HACTABHO-HAYYHOM BEhY
OAKVIITETA 3A OU3NUKY XEMUTY

YHUBEP3UTETA ¥V BEOI'PALTY

IIpenmer: U3BemiTaj KoMucHje 32 OLleHY U 0A0paHy JOKTOPCKe AUCepTanyje KaHauaara

Auexkcanape IlauheBuh, MmacTep ¢pusukoxemmnuapa

Omnykom HacrtaBHo-HayuHor Beha dakynrera 3a PU3HUKYy XeMH]y YHHBEP3UTETA Y
beorpany ca X penoBue cennuie, onpxkane 6.7.2018. roquHe UMEHOBAHU CMO 3a YJIAHOBE
Komucuje 3a onieny u on0pany JOKTOPCKE AMCEpTaIfje KaHauaaTa Mactep pusukoxemuyapa

Anekcannpe [laBuheBuh, mox HacioBoMm:

»IIpIMeHa eIeKTPOHCKE MapaMarHeTHe Pe30HAHTHE CIIEKTPOCKONHje 32 MCIUTHBAH-€

KOH(OPMALMOHUX MPOMEHA aJI0yMHHA METOI0M CIIMHCKOT 00esleskaBama‘

W3paga mokTopcke aucepraiyje oI HaBEAHMM HACIOBOM OJ00OpeHa je OTYyKOM
HacraBao-nayunor Beha ca Il pegoBne ceqnutie, oapxkane 9.11.2017. ronune. Ha ocHOBY Te
onnyke, Behe Hayunux oOnacTu mpupogHUX Hayka YHuUBep3uTeTa y beorpany je Ha cB0joj
cenuuiy oapxkanoj 30.11.2017. roguHe nano carjacHOCT J1a ce MPUXBATH MpesioKeHa TeMa
JOKTOPCKE AUCEPTaIHje.

Ha ocHoBy mperiena u aHaimu3e JOKTOPCKE MUCEpTaldje KaHAWIATa, TTOAHOCHMO

HacraBro-nayunom Behy cnenehu:

MN3BELITAJ

A. Ilpuxka3s caap:kaja nucepraumje

Jloktopcka amcepranuja wmactep ¢usnkoxemuuapa Ausekcannape I[laBuheBuh
HamMcaHa je Ha yKynmHo 133 cTpaHe u y ckiiagy ca YIyTCTBOM 3a OOJIMKOBAmE TOKTOPCKE
nuceptanuje YHauBep3uteta y beorpany. Cacroju ce u3 cnenehux nenuna: YBon (4 ctpane),
[Ipernen nutepatype (37 crpana), Marepujamu u wmerone (10 crpana), Pesynratu wu
muckycuja (55 crtpana), 3akspydak (4 crpane), Jlureparypa — 156 naBoma (17 crpana).
Kanaumar je y3 TekCT MOKTOpCKe nucepTaije mpuiioxkuo cienehe: buorpadujy ayropa (1

ctpana), Crnucak 00jaBJbeHMX HAy4YHHX pajJoBa M3 JOKTopcke mucepranuje (1 crpana),



U3jaBy o ayropctBy (1 crpana), M3jaBy 0 MCTOBETHOCTH INITaMITAHE M €JIEKTPOHCKE BEp3H]je
te3e (1 ctpana) u UzjaBy o kopumthemy (2 crpane).

Hucepranyja canpxxu ykynHo 44 cnuke (ox tora je 18 cimka u3 nureparype, a 26
CIIMKa TIpe/CTaBJba BIAcTUTE pe3ynrare) u 7 Tabema (ox Kojux 6 MpenCTaBJba BIIACTHTE
pesynTarte, a y jeHOj Cy CYMHUPaHH JIUTepaTypHHU TTOAIH ).

VY nornaBspy Y600 HaBelleHa Cy OCHOBHA CBOJCTBA U (PYHKITH]E CEpYMCKOT anOyMuHa,
a Takohe je omMcaHa M aKTYeIHOCT MCHHUTHBAKA CEPYMCKOT alOyMHHA MOMONY CIIMHCKOT
o0ernexxaBama M eJIEKTPOHCKE MapaMarHeTHe pe3oHanTHe cnektpockonuje (EIIP). ¥ okBupy
OBOT TOTJIaBJba Cy Y NOCEOHOM MOTIOIIIaBJbY MPEJCTaB/BEHH MPEAMET U IIUJb AUCEPTAlH]e.

