY

MouJiekylicko JOKOBame JONPHUHEN0 je W pa3yMmeBamy 300r dyera cy OCTald
WCIUTUBAHU JI€pPUBATH IOKa3aJld 3HATHO Mamy akTUBHOCT oj aepuBara 2a u 2f. Taxo,
IJIaBHA KapaKTepUCTUKa A0O0ujeHnX OmoakTuBHUX KoH(popmaruja 2b (Ciouka 3.13A), 2¢
(Cnuka 3.13b) u 2d (Cnuka 3.131) jecte ga cy NOMEHYTH JIEpUBATH POTUPAHU BaH PaBHU
Kojy dbopmupajy xpomaHn-2,4-nuoHcka jesrpa 2f u 2a 3a npubmmkHo 45°. Yrpkoc 4MmbeHUIN
Ja Cy CBU JEpUBATH CTAOMIM30BHM BOJOHUYHOM BE30M KOja C€ YCIOCTaBJba H3Mehy
JIAKTOHCKOT KapOoHmiaa W mentuane Bese rThrl38-rTyrl39, He mocroje mpyre MOBOJbHE
uHTepakmuje u3mely xpoman-2,4-nuoHckor jesrpa u r1yrl39, na je nupexTHa mocieaua To
Ja je yoasbeHOCT KapOOHWIIHe rpymne Ha moloxkajy C4 cyBulle Benuka Aa Ou ce Harpaauia
BoZioHMYHa Be3a ca rCys135: 3a jequmema 2b, 2¢ n 2d aucranna mmehy C4 kapbonwia u
cyndxunpunse rpyne rCys135 usnocu d = 5,780, d = 6,171 u d = 5,738 A. Crora, oBa
jenmbemha He MOTY ce cMaTpaTu e(hUKaCHUM aHTUKOAryJlaHTHMa.

[Ito ce Tuue jeaumema 2e (Cnuka 3.13 /1), IO CTPYKTYpH BPJIO CIAMYHOT AaHTAarOHUCTY
2f, mpuCYyCTBO J0JaTHE METHJICHCKE TpyIle y MPONHICHANAMHHCKOM MOCTY Hu3Mely aBa

XpoMaH-2,4-7TMOHCKa je3rpa Y3poKyje Ja je Apyru XpoMaH-2,4-IMOHCKH NPCTEH 2e, Y OJJHOCY
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Ha 2f, penosunmonupan Omwke rThrl38, u nma 3ay3uma japyradujy OpHWjeHTAlM]y YHYTap
aKTUBHOT IIeHTpa. 300r Tora Hema ojaroBapajyhe mHTepakiuje apyror jesrpa ca r1yrl39,
IITO YyTUYE Ha TO Ja je u KapOoHWIHA rpyrna Ha nojoxkajy C4 mpBor jesrpa CyBHUIIE ynabeHa
on cyndxunpunne rpyne rCys135 (d = 4,112 A). Hapaszo, ycien HefoCTaTKa BOJOHHYHE

Be3e n3Mel)y KaTaIuTHIKe aMUHOKHCEIINHE U Je[IUbEHha, aKTUBHOCT jE/INIHEHha je Mamba.

Cauka 3.13. BesuBame HajO0osbe qOKOBaHe OuoakTuBHE KoH(popmanuje 2b (A), 2¢ (b), 2d
(B), 2¢ (H), 2g (b) u 2h (E) y axtuBHom uentpy VKORCI mamoa (*VKORCI,
NPEJCTaBJbeH je JbyOMuacToM O00joM; 300T MPErJIEHOCTH CIUKa, NMPUKAa3aHU Cy Camo
MOJIAPHU aTOMH BOJIOHHKA).
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VY3pok ojicycTBa akTUBHOCTH jenumbema 2g (Cnuka 3.13DB) u 2h (Ciuka 3.13E) y
omHocy Ha 2a, 2f u BapdapuH Takohe je B3aHMMIBUB. JeAMImEHma Cy aJCKBATHO
nosunmonmpana (d = 3259 A u d = 3,102 A) npema amunoxucemuun rCys135,
KoH(popmanuje cy yrnopeause ca 2a u 2f. Mnak, npucyctBo cyiapoHaMuaa KOHACH30BaHOT ca
C=N rpynoM He [03BOJbaBa CIIOHTAaHy HWHTPAMOJICKYICKYy Tayromepusanujy C4
XHIpokcmiHe Tpymne. Kako He mocToju MOTyhHOCT cTBapama KapOOHWIHE TpyIie Ha T0JI0KA]y
C4, mema HM 3HauajHe aKTUBHOCTH. [la OM 1OUUIO A0 aHTHKOArylaTHBHE aKTHBHOCTH,

jennmera 61 Moparna Jia ce ISIPOTOHYjy JI0 OTBOPEHE JenpoToHoBaHe hopme.*

3.4.3. BE3UBABE JEPUBATA 2f 1 2a 3A *VKORC1 IIPEMA IIPEJUIOKEHOM KOBAJIEHTHOM

MEXAHU3MY

AHanu3oM pesyaTaTa J0OHjeHUX U3 CTYIH]ja MOJEKYJICKOT JOKOBama MPOICHhEeHa je U
MOTYNHOCT J1a TOTEHIMjaJHU AHTHUKOAryJTaHTH CBOj KaIlallUTET WCIOJbe HPEBEPCHUM
MexaHu3MoM. Jla Ou momnuio 10 KOBAJICHTHOT Be3WBama JepuBara 2f u 2a, y cariiacHoCTH ca
JUTEpaTypHUM HABOJMMA, HEOMXOJHO je Aa, HakoH penykiuje *VKORCI, er3o aBoctpyka
Be3a XpomaH-2,4-muoHa Hajupe Oyae MpOTOHOBaHA OJ] CTpaHe amMuHOKHcenuHe rThrl38,
HaKoH dera ce Qopmupa HectabmmaH Tayromep.?® JlakToHCKa KapOOHHIIHA TIpymna OBOT
HHTEpMEaUjepa Jabe je moanoxHa Hykiaeodumnom Hamamy rCysl135 (myr a) wam rThrl38
(myt 0), mpu 4yemy Hactajy ojaroBapajyhu koBaneHTHH aiun wHTepMmenujepu (Illema 3.3).
O63upom aa Haj0ooJBE AOKOBaHE KOoH(pOpMaIMje HEe Mpykajy MOTYhHOCT a ce MexaHu3am
antaronn3ma ¥VKORCI1 nepuBatuma 2f u 2a oaBHja HPEBEPCHUM ITyTEM, y 003Up Cy y3eTe
koH(popmanuje HajOOJBEr KiacTepa, OAHOCHO KOH(OpMallje ca HAJHUKOM EHEPTUjOM U3
rpyie ynopeauBux KoHdopmaiuja.

Koudopmanuja 2f nobujena u3z Hajoosser kimacrepa (Cnuka 3.14A) mocnemuna je
MO3UIMOHUpaba JIpyror xpoMan-2,4-nuoHckor npcreHa usmel)y »Cys135 u #Thrl138, nok je
MpBU MPCTEH 3a paszluKy oJ Hajoosbe AoKoBaHe KoH(opmarmje yaabeH oxn rTyrl39.
OpujeHTanuja Opyror MpCTeHa HacTaja je MOJ YTUIAjeM eJIeKTPOCTATHYKOT MPHUBIAYCHA
u3Mel)y JTaKTOHCKOT KUCEeOHMKa W xuapokcunHe rpyme rThrl38. KapOonumna rpyma Ha
nonoxajy C4 oxpenyra je ka rCysl35 aHjoHy, adu HeMa eJleKTPOCTATUYKOT MPUBIAYCHA.
N3mepena pacrojama u3mel)y neprBaTa 1 aMHHOKHUCEIHHA M3 aKTUBHOT LIEHTPA CYrepHIly Ha
MOTYhHOCT /1a IpyTH MPCTEH MOXKEe OUTH MeTa 3a HyKJIeO(UITHH HarmaJ camo mpeko myTa 6. C

THM Yy Be3H, pacTojame u3mely nakronckor kapoonuna u »Thr138 anjona usnocu d = 2,373
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A, nox usmehy rCys135 anjona usnocu d = 5,743 A. Ca apyre crpane, nmomepame IpBOT
MIPCTEHA YTUIIAJIO je Ha moBehame pacTojama MpH KOjuMa e He MOKE OCTBAPUTH KOBAJICHTHA
uHTepakuuja, T1j. ¥Cys135 u rTyr138 npesuiie cy ynabeHH 0OJ JaKTOHCKOT KapOoHmna (d =
7,108 A u d = 7,643 A). Bucoka spensoct npeapulene koHcTanTe antaronusma (K, = 312

mM) noTBp/a je na koHpopMmalHja Hajoosber Kiactepa aepuBata 2f Huje OMOaKTHBHA.

Oxcunosana popma ¥VKORC1 PenykoBana popma *VKORC1
rCys132  rCys135 rThr138 rTyr139 rCys132 rCys135 rThr138 rTyrl39
“““‘l“““‘ NN NADH+H+ NAD+ mwrwv ANV AN

S—S N SH s©
HO (0]
AUROAMUO 0
pedykmasza
(0] (0) OH (0] (0) OH
N XX
(0] HN\/\ R O HN\/\ R
rCys132 rCysl35 rThr138 rTyrl39 rCys132 rCys135 rThr138 7Tyrl139
SH SH SH € ©
(0) , (0)
a\
OH o 6 \ 5
o __° . NV ou OH
O HN
O HN
\/\ R
a

rCys132 rCys135 rThr138 7Tyrl139

PAVAVAVAVAVAVAVS VYV SAAA N ATAVA VS

SH S ©
0
OH o
o} H NH o
~ R

Ilema 3.3. IlpennoxeHn MexaHHW3aM KOBAJIEHTHE HMHXHMOUIIMjEe KOarylaludoHOT NHUKIyca
nepusatuMma 2f u 2a.
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XpomaH-2,4-moncku npcteH nepuBara 2a (Cnuka 3.14B) mosunmonupan je mon
IIpaBUM YIJIOM Yy ojHocy Ha #Tyr139, npu uemy nosa3u 10 €I€KTPOCTaTUUKOT MPUBIAYECHA
XUAPOKCUIIHE TPYIIe aMHHOKUCEIMHE M KapOOHWIIHE TpYIe JIAKTOHA M3 XPOMAaHCKOT je3rpa.
JHonmatHa crabunu3anyja OCTBapeHa je MOMONY 7-T eJIEKTPOHCKUX HWHTEpakinuja u3Mmehy
rTyr139 u nBoctpyke Bese Ha C-3 monoxkajy. JIakroHCKa (yHKIIMOHAIHA TPyIia OKpEeHyTa je
Ka MeJHjyMy MeMOpaHe, CyNpOTHO aKTHBHOM IICHTPY eH3uMa. [IpoTOHOBaHa TepMHHAIHA
aMUHO Tpyma eTWwieHIuamMuHa Omu3y je denun rpyme rTyrl39, ma ce dopmupajy
xuapopobHe mHTEpakiuje. M3mepeHo pactojame u3Mely jgakToHCcke KapOOHUIIHE TPYIE U
anjona rCys132, omuocno #Thr138, jecre d = 6,805 A u d = 6,397 A, mro ykasyje 1a Hema
MOryhHOCTH Jia ce Harpaau KoBaJeHTHa Be3a. JJoaTHo, npenBuljeHa BpeTHOCT 3a KOHCTAHTY

aHTaroHu3Ma HajooJker KiacTepa aepuBara 2a uzHocu K, = 819 mM.

Cauka 3.14. BesuBame OuoakTuBHE KOoH(poOpManuje noOMjeHEe W3 HajOoJber Kiactepa
nepuBata 2f (A) u 2a (b) y aktuBHoM 1ieaTpy VKORCI mamosa (*VKORCI1, npencraBbeH
je JbyouyactoM 60joM; 300T PETJIeTHOCTH MTPUKA3aHH CY CaMO IMOJIApHU BOJOHUKOBH aTOMU;
pacrojama usmely npsor npcreHa u Cys35 u Thr138 npukazana cy nyHOM JHMHHMJOM, JIOK CYy
oarosapajyha pactojama 3a Ipyru MPCTeH NMpUKa3aHa UCIPEKUIAHOM JINHUJOM).

O063upoM /a He MOCTOjU Mpekianame n3Mmely Hajoosbe HoKOBaHe KOHpOpMaIHje U
koH(opmanuje HajOOJBEr KIacTepa, MOXE C€ 3aKJbYUHTH Ja j€ HCIOJbaBamke aHTHKOAry-
JaTUBHE aKTUBHOCTH KOBAJIEHTHUM MEXaHHW3MOM TEIIKO OCTBapuBO, Yak u 3a 2f, ympkoc

YUEHUIIM J1a JIEpUBaT 3ay3uMa KoH(opMaIujy koja Ou KOBaJI€HTHO Be3nBamke U oMoryhua.
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3.4.4. BE3UBABE HEAKTHBHUX JEPUBATA 3A rVKORC1 TIIPEMA HPEJJIOXEHOM

KOBAJIEHTHOM MEXAHU3MY

CarnenaBameM KoHpOpMaIija HajOOJbET KIIacTepa 32 HEaKTUBHA jeIMbCHha YTBPH)EHO

j€ J1a HY OHa He TOJUIeKY KOBAJICHTHO] MoAuduKanuju o1 crpane ensuma (Cimka 3.15).

Cauxa 3.15. Be3uBame OuoakTuBHE KOH(popMmanuje noOujeHe U3 HajooJber KiacTepa
nepuBata 2b (A), 2¢ (Bb), 2d (B), 2e (I), 2g (1) u 2h (B) y akruHoM nentpy VKORCI1
naroBa (*VKORCI, npencrasibeH je Jbyoudactom 60jom; 300T Ipe TIIEAHOCTH NPUKA3aHU CY
caMmo TOJIapHH BOJIOHMKOBU aTOMHM, pacTojama m3Mely mpsor npcreHa u Cys35 u Thr138
NpUKa3aHa cy MyHOM JIMHHU]OM, JIOK Cy oJroBapajyha pacrojama 3a Apyrd NpCTEH MpUKa3aHa
UCTIPEKHAHOM JIHHUJOM).
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Hajoosa nokoBaHa u koHbpopmanuja Hajoosber kimactepa 2b (Crmuka 3.15A)
NPEJCTaB/bajy HMICHTUYHY KOH(OpMalujy, ma ce HCKJbydyje KOBAJICHTHH MEXaHU3aM.
Koundopmanuja jenumema 2¢ (Cinuka 3.15B) ynyhyje Ha TO J1a OBO jeHIbEHE MOXIA
WCIO0JbaBa KOBAJICHTHH MEXAaHM3aM: JIAKTOHCKH JI€0 KYMapWHCKOT IMPCTEHA KOMIUIETHO je
okpenyr mpema rThrl38 wu mnosunmonupan je agekBatao 3a myr 0 (Illema 3.3). Wnak,
yrnameHnocT u3Mely nmpcTeHa u aMmuHOKHCeNnMHe n3HocHu d = 6,632 A, ynamenocr je Tomika na
YaK HM WHAYKOBaHO TNpuiarohaBame He OW J0Beso 10 KOBaJlieHTHE Moudukanmje. LTo ce
tnue jemumbera 2d (Crnuka 3.15B), makToHCKM KapOOHWJI OBOT XMHOHA OPHjEHTHCAH je Ka
#Tyr139 u npenainexo je y onnocy Ha #Cys135 (d = 7,548 A) u rThr138 (d = 5,763 A). IlITo
ce Ttuue nepuBata 2e (Cnuka 3.15I'), meroBa OumoakTMBHaA I03a yIOpeaUBa je ca
KoH(popManujoM Hajoosber kaactepa 2f, anu je 2e 6e3 akTUBHOCTH, T1a j€ CBAKO pa3MaTpame
KOBaJICHTHOT MEXaHU3Ma CYBHIITHO.

[ITo ce TMue nepuBara 4-XUAPOKCHKYMapHHA, XUAPOKCHIHA Tpymna Ha nojoxajy C4
kymapuHa 2g (Cnuka 3.15]]) crabunmu3oBaHa je eNEeKTPOCTaTMYKOM MHTEPaKIMjoM ca
xuapokcmiiHoM rpynom rTyrl139, kymapuncko je3rpo Hanasu ce usmely rCys135 u #Thrl38
(d = 4,494 A; d = 3,032 A). Ipyru xymapuncku nepusar 2h (Ciuxa 3.15B) rpamu rotoso
MUpaMUAaIHy KOH(OPMAIMjy KOja OKyIHpa [ETOKYITHA aKTHBHH IeHTap. Mnak, HuTH npBu
HUTH JIPYTH KYMapUHCKH NPCTEH HUCY MPOCTOPHO aJeKBATHO MO3UIIMOHUPAHH J1a O TPIICITH
KoBaJIeHTHe Moaudukaiuje ox crpane rCys135 (d = 6,371 A; d = 5,814 A) wmm »Thr138 (d =
6,260 A; d = 3,067 A).

3.4.5. 3-D QSAR CTYIMIE AHTUKOAT'YJIATUBHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2a-h

Crynyje MOJIGKYCKOT JIOKOBama OWIIe Cy TPBHU EKCICPUMEHTAJIHHM J0Ka3 Jia Ce
AHTHUKOAryJlaTHBHA aKTUBHOCT jepuBara 2f u 2a CBOOM Ha OKCHUIANH]y aMUHOKHCEIHHE
rCys135, oaHOCHO, penykuujy KapOoHWiIHe rpymne Ha nosoxajy C4 xpoman-2,4-IHOHCKOT
jesrpa. Okcuao-penykiifja ce HajBepoBaTHHUje OJBUja Mpeko mpemnasHor ctama (lllema 3.2).
bruoakTuBHEe KOH(pOpMaluje Haj0oJbe JOKOBAHMX jeMIEHa Jajbe Ccy HcKopuirheHe 3a
renepucame 3-D QSAR mopena, ca mubeM j1a ce XeMujcka HMH(OpMaldja Koja JIeKH
cKkpuBeHa y ocTtBapeHMM aHTaroHucT-rVKORCI1 wuHTepakiujaMa mperoun y pa3syMIbUB
MO/IeNT KOjU OIHUCYje 3aBUCHOCT aKTUBHOCTH aHTAarOHUCTA O] lbUXOBE CTPYKType, SAR (eHr.

Structure-activity relationships).
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Benuku HepocraTak g00HMjeHUX MoJena jecte Opoj jemumema y TpeHUHT cety. Camo
ocaM jebeHha CBAKaKo je Mau Opoj 3a godujame kBamuTeTHOT 3-D QSAR monena koju 6u
MOTao Jia c€ KOPUCTH Kao BaJMIHU ajaT 3a mpelaBulambe aKTUBHOCTU aHTUKOAryjiaHaTa Kao
antaronucra *VKORCI1. [lpyra mana Mojena jecte MpeBeirKa CIMYHOCT MOJICKYJa; 3a
BamuaaH u podycran 3-D QSAR mojaen HeonmxomHa je mTo Beha pa3HOIMKOCT y XEMH)CKO]
CTPYKTYpH yHyTap TpeHHHT ceTa. Mmak, KBaIUTEeT JOOHMjeHOT MOJeNa je TO IITO je AoOujeH
MpeKJIanambeM aHTaroOHWCTa Ha OCHOBY CTPYKTYpE pPELEenTopa a He Ha OCHOBY CTPYKTYpe
CaMUX JeIUEHa, IMa MOJIeT KOJUKO-TOJIMKO Jiajeé peajHy CIUKYy O AaKTUBHOCTU. 300r
HaBEJICHUX HEIOCTaTaka, JAOOWJEHHW MOJENH KOpUIMheHW Cy Kao MOMONhHO a He TJIaBHO
CpPE/CTBO Y caryielaBarby aKTUBHOCTH.

HakoH renepucama mosba MOJIEKYJICKMX HHTEpakiija, aHajlu3a Ha KOJjU HauuH
BPEIHOCTH C€HEpruja CTEPHHX W ENEKTPOCTaTUUKAX HWHTEPaKIfja, OJHOCHO BPEIHOCTH
€Hepryuja BOJOHWYHUX BE€3a, YTUYY HA aKTUBHOCT AHTArOHWCTA, BPIICHA je Ha OCHOBY
CoMFA u CoMSIA wmerononoruje. Perpecnona ananmu3a BpllieHa j€ METOJOM IPOjEKIIH]je
JaTeHTHUX CTpPyKTypa (Bapujabnm) (enr. Projection of Latent Structures, PLS), te cy
BPEHOCTH PErpeCHOHUX KoeduIlMjeHaTa KOJU BPIIEe KOpesalujy akTUBHOCTH ca U3MEPEHUM
eHeprujaMa  mnpukaszaHe oparosapajyhmm  PLS-koedumumjentuma.  Jlobujenn  PLS-
KoeUIjeHTH TopaBmkanu ¢y ca akTuBHUM 1ieHTpoM VKORCI maroBa u npyxuiu cy rpaBu
yBUIl y (hapMaKoJIOIIKKH aKTUBHE pErvoHe ammmnupanux jenumbema. CoOMFA u CoMSIA
MeTo/ie KopuiitheHe y 0BOj cTyauju gonpuHene cy aedhunnnuju aeset uHamanx 3-D QSAR
mojzena (Tabenma 3.11). Moxenu cy noOujeHnm HakoH wu3padyyHaBama ECso BpemHOCTH,
OJIHOCHO KOHIIEHTpaIuja Koje cy nosehane nporpomouHcko Bpeme 3a 50%, nabe kopuihene
kao log (1/ECso) ogrocHO PECso BpeaHoCT.

CTaTUCTHUKH Haj3HAYajHUJU MOJETH KOju Ccy KopuiitheHHM 3a JECKIUIIU]jY
aHTHKOAarynatuHe akTuBHocTH jecy CoMFA (77 = 0,927, ¢°Loo = 0,893), CoMSIA crepun
mozen (72 = 0,908, ¢°Loo = 0,785), CoMSIA xunpodobuu mozen (7% = 0,929, ¢’Loo = 0,824)
Te CoMSIA Mozen noHOpa U akiienTopa BOJOHUHUX BE3a (r2 = 0,853, q2 Loo = 0,864). IIpema
BpEIHOCTUMA 72, CBU MOJIENH Cy poOyCTHM M ca BeinkoM BapujancoM (Tabena 3.12). Takobe,
MOJIEIM Cy TpeMa BPEIHOCTUMA ¢°Loo POOYCTHH M TMOCELYjy BENMKY MPEIMKTHBHY MOh
(Tabena 3.13). O63upoM ja cy CBe BPEAHOCTH Y¢LoO HEraTHBHE, CBH MOJICIHU Cy JOOHjeHH

CTaTUCTHYKHU 3Ha‘{ajHOM a HC CJIy‘IajHOM KOpeJ'IaLII/IjOM.
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TABEJIA 3.11. Cratuctuuku mnapamerpu renHepucanux CoMFA u CoMSIA 3-D QSAR

Moiena.

3-D QSAR MOJIEN PC? 0 ¢Aoo® YgPoo' SD*  SEEY Fe

CoMFA 2 0,927 0,893 -0,234 0,116 0,137 95,683
CoMSIA 1 0,944 0,747 -0,186 0,189 0,138 17,732
CoMSIA (S) 2 0,908 0,885 -0,232 0,125 0,140 91,138
CoMSIA (E) 1 0,875 0,631 -0,146 0,187 0,189 6,789
CoMSIA (S +E) 1 0,934 0,737 -0,187 0,099 0,166 99,534
CoMSIA (HYD) 1 0929 0,824 -0,221 0,132 0,169 99,945
CoMSIA (HD) 1 0,884 0,819 -0,175 0,146 0,146 85,344
CoMSIA (HA) 1 0,832 0,616 -0,182 0,184 0,122 7,254

1

CoMSIA (HD + HA) 0,853 0,864 -0,221 0,122 0,134 19,440

3PC — Onrumanad Opoj NpHHIMIHN|eTHEe KOMIOHEHTe 3a Mojeln; °7° — KoHBeHIHOHAIHH
KBaJIPaTHH KOPENAlMOHKM KoedHImjeHT; *¢’loo — Kopemarmonu koeduimjeHT m00HMjeH
YHaKpCHOM Banmmpanujom; "Yq’Loo — Y Bamupanmja; “SD — cranmapasa Bamupanuja; "SEE —
crangapaHa rpemika mpoiere; °F — Fisher-oa Bpeanoct; COMSIA (S) — CoMSIA crepuun
mozen; CoMSIA (E) — CoMSIA enektpocratuuku mojeir; CoMSIA (S + E) — CoMSIA
crepuu u enekrpocratuuk Mojaen; CoMSIA (HYD) — CoMSIA xuapodobuu monen;
CoMSIA (HD) — CoMSIA moxen monopa Bojonuune Bese; COMSIA (HA) — CoMSIA
Mozen akuentopa BojoHuyHe Bese; CoOMSIA (HD + HA) — CoMSIA moxen noHopa u
aKIenTopa BOJOHUYHHX BE3a.

TABEJIA 3.12. IIpenuktuBHa Moh renepucanux CoMFA u CoMSIA 3D-QSAR Mopena HakoH
MTOHOBHOT M3pavyyHaBamba.

Jen. ECso CoMFA pECso COMSIA 12 pECsy  CoMSIA 2°pECss  CoMSIA 3® pECso

mg/kg Exc. M3p. Pa3. Exc. W3p. Pas. Exc. M3p. Pas. Exc. Msp. Pas.
22 094 295 302 007 29 292 030 29 287 015 295 29 0,16
2b 373 262 261 0,01 262 262 019 262 252 009 262 261 0,18
2¢ 09 3,09 302 007 309 309 0,07 309 312 010 3,09 3,13 0,11
2d 198 28 270 012 282 282 012 282 2,76 006 282 2,76 0,06
2¢ 085 307 306 001 307 307 001 307 29 027 307 299 0,13
2f 069 318 319 0,01 318 3,18 0,01 3,18 3,19 0,02 318 318 0,01
2¢ 2,07 2,73 2,78 005 273 273 005 2,73 2,76 0,08 273 257 0,11
2h 197 2,71 272 001 271 271 001 271 277 007 2,71 2,74 0,04

COMSIA 1 — CoMSIA crepun Mozedm; °CoMSIA 2 — CoMSIA xuapohoOHU MOJIe;
"CoMSIA 3 — CoMSIA mozen noHopa 1 akienTopa BOJOHUYHUX BE3a.

Hujarpamu  kopenanja  u3Melly  NOHOBHO — HM3padyHaTux/mpenBuheHUx U
exciepumeHTanHux pECso BpeqHocTH, kopuiihewmeM HajOOJbUX MoOJeda, NpUKa3aH je Ha

Caunu 3.16.
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TABEJIA 3.13. IlpenuktuBna moh renepucanux CoMFA u CoMSIA 3D-QSAR mojnena HakoH
yHakpcHe Bamuaanuje LOO metogom.

Jen. ECso CoMFA pECso COMSIA 12 pECsy COMSIA 2°pECsy  CoMSIA 38 pECso

mg/kg Ekc. Ilpen. Pa3. Ekc. Ilpen. Pa3. Ekc. Ilpen. Pa3. Ekc. Ilpex. Pas.
2. 094 29 268 027 29 293 002 29 282 0,13 29 294 0,01
2b 3,73 262 244 0,18 262 261 001 262 255 007 262 257 0,05
2¢ 09 309 292 0,17 309 298 0,11 309 3,15 0,06 309 3,07 0,02
2d 198 282 269 0,11 282 2,77 005 282 269 013 282 271 011
2¢ 085 307 299 0,08 307 305 002 307 301 006 307 289 0,18
2f 069 318 305 013 318 3,11 0,07 318 3,12 0,06 3,18 315 0,03
2¢ 207 2,73 268 005 2,73 274 001 2,73 271 0,02 2,73 261 0,12
2h 197 271 252 0,19 271 266 005 271 273 002 271 269 0,02

3COMSIA 1 — CoMSIA crepuun mozen; °COMSIA 2 — CoMSIA xuapodoOHH MOJET;

"*CoMSIA 3 — CoMSIA mozen 1oHOpa ¥ aKIenTopa BOJOHUYHHX Be3a.
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Cauka 3.16. JlujarpaMm ogHOCa MOHOBO W3padyHATHX/TIPEABHNEHUX U E€KCIIEPUMEHTATHUX
PECso Bpennoctu momohy CoMFA (A); CoMSIA 1 (b); CoMSIA 2 (B); CoMSIA 3 (I)
Mozena.