[Tornasmwe Ilpezned numepamype je NONEIHEHO HA TPH TJIaBHA Jiena. Y MPBOM JCITy
Cy OIKCaHU 3Ha4aj, CTPYKTypa U QPyHKIIHje CEPYMCKOT all0yMHUHA, ca TOCEOHMM OCBPTOM Ha
xymanu (XCA, ox ear. Human Serum Albumin) u roBehu cepymcku anoymun (BCA, ox eHr.
Bovine Serum Albumin), ¢ 003upoM Ha TO J1a Cy OB€ JBE BpPCTE aJOyMHWHA MpOy4aBaHE Yy
OKBHUpY OBe nuceprauuje. Takolhe cy omucaHa mMecTa Be3uBamba MaCHUX KHCEIMHA U JIEKOBa
Ha XCA. Y agpyrom geny, objanimeHe Cy OCHOBE €JIEKTPOHCKE IapaMarHeTHE Pe30HaHTHE
cnekrpockonuje (EIIP), mpu uemy cy mnpukazaHud (QU3MYKM TPUHIMINA OBE TEXHUKE,
00pa3oXeHO je Kako TI0jeJMHM WHCTPYMEHTAJIHW TlapamMaTepu W CBOJCTBAa y30pKa
(xunepuHO TIEName u aHuzotponuja) yruay Ha obnuk EIIP cmekrapa. ¥V Tpehem nmeny je
OMMCAaHO KaKO c€ MPOTEeMHH MOTy TMpOydaBaTH CHHUHCKMM obOenexaBambem u EIIP
CIEKTPOCKOIIMjOM M HaBEACHO jeé KaKBe Ce CBe BpcTe HHpoOpManuja O HCIUTHBAHOM
MPOTEUHY MOTY JOOUTH OBOM METOJIOM. Y OKBHUPY OBOT J€fa, JaT je W JeTajbaH Iperjien
JTUTEpaTypHUX MOJaTaka KOjU C€ OJTHOCE Ha NMPUMEHY cuHCKor oOenexaBama XCA u BCA
nokcun-creapatuma (HIC) u 3-manenmupo-npokcuiom (5-MCJI) 3a mpoyuyaBame OBE JABE
BpCTE al0yMUHA.

[TornaBmme Mamepujanu u memoode je TOJEIHEHO HA TIET TJIABHUX JIeJIOBa. Y MPBOM
JIeTy Cy HaBEJIEHE CBE XEMHUKaIIMje Koje Cy KopuinheHe y eKClepuMEeHTATHOM pany. [dpyru
neo ce oaHocu Ha mpurnpemy y3zopaka XCA, koju ce obOenexaBa TOMOhy S-TOKCHII-
creapuncke (5-/1C) m 16-nokcun-creapuncke kucenune (16-J1C), nok je y tpehem nemy
omucaHa nporeaypa ooenexapama BCA 5-MCJI obenexxuBauem u npunpeme yzopaka bCA.
Herasbu cHumama y3opaka XCA u BCA EIIP cnektpoMeTpoM Cy aTh Yy YETBPTOM i€y, JOK
je y meToMm jAeny MpHUKazaHa mpoleaypa 3a pasnarame nooujenux EIIP crekrapa y nBa
co(TBepcKa makeTa Koja cy HaMemeHa KoMIjyrepckuM cumynanujama EITP criekrapa.

[TornaBmwe Pezyimamu u ouckycuja je MoJeJbEHO y TPU TJIaBHE LETUHE. Y OKBUPY

MIpBE LIEJTMHE NMPUKAa3aHU CYy PE3YNITATH KOjU C€ OJHOCE Ha ONTHMU3AIIN]Y YCIOBa HHKYOAaIuje
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obenexuBaya 5-JIC u 16-J1C ca XCA u xapakrepuzamuje mecta BesuBama JIC 3a XCA. V
OBOM JIeTy JucepTalije ucnurana je u kommnerunuja udmely 5-J1C u 16-1C nipu Be3uBamy
3a XCA, kao u Omm3uHa gokcun rpyme JIC oGenexxuBaya (BezaHor 3a XCA) MOBPIIMHU
XCA. [lpyra nenuHa npukasyje AetajbHy aHanu3y mecta BesuBama 5-MCJI 3a BCA. Tpeha
[eJTMHA YjeTHO TIPEeACTaBJba TJIABHM JIEO OBE JAWCEpTalldje, W TMPHUKa3yje KaKo BapUpame
temneparype u pH, nomaBame eraHOJda, BE3WBakbe MACHUX KHCEIIMHA M JIEKOBA, U
okcupatuBHa omTehema yruuy Ha koHpopMmamujy XCA u BCA, mpu uemy cy
koHpopmannone nmpomene XCA npoyuaBane nomohy JIC obenexxnuBaya, TOK je y Te CBpXe
BCA o6enexasan ca 5S-MCIJIL.

Y mornaBiby 3aKmyuak cy CyYMUPaHU CBU pPE3ylITaTH W 3aKJbYYlH KOJH CY

MPOTUCTEKIIN U3 OBE JHCEpTaIlHje.