OyHKIMOHANHE Tpylne Koje nosehaBajy Win cMamyjy aHTHKOAryJIaTUBHY aKTUBHOCT

UCIUTHBAHUX JiepuBaTa Hajupe cy aegunHucaHe PLS-koeduiuujeHTHMA KOjU MPOUCTUUY U3

CoMFA

monena (Cnuka 3.17),
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eJIeKTPOCTaTHUKUX MHTepakiuja. Bapujanca monena 6una je ° = 0,927, 10k je KBaapaTHH
koeHIMjeHT yHaKpcHe Bamupauuje oOuo ¢° = 0,793, ca ontumanHoM BpenHomihy
npuHnunujenae kommoHeHte PC = 2 (Tabema 3.11). Mogen mocemyje ONTUMAIIHY
pOOYCTHOCT M TPEAWKTUBHU KamalMTeT, T€ Cce MOXXe KOpHUCTUTH 3a mpenBubhame ECsg

BpPCAHOCTH AATOT TPCHUHI CCTA.

Cmuka 3.17. CoMFA crepuu PLS-koedunumjentu nepusara 2f (A) u 2a (B); CoOMFA
enekTpoctatnukn PLS-koepunmjentu nepusara 2f (b) m 2a (I'). (30or mperiaeaHoCTH,
MIPUKA3aHU Cy CaMO TOJapHU BOJOHUKOBU aTOMHU).

CTepHe I/IHTCpaKL[I/IjC OKapaKTCpUCAHC CY KAaKO IMO3UTUBHUM (BCJ'ICHI/I I/I301'IJ'ICTI/I) TakKo

W HeraTMBHMM (KyTH H30IJIeTH) BpeaHoctuMma PLS-koedunujenara. 3eneHe KOHType
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yKa3yjy Ha peruoHe MOJICKYNa TJie BOJYMHHO3HHU]E (PYHKIIMOHAIHE IPpyle MO3UTHBHO YTUYY
Ha aHTHKOATryJIaTHBHY aKTUBHOCT, JIOK XyTe€ KOHTYpe yKa3yjy Ha (yHKIMOHAJIHE IpyIe Koje
aKTUBHOCT cMamyjy. Ca jpyre cTpaHe, €JEKTPOCTAaTHYKEe HWHTEpakiuje Takohe cy
OKapakTepucaHe TMO3WTHBHUM (I[PBEHE Mare) W HeraTMBHUM (IUIaBe Mare) BPEeIHOCTHMA
PLS-koepunmjenara. LlpBene mame ykazyjy Ha (yHKOMOHAJIHE TpyIe YHjU EIEKTPOH-
JOHOPCKM KamanuTeT noBehaBa akTUBHOCT, IJIaBE Mame yKasyjy Ha (yHKIHOHAIHE Tpyre
YHjU eIIEKTPOH-AKIENITOPCKU KanamuTeT nopehaBa akTHBHOCT.

[Ipema opujenTtanuju 3enennx PLS-koedpunmjenara OeH3eHOB PCTEH MPBOT XPOMaH-
2,4-nmmonckor jesrpa 2f u 2a octBapyje ca rTyrl39 crepue mntepaknuje (Cnuka 3.17A u
3.1711). O63upoM Jna je oBa IpuBJIayHA HMHTEpakKiyja u3Mel)y aHTaroHucra U aKTUBHOT
[IEHTpa €H3uMa MpeaBuleHa MOJIEKYJICKUM JOKOBAmEM, 3€JieHEe KOHType MOTBphyjy ma je
XpOMaH-2,4-TMOHCKO je3rpo HEOTXOJTHO 3a aHTHKOATyJaTWBHY aKTHUBHOCT. J[pyru 3eneHH
roJieIap Jonupan je uaMel)y JJAKTOHCKOT KapOOHWIIa IPyror xpomas-2,4-THOHCKOT je3rpa
2f u rCys135. IlomeHnyTa KOHTypa yka3yje Ha M3y3€THY BaXXHOCT MHTEpakiuje GopmMupaHe
n3mely HazHadeHe kapOonwmiHe rpyne u rCysl35, 3a MHTEPMOJEKYJICKY CTaOWIM3aIujy
antaronncra y aktuBHoM IieHTpY *VKORCI. Hanmamwe, mpema mososkajy Tpeher pernona
no3utuBHUX PLS-koedunmjeHara Koju OMNMUCYjy CTEpHE MHTEPAKIMjE, METWUJ TpyIa
BHUIIMHAHA MPBOM XpoMaH-2,4-1ruoHCKoM je3rpy 2f octBapyje xuapodoOHe nHTEepakiuje ca
meTun rpynoM R-ocratka rThrl38 m momatHo Besyje antaronuct. ClIMdyHa HHTEpAKIIHja
onakeHa je W 3a 2a. OBa HHTEpaklHja CBaKako TMOTIOMaxe GopMupame KIeOHE
KOH(pOpMaluje eTUISHIUaMUHCKOT Mocta r1omohy koje 2f cmemra #Tyrl39 vy
KOH(OPMAaIIMOHHU CEHBUY.

Ca nmpyre crpaHe, 1moJioXxaj HeraTuBHUX PLS-koeduimjenata Koju Ommcyjy CTEpHE
WHTEpaKIIMje yKa3dyjy Ha TO Ja IpoMEeHa IMoJio)Kaja MPBOT XpoMmaH-2,4-AMOHCKOT je3rpa
yCIIOBJbaBa HHMBO AaKTHBOCTU. Tako, BeJHMKa JXyTa KOHTypa OIKCYje PErHOH IOpaBHAamba
XpoMaH-2,4-TMOHCKOT U 4-xuapokcukymapuHckor jesrpa (Cnuka 3.17A u 3.1711). Y oxHocy
Ha TIOJIOKA] TpBOT XpomaH-2,4-muoHckor jesrpa 2f u 2a, koHdopMmannoHa MpPOMEHa
onrosapajyher cermenra 2b (Cnuka 3.13A) te 2¢ (Cnuka 3.13b) u 2d (Cauka 3.13B),
KJbYYHA j€ 32 HUXKY AHTHKOAryJaTHMBHY aKTHBHOCT OBHMX aHTaroHucra. Jlayjbe, joun jeaHa
BeJIMKa )KyTa Marna Jonupana je usHax rCys135, y pernony koju je okynupan ca —CH2-SH u
—CH2-NH-CH3s rpynama 2¢ u 2d. ITo oBoj 0100jHO] xunpodoOHOj HHTEpaKIuju, Hemoryhe je
noBehaTu BOJYMHUHO3HOCT MOJIEKYJIA y PETHOHY KAaTATUTUYKUX aMHUHOKHCEITHHA; CMAEHE
CTEpHUX CMETHHM y TOM TOJ-PETHOHY MOTJIO OM Ja pelakcupa WHTEH3UTET CTEPHHUX

uHTepakiuja u3Mehy antaronucra u ¥VKORCI, mro Ou 10Beno 10 aKTUBHUJUX jeTUE-CHA.
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HenoBosban yTuiiaj moceayjy u pe-jouupana apyra xpoman-2,4-muoncka jesrpa 2e (Comka
3.13/1) u 2h (Cnuka 3.13D) u T0o Ha amuHOKKcenuny »Thrl38.

PLS-koepuuujeHTH TpOUCTEKIN U3 €JIEKTPOCTAaTHUKUX MHTEpakiuja aepusara 2f u
2a npencraBibeHu cy Ha Crnukama 3.17b u 3.17/1. 1lnaBu nonuenpu UHIMKATOPU Cy perMOHA
riae QyHKIMOHATHE TpyNe AaKTHBHUX JeUIbCHa IM0Ka3yjy TO3UTHBHY TCHICHIH]Y 3a
JOHUPAkEM MPOTOHA 3a rpalheme BogonnuHe Bese. [loncehama pagu, cTyamnje MOJIEKyICKOT
JIOKOBama TpelBHILNe Cy Tpaljere BOJOHUYHE Be3e m3Mel)y Mame aKTUBHHX jeIUHCHA H
nentuaHe Bese r#Thrl38-rTyrl39. O63upom na ce minaBu PLS-koeduimjentd ucrprasajy
n3Mely JTaKTOHCKOT KapOOHMIIA Kao aKIENTopa BOJAOHWYHE BE3€ M a30Ta M3 MENTHIHE Be3e
Kao JI0HOpa, 3aKJby4yaK je Aa (opMHpame TakBe BOJOHWYHE Be3e moBehaBa akTHBHOCT
aHTaroHucta. AHTaroHuct 2f, kao HajaKTUBHUjE jeUEHE, POpMUpPA HABEJIEHY BOJOHUYHY
Be3y, JIOK je€ aHTaroHuct 2a He dopMupa, W TO je jedaH oJ pasjora mnoBehaHe
aHTHKoarynaTuBHe akTuBHOCcTH jepuBara 2f. [lmaBu PLS-xoedpumnmjentn Takohe
KBaHTU(UKY]Yy U HHTEpaKIHjy u3Mel)y makToHcKor kapOoHWIa apyror npcreHa u #Cys135.

Hanaspe, monoxaj npsennx PLS-koeduinujHaTa onucyje MOTESHIUjal CyadXUuApUTHE
rpyne *Cys135 kao moHOpa BOJIOHUYHE Be3e MpemMa KapOoHMITy Ha rosoxajy C4 xpomaHn-2,4-
muoHckor jesrpa gepuBara 2f um 2a (Camke 3.17b m 3.17]1). Hotupanu BaKHH pErHOHH
JTUPEKTHO YKa3yjy Ja C€ aHTUKOaryJaTHBHA aKTHBHOCT HAajaKTUBHUJUX jEeIUI-EHa OJBH]a
MpUXBaTamkEM TPOTOHA ca KatanuTthuke amuHOkHcenuHe (Lllema 3.2). Jlpyra 3ajemHuuka
KOHTypa IpBeHUX PLS-koedunmjHara nommpaHa je OKO XHUAPOKCHIIHE Tpyne R-ocrarka
rTyr139, koja popMupa eneKTpocTaTUYKy UHTEPAKIM]y a MOXK1a YaK U BOJOHUYHY BE3y KOja
HHU]j€ JETEKTOBaHA MOJICKYJCKHM JIOKOBameM, ca KapOOHWIOM Ha moJioxkajy C4 xpomaHn-2,4-
JMOHCKOT je3rpa; OoBa MHTEpAKIHMja Jaje BEIUKH JONPHUHOC CTAOWIM3AIUJU JeIUICHA Y
aKTUBHOM IICHTDY.

VY onnocy Ha CoMFA wmerononornjy, CoMSIA je y mpenHocTtu jep Moxe J1a
eKCIUIoaTule paznuyura nojba PLS-koeduimjeHata, oJHOCHO Aa BPLIU JEKOMIIO3ULIU]Y
CTEpHUX, €JEKTPOCTATUYKUX U €HEepruja BOJOHWYHMX Be3a Ha 3aceOHe PLS-koeduimjente
(Cnuka 3.18). Tpu cratuctuuku Hajoosba CoMSIA monena 6unu cy COMSIA crepru Moaen
(COMSIA 1, Tabena 3.11, 2 = 0,908, ¢°cv = 0,785, PC = 2), 3atum CoMSIA xuapodo6uu
mozen (COMSIA 2, Tabena 3.11, = 0,929, qzcv = 0,724, PC = 1), Te CoMSIA moaen
noHOpa  akienrtopa BogoHnuHux Be3a (COMSIA 3, Tabena 3.11, 7 = 0,853, qzcv = 0,764,
PC=1).

CoMSIA crepan Mmoxen mnpoaykyje ciuuHe PLS-xoedunujente Beh ommcanmm

CoMFA wmopaenom. Kon CoMSIA xumpodobHOr wmopaena, ¢yHIIMOHAIHE TpyIle Koje
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OCTBapyjy TOBOJbHE XuapodoOHE UHTEpakiuje NpeKpuBeHe cy OpaoH-cuBuM PLS-
Koe(pHIMjeHTHMA JIOK Cy OHE KOje OCTBapyjy MOBOJbHE XHIPO(DUIHE MHTEPAKIHM]E O3HAYCHE
oemum PLS-koedunmjentuma. Ilomenyre mame cy Ttakohe y carmacHoctn ca CoMFA
crepHuM MojenoM. HajunrepecantHuju cy Owim PLS-koeduuujeHTHn n00MjeHM HaKOH
TpaHCIAIMje CHEepPTrHja BOJOHHYHUX BE3a Yy TPOJUMEH3MOHAIHH MpocTop. Tako, HEOECKO
IUTaBe W JbyOWYacTe Mame yKa3yjy Ha PerHoHe TAe JOHOPH BOJOHWYHE Be3e noBehaBajy u
CMamYjy aKTHBHOCT, JOK PO3€ U IPBEHH KOCPHUIMJEHTH yKa3yjy Ha PETHOHE Te aKIeNTOpU

BOJIOHWYHE Be3e nmoBehaBajy v cMamy]y aKTHBHOCT.

Ciuka 3.18. CoMSIA crepun PLS-koedunmjentu nepusara 2f (A) u 2a (I); CoMSIA
xunpodobuu PLS-koedunujentu nepusara 2f (b) u 2a (/[); COMSIA PLS-koedunmjent
JIOHOpa M aKIenTtopa BoJOoHMYHMX Be3a jaepuBata 2f (B) u 2a (B). (30or mpernenHocTu,
MIPUKAa3aHU Cy CaMO MOJapHU BOJOHUKOBH aTOMH).

Hebecko-mmaBu PLS-koedpunujentu joumr jennom motBplhyjy TpaHcdep mpoToHa ca

cynpxuapwine rpyne rCys135 Ha C4 xap6onwmn 2f (Cnuka 3.18B) u 2a (Crnuka 3.18D).
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JHonatHo, po3e PLS-koedunmjentd motBplyjy BOJOHWYHE Be3e octBapeHe ca rThrl38-

rTyrl39.

Ha kpajy, excrepHa Baiujanuja NPEJUKTHBHE AaKTUBHOCTH T'C€HEPHCAHUX MOJETa

W3BpIIEHA je moMohy Tect cera cacraBibeHOT o1 16 4-xunpokcukymapuna (Illema 3.4,

TaGena 3.14) xoju cy y IpeTXOJHOM paay OKapaKTepUCAHU Kao in Vivo aHTUKOAryJaHTH.

49

[Ipe wHKOpIIOpAIKje TECT CeTa y MOJIeNe, U3BPIICHO je MOPaBHAKE CTPYKTYpa jeAUbCHA Y

aktuBHOM 1IeHTpY ¥VKORC]1 Ha victu HauuH kao u 3a TpeHuHr cet (Ciuka 3.19).
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lema 3.4. CtpykType 4-XuapoKcUKyMapuHa KopulllheHe Kao TecT ceT 3a Banuaauujy 3-D
QSAR u 3-D ¢papmakodopHor Mozena.
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Cummka 3.19. ITopaBHame Tect cera y aktTuBHOM LieHTpy VKORC] mamnosa.

Pesyntatun excrepne Banmupanuje mpukazanu cy y Tabemu 3.14. CBu reHepucaHu

MOJIENH T0Ka3yjy J00py NMpeIuKTUBHY MOh 3a TECT ceT caurmbeH 01 4-XUIPOKCUKYMapHrHa.

TABEJIA 3.14. Excrepna Banuaanuja 3-D QSAR mozena.

Jen. PECso CoMFA CoMSIA 12 CoMSIA 2° CoMSIA 3®
[Ipen. Pas. IIpen. Pas. Ipen. Pas. Ipen. Pas.
ts-1 2,77 2,84 0,07 2,86 0,09 2,91 0,14 2,87 0,10

ts-2b 3,85 3,82 0,08 3,83 0,02 3,85 0,00 3,79 0,06
ts-3b 2,94 3,02 0,08 3,11 0,17 3,14 0,12 3,09 0,15
ts-4b 2,56 2,65 0,09 2,67 0,11 2,72 0,16 2,61 0,05
ts-6b 2,86 2,74 0,12 2,78 0,08 2,81 0,05 2,72 0,14
ts-7b 2,63 2,82 0,19 2,85 0,22 2,92 0,29 2,74 0,11
ts-8b 2,50 2,61 0,11 2,63 0,13 2,72 0,22 2,59 0,09
ts-2c 2,63 2,34 0,29 2,46 0,17 2,48 0,15 2,55 0,08
ts-3c 2,63 2,34 0,29 2,51 0,12 2,55 0,08 2,57 0,06
ts-4c 3,85 3,83 0,02 3,84 0,01 3,86 0,01 3,84 0,01
ts-5¢c 4,16 4,18 0,02 4,21 0,05 4,28 0,12 4,19 0,03
ts-6¢ 3,03 3,10 0,07 3,12 0,09 3,19 0,16 3,07 0,04
ts-7c 3,03 3,11 0,08 3,15 0,12 3,24 0,21 3,06 0,03
ts-8c 2,27 2,32 0,05 2,40 0,13 2,47 0,20 2,35 0,08
ts-9c 3,13 3,18 0,05 3,25 0,12 3,35 0,22 3,23 0,10
ts-10c 2,23 254 0,31 2,61 0,38 2,32 0,09 2,43 0,20

8CoMSIA 1 — CoMSIA crepuu Moze, °CoMSIA 2 — CoMSIA xunipoGoOHU MOJIET;
"CoMSIA 3 — CoMSIA mozen 1oHOpa M akLenTopa BOJOHUYHHX Be3a.
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3.4.6. TEHEPUCABE 3-D ®APMAKO®OPE KOJA OIMCYJE AHTUKOATYJIATUBHY AKTUBHOCT

JIEPUBATA 2a-h

Bamupanumja cryawja Mosekyiackor gokoBama W 3-D QSAR crymuja Hamaee je
BpIIICHA T€HEPUCAEM CTATHCTUYKU 3Ha4YajHux Mozena 3-D dapmakodopa (Tabema 3.15).
[Ipema ommre mpuxBaheHoMm craBy, 3-D ¢dapmakodopa npencraBba pelaTHBHH MPOCTOPHU
pacriopen (YHKIMOHATHAX TPylla AHTarOHHCTa BAXHMX 3a aktwBHOCT.®” Crora 6m 3-D
dbapmakodopa 3a oxapeheHHM axkTUBHM IIeHTap Tpebana na Oynae 3ajelHUYKa 3a CBE
aHTaroHHUCTE Koju ra okynupajy. Kana ce jemnom 3-D dapmakodopa uaeHtudukyje, Moxe ce
KOPUCTUTH Kao KPHUTEpHUjyM celieKlHje momohy Kora ce 3a jJajby OMOXEMHJCKY aHaIU3y

onabepy caMO OHH AaHTaroOHUCTH KOjU WCIyHaBajy CB€ CTPYKTypHe 3axteBe 3-D

dhapmakodope.

TABEJIA 3.15. Crartuctnuku 3Hadajae wH(pOpMaNMje W TPEAUKTHBHM KamamurteT 3a 10
HajOOJEUX XHUIIOTE3a Kao pe3ylTaT ayTOMaTHU30BaHOT TreHepucama 3-D
dhapmakodope 6azupaHe Ha CTPYKTYpU aKTUBHOT IIEHTPA pelenTopa.

bpoj VYkymnHa Paznuka RMS?* Kopenarmja® Ocobune® MakcumanHo

XHIIOTE€3€  BPEAHOCT  BPEAHOCTH MpeKJIaname
Hypol 77,38 56,04 0,71 0,97 HBA, Hy 9,47
Hypo?2 79,75 53,67 0,81 0,95 HBA, Hy 9,03
Hypo3 85,48 47,94 0,96 0,89 HBA, Hy 7,19
Hypo4 90,28 43,14 1,28 0,83 HBA, Hy 7,05
Hypo5 92,61 40,81 1,39 0,84 HBA, Hy 8,17
Hypo6 93,33 40,09 1,31 0,89 HBA, Hy 6,52
Hypo7 96,75 36,67 1,46 0,87 HBA, Hy 4,89
Hypo8 98,28 35,14 1,51 0,85 HBA, Hy 6,23
Hypo9 99,09 34,33 1,66 0,83 HBA, Hy 5,78
Hypol0 103,36 30,06 1,98 0,84 HBA, Hy 5,34

‘RMS, crangapaHa JeBujanMja  u3Mel)y JorapuTaMcKMX BPEIHOCTH HU3pAvYyHATUX H
eKCIIepMMEHTAHUX AaKTHBHOCTM; °KBajpaTHH KOpENalMOHH KOe(HIMjeHT IJIMHeapHe
perpecuone aHanusze J0OMjeH W3 MHJIEKCAa TeOMEeTpUjCKOr mpekinanama. "HBA - akuenrtop
BOJIOHWYHE Be3e; "Hy — xunpodoOHa ocoOunHa.

Kamuraruuu HipHop Monenu (TaGena 3.15) reneprcanu ¢y Ha OCHOBY ITOpaBHamba
Haj0oJbe JTOKOBAaHMX KOH(pOpMAIMja CBUX jelrberba y TpeHuHT cety.!’® Cepxa Mojena 6una
je na uaeHTUdHKyje KJbydyHEe XeMHjcKe OCOOMHE HEOXOJHE 3a MCIOJbaBamke aHTUKOArysna-
THBHE aKTUBHOCTH TECTHPAHUX jeAumbema. AHTaroHuct 2f Ouo je pedepeHTHO jenumemne.

CraTucTHYKM MTpHUKa3 reHepucama papMakopopHUX MoJena npukasat je y Tabenu 3.15.
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Ksamurer nobujenor 3-D dapmakodopHOr MOIena mporemyje ce Ha OCHOBY
HeKonuImHe mapamerapa. [lpBu je ¢uxcupana BpemHoct mozena (er. fixed cost) koja
ommcyje nga 71U ce reHepucaHe (apmakodopHe ocoOMHE Mojena TOKIanajy ca
EKCTIIEPUMEHTAIHAM CTPYKTypaMa MOJIeKyilna wiu He. Jpyru mapamerap je BpeaHOCT 0e3
3Ha4aja WIM KopenanuoHa BpeaHocT Mmojnena (enr. nullcost, correlation cost) omHOCHO
Haj0oJba BpeHOCT Moela 0e3 GapmakohopHUX 0COOMHA KOja aKTHBHOCT M3pakaBa TaKo Ja
Oyze mpoceyHa BPEAHOCT aKTUBHOCTHU CBUX jeIUI-EHha TPEHUHT ceTa. YKYITHA BPETHOCT (EHT.
total cost) tpebanma Ou yBek nga Oyjme MITO yaa/beHHMja O BPEIHOCTH Oe3 3HAdaja M IITO
npubmkHUja (puKcupaHoj BpeaHocTu. Pasnuka n3mely kopenanuoHe BpeHOCTH U YKYITHE
BPEIHOCTH MOJIeJIa KOPHCTHM C€ Kao pasiuKa BPEJHOCTH. Joml jemaH o 3HayajHUX
napamerapa je © RMS ¢akrop xoja yka3yje Ha KBaTUTET npenBulamba aKTUBHOCTH TPEHUHT
ceTa W Ha KOpeJallMOHU KOePHITHJEeHT KOju ce T00Hja U3 JIMHeapHEe PEerpecoHe aHAIM3e Koja
MIPOM3MIIA3H U3 MHJIEKCA TPEKIanama MOJIEKYla Y TPEHHHT CETy Kao M U3 YKYITHE BPETHOCTH
Mojiena. Ako pa3nnka uzMel)y KopenanuoHe BpeHOCTH U PUKCHE BPETHOCTH MOJIeTa H3HOCH
40-60, momen uma npenuknuony moh ox 70-90%; ako je pazmmka ucrnon 40, Moaen Hema
MpeANKIUOHY Moh.

Tako, Haj0oJba KBaHTHTATHBHA Xumote3a, HypoGen (Tabena 3.15, Cnuka 3.20B u
Cnuka 3.20T"), okapakTepucaHa je ca HajHIKOM yKymHOM Bpeanomrhy (77,38), HajBuIioM
pasnmukoMm BpeaHoctu (56,06), wHajagmkom RMS Bpegnomhy (0,71) wu  HajoopuUM
kopenaruoHuMm koedurmjertom (0,97). dukcupaHa BpEIHOCT W BpeaHOCT Oe3 3Hayaja
m3Hocwie cy 77,38 u 133,42. TlapameTpu Cy yKa3uBajJud Ha BUCOKY NPEAUKTHBHY Moh
MojIena.

Ha Cmunm 3.20 npencraBibeHO je Manupame Hajoosser Mozena 3-D dapmakodopa y
onHocy Ha 2f u 2a. Hajoossa HipHop xunotesa, Hypol, npencrassbeHa je Ha Crnukama 3.21A
u 3.21b, cagpxu yetupu ocobune koje nmoteHTHH aHtaroHuct *VKORCI1 mMopa na cagpxu:
JIBa aKkuenTopa BoJoHMYHUX Be3a (eHr. hydrogen-bond acceptors, HBA) u nBa apomatuune
xunpodobue dynkuje (enr. hydrophobic aromatics, Hy). KBanurarusuu Hypol monenu 3a
2f (Cnuka 3.20A) u 2a (Cnuxka 3.20b) uckopunrhenu cy 3a KBaHTU(DHKAIM]y caMOT MOJIeNa.

Ocobune xumpodobuux uarepakiuja (Hy) 3a 2f (Cnuka 3.20A, miase chepe) u 2a
(Cnuka 3.20b, nnase cdepe) kibyuHe cy papmakopopHe ocodune 3a 2f u 2a u nocneauua cy
cTabunm3anuje u3Melhy apomMaTuuHuX ocTartaka nepuBara u rTyr139. Hagame, Mexanuzam
AHTarOHUCTHYKE aKTUBHOCTH aHTUKoarymaHta 2f u 2a okapakTepucaH je ca JBE OCOOMHE
aknentopa BojoHumuHe Bese (HBA, 3enene cdepe) nomupane Ha KapOOHMIIHO] TPYHU

nosioxkaja C4 jesrpa xpomas-2,4-1M0oHa, OJHOCHO Ha JIakTOHCKOM KapOonwmny (2f, Crnuka
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3.20A) mnM TaKTOHCKOM KHUCEOHUKY MHpoHCKOT mpcteHa (2a, Crnuka 3.20B). Ilpeasuhame
TaKBUX OCOOMHA HArJaCHUJIO je M3Y3€THY BaKHOCT CIIOCOOHOCTH MPBOT XPOMAHCKOT MPCTEHA
2f win jemuHOr XpOMAaHCKOT IpcTeHa 2a na npuxsare npoToH ca rCysl3S, omHocHO
CIIOCOOHOCTH JIAKTOHCKOT KapOOHWJIA MJIM JIAKTOHCKOT KUCEOHHKA JIa TIPUXBATH BOJIOHHYHY
Besy ca rThr138. 'enepucamem oBakBor (apmakoopHOT MojeIa MOTBpheHE Cy CBE BaxKHE

MHTEpaKIHje MpeaBuleme MOIEKYJICKUM ToKkoBameM U 3-D QSAR cryamjama.

Cimka 3.20. Hajoospu dapmakodopuu mozaen Hypol npexnorsben npeko 2f (A) u 2a (B),
HypoGen dapmakodopuu momen Hypol (B), 3-D npocropHa 3aBUCHOCT U T€OMETPH)CKU
napamerpu Hypol (I'). ®apmakodopHe ocodune cy obojeHe pa3muuuTuM Oojama: 3ejeHa —
aKenTop BOJOHMYHE Be3e, JbyOMyacTa — JIOHOP BOJIOHWYHE Be3e; IIaBa — XuApodoOHa
apomaThyHa (pyHKLH]a.

Hypol monen Hajaibe je kopuiheH 3a mpeBulambe aKTUBHOCTH OCaM jeUIbCHa Yy

TpeHuHr cery. Y Tabemu 3.16. mpukasaHe cy ekcrnepuMeHTanHe U u3pauyHate pEC200
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Bpennoctu. Bpemnoctn pECz00 Ouiie cy KOpPeKTHO mpenBuleHe, WHAUIUpajyhu BUCOK

kBasiuteT Hypol mozena.

TABEJIA 3.16. ExciepuMeHTanHe U nmpeasul)eHe BpeIHOCTH TPEHHUHT ceTa Ha OCHOBY Hypol
(hapmakodopHOT MO/IeINa.

Jen.  Bpemnoct  ECooo Excr. Ipen. I'pemka  Ekcr. [pens.
MoKJIanama’ PEC200° PECa200® ckaa’ ckaa”
2a 7,46 3,98 2,40 2,41 +0,01 +++ +++
2b 3,31 4,18 2,38 2,36 -0,02 ++ ++
2¢ 5,44 4,23 2,37 2,34 -0,03 ++ ++
2d 3,72 5,43 2,26 2,35 +0,09 ++ ++
2e 4,12 8,93 2,05 2,22 +0,17 + +
2f 8,12 3,88 2,41 2,42 +0,01 +++ +++
2g 3,92 3,31 2,48 2,53 +0,05 + +
2h 4,12 6,06 2,22 2,27 +0,05 + +

®BpenHocT MoKanama ykasyje KOJHMKO J00po ce (dapmakodopHe ocoOMHE Mpekiamnajy ca
XeMH]CKUM ocoOMHama MoJieKyla. BpenHoct nokianama = KOS(UHHUIM]EHT Mpekianama X
[MaxcumanHa Bperoct (0.1 - SSE)] rue je SSE = (D/T)?, D = nucnouupame GapmakodopHe
0COOMHE ca OYEKMBAHOT IIeHTpa ocobmHe W T = pamujyc mpoctupama chepe ocoOuHe
(Tonepannuja), °ExcriepumenTansa aktuHocT; *[Ipensulena aktupHocT; "ExcriepuMeHTatHa
ckana akTuBHOCTH: PEC200 < 2,22 = + (cnmabo akTuBHA jequmema); 2,22 < PECo00< 2,40 = ++
(ymepeHo akTuBHA jemumberba); PEC20 > 2,40 = +++ (jako akTHBHA jequmbeba). 'TIpeapulena
ckana akTuBHOCTH: PEC200 < 2,22 = + (cnmabo akTuBHA jequmemna); 2,22 < PECa00< 2,40 = ++
(ymepeHo akTtuBHa jenumema); pECa00 > 2,40 = +++ (Jako aKTHBHA JeAUHCHHA).

Bammpanuja npenuktuBHe Mohm reHepucanor 3-D  ¢dapmakodopHor MOzena
U3BpIIEHA je MOMONhy MpeTXOAHO T'e€HEpUCAHOT TECT CeTa CayhEmeHOI O] JepuBarta 4-
Xuapokcukymapuna. KBamuteT perpecuone ananusa Hypol mMopena mpoBepeHa je Ha 16
jemumerma, npu  4emy je gobujeH koedunujeHT kKopemammje on 0,910 wusmehy
eKCIIEPUMEHTATHIUX W TpenBUl)eHHX aKTUBHOCTH, YUME je MOTBpheHa MpeIuKTHBHA MOh
dapmakodopHor mozaena. Pesynratu cy npukazanu y Tadenu 3.17 u va Cnunu 3.21.

OBuM je u feuUHUTUBHO NOTBpheH Bucok KBanuteT nodujeHor 3-D dapmakodopuor
MoJieNla T€ c€ OH Kao TakaB MOXKE€ KOPHCTUTH Y BUPTYEITHOM CKEHHpamy HOBUX aHTarOHUCTA
rVKORCI. Mana mojena je mto je AepuHucaH Ha OCHOBY Majior Opoja aHTarOHUCTA, ajH je

IIPpBU TaKBC BPCTC I1a CC MOKC KOPUCTUTU [0 yHarIpeheH,a ca Behum 6pojeM aHTaroHucrTa.
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TABEJA 3.17. ExcniepumeHTanHe W mpeaBHl)eHE BPEIHOCTH TECT ceTa Ha OCHOBY Hypol
hapmakodopHOT MoIeNa.

Jen. Bpennocr EC200 Excm. Ipen. I'pemka  Excr. [pens.
oxJjanama® PEC200° PEC200" Ckama"  Cxkana®
ts-1 5,28 1,41 2,85 2,79 -0,06 + +
ts-2b 6,62 2,62 2,79 2,81 +0,02 +++ +++
ts-3b 3,38 1,76 2,75 2,72 -0,03 + +
ts-4b 4,53 2,01 2,70 2,74 +0,04 + +
ts-6b 3,92 2,43 2,61 2,63 +0,02 + +
ts-7b 3,36 2,54 2.59 2,55 -0,04 + +
ts-8b 6,71 3,02 2,52 2,47 -0,05 + +
ts-2¢ 4,71 2,31 2,63 2,64 +0,01 + +
ts-3c 3,35 2,41 2,62 2,59 -0,03 + +
ts-4c 3,43 1,04 2,59 2,91 +0,32 +++ +++
ts-5¢ 5,47 1,05 2,98 3,07 +0,09 +++ +++
ts-6¢ 4,57 3,01 2,97 3,06 +0,09 ++ ++
ts-7¢ 3,26 3,01 2,97 3,06 +0,06 ++ ++
ts-8c 4,61 3,12 2,51 2,55 +0,04 + +
ts-9c 3,38 1,03 2,99 2,91 -0,08 +++ +++
ts-10c 4,51 3,71 2,33 2,37 +0,04 + +

®BpenHocT MOKIanama ykasyje KOJHKo A00po ce dapmakodopme ocoOWHE Mpekiamnajy ca
XeMHJCKHUM OcOoOMHaMa MOJIeKyJa. BpemHocT mokmamama = KOS)UHHUIIMJEHT MpeKanama X
[MakcumanHa Bperoct (0,1 - SSE)] rue je SSE = (D/T)?, D = nucnouupame GapmakodopHe
0COOMHE ca OYEKHMBAHOT IIeHTpa ocobmHe u T = pamujyc mpoctupama chepe ocoOuHe
(Tonepannuja), °ExcriepumenTansa aktuHocT; *[IpenBulena aktusHocT; "ExcriepuMeHTatHa
ckana akTuBHOCTU: PEC200 < 2,22 = + (cmabo akTHBHA jenumbema); 2,22 < PEC200<2,40 = ++
(ymepeHo akTuBHA jenumema); pPEC200> 2,40 = +++ (jako akTuBHA jeaumbema). “[Ipeasulena
ckana akTuBHOCTU: PEC200 < 2,22 = + (cmabo akTHBHA jenumbena); 2,22 < PEC200<2,40 = ++
(ymepeHo akTuBHa jeaumbemna); pPEC200> 2,40 = +++ (jako aKTHBHA jeIULCHHA).
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Cauxa 3.21. I'paduk kopenammje usmely excrnepumenTannux u npenasuhenux pECa2o0
BPEIHOCTU TPEHHHT ceTa (TPOYTJIOBH) U TECT ceTa (Kpyrosu) nodujen Hypol mozaenaom.
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3.4.7. CTYIUJE MOJIEKYJICKE JUHAMUKE 2f 1 2a vV KOMIUIEKCY CA *VKORC1 KOJE OIIMCYIY

AHTAT'OHUCTHUYKY AKTUBHOCT JEPUBATA

duHanHa TOTBpJAA MPEIOKEHOT MEXaHW3Ma aHTHKOAryJaTHBHE aKTHBHOCTH
antaronucta 2f u 2a noOujeHa je HAKOH CTyAMja M3BPUICHUX MOJIEKYJICKOM JUHAMHUKOM.
Monekyicka AMHAMHUKa jeCTe MOJIEKYJICKO-MEXaHWYKa METOJla carjie/laBamba MHTEPaKIHja
n3Mely aHTaroHmcra u peuentopa 6asupana Ha tbyTHOBOM 3aKOHY KpeTama. Merona je mo
KOHIIETITY WJICHTHYHA MOJIEKYJICKOM JIOKOBamYy, jep OINHCYje MOHAIIame aHTarOHWUCTa Ha
OCHOBY CTPYKTYypE€ aKTHBHOT IIEHTpa pelenTopa, aid HajoMemhyje BakaH HEIOCTaTaKk
MOJICITYJICKOT JTOKOBamba, NETMMHYHY WM arliCOIYTHY PUTHIHOCT aKTHBHOT IieHTpa. Hanwme,
MOJIEKYJICKOM JTHHAMHUKOM C€ TIOCTH)KE arcoilyTHa (IIEKCHOMIHOCT U pelenrtopa u
aHTaroHWUCTa, T€ CE€ IHOME CHMYIHpa WHAYKOBaHO TmpumiarohaBame. Ekcrepument
MOJIEKYJICKOM JIMHAMUKOM 00m4HO Tpaje 1,2 ns (1,2 107 sec) mTo je 10BOJBHO /A ce M3BPIIH
CUMYJIallAja JeTHe aHTarOHUCT-PEIENTOP PEeaKIlrje.

O63upom na je rVKORCI TpancMeMOpaHCkH penenTop eHAOIIa3MaTHYHOT
perukynyma jerpe, komruiekcu 2f-rVKORCI u 2a-rVKORCI, nobujeHn MOJEKYJICKUM
JIOKOBamkeM, a Ha Kkojuma cy wuspmieHe u 3-D QSAR wu crymuje renmepucama 3-D
(dhapmakodopHOr Mozena, MO3UIIMOHUPAHU Cy y hemujcKky MeMOpaHy, TOJaTH Cy MOJICKYIU
BOJIE Ka0 MeaWjyMa U U3BpIIEHA je Heyrpanusanuja cucreMa jonuma Na® mmm Cl° (Cnuka
3.22).

Hakon renepucama 2f-rVKORC1 kommiekca, KOMIUIEKC je TIOCTao cTaOWjIaH HaKOH
230 ps (230-10%2 cek). Jlpyrum peumma, aHTUKOarymanT 2f ocTBapuo je CTaOWIHY
nHTepakuujy ca aktuBHUM 1ieHTpoM *VKORC1 Hakon cBera 230 ps. CTaOMIHOCT KOMIUIEKCA
3aJp>)kaHa je TOKOM ILIeJior mepuojaa cumynamnuje on 1,2 ns, mpu demy je pasiuka y
TI0JIOXKAjUMa TEIIKMX aToMa y PasIMuMTHM KoH(popMmamujama nurasia 6umma ceera 0,8 A
(Cnuka 3.23A). Mnak, Ha caMOM TOYETKY aHAU3€ MOJIEKYJICKOM JMHAMUKOM, HaKOH CBEra
20 ps, gomnuio je 1o ApacTudHe KoH(popmanmoHe nmpomeHe 2f yHyTap caMor KoMIuiekca, He
Kao rmocieaMua uHTepakuuje antukoaryitanta ca rVKORCL, Beh kao mnocnenuna
WHTEpaKIIMje ca MEMOpAHOM EHJOTIa3MaTUYHOT PeTUKyTyMa jerpe. Hanme, aHTHKOArynaHt
2f y uHTepakuuju ca MeMOpaHOM JOCTHIrao je JIMHEApHY CTPYKTYpY, FOTOBO IapalieliHy ca
TpancmemOpanckuM xenukcoMm *VKORCI. U nopen npomeHe koHpopmalyje, IpBU XpOMaH-
2,4-TMOHCKU TIPCTEH OCTBapuo je cBe HMHTepakuuje ca rCysl35, antununupane nomohy
renepucanux 3-D QSAR u 3-D dapmakodopuux cryauja. OG3upoM Ha UMECHUIYY Aa j€

JOIII0 10 KOH(opMaImoHe IpoMeHe, MOCTaBJba ce MUTame J1a Jiu ¢y renepucane 3-D QSAR
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u 3-D dapmakodopue crymuje Taune? CTaHOBHUIITE je JIa jeCy, jep U3 SKCHEPUMEHTAITHHX
pasziora, OJJHOCHO ycieq HelocTaTka u3osnoBaHor u nmypudukoBanor *VKORCI, Huje Ouino
Moryhe M3BpIINTH KO-KPUCTAIN3AIM]y OWUIIO KOT O]l TECTUPAHUX JIEpUBATa Ca HCIUTUBAHOM
MmoutekyackoMm MetoM. Ca tor acniekra, COMFA u CoMSIA 3-D QSAR cryauje, xao u 3-D
dapmakodopHe CTyauje, TpeACTaBbajy WJACaIaH ajar 3a MpeaBuhame WHTEPAKIHja
AQHTArOHWCTA, KajJa TpPUpOJA MpPaBUX HHTEPAKIMja ca PEIenTOpoM HHUje IOo3HaTa. Y
cllydajeBMMa KajJa HE TOCTOjH KO-KPHCTaJIM30BaHA CTPYKTypa pelenTopa y KOMIUIEKCY ca
aHTaroHUCTOM, MOTPEOHO je KOPUCTUTH IUTO BHIIE MeToJa Koje he 3ajeqHo IaTH yBUZ y

(hapMakoJIOTH]y aHTarOHKUCTA.

Cauka 3.22. Kommuieke 2f-VKORC] npunpemsbeH 3a MosieKkyJIcKy AMHaMuUKy. Tonosnoruja
rVKORCI mnpencraBibeHa je JbyOMYacTOM, AMHUHOKHCEIMHE Cy IpUKa3aHe IIJI1aBOM,
aHtaroHuct 2f mpukazan je Oenom 00joM OKpyX eH 3eleHOM cdepoM, ¢dochonumuana
MeMOpaHa TNpHKa3zaHa je CUBOM 00joM, JOK je BojeHa (haza mpuka3aHa LPBEHOM. ATOMH
HaTpujymMa KopHuIIheHU 3a HeyTpalu3alujy cHcTeMa MpHKa3aHU Cy JbyOuyactuMm cdepama,
aTOMH XJIOpa KopuIlllheH! 3a HeyTpanu3alujy IpuKa3aHu Cy 3eJIeHUM cdepama.
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Cauka 3.23. (A) RMSD Bpennoct *VKORCI1 y xommekcy ca 2f. (b) RMSF Bpeanoctu
rVKORCI y kommiekcy ca 2f. (B) dujarpam unrepakuuja 2f-rVKORCI1 xommiekca. 3eneHe
Tpake MpeJCcTaB/bajy BOJOHUYHE Be3e, Jbyoudacte XuapopoOHe HHTEpaKIje a MIaBe Tpake
BOJIOHHYHE MOCTOBE.

Kao mro je Beh peuyeHo, mocrojame BOJOHHWYHE Be3e H3Mely mpBor xpomas-2,4-
IUOHCKOT jesrpa aHtukoarymanta 2f m ammuokucenune rCysl35 rVKORCI, 3a kojy je

cryaujama moJiekyckor jokoBama (Criuka 3.12A), COMFA (Cnuka 3.17) u CoMSIA (Crnuka
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3.18) 3-D QSAR crymujama, kao u 3-D dapmakopopuum crymujama (Cruka 3.20)
MPETIOCTABJFEHO J1a je KJbyYHa y aHTHKOAryJIaTUBHO] aKTHBHOCTH HAjaKTUBHHU]ET JIepUBaTa,
JI0Ka3aHo je HAaKOH cTyauja moJekyiacke nuHamuke (Cnuka 3.23b u B). Tume je u notBphen
peBep3ubmIHu MexannzaMm antaronuszMa *VKORCL nepuatom 2f (Illema 3.2). Bogonuuna
Be3a usmelhy 2f u rCysl35 rVKORCI ycnocraBibena je HakoH 29 ps u Owna je crabuiHa
ToKOM 68% BpemeHa cumyrnanuje. BogoHndHa Be3a je makie Omiia yCrocTaB/beHa camo 9 ps
HaKOH KOH(OpMaIMoHe MPOMEHe aHTUKOAryJIaHTa, ITO yKa3yje Ha TO Ja je caMa BOJOHUYHA
Be3a jako ¢aBOpH30BaHA 0] cTpaHe perentopa. [Ipoceuna myxnHa BOJOHHYHE Be3e Ouma je

drg = 1,794 — 2,241 A, unme je ona okapakTepucaHa Kao jaka BoJoHHYHA Be3a (Cimka 3.24).

Cauxka 3.24. Ilpuka3 popmupama Bogonnynux Besa usmely 2f u VKORCI. Tononoruja
perienTopa MpelIcTaB/beHA je JbyOMYacTOM, aMHHOKHUCEIMHE Cy TMpUKa3aHe IUIaBOM,
anTaronuct 2f npukazan je 6erom Oojom, ochonunuana MemOpaHa MpUKa3aHa je CUBUM
JTUHUjaMa, JOK Cy aTOMHM KHCEOHUKa M3 MOJIEKyJa BOJE MpUKa3aHU I[pBeHOM OojoM. Pamu
JETHOCTaBHOCTH TpHKa3a, MPEJICTaBbEHU Cy CaMO aTOMHU BOJOHHMKA W3 BOJOHHYHUX Be3a
u3mely 2f u rCys135 u 2f u rAsnl42.

WuTepakiuja koja je mnpenBulheHa caMoO MOJIEKYJICKOM JMHAMHKOM, a KoOja ce
UCTOCTaBWJIa Kao OWMTHA, Omiia je BOJAOHMYHA Be3a m3Mely amuaHor azota rAsnl42 u C2
KapOOHMJTHOT KHCEOHHUKa JPYyror jesrpa xpoman-2,4-nuoHa. OBa BOJIOHMYHA Be3a yCHOCTa-
BJbEHA je HaKOH cBera 22 ps, jolll paHUje y OJTHOCY Ha BOJAOHMUYHY Be3y ca rCysl35, u ocrana

je crabunHa TokoM 91% Bpemena cumynauuje. Ilo Tuny je Takohe y nuramy jaka BOJOHHYHA
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Besa (dus = 1,813 — 2,327 A). Tlopeksio oBe BOJOHMYHE BE3€ MOKE CE jeJUHO 0OjaCHHUTH
MHIYKOBaHUM TpuiiarolaBamem n3Mel)y antaronucra u perentopa. OHa cBakako JOIPHHOCH
AaHTHUKOATyJaTUBHO] aKTUBHOCTH JiepuBaTa 2f Ha HuBOy crabunmszanuje. Ca IETEKIHUjoM OBe
BOJOHMYHE Be3€¢ HAa MHIUPEKTAH jeé HAUWH M3BpIICHA BATUAALMja U CaME XEMHUJCKE CHHTE3e
OBOT JIEpUBAaTa, jep je Ipyru XpomaH-2,4-TMOHCKU TPCTEH MPOHAIIA0 CBOjy (hapmakodopHy
(byHKIM]y YHYTap aKTHBHOT LIEHTPa PeIenTopa.

HapaBHo, 3apag mnpumpeme eKcliepuMeHTa MOJIEKYJICKE IUHAMHUKE, KOMIUIEKC 2a-
rVKORCI no3unmonupa je y henujcky memOpaHy, coiBaTHCaH MOJIEKyJIUMa pacTBapadya U

neyrpanucad jounma Na* wmu CI™(Cnuka 3.25).

Cauka 3.25. Kommekc 2a-rVKORCI npunpemsbeH 3a MOJeKylIcKy AMHaMuKy. Tomnosoruja
rVKORCI mnpencraBibeHa je JbyOMYacTOM, AMHUHOKHCEIMHE Cy IpUKa3aHe IIJ1aBOM,
aHTAarOHUCT 2a TpHKa3aH je Oemom 0ojoM, IpBeHOM cdepoM, dochomunuaHa MeMOpaHa
npUKa3aHa je cuBoM 0o0joM, JOK je BojaeHa ¢a3a MpHKazaHa LPBEHOM O0joM. AToMH
HaTpujymMa KopHIIheHH 3a HeyTpalM3alMjy cHcTeMa NMpHUKa3aHU Cy JbyOuyacTum cdepama,
aTOMH XJIOpa 3€JIeHUM cepama.
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Haxon renepucama 2a-rVKORCI1 kommuiekca, KOMIUIEKC je TIOCTa0 CTa0MJIaH HAaKOH
170 ps (170-10%2 cex). CrabumHocT KOMIIEKca 3afpKaHa je TOKOM IeJIOT MepHoja
cumynanuje ox 1,2 ns, mpu demy je pasziidka y MojoXajuMa TEIIKUX aroMa y pasIunduTHM

xoH(popManujama auranaa 6una cera 0,6 A (Cnuka 3.26A).

Cauka 3.26. (A) RMSD Bpennoctu ¥VKORC1 y xommiekcy ca 2a. (b) RMSF Bpennoctu
rVKORCI1 y xommuekcy ca 2a. (B) [Iujarpam wunrtepakuuja 2a-rVKORCI kommiekca.
3eneHe Tpake MpeJCcTaB/bajy BOJOHHYHE Be3e, JbyOnuacte XuapopoOHE MHTEpakKuuje, po3e
JOHCKe MHTEpaKIyje a MiaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.

IIo BpECMCHY YCIIOCTaBJbamba CTaOUITHOCTH KOMIIJICKCA, Kao0 U 10 CTCICHY

KOH(bOpMaI_[I/IOHI/IX npoMeHa CaMOI' aHTAaroHucCTa, MOKC CC pehn Ja je KOMILIEKC 2a-
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rVKORCI wemro crabunamju on 2f-rVKORC1 xommuiekca. AHTaronuct 2a takohe je Ha
MOYeTKY aHanu3e (HakoH 17 pS) moyierao KOH(GOPMAIMOHO] TPOMEHH, HE TaKO JIPACTUYHO] Y
onHocy Ha 2f, oBora myra kao mocneauna uHTepakuuje antukoaryinanta ca *VKORCI u
MeMOpaHOM €HJIOIUIa3MATHYHOT PETUKYITyMa jeTpe.

AHaNOTHO ca aHThKoarymantoM 2f, mocrojame BOJOHMYHE Be3e XpomaH-2,4-
JMOHCKOT je3rpa aHTukoarynanta 2a u ammHokucernmue rCysl35 rVKORCL, 3a kojy je
cTyaujama MoJiekyckor aokoBama (Cimka 3.12B6), CoOMFA (Cnuka 3.17) u CoMSIA (Crnka
3.18) 3-D QSAR crymujama, kao u 3-D dapmakopopuum crymujama (Camka 3.20)
MPETIOCTABJLEHO JIa je KJbYYHA Y aHTHKOATryJIaTHBHO] aKTUBHOCTH OBOT JIepUBaTa, J0Ka3aHO
jeé W HakoH cTyiauja Mojekyicke auHamuke (Cnuke 3.266 m 3.26B). Tume je m motBpheH
peBep3ubmHN Mexann3aMm antaronuszma *VKORC1 nepuBatom 2a (Illema 3.2).

Bononnuna Besa usmel)y 2a u rCys135 rVKORCI ycnoctaBibeHa je HakoH 28 ps u
Owta je crabunmHa TokoM 64% BpeMeHa cumynanje. Bomonnyna Be3a Ouia je ycrocraBbeHa
camo 9 ps HaKOH KOH(pOpPMAIMOHE TIPOMEHE aHTHUKOAryjlaHTa, IITO yKa3yje Ha TO Ja je cama
BOJIOHMYHA Be3a jako (haBOpW30BaHA O CTpaHe perenTtopa. IIpocedna myXuHAa BOJOHUYHE
Bese Ouna je dug = 2,324 — 2,762 A uume je oHa okapakTepHcaHa Kao YMEPEHO jaka

BozoHnuHa Be3a (Crmka 3.27).

Cauka 3.27. [Ipuka3 ¢opmupama BoJoHHYHUX Be3a usMely 2a u ¥VKORCIL. Tonosnoruja
peuenTopa NpeAcTaB/beHa je JbyOMYacTOM, AaMUHOKHMCEIMHE Cy IpUKa3aHe IUIaBOM,
aHTAaroHUCT 2a MpUKa3aH je 6enoM 6ojoM, (ocdonunuaHa MmeMOpaHa NMpUKa3aHa je CUBUM
JMHMjaMa, JOK Cy aTOMHM KHCEOHHKa M3 MOJIeKyja BojJe MpUKa3aHU LpBeHOM OojoM. Panum
JEIHOCTaBHOCTH TpHKa3a, MPEACTaBbEHU Cy CaMO aTOMHU BOJOHMKA W3 BOJOHHUYHHUX Be3a
u3mely 2a u rCysl35, u 2a u kapOOHWIHOT KHCEeOHHWKa menTtuaHe Bede uaMely rAspl30 u
rPhel31.
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Pasnuka y npyxunu BonoHnuyHux Be3a ca rCysl35 ynyrap 2f-rVKORCI u 2a-
rVKORCI xommiekca morna Ou OuUTH jemaH oJ y3poka moBehaHe aHTHUKOArylaTUBHE
aktuBHOCTH nepuBata 2f y omuHocy Ha 2a (Tabenme 3.5 m 3.6). Mutepakumja koja je
npeaBuheHa caMo MOJIEKYJICKOM JIMHAaMHUKOM, a KOja c€ HMCIIOCTaBHMja Kao OuTHa, Owmia je
BOJIOHMYHA Be3a u3Mely kapOOHWIHOr KuceoHuka nentuaHe Be3e usMehy rAspl30 u
rPhel31l u TepMHHAJIHOT, TMO3MTUBHO HACIEKTPUCAHOI, a30Ta eTwieHauamuHa 2a. Oa
BOJIOHMYHA BE3a j€ YCIOCTaBJbeHa HAKOH cBera 10 ps, jomn paHuje y OJHOCY Ha BOJOHHYHY
Be3y ca rCysl35. ¥V nuramy je jaka BojoHuuHa Be3a (dus = 1,926 — 2,238 A) koja je
ctabmiiHa TokoM 94% Bpemena cumynainuje. [loMeHyTa BOJOHHMYHA BE3a CBAKaKO JIOTIPHUHOCH
AQHTUKOATyJaTUBHO] aKTUBHOCTH JIEpHBaTa 2a Ha HUBOY CTA0MJIM3allM]je ca PELeNnTopoM, Te je
JETEeKIMjOM crienn(uIHe BOJOHUYHE Be3€ HA MHAMPEKTaH HAYMH W3BpIIEHA BalIUAalHdja U
camMe XEMHUJCKE CHHTE3e OBOI JepuBaTta, jep je U EeTUJICHAWAMUHCKUA (PparMeHT MpoHaIlao
cBOjy (apmakopopHy GYHKIM]y YHYTap aKTUBHOT IIEHTpa peLenTopa.

Crynujama MOJIEKYJICKE JUHAMHKE HEIBOCMUCIEHO je MOTBpheH peBep3uOUIHU
MeXaHW3aM AaHTHUKOaryJaTHBHE aKTHUBHOCTH nepuBata 2f m 2a, uuMme cy HajaKTHBHH)U
JIEpUBaTH Ha HHUBOY XEMAaTOJIOTH]e TOTIIYHO OKapakTEepHUCaHH ca OMOXEMHUJCKOT U

(hapMaKoJIOIIKOT acIeKTa.
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3.5. IIPOLIEHA YTUIIAJA AIMUHUCTPAIIUJE JEPUBATA 2a-h HA TEHOM

3.5.1. IIPOIIEHA HMBOA OIITEREkHA JIHK Vv JETPMU W BYBPESUMA HAKOH

VHTPAIIEPUTOHEAJIHE ATUIMKALIMJE JIEPUBATA 2a-h

[To ucnutuBamy W MOTBphUBaWky aHTUKOAryJlaTMBHE aKTUBHOCTH JepuBara 2a-h
MHTPANICPUTOHEATHOM aIMHHHUCTPALIjOM i1 Vivo, IPOLECHCH j€ U YTHIIA] IepUBaTa HAa TCHOM
jetpe u Gybpera (Tabena 3.18).” Ilpeu mapamerap KojuM je mpolemeHo omreheme JJHK
HaKOH aJMHHHCTpallMje KCEHOOMOTHMKa OMO je TPOCeYHM MOMEHAT pemna, Tj. MpOoIeHAT
HapymaBama JIHK Ha HUBOY KBaTepHEpHE CTPYKTYpE, OJTHOCHO XPOMO30Ma, T€ TepIHjapHe
CTPYKTYpE, OJHOCHO CTPYKTYpE CyNepyBHjama, U3pakXeH HAaKOH (opMupama perna KOMETe.
Jpyru mapamerap OWoO je TpoIleHAT JeHaTypucaHe CTpykrype cynepyBujama [IHK y pemy

KOMCTC.

TABEJIA 3.18. [TapameTpu KOMET TecTa HAKOH CeIMOJHEBHE HHTPAIICPUTOHCATHE AITUKAIH]e
nepuBata 2a-h Ha oapacie maroe coja Wistar.

JEN. MOMEHAT PENIA % JIHK v PEITY MOMEHAT PEITIA % JHK v PEITY
JETPA BVYBPE3U
(o 2,83+2,20™ 7,41+1,017 2,0440,32" 6,81+0,64"
EMC® 19,1240,72" 27,42+1,08" 17,51+1,01" 20,82+1,04"
2a 3,10+1,41F 8,62+0,62" 2,93+0,51F 7,51+0,63"
2b 2,92+3 517 7,93+1,817 2,64+0,63" 7,33+0,61"
2¢ 7,73+0,65" 9,82+1,12™ 6,32+1,04" 8,040,921
2d 5,51+2,44" 9,52+1,04™ 6,02+0,82"" 7,9240,84"
2e 17,02+0,53™ 16,82+1,23" 14,52+0,921" 15,45+0,34"
2f 2,42+0,797 6,810,507 2,110,547 6,52+0,26"
2g 13,03+2,02" 10,34+1,07" 13,83+0,35"" 8,51+0,24"
2h 15,06+1,16™ 11,02+2,471 13,41+0,71% 11,02+0,74"

%Cpembe BpeHOCTH TPU HE3aBHCHA eKCIEpMMEHTa, n = 5 manosa y rpymu. °C - Heratusna
koHTposa. (EMC - erun mertancyindonar. p < 0,05 nopeheHo ca HEraTUBHOM KOHTPOJIOM.
p < 0,05 nopeheno ca EMC-om.