b. Onuc pesyarara gucepraumje

Pesynratu noOujeHn y OKBHPY OBE JOKTOPCKE JUCEPTALH]€ OPTaHU30BaHU CYy y TPU
nena. Y TpBOM JeNy JHCEpTalHje, Ha MPBOM MECTy Cy UCIUTAHH OTIHUMAIHU YCIOBU 32
nakyOanujy XCA ca 5-JIC u 16-JIC, Tako &a ce MOCTUTHE MAaKCHMAaJHO BE3MBAHE OBHX
obenexuBaya 32 XCA. Y1Bpheno je ma ce makcumanno BesuBame J[C 3a XCA mocTtmxe
nocie 30 MUHYTa O]l Melllaa OBUX CYICTAHIMja, KA0 U Jia HUje HEONXOIHO Ja C€ Y30pIH
npurnpemajy Ha dusrosnoiikoj remmeparypu (37 °C), Beh je 10BoJbHO 1a ce HHKYOaIMja paau
Ha cobHnoj Temneparypu (22 °C). 3atuM cy okapakrepucada mecra Besuama 5-JIC u 16-J1C
3a XCA mocmatpamem mmpune EINP criektapa, mpu ueMy je yTBpheHO Ja ce JOKCUI Tpyma
5-JIC nana3u y xunpocpoOnoj ynyrpammoctn XCA, mok je y ciydajy 16-JIC oBa rpyma
nouupana 6mu3y nospummae moiekyia XCA. Komnjyrepckum cumynanujama EITP cnexrapa,
nobujenux 3a paznmuunte [[C]:[XCA] monapne onHoce, yrBpheno je na ce EIIP cmexTpu 5-
JC u 16-JIC Bezanux 3a XCA cacToje U3 TpH TJIaBHE KOMIIOHEHTE KOj€ 0J0TroBapajy
jako (JB), cmabo Beszanom (CB) u HeBezanom (HB) obenexuBauy. Kako O6u ce
yrepauio na i ce 5-JIC u 16-1C Besyjy 3a ucrta mecra Ha XCA, ypaljeHu cy ekcriepuMeHTH
y kojuma je XCA mHKyOupaH ca cMmeliaMa oBa JBa obenexunBada. Komnerunujom uzmelhy 5-
JC u 16-JIC npu muxoBoMm Be3uBamy 3a XCA, yTtBpheHo je ma ce mpu HCTOBPEMEHOM
Be3MBamy oOBa JBa Mosekyina 3a XCA, moBehaBa KoJIMYMHA HEBE3aHOT OOeNeX)UBaya y
OJTHOCY Ha CIIy4aj Kaja ce OHM mojeauHadHo Be3yjy 3a XCA. Ilpu Tome je yrBpheHo na ce
npu komrerunuju usmehy 5-JIC u 16-J1C, 16-JIC Besyje 3a XCA ca Behum aduHHUTETOM Yy
onnocy Ha 5-JIC. Takohe je ucnmruBana oxonuna gokcun rpyme 5-J1C u 16-J1C y XCA, Tj.
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KOJIMKO je oBa rpyna Oosm3y noBpmuan XCA, npahemeM n aHaIM30M KHHETHKE PEAyKITHje
OBE TpyIie aCKOPOMHCKOM KHCETWHOM. Y OBUM €KCIIEPUMETHHMA j€ TOTBPHEHO IMOCTOjarmke
nBa tumna Mmecra 3a BesuBame 5-J1C u 16-JIC 3a XCA, u Ha joIl jeaH HaYuH je MOoKa3aHo J1a
je nmokcun rpyna 16-JIC 6mmka nmoBpumHu Monekyna XCA, y oxnocy Ha 5-JIC uwmja je
JIOKCHUJI TpyTa Jorupana y XxuapopooHoj yayrpammocT XCA.

Y okBupy napyre nenuHe aetasbHo cy aHanmusupanu EIIP cmextpu 5-MCJI/BCA
KOHjyrara, Ipu 4yemy je yTBpeHO Ja OBU CIIEKTPU MOTY Ja C€ pa3jioxke Ha JBEe KOMIIOHEHTE,
JB u CB, npu yemy JB nmotuue ox 5-MCJI Bezanor 3a nuctend Ha no3unuuju 34 (Cys-
34), nok je 3a CB nmerassHOM aHaim3oMm yTBpheHO nma ce Be3yje 3a aMHHO TpyIle Ha
noppmuHu BCA.

Y r1pehoj menuHM TNpUKa3aHH CY pe3yiaTatTd JoO0HjeHH TpoydaBameM
koH(popmanmonux npomeHa XCA u BCA uHIYKOBaHHUX BapHpameM TeMIepaType H
pH, nonaBameM eTaHosa, BE3UBAKHEM JIMraHaga (MacHUX KHCEJMHA U JIEKOBA KOjU Ce KOPHUCTE
y CBaKOJIHEBHO] TEpAINHjH) M U3JIarameM JCjCTBY PEaKTUBHHX KuceoHM4YHHX Bpcta (H,Op m
‘0Oy). Pesyararuma cumynaiuja je MmokasaHo jga moBehame TeMmIeparype, Mermbame
pH BpeanocTn ox ¢usmonomke ka Kuceaoj U 6a3HOj CpeAUWHU, A0JABAKE €TAHOJA,
Ka0 M BE€3MBak€ MAaCHUX KHCEJIMHA U JIEKOBAa yTUYy Ha nmpomeHe y pacnoaenu 5-J[C
n 16-J1C y XCA u to Tako na ce yaeo JB xomnoHente cmamyje, a pacty yaeiau CB
u HB xommonente. HacynpoT ToMe, BOJOHUK-TIEPOKCUT U CYNMEPOKCUIHU aHjOHCKHU
paavKan HUCY yTHLalu Ha npoMmeHe y BeduBawy 5-J1C u 16-1C 3a XCA.