Omrehena JIHK koja cy wu3a3Bama jequmema 2a, 2b, 2¢ m 2d a xoja cy
KBaHTU(UKOBaHa y OONMKY Komera, mpuka3zaHa cy Ha Cmumu 3.28. Jlenatypanuja
KBaTepHepHe U TepuujapHe ctpykType JIHK, nza3Bana on crpane nepusara 2e, 2f, 2g u 2h,
NoTBpheHa HaCTaHKOM KoMeTa, npukazaHa je Ha Ciaunu 3.29. Omrehema cy nmpouemeHa Ha

HUBOY jeTpe, jep ce y €HJOIUIa3MAaTUYHOM PETUKYJIYyMY XelaTolMTa M OJIBUja aHTHUKOAary-
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JAaTHBHA aKTUBHOCT TECTHPAHHUX JepUBaTa, OAHOCHO OyOpera, jep ce eKCKpeluja JepuBaTa

HU3BplHIaBa YPUHOM.

Camka 3.28. Tuctpubymnuja "komeTa" y pa3IMuuTe Kjiace Ha OCHOBY CTEINeHa omrehema y
jetpu u OyOpesmma HakoH Oojema ca etunujym OpomuaoM. Herperupane xuBoTume (A-
jerpa u B-0yOpesn), xxuBotumbe Tpetupane EMC-om (B-jerpa u I'-0yOpesu), 2a-Tpetupane
xuBotuibe ([I-jerpa u B-0ybpesu), 2b-tpetupane kuBotume (E-jerpa u 7K-0ybpesn), 2c-
Tpetupane xuBotume (3-jetpa u M-0yoOpesu) u 2d-tperupane xuBotume (J-jerpa n K-
O0yOpesn).

VY nopehemy ca HeratuBHOM KoHTpoJioM (Tabena 3.18, Cnuke 3.28A u b, u 3.29A u
b), BpeaHocTn mapaMerapa réHOTOKCUYHOCTH JOOHMjeHEe HAKOH aJMUHUCTpaldje JAepuBaTa
2a-h 6une cy Hmwke y oaHocy Ha BpemHoctd 3a EMC (p < 0,05). EMC je, kao noka3zaHu
MyTareH W MO3WTHUBHA KOHTPOJa, u3a3Bao W Haj3Hadajuuje omreheme JIHK (Tabena 3.18,
Cmuke 328 B u I', u 3.29B u I'). On ucUTHBAHUX jeAWbCHHA, WHHUIUjATOPH 3HAYAjHOT
omrehewa JIHK Owmna cy jemumema 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h, ynMe je noKa3aH HHUXOB
TeHOTOKCUYHHU edeKar.

Ca gpyre ctpane, jeaumema 2a, 2b u 2f Hucy n3za3Bana packugame o-xenukca JHK
YHYTap CTPYKType CylepyBHjama jep cy J00HjeHe BPeIHOCTH HCIMTHUBAHUX IapaMerapa
Ouse ciuyHe BpelHOCTUMA 3a HeratuBHy KoHTpony (Tabena 3.18). Ctora cy jeaumema 2a,

2b u 2f JaJb€ MCIIMTHBAHA Kao HOTCHLII/IjaJ'IHI/I AHTUT'CHOTOKCUYHHN ar¢HCu, OJHOCHO OaJbE€ je

HEBEHA CTAHKOBUR 278



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA PE3VIITATU U IUCKYCUJA

WCIUTHUBAaHA FHUXOBA CIIOCOOHOCT Ja yMame reHoTokcmuHu edexkar EMC-a. [lpukazanu
pe3yiTaTH Cy eKCTepHa MOTBpAA Ja ce jeaumema 2a u 2f ka0 aHTHKOoaryJnaHTH y HaBeIEHO]
KOHIICHTpALMjH MOTY arumuupatu 6e3 0ojasHu na he mohm a0 CTpyKTypHUX HpoMEHa Ha
HUBOY reHoma. OBaj pe3ynaTaT BeoMa je BaKaH, jep C€ NPUINKOM JAcPUHHCAmA HEKOT
jenuMmema ca M3pasUTOM aKTHBHOIINY 4YecTO 3aHeMapH HeroB yTHIA] Ha TeHoMm. Mmak,
003MpOM Ha YMILEHUILY Jla C€ aHTUKOATYJIAHTH in Vivo HE alIUIMpPajy WHTPANEPUTOHEATHO,
Beh opanHo, OWIIO je HeoNmXoAHO M3BpIHTH U npoueny omtehema JIHK Hakon ammmkanmje

per os.

Cauka 3.29. luctpubyuuja "komera" y pa3iuuyuTe Kjlace Ha OCHOBY cTeleHa omtehema y
jetpu u OyOpe3nMa HakoH Oojema ca eTuaujym OpomuaoM. Herperupane xuBoTume (A-
jetpa u B-0yopes3n), xuBotume Tpetupane EMC-om (B-jetpa u I'-OyOpesn), 2e-tpetupane
xuBoTube ([-jetpa u B-0yopesn), 2f-tpetupane xuBotumbe (E-jetpa u JK-0yOpesu), 2g-
Tpetupane xuBoTHme (3-jerpa u M-0yOpesu) u 2h-tpetupane xuBotumbe (J-jerpa u K-
OyOpesn).

3.5.2. AHTUTEHOTOKCHUYHA AKTUBHOCT JIEPUBATA 2a, 2b U 2f Y JETPU U BYBPE3UMA HAKOH

WHTPAIIEPUTOHEAJIHE AITVIMKAIIMIE JEITULELA

I[I/ICTpI/I6y1_II/Ija pas3siinuuTuX Kilaca KOMCTA, YKYIIHU CKOp KOMETa W MPOLCHAT

PECAYKOBAHOT omrehema YjeTpI/I )51 6y6p631/1Ma namnoBa M3MCPCHU HAKOH UHTPAIICPUTOHCAIHE
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aJMUHHCTpanuje jenumema 2a, 2b u 2f npe EMC-a, npencrasibenu cy y Tabemu 3.19.
[Ipema ykymHOM CKOpY KOMeTa, 3HauajHe pa3nuke y nHayKiuju omrehema JJHK 3abenexene
cy uamelyy rpyne tperupane EMC-om (Cnuka 3.30B) u xontponne rpyne (Cnuka 3.30A). Ca
Jpyre cTpaHe, HaKoH nperperMana jaepuBatuma 2a (Cmuka 3.30/0), 2b (Cnuka 3.30E) u 2f
(Cnuka 3.303), auctpuOyija Kjgaca KOMeTa yKasaia je Ha MHHUMalHO omrreheme hemuje
(xmace 1 u 2) m mame u3paxeno omteheme y Buay kimace 3. CTaTUCTHYKU 3Ha4ajHA
penykuuja omrehema JIHK je 3abenexena nHakon aruukaije 2b (86,93%), 2f (77,23%) u 2a
(64,52%).

TABEJA 3.19. Jlereknmja [IHK omrehema momohy koMer Tecta y jetpu u OyOpe3nMa marona

HaKOH MHTpaIllepUTOHEATHOT MIpeTpeTMaHa epuBaruma 2a, 2b u 2f.

OPrAH KJIACE KOMETA yC? % P°
TPETMAH 0 1 2 3 4

JETPA
ce 71,8240,33% 27,73+0,71 0,22+0,03 0,00+0,00 0,00+0,00 28,12+0,467 -
EMC" 0,00+0,00  59,23+1,02 24,23+0,32 9,72+0,22 6,92+0,73 164,32+0,73" -
2a+EMC* 52,13+0,42 24,22+0,65 18,83+0,36 4,93+0,48 0,00+0,00 76,52+0,527 64,52
2b+EMCP 65,63+1,63 24,53+1,08 8,24+0,93 1,63+0,11 0,00+0,00 45,92+0,72" 86,93
2f+EMC® 57,14+0,52 28,81+0,93 11,91+0,77 2,21+0,33 0,00+0,00 59,24+0,63" 77,23
BYBPE3N
ct 79,81+1,33* 19,72+0,73 0,52+1,01 0,00+0,00 0,00+0,00 20,73+1,02 -
EMC® 0,00£0,00  67,72+0,24 20,73+0,18 7,22+0,02 4,43+0,31 148,32+1,52" -
2a+EMC* 62,52+42,12 17,53+0,91 14,94+1,35 4,72+0,73 0,00+0,00 61,43+255" 68,14
2b+EMCY  76,04+0,75 14,92+0,86 8,12+0,93 1,02+0,24 0,00+0,00 34,19+1,02" 89,52
2f+EMC®  71,52+0,56 18,74+0,62 8,81+0,31 1,01+0,24 0,92+0,16 47,03+1,21" 82,50

%Cpeme BpeHOCTH TPU HE3aBUCHA eKCIIEpPHMMEHTa, N = 5 marosa y rpynu. °IIpoleHar peayKiuje
"C — HeraruBHa xoutpona. '"EMC — erun merancyiadonar, 300 mg/kg temecHe texune; “2a (2
mg/kg Tenecue Texxune) + EMC (300 mg/kg TenecHe Texune); "2b (2 mg/kg TenecHe Texune) +
EMC (300 mg/kg Tenecue texune); 2f (2 mg/kg tenecue Texune) + EMC (300 mg/kg TenecHe
texune); P < 0,05 mopeheno ca HeratmBHOM KoHTposioM; 'p < 0,05 mopeheno ca rpymom
TpetupanoM EMC-om.

Owrrehema JIHK y O6yOpesuma npukaszana cy y Tabenu 3.19. 3abenexen je 3HauajHU
nopact (p < 0,05) JJHK omrehewa wnzasBanux EMC-om y mopehewy ca HeraTuBHOM
KOHTOJIOM, jep je oBaj ankmiyjyhu areHc yrunao Ha nojaBy 3. u 4. xiace komera (Cimka
3.300). ITperperman jequmenuma 2a, 2b u 2f 3HauajHO je peaykoBao oaronapajyhe ckopose
kometa (p < 0,05). Knaca komera 0 je Ouna Haj3acTynJbeHHja IPETPETMaHOM JiepuBaToM 2b
(Cnuxa 3.30K), a kmaca 1 3abenexena je y y3opuuma tpetupanum ca 2f (Cnuka 3.301).
Haxon nperpermana nepuBatom 2a (Cruka 3.30D) 3abenexeno je omrehewe JHK y Buny

knaca 1, 2 u 3. Tako moxe ce pehu na je penykuuja JJTHK omrehewa HajuspaxkeHuja y
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rpynama TpetupanumM aepuBatiuma 2b (89,52%) u 2f (82,50%), a mMame u3paxkeHa y rpymnu
TpeTupaHoj AepuBarom 2a (68,14%).

Cimka 3.30. Juctpubymnuja "komeTa" y pa3MuuTe Kjiace Ha OCHOBY CTEINeHa omrehema y
jetpu u OyOpe3nMa HakoH Oojema ca eTuaujym Opomuaom. Herperupane xuBoTHme (A-
jetpa u Bb-0yOpesu), xxuBotume Tperupane EMC-om (B-jetpa u I'-OyOpesm), KUBOTHHE
Tpetupane nepuBatoM 2a u EMC-om (H-jetpa u B-OyOpesu), >KUBOTHIE TpeTUpaHE

nepuBaroM 2b u EMC-om (E-jerpa u 2K-0yOpe3u) u KuBOTHIE TpeTupaHe aepuBarom 2f u
EMC-om (3-jetpa u U-GyOpesn).

3.5.3. TIPOITEHA HUMBOA OIITEREHA JIHK V JETPU, BYBPE3UMA W KOCHOJ CPXW HAKOH

OPAJIHE AIUIUKALJE JEJIUEBA 2a u 2f

Hakon neduHHCcama TEHOTOKCMYHOCTH JepHBaTa IO HHTPAllEPUTOHEAIIHO]
aruTMKaIMju, TEHOTOKCHUYHU YTHUIa] OpalHO alUIMUUpaHuX jAepuBara 2a u 2f ucnutan je

Takohe momohy KOMeT TecTa M TO Ha y30pIMMa TKHBa jeTpe, OyOpera U KOCHE CpXKH.
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Pesynratu xomer Tecra mpukasanu cy y Tabenu 3.20, y Buay aucTpuOynuje pazanuuTHX

KJIaca KOMeTa, YKyIHOT CKOpa, U y4ecTalocTu henuja ca KOMETOM y pa3IMYUTUM OpraHuMa.

TABEJA 3.20. [uctpuOymuja kiaca KOMETa, YKYITHOT CKOpa, W Y4eCTaJIOCTH henuja ca
KOMETOM Yy jeTpu, OyOpe3sumMa M KOCHOj CpXHU HAKOH CEIMOJHEBHOT
KOHTHHYHUPAHOT OPAJIHOT TpeTMaHa rmamoBa coja Wistar gepuBatuma 2a u 2f
y koHIeHTpamuju oa 20 mg/kg TenecHe TeKHUHE.

OPIr'AH KJIACE KOMETA
TPETMAH 0 1 2 3 4 Yo RhK®
BJ
2a 73,1+0,23* 20,5+0,30 3,7+0,40 1,1+0,23 1,6+1,01 37,6+1,30"" 26,90™
2f 74,240,30 21,6+1,40 2,8+0,72 1,4+0,00 0,0+0,00 31,4+1,80™ 25,80™
EMC 54,040,60 35,3+1,02 5,2+1,10 2,1+0,72 3,4+1,20 65,6+0,80° 46,00"
C 87,8+0,20 12,2+0,80 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 12,2+0,80 12,20
B
2a 81,25+0,51 18,7+0,12 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 18,7+0,12"* 18,75™
2f 91,740,30 8,3+0,20 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 8,3+0,20" 8,30"
EMC 59,240,23 37,1+0,30 2,3+1,20 1,4+0,71 0,0+0,00 45,9+1,01° 40,80"
C 93,9+0,50 6,1+0,70 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 6,1+0,70 6,10
AKC
2a 88,9+1,20 11,1+0,12 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 11,1+0,12" 11,107
2f 90,1+0,34 9,940,70 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 9,9+0,71F 9,90f
EMC 63,740,70 33,1+0,20 3,2+1,03 0,0+0,00 0,0+0,00 39,5+1,90° 36,30"
C 93,3+0,20 6,7+0,42 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00 6,7+0,40 6,70

3Cpenimbe BPEHOCTH TPH HE3aBHCHA EKCIIEPUMEHTA, N = 5 TaloBa y TPynu; YKyImHH CKOp;
*henuje ca koMmeroM; “Jerpa; "Bybpesu; “Kocna cpx; P < 0,05 nmopeheHo ca HeraTuBHOM
xoHTposioM; 'p < 0,05 mopeheno ca EMC-om.

Komere koje kapakTepullly FeHOTOKCUYHH NOTEHIMjal jenmbema 2a u 2f npukasane
cy Ha Cmumm 3.31. IlpunukoM aHaim3e y30paka TKHBa jeTpe, OyOpera W KOCHE CPXKH,
omteheme 3a0eekeH0 KOJl HeraTuBHE KOHTpoJe kinacudukoBaHo je y kareropuje 0 u 1, 6e3
NpoMeHa Koje mpumanajy apyroj, pehoj u uersproj kareropuju (Cnuka 3.31 A, b u B). Kox
no3utuBHe KoHTpoie, omreheme JJHK je oOGyxBaTuio cBe kareropuje, 0K Cy IOCEOHO
3a0esexene npoMeHe kKoje mpunanajy 2, 3 u 4 kareropuju (Crnuka 3.31 A, b u B). Tlopen
Tora, BpeHocT YKynHor ckopa (YC) 3HauajHO je mopacia y 0JlHOCY Ha HETaTUBHY KOHTPOILY
(p < 0,05) y cBum TkuBuMa. HajBuia BpeqHocT u3padyHara je 3a y3opke jerpe (YC = 65,6),
3atuMm OyOpera (YC = 45,9) u xocue cpxu (YC = 39,5), mto ykasyje Aa cy Hajo30MJbHHU]aA
omrehemwa JIHK 3abenexena Ha henmjama jetpe.

HepuBar 2f Huje mHAyKOBao 3HayajHHMja omTehema KoJ y3opaka OyOpera W KOCHe
cpxu (Cnuka 3.31 b u B). Ako ce mocmarpajy camMo BpeIHOCTH YKYITHOT CKOpa, JIepuBar 2a
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HUje MHIYKOBAO 3HavajHuje nmpoMmeHe Ha henmujama kocHe cpxu (Cnuka 3.31 B). Mehyrum,
KOJ Y30paka jeTpe >KMBOTHIA TpEeTUpaHUX AepuBatuMa 2a u 2f, 3abenexen je mopact
ykynHor ckopa (YC = 37,6 3a 2a u YC = 31,4 3a 2f). OBe BpeAHOCTHU HE3HATHO Cy BHIIIE Y
OJTHOCY Ha HETaTHBHY KOHTPOJIY U omTeheme je Mame N3PakeHO y OJTHOCY Ha y30PKe KOjH CY
tpetupanu EMC-oM. Ynpkoc nopacry omrehema y y3opuuma jeTpe, pe3yiaTatu yKasyjy Ja
WCIUTHBAHU [IEPUBATH HE HCIOJbaBajy T'€HOTOKCUYHOCT, Ma Cy IMOJBPTHYTH aHaJH3ama

BHUXOBOI' aHTUI'CHOTOKCUYHOT HOTGHHI/IjaHa.

Cauka 3.31. luctpubyuuja "komera" y pasziavuuTe Kjlace Ha OCHOBY cTemneHa omrehema y
jerpu (A), 6yopesuma (b) u kocHoj cpxku (B) HakoH 6ojema ca eTuarjyM OpOMUIOM.

3.5.4. AHTUTEHOTOKCUYHA AKTUBHOCT JIEPUBATA 2a U 2f v JETPU U BYBPE3VIMA HAKOH

OPAJIHE AIUVTMKAIIMJE JEAUILEIBA

Haxon opanHor TpeTMaHa KuBoTHHa JepuBaTuMa 2a u 2f npe EMC-a, ananu3upana
je mucTpuOyluja pa3IMYUTHX Klaca KOMeTa, YKYITHH CKOp KOMETa U MPOLEHAT peayKOBaHOT
omrtehewma y jetpu u OyOpesuma maroBa (Tabena 3.21, Cnuka 3.32). Ilpema moOujeHuM
BpEIHOCTUMA, Haj3HAuYajHUje pasjiuke ce youaBajy usMmely rpyna tperupanux EMC-om u

KOHTPOJIHE I'pYIIC.
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TABEJA 3.21. Jlerekumja JIHK omrehema nmomohy koMer Tecta y jetpu u OyOpe3nma marosa

HaKOH OpaJIHOT MpeTpeTMana jaepuatuma 2a u 2f.

OPrAH KJIACE KOMETA vy (o % P*®
TPETMAH 0 1 2 3 4

JETPA
cr 65,44+40,15% 24,11+0,26 0,25+0,16 0,00+0,00 0,00+0,00 30,55+0,17F -
EMC* 0,00+0,00 65,29+0,99 20,55+0,85 11,47+0,35 9,69+1,05 160,43+1,55" -
2a+EMCY 50,99+0,31 28,47+0,14 21,25+0,17 5,48+0,96 0,00+0,00 74,06+0,667 65,25
2f+EMC® 59,04+0,36 31,36+0,78 13,23+0,65 3,99+0,42 0,00+0,00 57,65+0,23" 76,32
BVYEBPE3U
Ccr 77,58+0,93% 22,54+0,58 0,44+0,63 0,00+0,00 0,00+0,00 25,79+0,97 -
EMC* 0,00+0,00 72,13+0,44 25,14+0,33 6,14+0,28 5,18+0,25 144,42+1,32" -
2a+EMCY 61,79+0,48 11,96+0,52 13,47+1,15 5,78+0,25 0,00+0,00 62,96+1,527 70,26
2f+EMC® 68,63+0,69 20,14+0,98 10,32+0,22 1.47+0,08 0,15+0,01 49,54+0,89" 81,65

8Cpenmse BPEIHOCTH TPH HE3aBHCHA

xoHTpoJsioM; 'p < 0,05 mopeheno ca rpynom TperupanoM EMC-om.

EKCIIEpUMEHTA, N = 5 ManoBa y rpynu. CYKymaH CKop;
*IIpouenar penykuuje; "C-Herarnsna kontpomna. “EMC — etun metancyndonar, 300 mg/kg tenecune
texune; "2a (20 mg/kg Tenecue texune) + EMC (300 mg/kg tenecne Texune); 2f (20 mg/kg
tenecHe Texune) + EMC (300 mg/kg Tenecue Texume); p < 0,05 mopeheHo ca HeratmBHOM

Cauka 3.32. luctpubynuja "komera" y pazauuuTe Kilace Ha OCHOBY CTeleHa oluTehema y
jetpu (A) u 6yopesuma (b) HakoH 60jera ca eTUANjyM OPOMHIOM.
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Kon rpyna xuBotumwa Tperupanux naepuBatuma 2a u 2f, ma EMC-oMm, youaBa ce
mojaBa 1. u 2. KJlace KOMETa ¥ MHHMMAJHa Y4eCTaJIoCT Kiace 3, JOK KOJ Tpyle TPETHpaHe
EMC-om, mpBa kiaca HHUje 3aCTyIJbEHA, a CBE OCTalle jecy. Y MpHCYCTBY nepuBara 2a u 2f
3abenexeHa je 3HayajHa peaykuuja omrehema JJHK (65,25% 3a 2a u 76,32% 3a 2f).

Omrrehema JIHK y OybOpesuma mpukaszana cy y Tabemu 3.21 m wa Commm 3.32.
3a0eneXeH je cClIM4YaH TpPEHJ Kao M Yy Y30pUuMa jeTpe TManoBa OpPaHO TPETUPAHUX
nepuBatuma 2a u 2f y konnentpanuju 20 mg/kg renecune texxune. [Iperperman jenumemuMa
2a u 2f 3nauajHo je penykoao omrehewa JIHK, u to 70,26% y npucycTBy nepuara 2a, u

81,65% nepusara 2f.

3.5.5. ®U3NOJIONIKN U ®APMAKOJIOUIKA ACIIEKTH TEHOTOKCUYHE U AHTUTEHOTOKCHUYHE

AKTHMBHOCTH JIEPUBATA 2a-h ¥ JETPU 1 BYBPE3UMA

O063upoM Ha YHUELEHUITY J]a CYy KOMET TeCToM JepuBaTu 2a, 2b u 2f nepunncanm xao
AHTUT€HOTOKCUYHU areHCH, OAr0BOP Ha MUTalkE HA KOJU HAYMH JIEpUBATH PEAYyKYjy HacTaHaK
koMmeTe u3azBaH EMC-oM TpakeH je y MHTEpakIUju XpoMaH-2,4-nmuoHa W ankwimpajyher
arenca ca Tormounzomepasom Ila (enr. Topoisomerase Ila, Toplla), eH3uMoM Koju KaTaausyje
packunamwe aBocTpyke cnupasie JIHK mpuimkom penakcaiyje CTpyKType CymnepyBHjamba
JIHK.

dopmupame KoMeTa MOCIeuIla je MPUBPEMEHOT PAaCcKHUIamka JeHOT WM J1Ba JIaHIIa
JIHK koje ce ojBmja TOKOM penakcaiuje HaTuBHe miM omrtehene cymepysujene JJHK. 3
Penakcanmja cynepysujene JIHK nenpecrano ce onBuja Toxom >kuBota henumje. Ha Chounu
3.33. npuka3zana je opranusaimja makpomoJiekyna JJHK modesiun o7 cekyHaapHe CTPYKTYpE,
OJIHOCHO JIBOCTPYKE CIIMpajieé HacTaje MOBE3MBAmEM MYPUHCKHX U MUPUMHUAUHCKHX 0a3a,
KOje yJa3e y cacTaB HYKJICOTHJA, BOJOHMYHUM Be3aMa, IPEKO TepLHjapHE CTPYKTYpE, Tj.
HyKJIeO30Ma Kao (opmanuja Hactaaux oOMoTaBameM naHia JIHK oko xucrona (mpoTeunna),
XpoMaTHHa (BHUIIM HHUBO OpraHuzandje Hykieo3zoma), cymepyBujene JHK, u Ha kpajy

KBaTE€pPHEPHE CTPYKTYpE, XpOMO30Ma, KOjH yiase y jeapo henuje.
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Xpomo3om Hyireosom
JBocTyka
crvpaiia
JHK

XpoMmaruH
CynepyBujena
JJHK
XUCTOHU

Cauka 3.33. Opranuzamuja IHK ynytap jenpa henuje.

EH3uMu koju cy yKJbYUEHH Yy MPOIIECE PacKuIamka U MOHOBHOT crajama naHana JJHK,
OJHOCHO y perymucame tomosioruje JJHK Toxom mporeca TpaHckpumimje, periukanuje,
pekoMOuHaIMje, KaTeHallMje W JAeKaTeHaIje Cy Tormonu3oMepase. Y 3aBUCHOCTH O] Tora Jia
U ce BPIIM packuaame jenHor win asa jadna JIHK, oBu eH3uMu ce MOTy MOJECIUTH Ha
tonouzomepaze I u I, rme cy tomomszomepasze [ ykibydeHe y Tpolec XHUIPOJIH3E
dochomuecrapckux Be3a jemHor janna JIHK, a tomowmsomepase II perymumy mporec
xuaposmse pochoauecTapckux Besa 0b6ajy manana JJHK. 18 Tonousomepase 11 Heonxosne cy
3a 0JIBMjalb€ HOPMAIHUX (PU3MOJIOLIKMX Mpolieca henuja eykapuoTa U KBacaima, A0K THH |
HHUje HEONXO0/aH 3a (puU3noIorujy oBux opranuszama.'® Tum II Tomousomepasa name ce Moxke
noaenutH Ha llo u 1IB, koje ce pa3nukyjy mo CTpyKTypu M akTUBHOCTU. Tomouszomepasa [la
je xomoauMep Koju KaTtanusyje AeHarypanujy asoctpyke cnupane [IHK, raoe ce enepruja 3a
OJIBHjal-€ OBOT Ipolieca 100Mja XUIAPOIU30M ATP-a.182 I'enepanno, Tononzomepasa lla nma
TJIaBHY YJOTY KOJ pa3/iBajalba XpoOMO30Ma W peIuldKanuje, JOK je Tomousomepasa I
XeTepoJMep M yKJbydeHa je y perynanujy mpoueca tpanckpumiuje.**® Crora ce u cam
MeXaHM3aM HacTaHKa KOMETa MO)Ke 00JaCHUTH MO3HAaBaWmeM CTPYKType Tomousomepase Ilo
(Cnuka 3.34) u uHTepakijama Koje ce octBapyjy usmely ensuma, JITHK u arenca umja ce
T€HOTOKCHYHA aKTUBHOCT UCITUTY]eE.

Tonousomepaza Ilo cactoju ce o] TpU HE3aBUCHA, ajH 3a aKTMBHOCT HEOIXOJHA,
cyOpernoHa koju ce Hazupajy N-tepmunyc, /IHK-esyjyhu u packunajyhu nomen, u C-

tepmunyc.**® Opako opranusosana Tonousomepasa Ilo npeacrasba aumep (Cruka 3.34).
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JHK- Besyjyhu u
. packuaajyhu nqomen

Cimmka 3.34. Kpucranna crpykrypa Tonousomepase Ila.