[Tokazano je na mnpu oamoraBakmy XCA wu BCA ycimen TepmanHe
JdeHaTypanuje npu HKUM Temneparypama (no 50-60 °C) okonvMHa aMUHOKCUIHUX
rpyna cBa Tpu obOenexuBaya mnoctaje ¢(uexcubunuuja. Ca gamum noBehamem
TeMIeparype, okoauHa amMmuHokcuiaHux rpyna 5-J1C u 5-MCIJI Be3anor 3a Cys-34,
JONHUpaHuX y XuApoGoOHOj YHYTpamkhOCTH allOyMUHA, TOCTaje CBE PUTHAHH]A, a 3a
16-IC u 5-MCJI Be3an 3a amuao rpyne bBCA, ¢aexcubunnuja. Ha Bumum
TeMemnmparypaMa JoJia3u A0 JACJUMUYHO pPEBEpP3MOMIHHUX TIpOMEHa CTPYKyTpe
anOyMuHa, TakBUX Ja XuApo(OOHHW IIEMOBH MOCTAjy CBE 3aTBOPECHH]H, IITO je
nocjeaulla TepMajlHe arperaunuje, a ca JApyre cTpaHe Jojia3u 10 OJMOTaBama
anOyMHHA HA TTOBPIIUHU.

Memame pH ka xucenoj win 6a3HOj cpenuHu 'y ogHocy Ha ¢usuonomky (pH 7,4),
KopumthemeM cBa Tpu oOeJeXuBada, JETEKTOBAHO je Kao mopacT y (IeKCHOMITHOCTH
anObyMuHa, MTO je TOCJIEeAHIa OJMOTaBama CTPYKType ajlOyMHUHA Yciel KHCEI0-0a3HuX

npenaza. Y ciydajy S-MCJI Be3anor 3a BCA, yodeHo je na kuceno-6a3Hu mpena3u J0BOJIC He
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camo 710 oTBapama 1iemna y kojem ce Hanasu Cys-34, Beh 3a mocnenuiy umajy u nosehany
MOKPETJBUBOCT aMUHO Tpyma Ha noBpimrHu BCA.

HonaBamem eranona pactBopuma XCA u BCA, nomasu 1o pazMoTaBama alOyMHUHa,
mto ce y cayudajy 5-JIC/XCA u 5-MCJI/BCA manudecrtyje ka0 cCMamemhe MUpPUHE
EIIP cnekrapa ycmen moBehane ¢ruekcMOMIHOCT OKOJMHE OBHX oOelexuBaya.
Takohe, 5-MCJI Be3an 3a amunHo rpyne Ha noBpmuHu BCA je moka3zao moBehany
moOminHocT. Hacynpor tome, mupuna EIIP cmektpa 16-JIC/XCA ce nmosehasaina,
IITO MOJXE Jla TOBOPHM MW O moBehaHO] pUTMIHOCTH, WU, IITO jé BEPOBATHHU]jE, O
noBehaHoj monapHoCcTH y okoJuHU Aokcuia rpyne 16-J1C, koja ycien pazMoTaBama
XCA mocraje U3J10XKeHHja pacTBapauy.

BesuBame meT MacHUX KuCeNWHA (JTaypuHCKA, MUPHCTHHCKA, TMAJIMUTHHCKA,
CTeapMHCKa U IIUC-0JIEMHCKA) je yTuIano Ha npomeny pacnogene 5-J1C u 16-IC y monexymy
XCA, amu Takohe m Ha oTBapame pemna y kojem je cmemreH Cys-34. Ca apyre crpaHe
BE3MBal¢ HABEIHMX MAaCHUX KHCEIMHA HHUje YTUIAIO0 Ha OKOJIMHY aMHHO Tpymna Ha
nospunHu bCA.

Pesyntatu koju ce ofHOCE Ha NMpoydaBame yTHIAja Be3UWBama IIECT JIEKOBA
(ubynpoden, auasernam, BapdapuH, pamunpui, O0opmasernam u aukiodeHak) 3a XCA u
BCA na xoHdopmanujy oBUX MPOTEHHA, yKa3yjy HE caMO Ha U3MEHEHY pacmoeny
5-AC u 16-IC y XCA, Beh roBope u o mpomenu okonuHe Cys-34 y IpuCYyCTBY JIEKOBA.
BesuBamwe wuOympodena, Opomazenama, pamunpuia u aukiopenaka 3a 5-MCII/BCA je
noBoauiio A0 noehama diexkcudumHocTr okoynmHe Cys-34, MOK Cy paMUNIPUIT U THa3eram
WCIIOJbaBalid CymopTaH edekar. Pesynratu noO0HjeHM y OKBUPY OBE IHCEpTalldje Cy Y
carjJacHOCTH ca OpojeM MecTa Be3uBama y alOyMHUHY 332 CBaKH O] OBHX JIeKoBa. Takohe, HUje
npoHahena kopenauuja usmely npomena y EIIP cnekrapuma 5-JIC/XCA, 16-AC/XCA u 5-
MCJI/BCA u mecTta Be3uBama JIGKOBA, ITO yKa3zyje Ha TO Ja CTPYKTYpHE IMPOMEHE Yy
anOyMUHy TIOTHYY Ha MPBOM MECTY OJI OpHjeHTaIMje JeKa U MHTEpaKifja ca oapeheHum
MECTOM BE3UBambA.