VY cTpykTypu cBakor oJ N-TepMuHyca Hajas3u ce 1o jenan pernoH ATPase y kome ce
Bpiin Be3uBawke ATP-a m mweroBa xuaposnsa. XuapoiauzoMm mosekyna ATP-a nobuja ce
MeTa0oJIM4Ka eHepruja KojoM ce omoryhaBajy (U3MONIOIIKM HpoOlecH MOMYyT pacKulama
nsoctpykor nanna JJHK u merosor nonoBHor cnajama. MuTepakiuja ATPaze ca ATP-om
MHAYKYyje TUMepu3alujy MoHoMmepa tomnouszomepasze Ilo uinm muxoBo pasaBajame. Ha Taj
HauuH N-TepMHHYC JoOHja yrnory N-Kamuje Kpo3 Kojy NMpojia3u CTPYKTypa CylepyBHjama
JTHK.1*! Peruon rae ce Bpmu Be3uBame U packujame cynepysujene JJHK cactoju ce on
TOPRIM (enr. TOpoisomerase/PRIMase) persosa, Koju caapxH jeaaH Wiy asa joa Mg?*
KOJU Cy YKJbYYEHU Y MEXaHH3aM Xujpoisuse GocdoauecTapckux Be3a JABOCTPYKE CHHUpae

JIHK nanama, ogsocao WHD (enr. winged-helix domain) o6mactu, koja y ceOu caapku
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TUPO3HMH M3 aKTUBHOT IEHTPA, aMUHOKHUCEIIMHY KOja BPIIU XHJPOJU3Y JBOCTPYKE CIIHpaIe.
O6a oBa permona ykpydeHa cy y dopmupame JIHK-xanmuje. Ha xkpajy, C-tepmuHyC
npencrasiba C-kanujy. 4

JIHK tonom3omepasze kouTponumry tonosiorujy JJHK, Ha HUBOY cymepyBojHHIIE, IIITO

5 183

ce 0CTBapyje MeXaHu3MoM mpeaodcHnM Ha Cruru 3.3

ADP + Pi

C ATP

ADP + Pi
ATP

Cauxka 3.35. Kopatu y xunponusu dochoauecrapckux Beza G-cermenra JJHK u mponazak
T-cermeHTra kpo3 Tonouszomepasy lla.
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Ha mouerky camor mporneca (Cnuka 3.35, kopak 1) cTpykrypa cynepyBujama JJTHK
npuiasu N-Kanuju Koja ce oTBapa u npuxaara je. Jleo nanua cynepyBojuune IHK, o3nauen
kao G-cerment (enr. Gate segment), Be3yje ce 3a tonousomepasy lla y JIHK Besyjyhem u
packugajyhem peruony (Cnmka 3.35, kopak 2), OCTBapHBameM HHTEpakije usMely
tupo3uHa u ¢ocharnor ocratka JIHK, mox npyrm neo cynepyBojamie, T-cerMeHT (€HT.
Transport segment) TpeHYTHO ocTaje yHyTap N-kamuje. Xuapoym3oM jeaHor mojekyna ATP
nobuja ce MeraboiaM4YKa €Hepruja 3a packuaame ¢Gocdoauectapckux Be3a yHyrap G-
cermenTa (Cnuka 3.35, kopak 3) HakoH uera T-cerMeHT mpoJja3u Kpo3 N-Kanujy u J101a3u J10
TOPRIM u WHD nomena (Cnuka 3.35, xopak 4). ITo xuaponusu G-cermenta (Cruka 3.35,
Kopak 5) moJsiazu A0 mposacka T-cermenta kpo3 G-cerment (Cnuka 3.35, xopak 6) u C-
kanuje. Hakon mpomnacka T-cermenTa, J01a3u 10 XUAPOJIU3E joll jeqHOr Mojekyida ATP-a
(Cnuka 3.35, xopak 7) koju pectaypupa Tomomzomepasy lla u maje eHeprujy 3a MOHOBHO
ycrocraBibame (pochoamecrapckux Besa yHyrap G-cermenTa, oqHOCHO penuranyjy (Ciauka
3.35, xopak 8). Hakon penuranumje, G-cermeHT Haryira ToronzomMmepasy Ila.

[IperxonHo omucaHu Mpolec JETeKTyje ce U KoMmeT TectoM, jep komere /IHK nucy
Humta apyro a0 xuaposmszoBanu G-cermentu JJHK. EMC kao ankunyjyhu arenc ympaso u
BpIIN AJIKWJIOBamkEe T'yaHWHA W TUMHHA yHyTap (G-cermeHTa, Mpu 4YeMmy HacTajy abeparnwje,
omHOCHO ne3mje, Thma O°-etmnryanmna m O*-ermntumumna (Illema 3.5). Oe nesmje cy
HapOYMTO OIACHE jep TOKOM peIUIMKalije MOTY Y3pOKOBAaTH HEMPHPOIHO CIapuBame 0asza
tuna G=T, koje y mpolecy TpaHCKpUIIMje M TpaHCJIalKje Kao MyTallhje MOTY H3a3BaTH
HENPUPOJAHY OMOCHHTE3Y MPOTEHHA, OJHOCHO KaHIIEP.

W3 mpeTxoqHOT ce MOYKE 3aKJbYUUTH J1a jeubeiha 2a-h mopen aHTUKOarynaTuBHOT,
MOT'y UMaTH U aHTHKaHIeporeHn edekar cnpedaBameM ankuianuje JJHK, nma je mmm Ouo
YTBPJUTH Ha KOJU HAYMH jeMI-CHa OCTBAPYjy MHTEpaKimje ca Tonon3omepazom lla. Hakon
noJieyie MCIUTHUBAHUX JICpUBaTa Kao0 TCHOTOKOCHMYHMX W AHTUTCHOTOKCHYHHMX arcHaca,
noTpebHO je Owio wucnuTaTd Ja IJd JAepuBaTH ocTBapyjy wuHTepakuujy ca JHK,
tonionzomepasza llo-JJHK OuHapHUM KOMILIEKCOM, WM CaMO Ca C€H3MMOM, WM Cy IaK
noteHiujanun uHXuOutopu ATPaze. Crora cy M3BpLIEHM E€KCIEPUMEHTH Ha CBAKOM OJ
cermeHara Ttomousomepaze Ilo y nmipy oxapehuBama Qapmakosoruje aepuBaTa Kao

TCHOTOKCHYHUX UJIN aHTUT'CHOTOKCHUYHHX arcHaca.
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Ilema 3.5. Ankunupajyhu epexatr EMC-a n Hacranak myranuja yayrap JJHK.

3.5.5.1. MIHTEPAKIIMIE JIEPUBATA 2a-h CA TOPIlo. TOKOM KATEHAIIMIE JITHK

Kana nekm anTukanneporenu areHc mHTepkaympa JIHK, cmamyje ce WMHTEH3UTET
(dbayopecnenimje HacTanor komiviekca. Crora je BpIIeHO yrnopehuBame MHTEpKanupajyher
noteHuujana gepuBara 2a-h ca  gokcopybunmnom (DOX) ka0  KIMHUYKUM
AHTHKAHIIEPOT€HUM areHCOM (XeMOTepamneyTMKOM) ca HHTepKanupajyhum MexaHu3MoMm
nenoBama. VuTeH3uTeT ¢uryopecueHuje komiuiekca aepuata 2a-h ca JIHK je npahen na
205 nm, 1ok je cuctem DOX-JHK npahen na 592 nm (Cinuka 3.36).1%8.184

ITopehemem crekTpaaHUX MojAaTaka YTBpH)EHO je Ja HeMa NPOMEHE HWHTEH3UTeTa
¢yopecleHIje HAKOH MHTEpaKLuje JepuBaTa Xxpoman-2,4-quoHa ca JIHK, mro ykasyje na
ce nepuBatu He Be3yjy 3a JIHK u He mokasyjy unrepkamupajyhu moreHuujan. Ca apyre
CTpaHe, Kao IITO je M OYEKHBAHO, 3a0ENe)KEHO j€ 3HAYajHO CMameHhe HHTEH3UTETa
¢bnyopecuenmuje uzmely c1o00IHOT U BE3aHOT JOKCOPYOHIIMHA, IITO MOTBphyje meroBy Beh

Mo3HATy WHTepKananuoHy crnocobHoct (Cnmka 3.36). bpoj Monekyna Be3aHOT HHTEpKa-
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naropa mo Mmousiekyiny JHK (n), wspauynar je u3 jepnaumne log[(Fo—F)/F] = logKs +
nlog[AHK] (jen. 2.52, Excnepumenrtamau neo). [Ipema nHaruOy npaBe ca Cmuke 3.37,

npoceuHo 1,21 monekyna mokcopyounmna Besano je 3a JJHK, mox je 3a mepuare 2a-h n y

panry on 0,3 mo 0,5, ykazyjyhu 1a HeMa HHTEpKaIaluje.

35 -
030 - N 6e3 DOX
= A
E 25 1" \ 2a
g ,’ ‘\ _2b
8 ,’ ‘\ 2
£ 20 ! \ ¢
2 ! \ 2d
= ) \

5 19 ! 3 — 26

= K '

E ,l ‘\‘ —2f

§ 10 ',' ‘\‘ 29

= : | \ 2h
\  ——DOX
’

0 T T = T T

350 450 550 650
TanacuHa ayxxuna (Nm)

Ciamka 3.36. diyopeciieHTHH eMUCHOHHU criekTpu cuctema 2a-h-JIHK u moxcopyOuima-

JIHK y pactBopy 10 mM Tris-HCI nydepa na pH 7,4 u 25°C.
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Cauka 3.37. I'paduk 3aBucuoctu log[(Fo—F)/F] on log[ AHK] 3a pauyHname Opoja Be3aHUX
MoJiekyna (n) mo monexyrny JJHK.
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3.5.5.2. IHTEPAKLIMJE JIEPMBATA 2a-h CA hATPA3A JOMEHOM ATOPIIa

CarnacHo 3akJbyuky Jna aepuBatu 2a-h He Bpme unHTepkananujy JHK, mormuan
KOpaK y JaJbUM HCIUTHBambUMa OWO je pa3jallmaBare 1a JIM UCIUTUBAHHU JCPUBATH Kao
noteHijatan  uHXxuOuropu ATPa3a nomena, TOKOM BpIiemha TI'€HOTOKCHYHE WU
AHTUTCHOTOKCUYHE aKTUBHOCTH, MHXUOUpajy xuapoyim3y ATP-a? ¥V mocrynky nedunmucama
MHXUOUTOPHOT TOTEHIHWjada nepuBaTa 2a-h xopumhena je mpeunmtheHa pekOMOHMHOBaHa
xymana Topllo koja caapxu ATPa3a nomeH, Te je Hajupe HCIHUTAaHA CIIOCOOHOCT
pexoMOMHOBaHOT eH3uMa jaa xuaposnsyje ATP. Hakon noOujama pesynTtara Koju noTephyjy
7a je KaTaJUTHYKa aKTUBHOCT PEKOMOMHOBAHOT €H3MMa CIIMYHA KaTaJUTUYKO] aKTUBHOCTH
npupoane xymane ATPasze, mnotepheno je ma je pexomOuHoBana xymaHa Toplla
onrosapajyha meTa 3a HCIUTUBaWkE€ UHXUOUTOPHOT MOTEeHIMjana aepuBaTta 2a-h na ATPa3u

(Cnmka 3.38).18°

Cmnka 3.38. (A) AxtuBnHoct hATPasza oGmactu y xymanoj Topllo ompelhena momohy
MaJlaxuT 3ejeHo Tecta y QyHKiuju ox BpemeHa u nporteuHa. (b) Ilogauum ca rpaguka (A)
IpUKa3aHu Kao oAHoC akTUBHOCTH XymaHe Toplla-ATPa3a obnactu u nporenHa y Toky 2 h.
(B) Karanutuuka aktuBHocT mpeuuntithenor ATP-Besyjyher momena xymane Toplla npema
Michaelis-Menten-oBoj jennaunnu. (I') Lineweaver-Burk-oB mujarpam oHOCa pEHUIPOYHUX
Bpeanoctu (1/V) u (1/S).
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EH3uMcKOM KHMHETHKOM u3pauyHara Op3uHa xuzaponusze ATP-a, wusBpuiene y
pa3nuuUTUM BpeMeHCkuM wuHTepBammMa (1-4 h), mokazana je ma je npeummmhena ATPa3za
KaTaJUTHYKA aKTHBHA U Aa nomneke Michaelis-Menten kunerunm (Cnuka 3.38A). Taxko, y
Nepuoay O] /Ba cara, 3al0enexeHa je JIMHeapHOCT y xuapommsu mojekymna ATP, ycnen
ocnobahama ¢ocdara (Cuka 3.38B). Cpenma Bpennoct Michaelis-Menten-ose koncTanTe
peaknuje O6mna je Km= 314,23+13,80 puM, nok je makcumaiiHa Op3uHa xuaposmze ATP-a
n3HOCHNIA Vimax= 34,52+1,67 uM/min (Cnuke 3.38B u I).

3.5.5.3. UHXUBULIMWJA AKTUBHOCTHU AATPA3E KAO CTPYKTYPHOI' KOHCTUTYEHTA ATOPIla

JIEPUBATHUMA 2a-h

Jla Ou ce yrBpawia (pU3MOJIOIIKM aKTHBHA KOHIEHTpallMja U Ha4MH HHXHOULH]je
hATPaze nepuBatuma 2a-h, mpaheH je mpomeHar cMmamema aKTUBHOCTH €H3UMa Y

3aBHCHOCTH OJ1 alUTUIIMPaHe KoHIeHTpanuje naxuouTopa (Crnuka 3.39).

Cauxka 3.39. Kpusa 3aBucHoctu nnxubummje akrusHoctu hATPaze nepuatuma (A) 2b, 2a
u 2f; (b) 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h. Ognoc peuunpounux Bpennoctu 1/[V] u 1/[S] y npucyctBy
nepusara (B) 2b, 2a u 2f; (I') 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h.
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[TpunukoM KMHETHYKHX CTyIHja MPUMEHEHa je KOHIeHTpauuja nepuBata 2a-h ox 2
mg/L, mTo je manaan koHNeHTpayju ox 2 mg/kg Tenecne mace maroa Wistar coja, Koja je
kopuiiheHa 3a HWCIHTHBAKE AHTHKOATyJaTUBHE aAKTHBHOCTM HMHTPAIICPUTOHEATHOM
arumkanujoM. Huje 6mito morpede kopuctutu koHneHTpaiujy oa 20 mg/L (20 mg/kg) koja je
KopuiheHa TOKOM JieMHUCakba aHTHKOAryIaTHBHE aKTUBHOCTH HAKOH OpaJHE aIllIMKaIHje,
jep 6u ce mpumenoM Behe xoHIEHTparuje camo moBehana Op3WHA KaTAIUTUYIKE aKTHBHOCTH
ATPaze anu Ou KUHETHYKHU eeKaT 0CTA0 UCTH.

3anakeHo je Ja aHTUTeHOTOKCHYHM nepuBaTH 2b, 2a u 2f unxubupajy hATPa3zy
komruieTHO (Cnuka 3.39A), 10K TEHOTOKCUYHU JiepuBaTu 2e, 2¢ 1 2h y KOHIIEHTpauuju o1 2
mg/L ne Bpme nuxubunujy (Cnuxa 3.39b). Hajumxe 1Cso BpenHocTu 3abenexeHe cy KoJ
nepuBata 2b (0,98+0,21 mg/L), 2f (1,01£0,62 mg/L) u 2a (1,24+0,41 mg/L). Ilo
onpehuBamy 1Cso BpeqHOCTH, M3pauyHaTe Cy U npuBuaHe Bpeanoctu Michaelis-Menten-ose
KoHcTaHTe, Km®P, 0OTHOCHO MpUBHIHA MaKCHUMayHa Op3uHA, Vmax®P, y 1My pa3oTKpUBamba
Bpcre uHxuOuimje. Tako, 3a aepusate 2b, 2f u 2a m3pauynare Km®*® Bpeanoctu Omie cy
373,32+0,17, 352,76+0,28 u 337,14+0,64 uM, nox je Vmal" BpemnocT 3a cBe aepuBare
n3nocuaa 35,49+1,92 uM/min. Tlomrto ¢y BpeaHocTn KoHCTaHTe Km®P paciie y mpuCycTBY
AHTUTCHOTOKCHYHHX JIepuBaTa, a Vmax'P ocCTalla CIIMYHAa BpeIHOCTH aobujenoj 3a ATP-
hATPa3za komruiekc, 3akjbydeHo je na ce 2b, 2f m 2a monamajy kKao KOMIIETHTHBHU
naxuoutopu hATPaze u rATPaze (Cnuka 3.38B) Te kao TakBM HCIOJbaBajy aHTHUTECHO-
TOKCHYHY aKTHBHOCT. OcTanu JepuBaTH HE TMOCENyjy HHXHOWUIIMOHU MOTEHIIMjAN, TE CE Kao

TaKBH IMOHAIajy kao reHoTokcuyHu arencu (Ciuka 3.381).

3.5.5.4. TIPETIIOCTABJbEHE UHTEPAKLIMJE EMC-A 1 JEPUBATA 2a-h CA rTOPIla

Jla Ou ce pasymeo MexaHu3aM JiefioBama aepuBaTa 2a-h kao nnxuburopa rATPa3ze, a
003MpOM Ha YHILEHUILY Ja je eKCIIEPUMEHT U3BEJICH Ha eKCIIEPUMEHTAIHUM JKUBOTHIbAMa U3
Wistar coja, mocrojana je motpeba 3a KOHCTpyHCameM xomosioror mozena Toplla mamosa
(rTopllo) Ha KOMe OM ce MOJICKYJICKHM MOJelupameM AehHHUCATe HWHTEpaKInje
UCIUTHBaHUX AepuBarta 2a-h ca rATPa3a nomenom. Kpucranna crpykrypa rToplla jour yBek
Huje noctynHa Ha PDB 6a3u mogaraka. YcnemHuM XOMOJIOTHM MOJIETIOBAalkEM J00ujeHa je
crpykrypa rToplla koja cagpxu 1526 amuHokucenuna (UniProt kox P4156) u nopehemem
npumapse ctpykrype rToplla ca ceksenuom Jbyncke Toplla (UniProt xoxg P11388, 1531

) 186
i)

aMUHOKHCEINHA yrBpheHo je na cexBeHma r1-430 oOyxsara N-tepmunyc, r431-572
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TOPRIM o6nact, r573-1172 JIHK-Be3yjyhu u packungajyhu peruoH, 0K ocTaTak CTPYKType
yuau 00aact C-tepmunyca (Cnuka 3.34). 3a amunokucenune rGluds9, rAsp539, rAsp541 u
rAsp543 KOOpAMHATUBHO je Be3aH jon Mg?*, a rTyr803 je kaTanuTHUKAa aMMHOKMCEINHA KOja
BPIIM pacKUAame JBOCTpyKe crnmpane. Mogen je xomrerupan ca 30-bp aBocTpykum
onuronykieotuom Be3anuM 3a JIHK-Be3yjyhu u packunajyhu peruos.

'eHepucanuM XOMOJIOTHM MOJICJIOM Hajpe je O00jallmheH MeXaHW3aM HaCTaHKa
koMera HakoH wuHTepakiuje EMC-a ca JIHK mamosa. Tako, rTopllo moxe Besatn u
packuHyTH nBOCTpyKy criupany JJHK o3naueny kao G-cerMeHT, 3aTUM U3BPIIUTH TPAHCTIOPT
T-cermenta kpo3 pacuen (Ciuka 3.35).28° EMC ce xao amkunyjyhu arenc Moxe Be3aTH 3a
00a cermenTta cynepysujama JJHK npe maTepakiuje ca eH3uMOM, Ta je MPeTIOCTaB/LEHO Ja
o0a cermenra, rG-EMC u rT-EMC, mory Outn nznoxena aejctBy rToplla. Ykommko Ou ce
W3BPIIAJIO AKWIOBame, Jomwio Oou mo nenama rG-EMC cermenta y JIHK-Besyjyhem n
packunajyhem momeny momohy rTyr803, y ATP 3aBuchoj peakmuju. Hakon xuapomnuse
dochommecrapckux Beza yHyrap rG-EMC nomasm go mpomacka »T-EMC  ¢dparmenra
cynepyBujama kpo3 JIHK-Besyjyhu u packupajyhu peruoH. Y HOpPMaJHUM YCIOBHMA,
nenamwe rToplla-G-EMC 6u 6uno kpartkotpajuo. Mmak, xuaponmza rG-EMC cermenra,
OJIHOCHO (popMHUpame KoMeTa, MOXe ce 3a0enexutu nomrto pH > 13 omoryhaBa pa3aBajame
xunponmzosainx JIHK nanana.'® Hakon npomacka #T-EMC cermenTa, Opyru MONEKyI
ATP-a ce xunponmsyje u ¥G-EMC cermeHT ce 0OHaBJba.

JlutepaTypHH ToJalld roBope Ja AepuBaTu 2a-h, ka0 XMHOHM, MOTY HWHXHOUpATH
xuaponn3y ATP-a menocpeano npe penuranuje JIHK maroBa u Tako ctabuinn3oBat KOMETY
HacTany ycien npucyctsa EMC-a, 0JHOCHO HCIIOJbaBaTH FeHOTOKCUYHY akTuBHOCT. % Mnak,
KOHTPAJIUKTOPHO TIOHAIIAlke jeaumea 2a, 2b m 2f ka0 aHTHUIeHOTOKCHYHUX arcHca
cyrepuiie Ja OBa jelUIElha CIpeuyaBajy CTaOWIM3allMjy HAcTajluX KOMETa, OJHOCHO
unxubupajy xunponuszy ATP-a npe camor ¢popmupama rToplla-G-EMC kommnekca. CxoaHo
TOME, MHUIMjaliHa MpEeTHocTaBka Ouia je Jla ce HaKOH armkainuje 2a, 2b u 2f mamosckoj
tonouzomepasu lla yckpahyje yak u eHepruja koja omoryhaBa eH3uMy jaa BpIId TpaHchep
rG-EMC u rT-EMC ¢parmenta no JJHK-Besyjyher u packugajyher peruona. Kako npema
nocrtojehoj uTepaTypu He MOCTOje IEMOHOBaHE KpUCTanHe CTpykType 2a, 2b u 2f unu EMC-
a ca eH3UMOM, MOJIEKYJICKO JOKOBame€ W MOJIEKYJICKa TUHAMHUKa CMaTpaHe Ccy MeTojaamMa
KOPHUCHHUM J1a MpeJIBUIEC BE3UBAKE U MOHAIake CBUX jenumema yHyTap rToplla. Iomro je
rTopllo. uaeHTHYaH XOMOJHMMEp, CBE CTyAMje MOJIENOBama Cy H3BEACHE Ha jEJHO]

CyOjeAMHUIIN.
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3.3.5.5. PEINPOAYVKLIUIA KO-KPUCTAJIM3OBAHUX CTPYKTYPA HHXUBUTOPA A TOPIIo

Kako Om ce pedunmcao HajOOJbM mTporpam/CKOpWHT (YHKIHja 3a TpenBubame
OMOaKTHBHUX KOH(OpMalMja TECTUPAHUX JIepUBaTa XpOMaH-2,4-ITMOHA YHYTap NaloBCKe
tonom3omepase Ilo, Hajipe je u3BpIIeHA Bamuaanyja penpoayKiHje KPUCTATHUX CTPYKTypa
nHXHOHUTOpa XymaHe tormomusomepase llo, ko-kpucranmmzoBanux ynyrap perunoHa ATPaze u
pernona Be3uBama 1 packuaama JIHK (Tabemna 3.22, Criuka 3.40).

Vuyrap pernoHa ATPa3e wusBpumieHa je penpoaykiuja KO-KpUCTaIM30BaHUX
crpykrypa AMPPNP-a (PDB xomoBu 1PVG, 1ZXM, 1ZXN, 4GFH u 4R1F) ca uusbem 1a ce
Hahe ckopuHr ¢yHKIMja Koja he npeasuaeru 6uoakruBHe KoHpopmanuje ATP-a u jenumema
2a-h ynyrap rTopllo ka0 reHOTOKCHMYHUX WM AaHTUT€HOTOKCHMYHUX areHaca. Ca npyre
CTpaHe, PenpoOAYKIHjOM KO-KPHUCTAJIM30BaHUX CTPYKTypa PErHOHa BE3WBama M PACKUIAmHa
JIHK (PDB xomoeu 2XCT, 3L4J, 3LK4, 4BUL u 4PLB), nobujen je HaumH npeasubarba
onoaktuBHe KOoH(opmammje EMC-a kao ankunyjyher arenca. Pempoaykmmje Ko-
KPUCTAJIM30BAHUX CTPYKTYpa HU3BpILEHE CYy IMOHOBHUM JOKOBaHkEM EKCIEPUMEHTATHUX
KOH(OpMaIHja, MOHOBHUM JIOKOBalkbeM HAaCyMHUUYHUX KOH(OpMaIirja, YHAKPCHUM JOKOBAHEM
EKCIIEPUMEHTAITHUX KOH(OpMaIija 1 YHAKPCHUM JOKOBAHKH-EM HACYMUYHHUX KOH(pOpMAIHja.

Ha ocnoBy RMSD Bpennoctu u3 Tabene 3.22 yTBpheHo je ma CKOpuMHT (pyHKIHja
nporpama AutoDock Vina wu3Bpminia penpoayKiujy KO-KpUCTAIM30BAaHMX CTPYKTypa ca

HajsehoM TauHomIhy, 11a je 0Baj MporpaM NMPUMEHECH 3a Jajba UCITUTHBAbA.
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TABEJIA 3.22. IlpumeHa MOJEKYJICKOT JIOKOBama y PENPOIYKIUjU KO-KPUCTATU30BAHUX
nnaxuouropa rToplla y pernony rATPa3e u pernony Be3nBama U pacKuIamba

JTHK.
JIMrAHJ AuToDockK VINA  DOCKG6 AuToDocCK VINA  DOCKG6
HI? HK® HJ? HK®
PErMoH ATPA3E
[ToHOBHO OKOBa-E EKCIIEPUMEHTAITHE [ToHOBHO HOKOBame HACYMHYHE
koHpopmanuje (rmsd A) koHpopmanuje (rmsd A)
1PVG 1,534 1,575 1,088 1,132 0,994 1,021 0,852 1,231
1ZXM 1,025 1,112 0,450 1,425 1,352 1,442 1,365 1,453
1ZXN 0,871 0,921 0,661 0,723 0,911 0,927 0,923 0,926
4GFH 0,995 0,998 0,524 0,562 1,324 1,342 1,223 0,775
4R1F 2,023 2,113 3,027 1,245 3,021 3,332 3,473 1,425
YHaKpCHO JOKOBamE EKCIIEPUMEHTAIIHE YHaKpCHO JOKOBaWke HACYyMUYHE
xoHpopmanuje (rmsd A) koHpopmanuje (rmsd A)
1PVG 1,738 1,824 1,425 1,563 1,823 1,924 1,557 1,662
1ZXM 2,143 2,225 1,893 1,936 2,341 2,435 2412 2,014
1ZXN 2,927 3,032 3,727 2,756 3,102 3,014 2,214 2,556
4GFH 2,112 2,226 1,831 1,903 2,224 2,443 1,983 1,997
4R1F 2,236 2,574 2,526 2,656 2,425 2,365 2,567 2,776
PETMOH BE3UBABA U PACKHJIAKA JIHK
[ToHOBHO OKOBaE EKCIIEPUMEHTAITHE [ToHOBHO OKOBame HACYMHYHE
xoHpopmanuje (rmsd A) koH(popmMarmje (rmsd A)
2XCT 2,124 2,314 1,841 1,724 2,742 2,414 1,942 1,831
3L4] 1,947 2,556 1,181 1,668 1,983 2,782 1,223 1,768
3LK4 2,425 2,862 1,262 1,993 2,956 2,892 1,312 1,671
4BUL 1,512 2,553 1,423 1,534 1,782 2,662 1,475 1,924
4PLB 1,886 2,101 1,426 1,925 1,924 2,201 1,487 2,102
YHaKpCHO JTOKOBamkhE EKCIIEPUMEHTAITHE VYHaKpCHO JJOKOBamh¢ HACYMUYHE
koHpopMarmje (rmsd A) koH(popmMarmje (rmsd A)
2XCT 2,282 2,514 1,892 1,895 2,478 2,314 1,723 1,892
3L4] 2,425 2,782 1,523 1,983 1,998 2,556 1,242 1,783
3LK4 2,984 2,983 1,783 2,314 2,672 2,953 1,834 1,984
4BUL 1,779 2,662 1,523 1,672 1,892 2,903 1,824 1,984
4PLB 1,902 2,886 1,997 2,536 1,902 2,228 1,523 1,775
3H]] - Haj6osbe MoKoBaHa KoH(popmanuja; "HK - koHdopMaLumja HajooIber K1acTepa.
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Ciuka 3.40. (A) Ilpumena nOkOBama 3a PEMPOAYKLH]JY KO-KPHCTAIU30BAHE CTPYKTYpe
AMPPNP y aktuBHOM 1ieHTpY Jbyncke Toplla (PDB xoa: 1ZXM). KpuctanuzoBanu iurann
je obojeH TaMHO 3eJeHOM 00joM, MOHOBHO JOKOBaHHW Yy ILIaBO, MOJEIOBAaHU MOHOBHO
JOKOBAaHU y pO3€, YHAKPCHO JOKOBAHHU Y )KYTO, MOJEJIOBaHH YHAKPCHO JOKOBaHU Y I[PBEHO.
AxtuBHu nenrap ATPase je 00ojeH y jpyOMYacTo, IOK Cy KAaTaIUTHYKE aMUHOKHCEIIUHE
npencraBibene 6eaom 60jom, Mg?* jou je o6ojen 3enenom 6ojom. (B) Ilpumena foxoBama 3a
penponyKuujy KoHpopmMmaluje HHXHOUTOpa yHyTap perroHa Be3uBamwa U packuaama JJHK
(PDB xox: 2XCT). Kpucranu3oBanu Jurasj je o0enexxeH *KyToM 00joM, MOHOBHO JOKOBaHU
3€JIeHOM, MO/IEJIMPaHH IOHOBHO JJOKOBAaHHU PO30M, YHAKPCHO JIOKOBAHHU IIABOM, MO/JICJIOBaHH
YHaKpcHO JoKoBaHU HapaHpactoM Oojom. TOPRIM ob6nact S. aureus je o6ojeHa TaMHO
3eJeHOoM 00joM, JIOK je pernoH Be3uBama U packugama JJHK o6ojeH kopaimHO 1pBEeHOM
6ojom. Jon Mg?* je o3HaUeH 3eeHOM 6OjoM.
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3.5.5.6. MOJIEKYJICKO JIOKOBABE EMC-A — JIHK OUITEREWBE U3A3BAHO AJIKWUIIUPAJYRUM

ATEHCOM

Beh je mperxomno mompo6nHo objammenHo ga EMC kao ankunyjyhu arenc Bpmum
AIIKWIIOBamk-¢ TyaHWHA U TUMUHA yHyTap G-cerMeHTa, Ipy 4eMy HacTajy abepaiuje, 0JTHOCHO
nesuje, Tvma O°-ermnryanmna n O*-etmnrumuna (Illema 3.4) Te 1a oBe Jeswje y mporecy
penuranyje MOTy y3poKoBaTu crapuBame 0aza tana G=T koje y mporiecy TpaHCKPHIILHUje U
TpaHclIalyje Kao MyTallhje MOTY H3a3BaTH HENPHUPOAHY OMOCHMHTE3y MPOTEHHA OJIHOCHO
kaHuep. Teopujcku acnexktu ankuioBawma JIHK ermn merancyndonarom kao ankuiryjyhum
areHCOM TMPUMEH-CHU Cy U Ha CTYAM]e MOJIEKYJCKOT JOKOBama, rie je momMohy OMoakTUBHE
KoH(popManuje nobujeHe CKOpuHT (¢yHKIMjom mporpama AutoDock Vina y moTrmyHocTH
o0jamimbeH MexaHu3aM alkuioBama cekynaapHe ctpykrype JJHK (Cnuka 3.41 u [llema 3.6).