BopoHUK-TIEpOKCU U CYNEPOKCUIHU AHJOHCKM paJvKajd MpU KopUImIheHUM
KOHIIEHTpalljaMa HHUCY HW3a3Balli IPOMEHE KamamuTeTa ajOyMHHa 3a BE3UBamE
MaCHHUX KHCEJIWHA, alli CY JOBEJIU 10 OKCHUJIATHBHUX omTehema Koja ce UCIoJbaBajy
Kpo3 oTBapame Cys-34 pemna, moBehame MOOMIHOCTH aMHUHO T'pyna Ha MOBPIIMHU

anO0yMuHa, Ka0 U KPO3 OKCHAAIHU]y OBHX Tpyma.



B. Ynopeana anaam3a pe3yJarara jJgucepranuje ca pe3yjJrataMa Hu3

JuTepatrype

Cepymcku andymunu (CA) cy rinoOynapHH NPOTEUHH, KOJU C€ CHHTETHINY Yy jeTpH
KMUMEHaKa OJ[aKjle ce U3Ny4dyjy Y KpBOTOK, riae unHe 60 % yKymHOT MpOTEHHCKOT calipkaja
mnasme. OBH TIPOTEMHHM MMAjy HEKOJUKO BaXXHUX (PyHKIMja y (U3HOJOIIKHUM YCIOBHUMA!
TPAHCIIOPTHY, AaHTHOKCUJATUBHY, UMajy YyJOTY Yy CHUTHAIM3AIMJH U Ba30JWJIATAM]H, YUHE
ok0 80 % KOJIOMIHOT OCMOTCKOI IIPUTHUCKA, a JOIPUHOCE U OJip>kaBawky pH BpeqHOCTH KpBH.
300r OoBaKo BEIMKOT 3Hayaja aOyMUHA, OH j€ jeJaH O] HajBUIIC W3y4aBaHUX MPOTEHHA. 3a
UCIIUTUBAKE HETOBE CTPYKTYpe, KOH(DOPMALIMOHUX IPOMEHA U MHTEpaKIija ca pa3IuuuTUM
CYICTaHLMjaMa KopuIIheHO je o0MJbe pa3HMX TeXHHMKa, Mel)y Kojuma je M eJeKTOpHCKa
napamarHeTHa pe3onanTHa cnekrpockonuja (EIIP). Kako 6u anOGymuH Morao ja ce uCuryje
nomohy EITP-a, 3a mera ce Hajnpe Be3yje CIUHCKH O00EJIe)KMBaU, MapaMarHeHTH MOJICKY,
KOJH CaJpKU HECMapeH eJNEeKTPOH, 4hju ce curHai aetektyje momohy EIIP-a. CrnmHCku
o0ee)XMBaYl Cy OCETJPHBHU Ha IOJIAPHOCT, MPOTUYHOCT U BHCKO3HOCT CpEIMHE, Kao U Ha
CMameHY TTOKPETIHUBOCT, IITO ce cBe MaHudecrtyje y usrneny EINP crekrapa.

C o03upoM Ha TpaHCHOpPTHY (YHKIH]y anOyMHHAa YriIaBHOM CYy 3a CIIMHCKO
obenexaBarbe XCA u BCA, kopumiheHw nepuBaTH MacHUX KHCEIMHA M TO TPETEKHO
creapuHcke kucenuHe. KoJa OBMX MacHHX KHCENIMHA j€ IapaMarHeTHa JOKCHJI Tpyra
KOBQJIEHTHO Be€3aHa 3a HEKU O]l YIJbeHHKOBUX aTOMa y METHJICHCKOM HH3y. Mely muma cy
Hajuenthe kopumheHe ABe JOKCUI-CTEAPUHCKE KUCEIIMHE KO KOjUX C€ JOKCHII Tpyma Hajna3u
Ha CYIPOTHHM KpajeBHMMa METHJICHCKOT JIaHIa — S-ToKcui-cTteapuncka kucenmuna (5-1C) u
16-nokcun-creapuacka kucenuHa (16-JIC). Ocum Tora, 3a mpoydaBame alOymMHHA j& Y
nmuTepatypu kopuitheH u 3-manenmuno mpokcui (5-MCJI) koju ce y anOyMuHy KOBaJIGHTHO
Besyje 3a Cys-34.

VY nurtepatypu je mokazaHo na je gokcus rpymna 5-J[C Besanor 3a XCA wunu
BCA jaue umoOunucana y ognocy Ha 16-JIC [1-6]. Takohe je HaheHno ma ce mokcuia
rpyna 5-JIC y anOymuHy Hanasu y Xxuapo(oOHO] YHYTpaLIHOCTH OBOT MPOTEHHA, TOK CE Y
cinydajy 16-/1C nanasu 6ausy nopmune [2,5,7-9]. Ocum tora, 3a 16-JIC je yrBpheno na ce
npu BesuBamy 3a XCA auctpuOynpa Ha HEKOJIMKO Pa3IMUUTUX MECTa, Tj. 1a MOJIEKyIu 16-
JIC mory penatuBHO Op30 1a ce kpehy yHyrap anOymuna u m3memyjy mecta [10]. YV oBom
pany je mokazaHo na komnjyrepckuM cumynanjama EITP cnextpu 16-J1C/XCA xommiekca
MOTY J1a C€ paslio)ke Ha KOMIIOHEHTE Koje onaroBapajy jako (JB) m cmabo Beszanom (CB)