Ha Cnuuum 3.41 npencrassbeH je mosnekya EMC-a ynyrap nBoctpykor xenukca JJHK
manoBa. ETun rpyma ankumyjyher areHca Hamasu ce y Ommumam rGO® wm rTyr803,
MO3UIMOHUPAHA J0BOJBHO Onm3y Hykineotuaa (d = 2,888 A) na 6u ce Morao M3BpIIMTH
TpaHCc(ep Ha OCTaTaK r'yaHWHA  jnajbe Gpopmupao O°-erunryannn (Illema 3.6, peaximija 1).
Hucka Bpemnoct enepruje BesuBama EMC-a 3a JIHK (AG = -8,36 kcal/mol) motBphyje na je
nokoBaHa KoH(popmalija yctBapu O6uoaktusHa. [lItetHo nejcteo EMC-a na JIHK youeno je
HAKOH eJIeKTpO(UIHOr ankmioBama ryannHa O° (Illema 3.6). Pesynrar peaximje jecte
HactaHak O°-eTwNryaHMHa, Jesdje Koja He Moxe jga (opMmupa (DM3MONOIIKE HHTPa-
MOJIEKYJICKE BOJIOHMYHE Be3€ ca KOMIIJIEMEHTapHOM 0a3oM, Beh TOKOM peruldkaiuje rpaiu
HenpupoaHe G=T u T=G napoBe ITO AOBOAM A0 CTBapama MYTAareHUX TOKCHUYHMX
KaHIeporenux edekara. s

IMo dopmupamy rGO°-erunrymanuna (nesuje ymyrap G-JJHK), mnpemycnos 3a
HacTaHaK KoMeTa jecTe packuaame Qocdoauectapcke Be3e HYKICODUIHUM HamajaoMm
rTyr803 (Llema 3.6, peakumja 2). OBy peakuujy omoryhaBa joH MarHesujyma KoOju
KOOpAMHATHBHO CTA0MIIN3yje camy Jie3Hjy. YKOJIMKO IOCTOjU MeTaboIMyKa €Hepruja Koja
omoryhaBa mpona3 rT-JIHK kpo3 mnpuBpemeno packunyru rG-/IHK, mnpomec he ce
eJIeKTPO(OPETCKH JETEKTOBAaTH Kao KOMETa. YKOJHMKO je Mak MeTa0oJIMuKa eHepruja
yckpahema, enzum Tuposmit-JIHK dochoarectepasa (enr. tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2,
Tdp2) 3ajenno ca rToplla Bpum penuranujy »G-JIHK (Ilema 3.6, peakuuje 3 u 4), na 6u
notomM 6una u3BpiieHa penapamuja rGOP-eTWIryaHMHAa KaTaluTHYKUM JejoBameM rO°-
ankunryaaus JIHK anxunrpancdepase (enr. O°-alkylguanine DNA alkyltransferase, AGT)
(IlIema 3.6, peakiuja 5).
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Cauka 3.41. Monekyncko nokoBarkbe EMC-a (yrJbeHHKOBH aTOMH Cy MPEJCTaBIbEHHU CBETIIO
waBoM 0ojom) Ha G-cermenty JIHK maroBa (TamHO niaBu jaHan). ['yanuH je nmpeacTaBibeH
Jjpyomgactom 6ojom, *WHD o6mact je o3nauena kopamHom Oojom, *TOPRIM o6Gmact
3eJIeHOM 00joM. AMHHOKHCEIMHE 00€ 001acTH Cy 03HadeHe 6eoM 60joM.
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IMlema 3.6. [IpemioxxeHn MexaHuszaM NpuUBpeMeHor paszfBajama rG-EMC karanuzoBaHoT
rToplla (kopatu 1 u 2), penuranmja *G-EMC karanuzosana ensumom #Tdp2 (xoparu 3 u 4)
u penapanyja G-cermenrta katanuzoBaHa eHs3umMoM AGT (kopak 5).

OOA -
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AHaIM30M MPETXOHUX pa3Marpama Cleau Ja aHTUTCHOTOKCHUYHU areHcu 2a, 2b u 2f
yckpahyjy merabonuuky eneprujy 3a mponazak »T-JJHK kpo3 mpuspemeno packunytu rG-
JHK, Te ce UXOBOM aqMHHHUCTPALIjOM CIIpeyaBa HaCTaHAK KOMETa. | €eHOTOKCHYHH areHcu
Tpebao Ou ma no3Boiie xuaponu3y mosiekyna ATP u ma ce mpomec xumponuse MaHudecTyje
nojaBoM komera. CBe HM3pEUYEHE IMPENOCTaBKe MOABPTHYTE Cy HCIUTHUBAIY MOJICKYJICKAM

MOJEIUPABEM.

3.5.5.7. MOJIEKVJICKO JOKOBAKBE ATP-A — HACTAHAK KOMETA

C o03upoM na He MOCTOje JOCTYMHE Ko-KpucTainuzoBaHe cTpykrype ATP-rToplla
KoMmIekca, mosiekya ATP-a nokoBan je y aktuBHOM LeHTpY *ATPaze kako 6u ce nepunucao

MeXaHU3aM HacTaHKa MeTa0omuke eHepruje 3a hopmupame kometa (Crnuka 3.42).

Ciuka 3.42. (A) Monekyincko nokoBambe ATP-a (yr/beHUKOBH aTOMH Cy O3HA4EHH TaAMHO
3eneHOM 00joM) y akTuUBHOM LieHTpY #ATPa3e (mpoTerHCKH JaHall jeé O3HA4YeH JbyOHM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPa3se cy mpencraBibeHe GenoM 6ojoM, a joH Mg®* 3eneHom
60joMm.

JHlokoBaHa koH(popmanuja ATP-a ynopehena je ca AMPPNP-om (aneno3un 5'-(j,y-
umu0)Tpudocdar-oMm), HaKOH dera je MOTBpheHO Ja mpeacTaBiba A0OpY BalUAaLUjy
npuMeHre gokoBama.*t Tako, mpcTen ajfeHnHa Hanasu ce y 6mu3uHu rAsnl 18 U BOJOHMYHMM
MocToBUMA je ctabunm3oBan ca rAsnl20, »Thr213 u rTyr32' u3 apyror nporomepa. [Ipcren

pubo3e ycMepeH je Ka eIeKTPOCTAaTMYKUM HMHTEpaKlhjaMa ca aMHUHOKHcennHama rSerld7 u
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rAsnl48. dochoamnectapcku MOCT cTabWIM30BaH je Ha cienehu HauwH: rLys166 u amuaau
a3oT rAsn90 octBapyjy uHTEepakuuje ca a-pocdarom, rSerl46 noHupa BOAOHUYHY Be3y [-
docdary (dus = 2,845 A), nox je rLys376 ykibyueH y rpaheme mocTa ca y-hochaToM Koju
cTabunmsyje mpenasHo crame xuapommse ATP-a. Jom Mg?' u3 axtuBHOT IeHTpa, Koju
dbopmupa okTaemapcku Komruieke ca rAsn90 m gBa MOJIEKyJa BOJE, Takohe ocTBapyje
uHTEepakujy ca docdoauecrapckum MoctoMm. Karanutnuka amunHokucennaa rGlu86 rpamu
BOJIOHHMYHY BE3Y Ca jeJJHMM MOJIEKYJIOM BOJe KOOpAMHHCAHHM ca Mg?* joHom, koju ce Moxe
najhe aKTHBUpATH 3a mporec xuaponunsze ATP-a m 00e30emuT HEOMXOJHY €HEprujy 3a
dhopmupame u paznarame KoBasieHTHOT docdo-Tupo3ud G-EMC unrepmenujepa (Illema 3.6,

kopak 2) win penuranujy (Illema 3.6, koparu 3 u 4).

3.5.5.8. MOIJIEKYJICKO JIOKOBAWE JIEPUBATA 23, 2b u 2f — VYBUJ YV MEXAHU3AM

AHTUT'EHOTOKCHYHOCTHA

Edexar EMC-a Heyrpanu3oBaH je HaKOH aMUHUCTpalrje AepuBata 2a, 2b u 2f, anu
je, HacynpoT Tome, moBehaH y mpHCYCTBY ocTanux xpomad-2,4-muoHa. [Ipema Haj0osbe
nokoBaHo] koHpopmanuju (Cnuka 3.43b) HajakTMBHUjE aHTUTEHOTOKCHYHO jeUi-CHe, 2b,
JIOIUPAHO je y Onu3uHM KaTaauTudke amuHokucenuHe rGlu86. Y mopehewmy ca ATP-owm,
XpoMaH-2,4-THOHCKH TIPCTEH jenumbema 2b 3ay3uma koHdopmaiujy Koja je ca acrekra
pelaTUBHUX KOOpAMHATA YyIOpeIuBa ca IMPCTEHOM pubo3e, JIOK j€ JIAKTOHCKU KHCEOHUK
YCMEpPEH Ka XHUJIPOKCWIHUM rpynama amuHokucennHa rSerl47 um rAsnl48. JlakroHCkH
kapOonun y Onmsunm rAsn90 mpencraBiba Oapujepy 3a BesuBame o-(ocdara. 3aTum,
rSerl46 rpamu cpeame jaky BoAoHMuUHY Bedy (due = 3,314 A) ca ammno rpymom
eTHJICHMAMHUHCKOT MOCTa W OBa HHTEpPaKIMja CIpedyaBa BE3UBAKE aMUHO Tpyre 3a [3-
docdar. XumpokcuiHa Tpyna jenumerma 2b koopauHOBaHa je 3a Mg?* jou (d = 2,226 A),
MOTIYHO 3ay3uMa peruoH Onm3y rGlu86 u Ha Taj HauMH chpevaBa Be3uBame y-hochara u

xugponunsy (Cnuka 3.43B).
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Ciuxka 3.43. (A) Monekyncko nokoBambe ATP-a (yr/beHUKOBH aTOMH Cy O3HA4€HH TaAMHO
3e7eHoM 0ojoM) y akTUBHOM IieHTpYy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaYeH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucemune rATPasze cy npeacrtaibene Oeqom 6GojoM, a jon Mg®* je
npeacTaBibeH 3eneHoM 6ojoM. (b) Monekyncko nokoBame aepuBara 2b (YrJbeHUKOBU aTOMU
Cy HpEeACTaBJbEHH CBETIIO I[pBEHOM O0joM) y akTuBHOM leHTpY rATPaze. (B) Ilpeanoxenu
Mexanuzam xujaposanse ATP-a u unxubunuje y npucycrBy aepunara 2b.
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Kondopmanuja npyror no aktuBHoctH jenumerma 2f (Ciuka 3.44b) pasnukyje ce y
OJIHOCY Ha KOH(popmanujy jeaumerma 2b, MTo je 1 OYEeKMBAHO 003UPOM Ha YHIHCHHILY J1a j&
2f nuMep caudMmeH OJ JABa XpomaH-2,4-IMOHCKA je3rpa TOBe3aHa eTWICHIMAMHHCKUM
MocToM. Tako, MPBU XPOMAHCKH NPCTEH 3ay3MMa PETMOH y KOME ce Hamasze o-, - u -
docdarae rpyme, ca QEHWI TPYNOM XpOMaHCKOr jesrpa y Omm3uHu rGlu86. JlakroHCcku
KapOOHHMII OKpeHYyT je ka amuHOokucennHama rAsn90 um rAsnl48. Ha crtpykrypy npsor
IpCcTeHa HAacTaBJba CE CTWJICHIMAMHUHCKH MOCT 32 KOjU je BE€3aH JIPYrd XPOMAHCKU MPCTEH.
Jlpyri TIPCTEH TOCTAaBJhEH jeé HOPMAIHO y OJHOCY Ha TMPBH U TIPOCTUPE CE€ y CMeEpy
CYNPOTHOM 0] OpHjeHTaIuje ageHnHa. Ha ocHoBy OnoaktuBHe koHpopmanuje 2f, 3akibyuyje
Cce J1a MMOJI0Kaj PBOT IPCTEHA Y aKTUBHOM HeHTpy, Omu3y rGlu86, Takohe omera Xuapoau3y
ATP-a (Cnuka 3.44B).

Kondopmanmja nepuBara 2a (Cnuka 3.45b) cimuna je kondopmanmju 2b, amm je
pas3imKa y TOMe IITO je TePMHHATHA aMHUHO TpyIia IepruBaTa 2a ycMepeHa Ka aMHHOKHCEINHU
rGlu86. CexkyHmapHa aMHMHO Trpyna, Koja c€ Haja3d y OJM3MHM XWHOHCKOT je3rpa,
cTaOWIN30BaHA je BOJOHMYHOM Be3oM ca rSerl46 (dus = 3,375 A). Oa umTepaxiuja
omoryhaBa TO3WIIMOHUpAKE TEPIHMjapHE aMHHO Tpymne Ka y-pochaTy WU Ha Taj HAYMH

cnpeudaBa xuapoauszy ATP-a (Cnuka 3.45B).
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Ciuxka 3.44. (A) Monekyncko nokoBambe ATP-a (yr/beHUKOBH aTOMU Cy O3HA4€HH TaAMHO
3e7eHoM 00joM) y akTMBHOM LIeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaYeH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucemune rATPasze cy npeacTaibeHe Oeqom 6Gojom, a jon Mg®* je
npeacTaBibeH 3eneHoM 0ojom. (b) Monekyncko nokoBame nepuBata 2f (yribeHUKOBH aTOMHU
Cy MpeIaCTaB/beHU I1aBoM OojoM) y axkTuBHOM ueHTpy rATPaze. (B) Ilpemnoxenu
MexaHuzam xuaposuse ATP-a u uaxubunuje y npucycrBy aepunara 2f.
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Cauka 3.45. (A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yr/b€HUKOBU aTOMHU Cy O3HAY€HH TaMHO
3e7eHoM 0ojoM) y akTMBHOM LeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaueH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcraBibeHe GemoM 6ojoM, a jon Mg®* 3eneHom
6ojoM. (b) Monekyncko nokoBame jaepuBara 2a (YrJb€HHUKOBH aTOMH Cy MpPEJCTaBJbEHU
XKyToM 0ojom) y aktuBHOM 1ieHTpYy rATPaze. (B) [Ipennoxxenn Mmexanuzam xunaponuse ATP-
a ¥ MHXUOULM]e Y IPUCYCTBY JAepuBara 2a.
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3.5.5.9. MOJIEKYJICKO JJOKOBAWE JIEPUBATA 2C, 2d, 2e, 29 U 2h - VBUJ Y MEXAHU3AM

I'’EHOTOKCHUYHOCTHU

VBugoM y pesynrare JOKOBama JAe(UHHCAH je MEXaHW3aM KOJUM MpPeoCTaH
nepuBatd m3a3uBajy reHotokcmuHocT (Cmuke 3.46 no 3.50). [epusar 2e (Cnuka 3.46)
n3azuBa Hajsehe omreheme. Hherosa crpykrypa cimuna je cTpykrypu aepuBata 2f u 3ato
3ay3uma ciaudal npoctopuu pacnopen (Cnuka 3.446). Unak, y oqHocy Ha 2f, yuTaB MOJIEKYT
je ymamen on jona Mg?* u rGlu86 3a mogataux 1,145 A ycnen mpucycTBa BONTYMHHO3HH]ET
MponmIeHAnaMUHCKOT MocTa. OBa, Hau3riiea Mana CTPYKTYpHa MPOMEHa J0CTa yTH4Ye Ha
MIPOCTOPHU pacropen jeaumema, na y-¢ocharna rpyna ATP-a ocrtaje cinobomna, Te ce
XHIPOJIH3a MOXke HecmeTaHo oBujaTH (Cnuka 3.44B).

Kondopmamnmja nepuBara 2¢ (Cnuka 3.47b) ca HaJHHIKOM €HEPTHJOM je, Y OJHOCY Ha
no3y nepuara 2b (Cnuka 3.43b) okpenyra xopuzonTtanno 3a 180°. 36or Tora kapOoOHHIIHA
rpylia Ha TMo0J0Xkajy 4 ocTBapyje eJeKTpOCTaTHUKEe MHTEpakiuje ca aMHHOKHCEeIuHama
rSer147 u rAsnl48. Ocratak N-aMUHOETAHTHOJIA ETUMUYHO 3ay3UMa IPOCTOP y KOME Ce
Haja3u aJeHUHCKH TpcTeH Mosiekyida ATP-a. Crora je yntaB xpomaH-2,4-ITMOHCKH MPCTEH
ynasseH oJ1 jona Mg?* u rGlu86, Te 3ay3mma camo IIpocTop y Kome ce Hanasu B-docdar ATP-
a. TakBom kKoHpOpManujoM 2¢ HEe yTHde Ha KoHpopmalujy y-pochara ATP-a, oqHOCHO HE
omerta xuapoiauzy ATP-a (Cnuka 3.47B). Ha cnmuyan HauMH CBOj TEHOTOKCHUYHH MOTEHITH]aT
ucroJbaba u nepusar 2d (Ciuka 3.48).

[Ipcren 4-xunpoxcukymapuna paepuBara 2g (Cnuka 3.49B) 3ay3uma ymopenuBy
KOHpOpMaLH]y Yy MPOCTOPY ca KoH(OpMalujoM HPBOI XpoMmaH-2,4-IHOHCKOT MpCTeHa 2e
(Cnuka 3.46b). Tako, JJaKTOHCKM KapOOHWJIHHM YI'Jb€HUK KyMapHHCKOT je3rpa JOLHpaH je y
Onu3uHM rSerl47, oK je KOMILJIETaH OCTaTaK JUaMua CyMIIOpHE KucelnHe Ha nosoxajy C3
OpUJEHTHCAH Ja’be OJ KaTaIUTUYKEe AMHHOKHUCEIMHE, [a HE MOXXe OUTH YKIbY4YeH Y
npeBeHjy xuaponuse ATP-a (Cnuka 3.49B). Ca npyre crpane, jeaumeme 2h (Cnuka
3.50b) je mumep 4-XuapoKCUKyMapuHa, Oa3upaH YIPaBO HA MOCTY KOjU UMHHU JIUAMU]]
CYMIIOpHE KHCEIMHE. YIPKOC HHTEpaklldjaMa Koje OCTBapyje JAaKTOHCKM KHCEOHHUK ca
rSerl47, oqHOCHO XMIpPOKCHIIHA rpyna Ha nojoxajy C4 xymapuHckor jesrpa ca rLysl65,
OBaj JiepuBaT je Takohe reHoTokcHyHM areHc. CyneproHupame OMOaKTUBHUX KOH(popMaluja
2h u 2f otkpuio je na je mpBo je3rpo 4-xuapokcukymapuHa 2h y oHOCY Ha MpBO je3rpo
xpoMaH-2,4-nuona 2f porupano 3a 45° ycien dera je denun rpyna 4-XuapoKCHUKyMapHHA
cyBulIle janexo ol y-¢pocdara ATP, na Hema MOryhHOCTH 3a CTEpHO OJIOKUpPAE XUAPOIIU3E

(Cnuxka 3.50B).
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Cauka 3.46. (A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yr/b€HUKOBU aTOMHU Cy O3HAY€HH TaMHO
3e7eHoM 00joM) y akTMBHOM LIeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je O3HaYeH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcraBibene GemoM 6ojoM, a jou Mg®* 3eneHom
60joM. (b) Monekyncko nokoBame AepuBaTa 2e (YrJbeHHUKOBH aTOMHU Cy O3HAYE€HH PO30M
60jom) y aktuBHOM 1eHTpY rATPaze. (B) Ilpennoxenn mexanuzam xuzaponusze ATP-a u
MHXUOULIM]E Y IPUCYCTBY JAepHBara 2e.
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Cauka 3.47. (A) Monekyncko nokoBamwe ATP-a (Yr/b€HUKOBU aTOMHU Cy O3HAYEHH TaMHO
3e7eHoM 0ojoM) y akTMBHOM LeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaueH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcrasibene GemoM 6ojoM, a jo Mg?* 3eneHom
60joM. (b) Monekyncko aokoBame JiepuBaTta 2¢ (YrJbeHUKOBU aTOMHU Cy O3HAYEHM IJIAaBOM
60joM) y aktuBHOM 1eHTpY rATPaze. (B) Ilpennoxenn mexanuzam xuzaponusze ATP-a u
MHXUOULIM]E Y IPUCYCTBY AepHBara 2c.
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Cauka 3.48. (A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yr/b€HUKOBU aTOMHU Cy O3HAYEHHM TaMHO
3e7eHoM 00joM) y akTMBHOM LIeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaueH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcraBibene GemoM 6ojoM, a jo Mg®* 3eneHom
60joM. (b) Monekyncko nokoBame aepuBaTa 2d (YrJb€HUKOBU aTOMH Cy O3HAY€HH TaMHO
pBeHOM 00joM) y akTuBHOM IeHTpYy rATPaze. (B) IlpeanokeHn mMexaHu3aM XHUAPOJIH3E
ATP-a n uaxubunuje y npucyctBy nepunara 2d.
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Cauka 3.49. (A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yr/b€HUKOBU aTOMHU Cy O3HAYEHHM TaMHO
3e7eHoM 00joM) y akTMBHOM LeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaueH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcrasibene GemoM 6ojoM, a jo Mg®* 3eneHom
60joM. (b) Monekyncko nokoBame jaepuBara 2g (YrJbeHUKOBU aTOMU Cy O3HAYEHHU PO30M
60joM) y aktuBHOM 1eHTpY rATPaze. (B) Ilpennoxenn mexanuzam xuzaponusze ATP-a u
MHXUOULIM]E Y IPUCYCTBY AepHuBara 2g.
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Cauka 3.50. (A) Monekyncko nokoBame ATP-a (Yr/b€HUKOBH aTOMHU Cy O3HAYEHH TaMHO
3e7eHoM 0ojoM) y akTMBHOM LeHTpy rATPa3e (mpoTemHCKH JaHall je 03HaueH JbyOM4acToM
6ojom). Amunokucenune rATPase cy npejcrasibene GemoM 6ojoM, a jo Mg?* 3eneHom
6ojoM. (b) Monekyncko nokoBame aepuBara 2h (YrJb€HHMKOBM aTOMHU Cy O3HAa4eHU
MAacJIMHAcTO 3eJieHOM 0ojoM) y aktuBHOM ILeHTpy rATPaze. (B) Ilpemioxxenn mexaHuzam
xuaposnze ATP-a u unxubunuje y npucyctBy nepuara 2h.
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3.5.5.10. MOJIEKVJICKA JUHAMUKA 2a-, 2b- 1 2f-ATP-rTOPIIa. KOMIUIEKCA — 3ALITO HUJE

JIOILIJIO JI0 PA3BOJA KOMETA?

Y uwmpy mnorBphuBama wuHTepakiuja octBapeHux m3mely ATP-a, ucnutuBaHHX
jeqMmema M CH3MMa, HW3BpIICHA je MOJEKYJICKa IUHAMHKA KOMIUIEKCa HCHUTHBAHUX
jemumema ca rToplla y npucyctsy ATP-a. Takohe, ATP-rATPa3a komIuiekc OaBPrHYT je
MOJIEKYJICKO] AWHAMUIIM, Ja Ou ce MOTBpAMIa CHOCOOHOCT €H3MMa Jla W3BPIIU XHJIPOJIH3Y
oBor koeHszuMma. Tako, Ha ocHoBy RMSD (Root Mean Square Deviation) BpeaHocTH,
crabunm3anuja ATP-rATPa3za xommuiekca mounmse ox 0,59 ns u ocraje crabwina HakoH (0,6
NS TOKOM dYHWTaBOT mepuoia cumynamuje oxa 1,2 ns (Cnumka 3.51A). Koensum octBapyje
MHTEpaKIuje ca CBUM IpeBHl)eHNM aMHHOKMCeInHama y obmactu ox 0,668 A (untepakximja
ca rGlu86) mo 1,632 A (Cmuka 3.51B) mpema RMSF (Root Mean Square Fluctuations)
BpenHocTuMa. Xuaposmsa y-pocdara ATP-a oaBuja ce KHUCENMMHCKO-0a3HUM MEXaHH3MOM,
KaTaJIM30M y MPHUCYCTBY jeJHOT MOJIEKyJa BOJIE, T/Ie C€ Kao KaTaJUTHYKa aMHHOKHCEIINHA,
OJIHOCHO 0a3a y peakiuju, mojaBibyje rGlu86, mTo je mpukazaHo Ha aAUjarpamMy KOHTaKaTa
m3mehy mporenHa u juranaa (Cnuka 3.51B, ®unm 1, Tlpunor 2). Toxom cumymamnuje
peakifje MOJIEKYJICKOM JIWHAMHUKOM Jy)KHHAa BOJOHHMYHE Be3e wu3mely vy-dochara u
KaTalUTHYKOT MOJeKyJda Boje KpeTama ce y omcery onx 1,560 mo 1,860 A, nox je
oxroeapajyhe pacrojame m3mehy Bome u rGlu86 6uno y omcery ox 1,690 mo 2,370 A.
OcTBapeHne BoJOHUYHE Be3ze Omie cy crabuine npeko 90% cumynanuoHor BpemeHa of 1,2
ns. [locrojame oBakBe Mpexe BOJOHMYHUX Be3a oMmoryhasa xuaposinzy moiiekyna ATP-a u
E€HEePTHjy Koja ce KopucTu 3a packuname G-EMC nBoctpyke crimpane.

Ca npyre crpane, noHamamwe MoJjekyida ATP y akTUBHOM WEHTPY Yy HPHUCYTBY
nepusara 2a, 2b u 2f nano je jacan yBuj 300T 4era HUje JOILIO JO pa3Boja KOMETa Kaja Cy
aruIMIMpaHa oBa jenumema. Tako, koMiuieke 2b-ATP-rATPa3a 6uo je ctabunan HakoH 0,69
ns npema RMSD (Cnuxka 3.52A) u RMSF Bpeanoctuma (oncer ox 0,557 no 1,236 A; Ciuka
3.52B). Tokom cumynanuje npumeheHo je MOTIyHO OACYCTBO MHTepakuuja usmehy ATP-a u
rGlu86 (Cnuka 3.52B) uume je motBhena crmocoOHocT 2b na crpeun xuaposnzy ATP-a.
XuapokcunHa rpyna 2b, xoja je koopauHOBaHa 3a joH Mg?" u of1 Wmera nNpocevHo yaabeHa
2.226 A, Besyje ce 3a y-pocdar enekrpocTaTHukuM HHTepakiujama (Ounm 2, [pumor 2).
Tepmunanna ¢ocdarna rpyna ATP-a takohe je Bezana 3a Mg?* jou, anu je jocTa ynameHa
ox rGlu86, o63upom Ha U3MepeHo pactojame ox 5,420 A. Tloxcehama pamu, ykynao ATP-

rGlu86 pactojame m3nocu ox 3,250 no 4,230 A, ma ocHoBy uera ce 3akibyuyje na y
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npucyctBy 2b ne nocroju aupektHa ATP-H2O-rGlu86 mntepakiuja u ATP He mMoxe Outn

XUJPOJIN30BaH.

Cauka 3.51. (A) RMSD Bpennoctu #Toplla komminekca ca ATP-om. (b) RMSF Bpennoctu
rToplla kommiekca ca ATP-om. (B) ATP-rTopllo nujarpam uHTepakija. 3eleHe Tpake
MpE/ICTaB/bajy BOJOHUYHE Be3e, JbyoOuuacte XuapohoOHE HHTEpakiyje, po3e JOHCKe
WHTEpaKIIHje, a TIaBe Tpake BOJOHUYHE MOCTOBE.
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Cauka 3.52. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y npucyctBy 2b. (b)
RMSF Bpennoctu rToplla xommnekca ca ATP-omy npucyctsy 2b. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM HHTepakiuja y mnpucyctBy 2b. 3eneHe Tpake MNpencTaBibajy BOJIOHUYHE Be3e,
JbyOnuacte xuapodoOHEe HHTEepaKIUje, po3e JOHCKE MHTEPAKIIM]je, a MJIaBe TPake BOJOHUYHE
MOCTOBE.

HEBEHA CTAHKOBUR 315



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA PE3VIITATU U IUCKYCUJA

Ciuxka 3.53. (A) RMSD Bpennoctu rToplla komruiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2f. (B)
RMSF Bpemnoctun rToplla kommiekca ca ATP-om y mpucycrBy 2f. (B) ATP-rToplla
IMjarpaM MHTepakuuja y npucyctBy 2f. 3eneHe Tpake mnpeacTaBibajy BOJOHHUYHE Bese,
JbyOuvacte xuapodoOHe MHTEpaKIHje, po3e jOHCKE MHTEpaKLUje a IIaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Ciuka 3.54. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y mpucycty 2a. (B)
RMSF Bpeanoctu rToplla komruiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2a. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM HHTepakiyja y NpHUCYCTBY 2a. 3elieHe Tpake Ipe]CcTaBibajy BOJIOHUYHE Be3e,
JbyOuvacte xuapodoOHe MHTepaKiMje, po3e JOHCKE MHTEpaKiije a IulaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Cumynanuja xomruiekca 2f-ATP-rATPa3za mopana je outu npomyxena no 3,0 ns jep
MOJICTIOBAaHU CHCTEM HHjE JOBOJFHO KOHBEPrUpao, OJHOCHO HHje OMO JOBOJFHO CTa0MIIaH
HakoH 1,2 ns. Kommeke je mocrao crabunan tek HakoH 2,20 ns (Crnuka 3.53A), rae cy
JIUraH/I-eH3UM UHTepakiuje usMepene y omncery oz 0,551 g0 2,376 A (Cnuka 3.53B). Cam
Monekyn 2f je Toxom cumynammje y mnepuony on 0,14 mo 0,35 ns mpoMeHHO CBOjY
KoH(opMaImjy y TOTOBO JIMHEAPHY, KOja je ImocTala 3Ha4ajHo ynabeHa ox rGlu86, yemepena
Kpo3 mpcreH pubosze monekyna ATP (Owim 3, Ilpuor 2) mTo y BeNIWKO] MEpH yTHYE Ha
Kperame koeHzuma. [Ipomena kondopmaruje 2f Hacrana je kao mocienuna GIEKCUOMITHOT
MHIYKOBAaHOT mpuiarohaBama MosieKyna akTUBHOM IeHTpy rATPasze. OBakBa ekcTpeMHa
KoH(opMannoHa npomeHa 10Bojau 10 ojsiadewa ATP-a ox »Glu86 unme ce onemoryhasa
HEroBa XHUAPOJH3a. Yclieq moMeHyTe KoHpopMalmoHe rnmpoMmene, y-pocdarna rpyma ATP-a
6uBa ynasena 4,336 A on Hajonmmxer monekyna Boje, a MMajyhu y BHIy Ja je pacTojame
usMel)y karamuTuukor Monekyna Boge u rGlu86 2,701 A, zakmyuyje ce na He mocToju
moryhHoct HacTanka y-P-ATP-H>O-rGlu86 Bese u na nema xuaponuse (Ciuka 3.53B).

Kon paBHoTexHor kommuiekca 2a-ATP-rATPaza (Cnukxe 3.54A wu 3.54b),
KoH(poOpMalHja JaepuBara 2a TPOMEHEHA j€ Y OJHOCY Ha OHMOaKTHBHY KOH(opmalujy
N0OMjeHy MOJIEKYJICKUM JIOKOBAamEM, jep j€ TepIHjapHa TePMUHAIHA aMHUHO Tpyla yaabeHa
on rGlu86 u ycmepena ka »Thr145, npu yemy ce Bpimm ctabuansaiyja jakoM BOJOHUYHOM
Besom, ayxuHe 2,428 A (Dunm 4, Hpusor 2). TepMuHATHA aMHHO TpyIa CTOTa OCTBapyje
EIIEKTPOCTaTUYKE WHTepakiuje ca y-pochatom ATP-a, koju cama MoOXkKe IUCOCOBATH Y
MPUCYCTBY KATAJIMTHYKOT MOJEKyJlIa Boje. 3axBabyjyhm Tome, w™osekyn ATP-a
xuzponu3oBan je y 50% ciydajeBa, IITO ce MOKe OOJaCHUTH I0jaBOM KOMeTa kiace 3y
y3opiuMa Koju caapxe aepuBar 2a. Joumr jeana Oapujepa dopmupamwy ATP-H20-rGlu86
MOCTa jecTe MeTWJ Ipyna JepuBara 2a koja je mo3unmonupana usmely y-pocdara ATP-a u

KaTaJuTHYKOT MoJiekyia Boje (Cnuka 3.54B).

3.5.5.11. MOJIEKYJICKA JJMHAMUKA 2C-, 2d-, 2e-, 2g- 1 2h-ATP-rTOPIla. KOMIUIEKCA —

3AILITO JE OO JIO PA3BOJA KOMETA?

Crynuje MOJIEKYJICKE JAMHAMHUKE ca yCIHexoM cy objacHwie U (apMakoJorujy
TFeHOTOKCUYHE AaKTMBHOCTH MCIUTHBAHUX JepHBaTa, YUME je HHUXOB TI'€HOTOKCUYHH

MOTEHIIMjaNT ca aclieKTa MexaHu3Ma 3aokpyxeH (Cmuke 3.55 no 3.59).
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Cauka 3.55. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommekca ca ATP-om y mpucyctsy 2e. (b)
RMSF Bpemnoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2e. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM HHTEepakiyja y TMpHUCYCTBY 2e. 3eJeHe Tpake NpeICTaB/bajy BOJOHUYHE BE3e,
JbyOnuacte xunpodoOHe MHTEpaKIMje, po3e JOHCKE MHTEpaKifje a IulaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Cauka 3.56. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommekca ca ATP-om y mpucycty 2¢. (b)
RMSF Bpeanoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2¢. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM HHTepakiyja y MpHCYCTBY 2c¢. 3eJeHe Tpake NpeICTaBjbajy BOJIOHUYHE BE3e,
JbyOnvacte xunpodoOHe MHTEpaKiMje, po3e JOHCKE MHTEpaKiije a IUlaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Cauka 3.57. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommiekca ca ATP-om y npucyctBy 2d. (b)
RMSF Bpennoctu rToplla xommiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2d. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM MHTepakiuja y mpucyctBy 2d. 3erneHe Tpake INpencTaBibajy BOJOHUYHE Be3e,
JbyOnvacte xunpodoOHe MHTEpaKiMje, po3e JOHCKE MHTEpaKiije a IUlaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.

HEBEHA CTAHKOBUR 321



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA PE3VIITATU U IUCKYCUJA

Cauka 3.58. (A) RMSD Bpeanoctu rToplla xommiekca ca ATP-om y npucyctBy 2g. (b)
RMSF Bpennoctu rToplla xommnekca ca ATP-om y mpucyctsy 2g. (B) ATP-rToplla
JMjarpaM HHTepakiyja y MpHCYcTBY 2g. 3elieHe Tpake MpelcTaBibajy BOJIOHUYHE Be3e,
JbyOnvacte xunpodoOHe MHTEpaKiMje, po3e JOHCKE MHTEpaKiije a IUlaBe Tpake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Cauka 3.59. (A) RMSD Bpennoctu rToplla kommuekca ca ATP-om y npucyctBy 2h. (b)
RMSF Bpennoctu rToplla xommiekca ca ATP-om y mpucyctBy 2h. (B) ATP-rToplla
IMjarpaM uHTepakiuja y mpucyctBy 2h. 3eneHe Tpake mnpencTaBibajy BOJIOHUYHE Bese,
JpyOuvacte xunpodoOHe MHTEpaKIHje, po3e jOHCKe MHTEpaKlMje a IlaBe TPake BOJOHUYHE
MOCTOBE.
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Kowmmnekc 2e-rATPa3a (Cnuka 3.55A u 3.55b) takole je crabunuzoBan HakoH 3,0 ns,
a aHajM3a pe3ysTara IoMOTJa je Ja ce pa3yMe réHOTOKCHYHA aKTHBHOCT OBOT jepuBata. Kao
u kop 2f (Cnuka 3.53), cTpykTypa 2e QUCIOIUpPAHA je Y OJHOCY Ha OPUTHHAIHY JOKOBaHY
KoHpopmannjy. Mehytum, xoH(popManmoHa npoMeHa HHUje TOJIHMKO APACTUYHA, T€ MPCTEH
XpoMmaH-2,4-1MoHa, KOjU je MHULMjATHO Ouo JionmpaH y omm3uau +Glu86, cama nmpexkpusa o-
¢dochar AMP-a. Ha taj HaunH 0BO jeaumerme oMmoryhaBa aa ce unak u3Bpimu (GopMupame
ATP-H20-rGlu86 mpexe (Cnuka 3.55B), Te ce u aerraBa xuaposusa mojekyia ATP y Toky
76% Bpemena cumynanuje (Ounm 4, Ilpumor 2). TokoMm xuapomnmse, pactojame u3melhy y-
docdara ATP-a u rGlu86 usnocuno je ox 3,15 1o 4,31 A. Ha cianuan HauuH ce MoHama u
nepusat 2h (Cnuka 3.59).

Ocrtamu nepuBatu, 2¢ (Cnuka 3.56), 2d (Cauka 3.57) u 2g (Cnuka 3.58), Tokom
mporieca MOJISKYJICKE JUHAMUKE 3aJp>Kajii Cy CBOje MHHUIIMjaTHE KoH(opmaruje moOujeHe
MOJIEKYJICKIM JOKOBamkEeM M OWIM Cy JOBOJFHO CTAaOMJIHH Ja HWCIIOJhe TE€HOTOKCHYHO
nenoBame. Kao mro je m mpeaBul)eHO cTyaujamMa MOJIEKYJICKOT JOKOBama, OBa JeIUIbCHA
103B0JbaBajy xuapoian3y ATP-a u Ha Taj HaunH ctabmm3yjy G-EMC xomrekc.

Jenumeme 2¢ n3abpaHo je Kao MPEJICTAaBHHK jep MOKa3yje CIWYHY aKTUBHOCT Kao U
2d u 2g. Kommiekc oBor jemumema 0uo je crabmman Hakon 0,9 ns (Crnuka 3.56A u B), a
MOTBpJa HEroBe I'C€HOTOKCHYHOCTH jeCTe IMOCTOjare BOJOHMYHMX Be3a yHyTap ATP-H»0O-
rGlu86 mpexe (Crnuka 3.56B, @unm 5), yume je JOKa3aHO Jla OBO jeIuI-eHbe oMoryhasa

xuaposuzy ATP-a.

3.5.5.12. JIEKOMITO3MLIUJA CJIOBOJIHE EHEPIMJE BESUBAbA JIEPUBATA 2a-h 3A rATPA3Y

JloGujeHe BpenHOCTH MapaMerapa Be3uBawmba ATP y mpucyctBy wim OJCYCTBY
xpoman-2,4-nmuon unxuoburopa (TabGena 3.23) noOpo mnpeasuhajy moryhHocT Xuaponuse
KoeH3nMa y akTuBHOM 1eHTpy rATPaze. Tako, Hucka BpeaHOCT eHepruje Be3uBama ATP-a
(AGhing = -41,24 kcal/mol) yxa3yje Ha TO Ja je KOGH3UM cilabuje cTaOUIM30BaH y aKTUBHOM
LEHTpY, ITO oMoryhaBa xuaponunsy. Mnak, npucycTBO aHTUT€HOTOKCUUHUX JiepuBata 2a, 2b
u 2f yruue Ha nosehame eHepruje Be3uBama M E€HTPONMjE, IITO yKa3yje Aa y MPUCYCTBY
aHTUTeHOTOKcHYHMX areHaca ATP Ttexe ycmocTtaBiba CBOjy OMOAKTHUBHY KOH(pOpMALH]y.
Takohe, BuCOKe BpeTHOCTH €HEpruje coJyiBatandje ykasyjy aa cy 2a, 2b u 2f noGpo
crabunuzoBann y ATP-rToplla xommiekcy u na ATP He moxxe caBnagatu Oapujepy Koja

HaCTaje Yy NpUCYCBY AHTUI'CHOTOKCUYHHUX AC€pUBAaTa, IIa TAKO HEMa HU XUAPOJIN3C. Octanu
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JepUBaTH YTHYy Ha JOJATHO CMamele CHEpruje Be3WBamba, CHTPONHjE W CHEpruje

conBararje cucrema ATP-rToplla, ma ce xuaponn3a KoeH3MMa HECMETAHO OJBHja.

TABEJIA 3.23. CnoboxHe eHepruje Be3WBama M WHAWBHIYAIHH eHepreTcku ycioBu ATP-
rToplla koMmekca ca pa3IMUUuTUM HHXUOUTOpUMA.

Kommiekc AEgé? AEvan® AGson® -TAS" AGhind"
(kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)

ATP-rToplla -53,21+0,31 -17,07+0,63 7,78+0,43 -21,26+0,24 -41,24+0,34
2a-ATP-rToplla  -44,89+0,41 -17,79+0,46 8,82+0,52 -14,32+0,32  -39,54+0,22
2b-ATP-rToplla.  -39,26+0,46 -17,56+0,61 8,86+0,72 -17,24+0,15 -30,7240,25
2¢-ATP-rToplla.  -51,06+0,52 -21,284+0,05 6,25+0,36 -23,53%0,73 -42,56+0,25
2d-ATP-rToplla.  -53,24+0,35 -19,09+0,02 5,73+0,69 -22,34+0,32 -44,24+0,76
2e-ATP-rToplla.  -52,98+0,63 -20,15+0,05 6,36+0,15 -21,53+1,23 -45,24+0,28
2f-ATP-rToplla  -41,84+0,47 -21,76+0,73 8,13+0,52 -18,23+0,98 -37,24+0,24
2g-ATP-rToplloe  -51,32+0,62 -30,08+0,02 6,92+0,47 -26,24+0,25 -48,24+0,25
2h-ATP-rToplla.  -52,79+0,49 -26,11+0,46 5,35+0,41 -28,31+0,76  -45,24+0,34

aAFEele — JlonmpuHOC co60IHE eHepruje eIeKTPOCTUUKMX MHTepakiuja; ‘AEviw - JlompuHoc
cmobonne enepruje van der Waals-oBux wunTepakinja; *AGsonv - JlonpuHoc cio6oHe
enepruje conBatamuje; 'AS - Ilpomena entpomnuje; “AGrind - IlpenBuhene BpemHOCTH
cJ1000/1HE eHEeprHje Be3UBamba.

[Ipema pesynratuma mnpukazanuMm y Tabemm 3.23, Tokom xuaponuze ATP-a
npeonnalyyjy enektpocrarnuke uHTepakuuje (AEee = -53,21 kcal/mol), mTo je pazymsbuBo
jep cy OpojHe BOJOHHWYHE Be3€ M EJIEKTPOCTATUYKE HWHTEpaKIHje YKJbYYCHE Yy MpOIeC
xuaponu3e. Wnak, Haj3HA4YajHH]jE EJICKTPOCTaTHYKE HHTEPAKIMje C€ HE OCTBapyjy HAKOH
uHTepakuje aepusara 2a, 2b u 2f ca ATP-rToplla kommiaekcom (AEee = -44,89 kcal/mol, -
39,26 kcal/mol, -41,84 kcal/mol), HajsepoBatHHje 300r crpedaBama usrpaame ATP-HO-

rGlu86 mpexe.

3.5.5.13. MEXAHM3AM AHTUI'EHOTOKCUYHE AKTWBHOCTU JIEPMBATA 2a, 2b u 2f u

TEHOTOKCHUYHE AKTUBHOCTH JIEPUBATA 2¢, 2d, 2e, 2g 1 2h

Pesynratu cnpoBefeHUX eceja JONpPHUHENIM Cy pa3ymMeBamy Ha koju HauuH EMC
UCI0JbaBa CBOje T€HOTOKCHYHO JIEJCTBO, a JepuBaTH 2a, 2b u 2f cBoje aHTUT€HOTOKCHUYHO
nejctBo Ha HuBoy rToplla. AxtuBnoct rTopllo wHHMIMpaHa je HakOH CTPYKTYpHE
momudukamuje G- u T-cermenara JIHK y mpucyctBy EMC-a, mpu uemy Hacrtaje O°-
eTriryaHuH kao nesuja (Cnuka 3.60, kopak 1). Ilo momudukanmju cermeHata, N-
TEPMUHAJIHU JIOMEH y OTBOpeHoj koHpopmamuju (Cruka 3.60, xopak 2)'®° nossomaa G-
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EMC cermenty na ce uakoprnopupa ynyrap JAHK-Be3yjyher u packunajyher peruona, gox T-
EMC ocraje nonupan ynyrap rATPase (Cnuxa 3.60, xopak 3).2 Tana ce rATPasa nomen
MPUBPEMEHO pOTHpa 3a Mpubimxao 90°, mTO NOBOAM 0 AUMepHU3alyje U BesuBama 1-EMC
cermenTa. ® [Momro cy 06a JJHK cermenta Bezana y ATPasza momeny, jenan Monexyn ATP-a
ylla3H y akTHBHH LIEHTap ¥ 3aK/bydaBa numepnsosann ATPasza nqomen. 83

VY nmeny mmKiyca Koju He yKJbydyje Be3uBame 2a, 2b u 2f (Ciuka 3.60, xopak 4),
mosekyn ATP-a 6uBa xuapommsoBan nomohy H,O-rGlu86 mpexe.'*t ATP me camo na
omoryhaBa BesuBame T-EMC u packumame G-EMC cermenta, Beh je umHunumjarop u
otBapama JJHK-kammje.'*? Vkonmuko xuaponusa ATP-a uuje maxubupana, Gpocdouecrapeka
Besa yayrap G-EMC cermenTa GmBa crabuimsoBaHa joHom Mg?* (Cimka 3.60, kopak 5,
Illema 3.6, xopak 2).2! Komera ce 3ampaBo dopmupa HakoH KOH(GOPMAIHMOHOT OMEPAmha
#Tyr803, koju je y HopMamHEM ycioBuMma mpeko 50 A ymamen on G-EMC cermenra.'®®
KaTanuTruka aMPHOKHCEINHA MO3UIHOHKPA Ce Ha PacTojamby o mpubmmkHo 6 A o1 docdo-
nuectapcke Bese. Kaga ce rTyr803 npubnuxu G-EMC cermenty (Illema 3.6, kopak 2), ona
Hamana Gocdoauectapky Be3y ca 5’-kpaja, packuzaa je u popmupa hocho-TUpO3HH HHTEPME-
mjep.t® Ha Taj Haumn je omoryheHo HenmpupoaHO crapuBame O°-eTHITYaHWHA TOKOM
nporeca JJHK pemmkanuje. &

Canma moxe mohu no mponacka T-EMC cermenta kpo3 packunytu G-EMC xenmukc
(Crmxa 3.60, xopak 6).}%° 3a mpomaszak je morpe6HO ma ce menokymaun T-EMC cermeHnt
portHpa 3a ~ 45° kako 6u ce moctaBuo 1oj yrioM ox 90° y oanocy Ha G-EMC.!®° Jlok G-
EMC cerment noactuue otBapame C-kanuje, »Tyr803-G-EMC xommneke naaykyje 3arBapa-
Hbe OBE Kaluje, ma je Tako C-kamuja 3aTBopeHa npe jgonacka T-EMC cermenTta.'®® Xpatame
T-EMC cermenta y mymsbuan usmehy JIHK kanuje u C-xamnuje moacTuue ajbe OTBapame U
msnazak T-EMC-a u3 rToplla (Ciuxa 3.60, xopak 7).!® C-xammja ce 3atum 3arBapa
peBepcHoM potanjoM oxa 45° ATPaza mumepa, 3a kojy je moTpeOHa eHepruja apyre
xuapoauze ATP-a (Ciouka 3.60, kopak 8), HAKOH Yera ce MOHOBO YCIOCTaBJba MOYETHA
ctpykrypa ensuma (Ciuka 3.60, xopak 9).1% Hcrospemeno, rTyr803-G-EMC komiexc je
pPacKMHYT, CTPYKTypa Xelukca je oOHOBJbeHa momohy ensuma Tuposmi-IHK docdo-
muectepase 2, Tdp2 (Lllema 3.6, kopak 3) u G-EMC cerment je ornymren Ban rToplla
(Cnuxa 3.60, xopak 10 u Illema 3.6, kopak 4).1%

Jenumwemwa 2a, 2b u 2f uaxubupajy xuaponuszy ATP-a nmorpebny 3a ¢duznonomky
¢ynkuujy ensuma rToplle. Mmak, nocraBsba ce muTame, Aa JIM Cy OBa jeMIbEHa OTPOBU
rToplla? Pe3ynrarn oBHX HMCTpakMBama NMOKazalu Cy na Hucy. Kama Oum jenmmema Onna

orpoBu rToplla, mouuto 6um no monatae crabunuzanyje rToplla-G-EMC packunajyher
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KoMIUiekca U muaxubuinmje penuranuje JJHK mamosa, mrto 6u ce MOrio KBaHTHU(DHKOBATH

HaCTaHKOM KOMCTa. 193

EMC

L

1

T-EMC

G G-EMC

10

T-EMC

G-EMC

G-EMC

ATP
ADP + Pi

ADP + Pi

ATP (2a, 2f)

T-EMC

G-EMC

G-EMC T-EMC

T-EMC

Cauxa 3.60. Ilpemnoxenn Tok kKatamuze rToplla 3amouer EMC-om u uHXMOUpaH
nepuBatuma 2a, 2b u 2f. T-cermMeHT je o3HaueH 1pHOM 00joM, G-cerMeHT miaaBoMm 6ojom, N-
tepmunyc rToplla nomena spyouuacrom 6ojom, TOPRIM oGmnact 3eneHom 6ojom, WHD
KOPAaJHO IIpBeHOM 60joM, C-Kamnuja mUHK 00joM.
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JenuHu pasymipMB 3akJbydak je na ce 2a, 2b u 2f nonamajy cimyHo MepOapoHy,
OJIHOCHO jelnmbehrMa Koja ce He Besyjy 3a JIHK, a xuapommsy ATP-a uaxubupajy mpe
ynacka T-EMC cermenra (Cimka 3.60, xopax 4).2% Tlomto mema wunrepakumje ca G-
CEeTMEHTOM IIpe aJIKIIIaIje aa 6u ce cnpeumwio BesuBame EMC-a, yckpahyje ce enepruja 3a
Be3uBamwe JBocTpyke cnupane JJHK (Cnuxa 3.60, xopak 4) u crTora cmpeyaBa HacTaHaK
omrehema JJHK.'® Kana 2a, 2b u 2f unxubupajy xuapomusy (Cmuka 3.60, xoparm 5-7),
nema puconmjaije G-EMC dochomuecrapcke Bese y mpucyctBy rTyr803, npomazak T-
EMC cermenra je crpedeH u komere ce He ctBapajy. Taga, G-EMC u T-EMC cermentu
ocTajy 3apo6isern yayrap rTopllo. Hacrane O%-etunryanun nesuje, npucyte y G-EMC n
T-EMC cermeHTMa, MOTY ceé MpaBHIHO OOHOBMTH y mpucyctBy O°-amkunryanun-JIHK
ankuitpancdepasze, AGT (Illema 3.6, xopak 2), yckpahyjyhu cBe mance 3a (opmupame
nenpupogre G=T n T=G Bomonmune Bese.'® Ha kpajy, o6HOBIBeHN G- U T-cermenTn cy
onbauenu ox crpane rToplla.

Ca pgpyre crpaHe, reHOTOKCHYHa jeaumema 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h He unxubupajy
xunponuszy ATP-a u Ha taj Haunn noactuuy #Toplla na ce moHama Kao GU3NOJIONIKH OTPOB.
Oga jequmema nogatHo cradunusyjy rToplla-G-EMC packunajyhun kommiekc (Cnuka 3.61,
Kopak 4) u naxuoupajy penuranujy JJHK mamosa (Cnuka 3.61, xopak 8), mro ce u Oenexu
HactankoM kometa.'®® TTaroBcka Toplla Taga mocTaje aHTUKAHIIEPOTEHU areHe, jJep ce JaJbh
mporec perukamuje 3ayctaBiba. lama, G-EMC u T-EMC cermentn Takohe ocrajy
3apoOssenn ynyrap #Toplla u Mory ce penapuparu Ha Beh onvcaHu HauuH.

Jlobujenu pe3ynratu ykasyjy Ha TO aa AepuBaTu 2a u 2f, yuja je aHTHKOAryJiaTuBHa
aKTUBHOCT Yy KOHIIEHTpauuju oj 2 mg/kg mperxomHo morBpheHa, Mory OUTH TOABPrHYTH
JaJbUM KJIMHUYKHUM HCIUTHBamuMa, 0e3 omacHoctd na he yrunatu Ha omteheme JJHK
HaKOH TpeTMaHa. JlepuBar 2b, KOju HE HCIIOJbaBa AHTUKOATYJIIATUBHY aKTUBHOCT, MOXE CE
MPUMEHUBATH Y aHTUKAHIEPOreHo] Tepanuju (y KoHUeHTpauuju 2 mg/kg), Kao CymaeMeHT
KOji  KOHTPOJIMIIEC TMpollec  aJKWialuje W  yOjJakaBa TEHOTOKCHYHO  JIjCTBO
AHTHUKAHIIEPOTCHUX areHaca.

OBUM UCIHpPIHUM EKCIEPUMEHTATHUM 3axBaTHMa 3aBpIIeHa Cy MPETKIMHIYKA
WCMIUTUBAKA CepUje CHHTETUCAHUX JIepUBaTa XpoMaH-2,4-11oHa U 4-XUApOKCUKyMapruHa Kao

aHTHUKOAryjaaHara in vivo.
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PE3YJITATH U JIUCKYCHAJA
EMC T-EMC
' L—»
1
G G-EMC
2
10
T-EMC
G-EMC
G-EMC
ATP
ADP + Pi
2e
(2¢, 2d, 2, 2h) ADP + P
ATP
T-EMC
G-EMC

G-EMC

T-EMC

Cauka 3.61. Ilpemnoxenn Ttok karamuse rToplla 3amouer EMC-oM u uHIyKOBaH
jemumemuma 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h. T-cermMeHT je o3HaueH HpHOM 60joM, G-CErMEHT IUIaBOM
6ojom, N-tepmunyc rToplla nomena spyouuacrom 60jom, TOPRIM o6Gmact 3eneHoM 6ojoMm,
WHD xopanzo upBeHoMm 60jom, C-kanuja MUHK 00jOM.
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[Ipenqmer wucnuTHBama y OKBHPY MPHIOKEHE JOKTOPCKE aucepTanuje Ouo je
neuHucame aHTUKOArylaTUBHE AaKTUBHOCTH OCaM HOBOCHHTETHCAHUX JepUBaTa XpOMaH-
2,4-muoHa u 4-XUJPOKCHKyMapuHa, o3HaueHUX ca 2a-h. CXOQHO eKCHepuMEHTaTHUM
pesyiTratuMma, 3aKJbydeHO je Ja aHTHKOaryJaTHBHA aKTHBHOCT TECTHPAHUX aHTaroOHUCTA
ButamuHa K y wMHOrome 3aBucu oJ (hapMaKOKMHETHYKUX OCOOMHA aHTaroHMCTA,
MPOUCTEKIINX U3 MHTEpaKIHje ca CepyMCKUM anOyMuHoM. Of CBHX TECTHpPAHHX jeIUIbCHA,
jemuHo ¢y 3a aepuBare 2a u 2f u3pauyHaTe BPEAHOCTH TadyaKa HE3aBUCHUX KOHIICHTpAIHja
npuOIKHE BapdapHHy, IITO je yKa3alo Ja ce Be3UBame aHTUKOArylaHTa M JiepuBara 2a u
2f 3a cepymcku ajnOyMuH OJ[BMja Ha CJIMYaH HA4YWH, T€ Jla CE OBa J[Ba JeAUIEHA MOTY
W3JIBOJUTH OJ OCTAIMX Kao TOTCHIMjAIHM aHTHUKOArylaHtu in vivo. OBU HOBH
AQHTUKOATYJIAaHTH, HAKOH TpPAHCIOPTa CEPYMCKUM QJIOYMHHOM JI0 €HJOIUIa3MaTHYHOT
perukynuma jerpe, antaronupajy VKORCI1. Tpaucmopr jemumema 2a u 2f momohy
an0yMHUHa BpIIM C€ Ha MJEHTHMYaH HA4YWH Kao M KoJ BapdapuHa, mMTO je MOTBpheHo
ynopehuBamem ancoprmonux Mmakcumyma UV-Vis cnekrapa u koHdopmalija MoJieKyna y
ITA cybnomeny. Mnak, 2a u 2f jaye cy Be3aHu 3a MPOTEUH HEro Bap¢apHH, IITO CE€ MOXKE
3aKJbYYHTH Ha OCHOBY M3padyHaTe KOHCTAaHTE AWCOLMjalnje U aQUHHUTETa BE3UBamba, yCIe
gera J0Ja3M 10 CMambemka KOHIEHTpaluje cI000JHUX aHTHKOAryJlaHTa y KPBHO] IUIa3MU U

3HAYajHO CE CMamYyje PU3UK OJ1 YHYTpAIIkhET KpBapema.