obenexuBauy. OBakBu momamu Hucy goctynHu 3a 5-JIC/XCA komrmuiekc. CBU HaBeICHHU
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mojay Cy y carjacHOCTH ca pe3yiTaTuMa OBE JucepTanuje JoOWjeHHM aHaJu30M |
cumynanujama EITP criekrapa 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA xomIiekca 1 KHHETHKE PETYKIIH]e
JOKCHII Tpyla OBUX OOeJekuBada acKopOMHCKOM KucenuHoM. Cumynamnujama je y OBOj
nucepranuju nokaszano aa ce u 5-J1C, kao u 16-J1C y XCA nuctpulyupa Ha JIBa THIIA MeCTa
— JB u CB, a onpehenn cy u ynenu JB, CB u HB (HeBe3aHe) KOMIIOHEHTE TP Ta3JIMYUTHM
[AC]:[XCA] momapuumM ogHOCHMa 3a 00a obenexxnBada. KnHeTHka peaykiiyje TOKCHII rpyma
JC obGenexxuBada koju ce Hajaze y komruiekcy ca XCA ackOpOMHCKOM KHCEITHHOM je
npaheHa y cTyauju aIpyrux ayropa, MehyTum pe3yiaTatu HUCY KBAHTUTATUBHO aHAJTU3UPAHU,
Beh je Ha OCHOBY HarmOa KMHETUYKUX KPUBUX 3aKJbYYECHO Ja ce qokcui rpymna 5-JC Hamasu
nyosee y yayTpammoctn XCA y nopehemy ca 16-/IC [11]. Y oBoj nucepranuju je 1eTajbHOM
aHAJIM30M KHHETUYKUX KPUBHX U oJpehuBameM KWHETHYKHX Mapamerapa moTBpheHo na
nocroje nBa tuna mecra BesuBama 5-JIC u 16-JIC 3a XCA, koja cy y pa3iM4uTO] MEpH
m3noxeHa Boau. Kako 6um ce yrBpauio aa au ce 5-JIC u 16-JIC Besyjy 3a ncta MecTa Ha
XCA, y oBoj mucepranuju cy ypahenu excrepumeHtd y kojuma je XCA mHKyOMpaH ca
cMelIaMa oBa J1Ba 00enexuBaya, Ipyu 4YeMy je yTBpheHo Jja ce HICTOBPEMEHHM BE3MBAKHEM OBa
nBa Mojekyia 3a XCA, noBehaBa KOJIMYMHA HEBE3aHOT O0eNEeXHBadya y OAHOCY Ha CIy4aj
Kaaa ce oHu nojenuHadHo Be3yjy 3a XCA. Anamusom EINIP cnekrapa je yrBpheHno na ce npu
kommeturrju uamehy 5-JIC u 16-J1C, 16-J1C Besyje 3a XCA ca Behum apuHUTETOM y OTHOCY
Ha 5-JIC. V nutepaTypu He MOCTOje MoAalny O KOMIEeTULHju u3Mel)y oBa nBa obenexxuBaya
npu BesuBamy 3a XCA. MehyrtuMm, mocroju cryawja y Kojoj Cy MpHKa3zaHH pe3yJTaTH
kommnetunuje udmehy 5-JIC, 10- (10-C) u 12-goxcun-creapuncke (12-/C) xkucenune mpu
BesuBamy 3a XCA [12]. ¥V oBom pany [12] je moka3aHo aa ycien CTEpHUX CMETHH u3Mmehy
noKcui rpyma aBa paszaunuuta JIC obenexnBaya J1051a31 70 N0jaBJbUBamka 3HaUajHE KOJTHMUUHE
HeBe3aHor obenexxuBava y EIIP crektpuma, mTo ce ciaxe ca pe3yaTaTuMa MPUKa3aHuM y
OBO]j TUCEPTaIH]H.

Kama je y nmuramy BesuBame 5-MCJI obGenexxnBava 3a aJiOyMuH, y JUTEpaATypH
MI0CTOj€ JIBE pa3IMuUTe MpPETHOCTaBKe y Be3u ca nopekiom CB kommnonente. [Ipema jenHoj
MPETIIOCTABIM, OBAa KOMITIOHEHTa motude o1 ciobomnor 5-MCJI y pactBopy [13], 1ok mpema
npyrom pany, CB kommonenta oarosapa 5-MCIJI oGenexxuBady BE3aHOM 3a aMHUHO TPyIie
anbymuna [14]. Y oBoj mucepramuju je nerasbHoM aHanuzoM EINP cnekrapa 5-MCJI/BCA
Komwyrata nokasaHo na CB komnoneHnra notuue ox 5-MCJI Be3aHoOr 3a aMHHO TpyIe Ha
nospunHu bCA.