Hakon ocnoBHe eBanyanuje ADMETox ocoOunHa, KoHCTaroBaHo je na 2a u 2f

1ocenyjy NoBOJbHA MPETKIMHUYKA CBOJCTBA J1a OU C€ KOPUCTUIIM Kao JIEKOBH.

HcnutuBameM aHTUKOAryJllaTUBHE AaKTUBHOCTH Y in VIvo YCIOBUMa, HaKOH
MHTPANEPUTOHECATHOT TpeTMaHa JabopaTopHjCKUX KUBOTHUHa M3 Wistar coja jeaumembuMa
2a-h, y Tpu paznmuuute koHuentpauuje (0,5, 1 u 2 mg/kg tenecne mace), ka0 MOTEHIMjATHH
AHTUKOAryJIaHTH in Vivo W3ABOJUIM cy ce naepuBaTu 2a u 2f, 0063upomM Ha BHCOK HHBO
MOKa3aHe aKTUBHOCTH y KOHILeHTpauuju o 2 mg/kg tenecHe mace. [IporpomOuHCKO Bpeme
3a oBe JepuBare uHocwio je 90 cekynau, 3a 2a, onHocHo 130 cexynnu, 3a 2f. M3aBojenu
JepUBaTH TMOTOM Cy TECTHPAaHW M Kao OpaTHH aHTHKOArylaHTH Ha JabopaTopHjcKUM
KHUBOTHH-aMa, Y KoHueHTpanuju of 20 mg/kg TenecHe TexuHe, Kajga jeé TPETMaH U3BEJICH
celaM JaHa y3acTonHo. Ha OoCHOBY M3MepeHUX BPEJHOCTH 3a NMPOTPOMOMHCKO Bpeme, o0a
jenumera Mmokaszaina cy Ao0ap MOTEHIWjall Y aHTaroHUpamwy IUKIyca Koarynaluje KpBH.
[TpoTpomMOUHCKO BpeMme jenumema 2a ouio je 56,63 cekynau, ok je 3a 2f usmepeno 60,08

cekynau. Jlo6ujene INR Bpeanoctu y pacnony on 2 o 3 jecy KIMHUYKU NPUXBAT/BHBE U
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Nperopyyyjy HCHOUTHBAHA jeOUbCHAa Kao MEIUKAMEHTE INPHIMKOM Jieuermha aTpujalHe

¢ubpunaiuje, BEHCKE TPOMOO3€ U MEXaHUYKUX CPUYAHUX 3aJTUCTAKA.

CrynmjaMa MOJEKYJICKOT MOJeNupama Ha HHUBOY XOMOJIOTOT Mojena Rattus
norvegicus VKORCL (rVKORC1) pacBeT/beH je MeXaHU3aM aHTHKOAr'yJIaTHBHE aKTUBHOCTH
nepuBata 2a u 2f. Tako, MOJIEKYJICKUM JIOKOBameM JiepuBara y aktuBHOM neHtpy *VKORC1
omoryheH je jacaH yBUA y CTPYKTypHE aclieKTeé HEOIXOJHE 3a aKTHMBHOCT KOjU Cy KacHHje
notBphenu renepucambeM CoMFA u CoMSIA 3-D QSAR crynuja, te 3-D dapmakodopaum
MozenoM. CXOJHO €KCHEpUMEHTaIHUM pe3yiaTaTuma, jaepuBatd 2a u 2f ucnosbasajy
aHTUKOAryJaTUBHY AaKTUBHOCT Kao peBep3uOunHu  aHraronuctd +VKORCI. U3
nepuHUCAaHUX OMOAaKTUBHMX KOH(popMaluja MoXXe ce 3akbyduTH na 2a u 2f cBojy
AHTUKOATryJaTHBHY  aKTUBHOCT  WCIOJbaBajy  HAKOH  KJbyYHE  HHTEpakluje  ca
amuHOKHcenmnHOM m3 akTuBHOT IieHTpa rVKORCL, rCysl35, kao akmenTopu BOJOHHYHE
Be3e, NpHXBaTameM TMpoToHa ca cyndxuapurne rtpyme ca rCysl35. Kao akmentop
BOJIOHMYHE Be3€¢ HOTUPAH je KapOOHWMITHM KHCEOHUK Ha mosioxkajy C4 xpoman-2,4-THOHCKOT
jesrpa nepuBara. Tpancdep nporona ca rCys135 na C4 kapOOHWIHH KHCEOHUK XpOoMaH-2,4-
JTUOHCKOT je3rpa MOTBpHEH je MOJIEKYJICKUM JIOKOBameM, (GOpMHpameM oaroBapajyhe
Bojonn4He Bese, 3aTuM CoMFA u CoMSIA PLS-koedumnujentuma, HBA ocobuHom yHyTap
3-D ¢dapmakodopHOor MOjena W MOJIEKYICKOM auHamMukoM. [lo peaykumju momoxkaja C4
XpoMaH-2,4-THOHCKOT je3rpa, Moryha je CIIOHTaHa HMHTpPaMOJIEKYJICKa TayToMmepuja 10 4-
XUJPOKCUKYMapHHa M eKCKpeluja jepuBara IyreM ypuHa Beh yrBphenum daszama
Mmetabonmsma. OcTana jeaumema He MOTY Ja ce pPelyKyjy OBUM MEXaHU3MOM, T€ CTOra He
UCI0JbABAJy aHTUKOAryJaaTUBHY akTUBHOCT. Ilopen Tora, 3ajeqHUYKH XpoMaH-2,4-1HOHCKH
npcred ngepuBata 2f u 2a ycrocraBiba jake XuJpodoOHE HMHTepakiuje ca apoMaTHYHUM
jesrpom rTyr139. JlonatHa ctabunuszanuja nepuBata 2f y akTUBHOM LEHTpY orjena ce y
tome mTo je rTyrl39 mnosunmonupan usmel)y nBa xpomaH-2,4-ITHMOHCKA je3rpa ycien
[IOBOJAHOI TIPOCTOPHOI pacliopefa eTUJIeHIUaMMHCKOT Mocrta. OnucaHe XuapodoOHe
uHTepakiuje takohe cy morBphene u CoMFA u CoMSIA PLS-koepuumjentuma, Hy
ocobuHoMm yHyrap 3-D dapmakodopHOr Mozaena M MOJIEKYJICKOM JuUHaMuKoM. [lonatHo,
CTyAMjaMa MOJIEKYJICKe JUHAMHKEe CHUMYJHUpaH je Mpollec T'eHepHucama KoMIuiekca uimely
nepusata 2f u 2a u ¥"VKORC1 y henujckoj MeMOpaHu €HIOIIa3MaTCKOT PETUKYIIyMa jeTpe.
OBakBUM BHMJIOM KOH(oOpMaIyoHe aHajlu3e MOTBPHEHO je MPUCYCTBO BOJOHHYHE Be3e ca
rCys135 koja je KJpyyHa 3a aHTUKOAryJaaTuBHY akTHBHOCT 2f u 2a, aiu je KOHCTaTOBaHO U

dbopmupame BeoMa cTabuiaHe BOJOHMYHE Be3e u3Mely amuaHor azora rAsnl42 u C2
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KapOOHHMITHOT KMCEOHHKA APYTor jesrpa xpoman-2,4-nuona aepusara 2f. @opmupame apyre
BOJIOHMYHE BE3€ MOJKE JIOMPUHETH Pa3yMeBamy OOJbET aHTUKOAryITaTUBHOT moTeHImjana 2f

y OJTHOCY Ha 2a.

[lo nedunmcamy (apMakonoruje UCIUTUBAHUX JEpHUBATAa KA0 AHTUKOAryJlaHaTa in
Vivo, TIpOLEHEHA j€ TOKCHYHOCT HAKOH WHTPAIEPUTOHEATHOI M OpAJHOT TpeTMaHa
nepuBatuMa 2a-h, onpehuBamem crenena omrehema jetpe u Oyopera. Ilporena omrehema
BUTAJIHUX OpraHa U3BpIICHA j€ UCITUTUBAKHEM OMOXEMH)CKUX TapaMeTapa U3 cepyma, MomyT
KaTaJUTHYKEe aKTUBHOCTH €H3MMa acnapraT TpaHcamuHasze (AST), ajaHuH TpaHcamMuHa3e
(ALT) u ankanne ¢ocdaraze (ALP), xoHUeHTpauuje YKYNHUX OUIMPYOHHA, OJHOCHO
AHTUOKCUJATUBHUX [apamerapa, KOHIGHTpamuje peaykoBaHor riyratnona (GSH),
KaTauTHUKUX akTuBHOCTH Karamaze (CAT) wu cymepokcua maumcmyraze (SOD), wu
KOHIIEHTpalrje ThodapouTypHa kucenuHa-pearyjyhux cymncraniu (TBARS). Tokcukomorike
aHaM3e, HAKOH WHTPAIEPUTOHEATHOT W OPAJTHOT TpeTMaHa J1abopaTOPHjCKUX >KUBOTHHHA

MOTBPJIMJIE CYy Jia JeIMbeha Y KITMHUYKUM YCIIOBUMA HE W3a3UBajy olTehema TKUBA.

OncyctBo 3HavajHUjer omrehema Ha y30pIMMa TKHUBA jeTpe u OyOpera TpeTUpaHUM
nepuBatuMa 2a u 2f moTBpheHo je U XMCTOMATOJIONIKUM aHalin3ama. Y OJTHOCY Ha BapdapuH,
MMPOMEHE Ha TKHUBUMA TpeTUpaHuM 2a u 2f 3HaTHO Cy Mamer MHTCH3UTETa M OrJIeNajy ce y

BHUAY HHGUATpanuje TuMQpOoNuTa, JEYKOIUTa U MaKpodara 1 MUHUMaIHe GoKaTHE HEKPO3e.

OuHaHa TPOIEHAa TOKCHKOJIOMIKOT Mpoduia JepuBaTa H3BpILIEHA jeé HA HUBOY
reHoMa jetpe u 0yopera, mpuMeHoM KoMmeT Tecta. Ol CBUX TeCTUpPaHUX JepUBaTa, U3BOJUIU
cy ce 2a, 2b u 2f xao arencm koju Hucy wm3azBanu omrehema JIHK. OHu cy namee
MOABPrHYTH HCIUTUBAKBUMA AHTUICHOTOKCHYHOT MOTeHUHjana y oaHocy Ha EMC, kao
noka3anu Myrtared. Kako je mperperManoM nepuBatuma 2a, 2b u 2f momo mo peaykiuje
YKYITHOT CKOpa KoMmeTa HacTanux naejctBoM EMC-a, Tako ce 0BU JiepuBaTu MOTY CMaTpaTu
AHTUT€HOTOKCUYHUM areHcuma. OBU JIEpUBATH UCIOJbABA]y CBOj AaHTUTCHOTOKCUYHU e(eKaT
kao unxuburopu ATPa3a cybmomena yHyTtap Rattus norvegicus Tomouzomepaze Ila
(rToplla). MexaHu3aM aHTUT€HOTOKCHYHOCTH TOTBPhEH je CTyadjaMa MOJIEKYJICKOT
JOKOBamkba W MOJIEKYJCKE AMHAMUKE, T€ H3pauyHaBameM CJI000JHE €HEpruje Be3UBamba
nepuBara 2a-h 3a rATPa3y. CxoqHO HMCMOJBEHO] aHTUTEHOTOKCUYHO] aKTUBHOCTH, JI0KA3aHO
je ma ce jenumema 2a u 2f MOTy MOABPTHYTH Na/bUM KIMHUYKHM HCIHUTHUBamUMa 0e3
omacHoctu aa he m3asBatu omtehema JIHK. Ca nmpyre crpane, 2b kao jeaumeme 0e3

AHTHUKOAryJIaTUBHC aKTUBHOCTH, aJIM Ca aHTUT'CHOTOKCUYHUM C(I)CKTOM MOZKC CC KOPUCTHUTH Y
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aHTUKAHLEp TEpanuju aJIKUINpajyhM areHcruMa Kao KOHTPOJIOp CTeleHa alKHialuje.
Ocrana jenmumema ca TeHOTOKCMYHUM edektom 2¢, 2d, 2e, 2g u 2h Ttakohe ce mory
KOPHUCTUTH Y aHTHKAHILIEP TEpalMjd Kao areHCH KOjU aKTUBUPAjJy IUTOTOKCHYHO JEJIOBAME
erasuma rTopllo m Ha Taj HAYMH crpedaBajy PEIUIMKANN]y, TPAHCKPUIIIM]Y U TPaHCIALU]y,

OJIHOCHO TIOCTICINYHY OMOCHHTE3y NMpoTenHa henuja Tymopa.

I'maBHM pe3ynTaT €KIEepUMEHTAIHOT paja y OKBHPY H3paje MPHUIIOKEHE TOKTOPCKE
JUCEPTAIlMje JeCTe TMPEICTaBJbalkhe IIUPOj HAYYHO] 3ajeAHHIIM JBa HOBa (DU3HOJIOIIKU
aKTUMBHa jenumema 2a u 2f, koju mokasyjy M3pa3uTH MNOTEHLHjall Ja HAKOH KIMHUYKHUX
WCTIIUTHBaKka TMOCTAaHYy MEIUKAMEHTH Yy xeMartojiordju. OTCcexHe MPEeTKIMHUYKE CTYIH]je
OKapakTepucaie cy (hapMaKOJOMIKK U TOKCHKOJIOIIKHA IpoQHl OBUX JepuBara. ¥ mnopehemy
ca KIMHUYKAM aHTUKOAryIaHTOM, BappapWHOM, OBa jeJHWIEHha I0Ka3aja Cy 3HATHO
MOBOJbHU]ja (papMaKoJIOIIKa CBOJCTBA Y in Vitro-in vivo-in silico ycioBuMa, Te c€ ¢ MpaBoOM

MOT'y CMaTpaTH KaHauaaThuMa 3a Oynyhe KIMHHYKE CTyIu]je.
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Camuxa 2. 'H NMR crniexrap nepusara 2a.
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Cauka 3. °C NMR cnekrap nepusata 2a.
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Cauxa 5. 'H NMR cnexrap nepusara 2b.
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Cauka 6. °C NMR cnexrap nepusata 2b.
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Cauxa 8. 'H NMR crniexrap nepusara 2c.
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Cauka 9. °C NMR criekrap nepusata 2c.
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Camxa 11. *H NMR cnexrap nepusara 2d.
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Cauka 12. 3C NMR cniekrap nepupara 2d.
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Cauxa 14. 'H NMR cnexrap nepusara 2e.
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Cauka 15. 3C NMR criexrap nepuara 2e.
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Cauxa 17.'H NMR cnexrap nepusata 2f.
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Cauxka 18.3C NMR cnexrap nepusara 2f.
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Camxa 20. 'H NMR crniexrap nepuara 2g.
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Cauxa 21. 3C NMR cnekrap nepusara 2g.
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Cauxa 23. 'H NMR cnexrap nepusara 2h.
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Canxa 24. 3C NMR cnekrap nepusara 2h.

HEBEHA CTAHKOBUR 383



JIOKTOPCKA TUCEPTAITUJA [TPJIO3M

[TPUJIOT 2. ®uIMOBH CUMYIIANHja MOJICKYJICKE JUHAMUKE

HEBEHA CTAHKOBUR 384



European Journal of Pharmaceutical Sciences 55 (2014) 20-35

Contents lists available at ScienceDirect

European Journal of Pharmaceutical Sciences

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ejps

Synthesis and toxicological studies of in vivo anticoagulant activity

CrossMark

of novel 3-(1-aminoethylidene)chroman-2,4-diones and 4-hydroxy-
3-(1-iminoethyl)-2H-chromen-2-ones combined
with a structure-based 3-D pharmacophore model

Nevena Stankovi¢ **, Milan Mladenovi¢?, Mirjana Mihailovi¢ ", Jelena Arambasic ",
Aleksandra Uskokovi¢ ®, Vesna Stankovi¢ ¢, Vladimir Mihailovi¢ ?, Jelena Katanié?,
Sanja Mati¢ 9, Slavica Soluji¢ ?, Nenad Vukovié?, Slobodan Sukdolak®

2 Kragujevac Center for Computational Biochemistry, Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanovica 12, P.O. Box 60,

34000 Kragujevac, Serbia

b Department of Molecular Biology, Institute for Biological Research, University of Belgrade, Bulevar Despota Stefana 142, 11000 Belgrade, Serbia
€ Institute of Pathology, Faculty of Medical Sciences, Svetozara Markovi¢a 69, P.0. Box 60, 34000 Kragujevac, Serbia
d Department of Biology and Ecology, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanoviéa 12, P.O. Box 60, 34000 Kragujevac, Serbia

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 29 July 2013

Received in revised form 13 January 2014
Accepted 15 January 2014

Available online 24 January 2014

Keywords:
Chroman-2,4-diones
Anticoagulant activity in vivo
Histopathology

Molecular docking

3-D pharmacophore

Eight synthesized 3-(1-aminoethylidene)chroman-2,4-diones and 4-hydroxy-3-(1-iminoethyl)-2H-chro-
men-2-ones were evaluated as in vivo anticoagulants by intraperitoneal application to adult male Wistar
rats in order to examine their pharmacological potential, evaluate ther toxicity and propose the mecha-
nism of action. Two of them, 2f and 2a, in concentration of 2 mg/kg of body weight, presented remarkable
activity (PT=130s; PT =90 s) upon seven days of continuous application. The results of rat serum and
liver biochemical screening, as well those of histopathological studies, proved the compounds to be
non-toxic. Activity of the compounds was further examined on the molecular level. Here, molecular dock-
ing studies were performed to position the compounds in relation to the active site of VKORC1 and deter-
mine the bioactive conformations. Docking results suggested a non-covalent mode of action during which
the proton transfer occurs from Cys135 SH towards 4-carbonyl group of anticoagulant. All crucial inter-
actions for anticoagulant activity were confirmed in generated structure-based 3-D pharmacophore
model, consisted of hydrogen bond acceptor and hydrophobic aromatic features, and quantified by a best
correlation coefficient of 0.97.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among all well documented biological activities of coumarin
compounds (Rodriguez et al., 2011; Satyanarayan et al., 2008;
Karali et al., 2002; Natala et al., 2004), the anticoagulant activity
of 4-hydroxycoumarins and related derivatives is of the greatest
importance (Au and Rettie, 2008). As anticoagulants, 4-hydrox-
ycoumarins act as competitive inhibitors of vitamin K-2,3-epoxide
reductase subunit 1 (VKORC1), a liver endoplasmic reticulum pro-
tein with transmembrane topology (Oldenburg et al., 2007). They
prevent the reduction of vitamin K-2,3-epoxide, which is formed
at the end of the coagulation cycle, to vitamin K hydroquinone,

* Corresponding author. Tel.: +381 34336223; fax: +381 34335040.
E-mail address: nevenas@kg.ac.rs (N. Stankovic).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2014.01.004
0928-0987/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

which begins the new cycle. Consequently, vitamin K-dependent
synthesis of biologically active forms of clotting factors II (pro-
thrombin), VII, IX, and X is temporarily blocked (Ridker et al.,
2003). With the inhibition of prothrombin production there is a de-
lay in the formation of thrombin from prothrombin known as pro-
thrombin time, which is used as a measure of the ability of an
anticoagulant to prolong the formation of blood clot. Patients suf-
fering from venous thrombosis, pulmonary embolism, or heart at-
tack (Hirch et al., 2003) benefit from taking oral anticoagulants like
warfarin. The treatment with anticoagulants includes continuous
administration of compounds and constant monitoring of pro-
thrombin time (Jaffer and Bragg, 2003).

Drugs like warfarin are transferred to the active site of VKORC1
by serum albumin in the open side chain form (Petitpas et al.,
2001). Since there is still no available co-crystallized structure of


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ejps.2014.01.004&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2014.01.004
mailto:nevenas@kg.ac.rs
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2014.01.004
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09280987
http://www.elsevier.com/locate/ejps

Chemico-Biological Interactions 227 (2015) 18-31

Contents lists available at ScienceDirect

Chemico-Biological Interactions

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chembioint

Serum albumin binding analysis and toxicological screening of novel

CrossMark

chroman-2,4-diones as oral anticoagulants

Nevena Stankovi¢ **, Milan Mladenovi¢?, Sanja Mati¢”, SneZana Stani¢®, Vesna Stankovi¢ ¢,
Mirjana Mihailovi¢ ¢, Vladimir Mihailovi¢ ¢, Jelena Katani¢ ¢, Tatjana Boroja ¢, Nenad Vukovi¢’,

Slobodan Sukdolak®

2 Kragujevac Center for Computational Biochemistry, Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanovica 12, 34000 Kragujevac,

P.O. Box 60, Serbia

b Department of Biology and Ecology, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanoviéa 12, 34000 Kragujevac, P.O. Box 60, Serbia

€ Institute of Pathology, Faculty of Medical Sciences, Svetozara Markovica 69, 34000 Kragujevac, P.0. Box 60, Serbia

4 Department of Molecular Biology, Institute for Biological Research “SiniSa Stankovi¢”, University of Belgrade, Bulevar Despota Stefana 142, 11000 Belgrade, Serbia

€ Bioactive Natural Products Investigation, Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanovi¢a 12, 34000 Kragujevac, P.O. Box 60, Serbia
fDepartment of Chemistry, Faculty of Science, University of Kragujevac, Radoja Domanoviéa 12, 34000 Kragujevac, P.O. Box 60, Serbia

ARTICLE INFO

Article history:

Received 20 May 2014

Received in revised form 20 November 2014
Accepted 3 December 2014

Available online 12 December 2014

Keywords:
Chroman-2,4-diones
Anticoagulant activity in vivo
Serum albumin binding
Toxicology

Histopathology

Genotoxicity

ABSTRACT

Two chroman-2,4-dione derivatives, namely 2a and 2f, were tested as in vivo anticoagulants by seven
days of continuous per os application to adult male Wistar rats in a concentration of 20 mg/kg of body
weight. Derivatives were selected from a group of six previously intraperitoneally applied compounds
on the basis of presenting remarkable activity in a concentration of 2 mg/kg of body weight. The
derivatives 2a and 2f are VKORC1 inhibitors, and comparison of the absorption spectra, association,
and dissociation constants suggested that the compounds will be bound to serum albumin in the same
manner as warfarin is, leading to transfer towards the molecular target VKORC1. After oral administra-
tion, the compounds proved to be anticoagulants comparable with warfarin, inasmuch as the measured
prothrombin times for 2a and 2f were 56.63 and 60.08 s, respectively. The INR values of 2a and 2f ranged
from 2.6 to 2.8, recommending them as useful therapeutics in the treatment of patients suffering from
thromboembolic events and atrial fibrillation. The high percentage of binding and high binding affinity
of 2a and 2f towards serum albumin reduced the risk of induced internal bleeding. Several kinds of tox-
icity studies were performed to investigate whether or not 2a and 2f can cause pathological changes in
the liver, kidneys, and DNA. The catalytic activity of serum enzymes, concentration and catalytic activity
of liver and kidney oxidative stress markers and enzymes, respectively, as well as the observed hepatic
and renal morphological changes indicated that the compounds in relation to warfarin induced irrelevant
hepatic toxicity, no increment of necrosis, and inconsiderable oxidative damage in the liver and kidneys.
Estimation of DNA damage using the comet assay confirmed that 2a and 2f caused no clinically signifi-
cant genotoxicity. The higher activity and lower toxicity of 2f recommended this compound as a better
drug candidate than 2a.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Warfarin, as well as other 4-hydroxycoumarins, exerts antico-
agulant activity as an inhibitor of vitamin K 2,3-epoxide reductase

The 4-hydroxycoumarins are oral anticoagulants that are effec-
tive therapeutics in primary and secondary prevention of venous
thromboembolism, systemic embolism, and atrial fibrillation. They
are also prophylactically applied to patients suffering from acute
myocardial infarction and stroke [1], and for the prevention of sys-
temic embolism in high-risk patients with mitral stenosis [2].

* Corresponding author. Tel.: +381 34336223; fax: +381 34335040.
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subunit 1 (VKORC1), a liver endoplasmic reticulum protein that
catalyzes reduction of the vitamin K 2,3-epoxide formed upon
the carboxylation of coagulation factors II, VII, IX, and X to the
native hydroquinone form. For this reason, coumarin-based antico-
agulants are known as vitamin K antagonists (VKAs) [3,4]. When
this reduction is inhibited, the biosynthesis of active coagulation
factors is prevented, leading to temporary interruption of the coag-
ulation cascade. The most crucial step in the coagulation cascade is
the conversion of factor II, known as prothrombin, to thrombin.
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Eight chroman-2,4-diones, namely 2a-h, previously investigated as anticoagulants, of which 2a and 2f as
the most active, were evaluated as in vivo genotoxic agents in Wistar rat livers and kidneys using the comet
assay. Compounds 2a, 2b, and 2f without genotoxic activity were applied prior to ethyl methanesulfonate
(EMS) and diminished EMS-induced DNA damage according to the total score and percentage of reduction.
EMS produce harmful O%-ethylguanine lesion which is incorporated in aberrant genotoxic G=T and T=G
pairing after ATP-dependent DNA strand breaks have been catalyzed by rat Topoisomerase Il (rToplla, EC
5.99.1.3).Therefore, the mechanism of 2a, 2b, and 2f antigenotoxic activity was investigated on the enzyme
level using molecular docking and molecular dynamics simulations insamuch as it had been determined
that compounds do not intercalate DNA but instead inhibit the ATPase activity. Calculations predicted that
compounds inhibit ATP hydrolysis before the DNA-EMS cleavage is being catalyzed by rToplla, prevent
EMS mutagenic and carcinogenic effects, and beside anticoagulant activity can even be applied in the

cancer treatment to control the rate of anticancer alkylation drugs.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Abbreviations:  2a, (E)-3-(1-(2-aminoethylamino)ethylidene)chroman-2,4-
dione; 2b, (E)-3-(1-(2-hydroxyethylamino)ethylidene)chroman-2,4-dione; 2c,
(E)-3-(1-(2-mercaptoethylamino)ethylidene)chroman-2,4-dione; 2d, (E)-3-(1-(2-
(methylamino)ethylamino)ethylidene)chroman-2,4-dione; 2e, (3E,3’E)-3,3'-(1,1'-
(propane-1,3-diylbis(azanediyl))bis(ethan-1-yl-ylidene))dichroman-2,4-dione; 2f,
(3E,3’E)-3,3'~(1,1’-(ethane-1,2-diylbis(azanediyl))bis(ethan-1-yl-1-ylidene))
dichroman-2,4-dione; 2g, N-[(1E)-1-(4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)ethyli-
dene]aminosulfonamide; 2h, 4-hydroxy-3-[(1E)-1-({[(1E)-1-(4-hydroxy-2-oxo-
2H-chromen-3yl)ethylidene]sulfamoyl}imino)ethyl]-2H-chromen-2-one.
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1. Introduction

Whenever a new compound with excellent activity, affinity
and selectivity is discovered, there is a question whether or not it
can become a drug candidate [1]. Even with desired ADMETox
properties, the registration of pharmaceutical requires a compre-
hensive assessment of its genotoxic potential in vivo [2]. In the
case of positive genotoxicity, mechanistic in vitro and in vivo
studies are performed to elucidate the mechanisms of drug
action. The comet assay, i.e. the single cell gel electrophoresis
assay, detects a broad spectrum of DNA damages like DNA strand
breaks, alkali-labile sites, DNA-DNA cross-links, and DNA-
protein cross-links [3]. The test reveals damaged DNA fragments
that migrate in the form of a comet-like tail behind the individual
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