VY rmaBHOM neny amcepranuje ucnuTtaHe cy koHdpopmarmone npomene XCA u BCA

MHJIYKOBaHEe BapupameM Temmeparype u pH, nonaBameM eTaHoja, BE3UBAKEM JIUTaHA/Aa
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(MacHUX KHCEJIMHA W JIEKOBa KOJU C€ KOPUCTE Yy CBAaKOJHEBHO] TEpamuju) U H3JIarameM
nejcTBY peakTUBHHX KuceoHnyHux Bpcta (H,O, u 'Oy). YV nurepatypu moctoje mogamu o
yTunajy temneparype Ha moounnoct 5-J1C, 16-J1C [2,6,10] u 5-MCJI Bezanux 3a XCA
i BCA [13,15,16]. Y oBuMm pamoBuma, TepMaiaHa JACHATypaluja anOyMuHa je mpahena y
y)KeM OIICery Temmeparypa y OJHOCY Ha pe3ysiTaTe MpUKa3aHe y OBOj aucepranuju (22-75
°C), crora je y OBOj OUCEPTALUjH YCHELIHO JETEKTOBAHO MoBehame pPUTHAHOCTH
xuipooOHUX [ermoBa Ha TeMreparypama usuan 60 °C, mro Huje 3a0e/IeKEHO Y TUTEPaTypH.
Takobhe, y jennom pany [10] npuxazanu cy ynenu JB u CB xomnonenara y EIIP cniekrpuma
16-JIC/XCA wma camo tpu pasmuuure temmneparype — 22, 37 u 50 °C. Pesynratu koju ce
omHoce Ha ytumaj temmeparype Ha moobwmmHocT 5-JIC, 16-JIC u 5-MCIJI obGenexnBaua u
ynene JB u CB koMmmoHeHaTta NOOWjeHH Yy OBOj AWCEPTAIMjU CE€ CIIaXy ca MPEeTXOTHO
HaBE/ICHUM JIUTEPATYpPHUM H3BOPUMA IIPU HIDKUM TeMIIepaTypama.

Ytunaj) pH wva XCA u BCA je Beoma cmabo mpoydaBan momohy JIC m 5-MCJI
obenexuBaya. Haume, y jeqHom pany npukasanu cy yaenu JB u CB 16-JIC/XCA kommiekca
Ha Tpu pH Bpennoctu (5,5, 7,4 u 8,5) [10], a y apyrom pany je oapeheHa KonmndmuHa BE3aHOT
12-JIC obenexuBaua 3a BCA y oncery pH 5,0-11,0 [17]. Kuceno-6a3uu npena3u BCA cy
poy4YaBaHHW MOMONhY MaJerMMHUI0-aMHUHOCKIIIHUX JepUBATa PAa3IMUUTE JY)KHHE MOJIEKYNa y
oncery pH 2,0-10,0 [18,19], mehyrum pesynratu 3a S-MCJI Hucy npukazanu, ¢ 003UpoM Ha
TBpAKY aytopa aa 5-MCJI Huje TOBOJbHO OCETJbUB 3a jAeTekuujy pH-npenasa anOymuHa.
Pesynratu mpuka3aHu y oBOj AucepTanuju oOyxBaTajy mpuka3 ytuuaja pH Ha mMoOMIHOCT
amunokcuiHe rpymne 5-J1C, 16-JIC u 5-MCJI Bezanux 3a anOymuH, kao u Ha yuene JB, CB u
HB xommnonenara 5-JIC/XCA u 16-JIC/XCA (omnocuo auctpudymujy 5-J1C u 16-J1C y XCA
npu pH-npenazuma). OBH pe3ynaTaTu Cy y CarjiaCHOTH ca MOCTOjameM MeT GopMHu atdyMuHa
KOje TIOCTOje y pasauuuTHUM obnactuma pH, u ca yumeHuIoM na npu Bapupamy pH ox
(hbU3MOIIONIKE BPEAHOCTH Ka KHUCEJI0] WK 0a3HO] CPEMHM J10J1a31 10 pa3MOTaBamba CTPYKTYpE
anbymuna [20]. Ocum Tora, y 0BOj AUCEPTALHjH j€ MOKa3aHO U KaKo pacTBOpJbUBOCT 5-/[C u
16-J1C 3aBucu on pH (o uemy Hema moparaka y JUTepaTypu), Ha OCHOBY 4era je pa3BHjeH
ONTUMAJIaH MOCTYMAaK 3a ucnutuBame XCA momohy oBUX 00enexnBaya y KHCEI0j CPEIUHU.

VYrunaj etanona Ha koHpopmarmone npomeHe XCA u BCA je momohy EINIP Texnauke
WCIIUTAH KBAJIMTATHBHO Y JETHOM Panay, Y KOjeM je MoKa3aHo Ja moBehameM KOHIICHTpaIlhje
eTaHoza Josa3u 10 npomeHa ctpykrype XCA, npu uemy pacrte KoauuuHa HeeesaHor 5-J1C
obenexxuBaya [9]. OBakaB TpeH] je MOKa3aH U Y OBOj AMCEPTALUjU, & CBEYKYITHU pe3yaTaTu

KOJH C€ OJIHOCE Ha yTHIIa] €TaHOJIa Ha KOH(POpMaIH]y aIOyMHHA Ce CIIaXy ca JUTEPaTypHUM



nojanuMa y KojuMma je 3abenexeHo TyOJbeHhe CEKyHIapHe W TeplHjapHE CTPYKTYpe OBOT
nmpoTenHa ca nmosehameM KoHIIEHTpanuje eranona [21].

VYTHuaj Be3uBama MacHUX kucenuHa Ha koHpopmanujy XCA u BCA nomohy 5-/1C,
16-J1C u 5-MCIJI obenexuBaua HUje MPUKa3aH y JuTeparypu. MehyTum, mocToju HEKOJIUKO
pazoBa y KOjuMa je TOKa3aHO Ja MOCTOJU KOMIETHIMja u3Mel)y mokcui-mepuBara MacHHUX
KHCEMHA pa3IUYUTUX Jy>KMHA M Pa3IMUYUTUX HEOoOeJIeKeHWX MACHHUX KHUCEIMHA Tpu
BesuBamy 3a XCA u BCA [3,22-24]. ¥V oBuM pajoBuMa KOMIeTHIHja u3Mel)y mMacHHX
kucenuna u JIC oOenexuBaya HUje AeTabHO U3y4yaBaHa, HETO je MOCTYXHJIA CaMoO Jia ce
UCIUTa Ja JU Cce JOKCHJI-JEpUBATH MAaCHUX KHCEJIeMHa Be3yjy 3a HCTa MecTa Kao u
HeoOenexxeHe MacHe KuceiauHe. OBHM JIUTEpAaTypHU MOAALIM C€ CJIaXy ca pe3yiaTaThuma
noOWjeHuM y OBOj aucepranuju. Takohe, pe3ynaTaTd OBe aUcepTalje ToKa3yjy Aa Mpu
Be3WBamkhy MacHUX KHCEIIMHA J0Ja3u J0 OTBapama Ijemna y kojem ce Hanasu Cys-34, mTo ce
ClIaXke ca JIUTepaTypHUM MoJaluMa y KojuMa je TIOKa3aHo Jla ce Be3UBamkEe MaCHUX KUCENIMHA
3a anbymuH mnosehaBa peaktuBHOCT Cys-34 mpema jeaumemMMa Koja ce€ Be3yjy 3a
cyndxuapunne rpyne [25].

WuTepaknuja ekoBa Koju Cy neo yoOudajeHe Tepanuje (uOympodena, muasernama,
Bap(dapuHa, pamurpuia, Opomaszenama W HaTpUjyM-IUKIOo(peHaKa) W anOymMuHa, Ipema
JIOCTYITHO] JIMTEPATypH HHCY TpoydaBaHu cruHCKUM obOenexaBarkbeM XCA wmmu BCA ca
nokcun-cteapuHckuM U 5-MCJI oGenexuBaunma. MelyTuM, pe3ynraTu MOKa3aHH y OBO]
IHCepTaLUju Ce CIaXy ca JIMTEPaTypHUM IojaluMa o Opojy MecTa Be3uBama OBUX JIEKOBA
Ha andbymuny [26-31].

[Ipernenom poctymHe JuTepaType HUCY TmpoHaleHH pagoBH y KojuMa cy
koHpopmannone npomene XCA mimmu BCA ycnen okcupatuBHUX omeTehema mpoydyaBaHH
cnuHCKUM oOenexaBameM U EIIP cnekrpockonujom. Cmameme konnunne 5-MCJI BesaHor
3a Cys-34, npu tpetmany XCA u BCA BOJOHUK-TIEPOKCHUIIOM U KaJlUjyM-CYTEPOKCHIOM,
YOUEHO Y OKBHPY OBOT JieJla TUcepTaIrje ce ciaaxe ca nomanuma aa ce Cys-34 y mpucycTBy
PEaKTHUBHUX KHCEOHHYHUX BpPCTa CIIOPO OKCHIyje M0 CYI(EHCKOTr, CYI(PHHCKOT WU

cyndoHckor obnuka [32].
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Spin Labels to Human Serum Albumin: An EPR Study, The Journal of Physical

Chemistry B, 2014, 118(37), 10898-10905.

Paoosu y ucmaxnuymum meljynapoonum uaconucuma, M23:

. A. Pavicevi¢, J. Luo, A. Popovi¢-Bijeli¢, M. Mojovi¢, Maleimido-proxyl as an EPR

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

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

. 3ak/pbyyak KoMuUcHje

Ha ocHoBy cBera u3znoxeHor u oueHe gare y Mssemrajy, Komucuja cmatpa

na pe3ylnTaTH KaHaunaTkumwe Anekcanape [laBmheBuh mpeacrtaBspajy opruHaiaH u

3HaYajaH HAay4YHHW JONMPUHOC y oOiacTu Owodu3nuke Xxemuje. Y CKIaay ca THUM,

Komucuja npennaxe HacraBHo-Hayunom Behy @Pakynrera 3a (Qu3MuKy Xemujy,

YuuBep3urtera y beorpaay na noktopcky aucepranujy Anekcanape [Tasuhesuh nmon

HaciaoBoM: ,IIpuMeHa eleKTPOHCKe NMapaMarHeTHe Pe30HAHTHE CIEKTPOCKOMHje 3a
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