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Primena molekulskog modelovanja i eksperimentalnih metoda u cilju 

proučavanja uticaja perfluoralkilovanih supstanci na humane proteine 

krvi 

Sažetak 

Per- i polifluoralkilovane supstance (engl. perfluoroalkyl substances, PFAS) predstavljaju izazov za 

naučnu zajednicu poslednjih nekoliko decenija. Njihova izuzetna hemijska stabilnost omogućila je 

upotrebu u različitim industrijskim granama i doprinela njihovoj akumulaciji u životnoj sredini i 

detekciji u ljudskoj krvi. Sve veći broj studija ukazuje na njihovu povezanost sa narušavanjem 

homeostaze u organizmu. 

Tema istraživanja ove doktorske disertacije je bila usmerena ka teorijskoj i eksperimentalnoj analizi 

vezivanja trifluorsirćetne kiseline (engl. TFA), perfluorbutanske kiseline (engl. PFBA) i 

perfluoroktanske kiseline (engl. PFOA) za humane proteine krvi: fibrinogen, α2-makroglobulin 

(α2M), hemoglobin i humani serum albumin (HSA). Do sada, uticaj PFAS na strukturu i funkciju 

ovih proteina nije bio detaljno proučen. 

Primenom molekulskog dokinga i simulacija molekulske dinamike (MD) identifikovana su vezivna 

mesta PFAS na analiziranim proteinima. Takođe, razvijena je nova metoda za praćenje protein-ligand 

interakcija iz MD simulacija. Eksperimentalno dobijeni podaci su pokazali da PFAS ostvaruju 

vezivanje srednjeg afiniteta sa fibrinogenom. Enzimski esej ukazao je na mogući uticaj PFAS na 

antiproteaznu funkciju α2M usled vezivanja liganda blizu reaktivnog cisteina. Spektrofotometrijska 

merenja  su potvrdila vezivanje PFAS za hemoglobin, uz indikacije o mogućim promenama u 

strukturi proteina. Analiziranjem interakcija između PFAS i HSA pronađeno je veoma jako vezivanje 

liganda za proteinski domen koji zadržava strukturu kod svih albuminoida i ima potencijalnu primenu 

u prečišćavanju životne sredine.  

Dobijeni rezultati pružaju jasan uvid u interakcije PFAS sa humanim proteinima krvi i potvrđuju da 

ova jedinjenja mogu uticati na njihovu strukturu i funkciju. 
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Investigation of the effects of perfluoroalkyl substances on human blood proteins 

using molecular modelling and experimental methods 

Abstract 

 

Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) have posed a challenge to the scientific community over 

the past several decades. Their exceptional chemical stability has enabled their application in various 

industrial fields and contributed to their accumulation in the environment and detection in human 

blood. An increasing number of studies indicate their association with the disruption of homeostasis 

in the organism. 

The subject of this doctoral dissertation was directed toward the theoretical and experimental analysis 

of the binding of trifluoroacetic acid (TFA), perfluorobutanoic acid (PFBA), and perfluorooctanoic 

acid (PFOA) to human blood proteins: fibrinogen, α2-macroglobulin (α2M), hemoglobin, and human 

serum albumin (HSA). To date, the influence of PFAS on the structure and function of these proteins 

has not been thoroughly investigated. 

By applying molecular docking and molecular dynamics (MD) simulations, PFAS binding sites on 

the analyzed proteins were identified. In addition, a new method for monitoring protein–ligand 

interactions from MD simulations was developed. Experimental data showed that PFAS bind to 

fibrinogen with moderate affinity. The enzymatic assay indicated a possible effect of PFAS on the 

antiprotease function of α2M due to ligand binding near the reactive cysteine. Spectrophotometric 

measurements confirmed PFAS binding to hemoglobin, with indications of possible changes in 

protein structure. The analysis of PFAS–HSA interactions revealed very strong ligand binding to a 

protein domain conserved among all albuminoids, suggesting its potential application in 

environmental remediation. 

The obtained results provide clear insight into PFAS interactions with human blood proteins and 

confirm that these compounds can affect their structure and function. 
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BAPNA – Nα-Benzoil-L-arginin 4-nitroanilid hidrohlorid 

CBB – komasi brilijant plavo (od engl. Comassie brilliant blue) 

CD – cirkularni dihroizam 

DFT – teorija funkcionala gustine (od engl. density functional theory)  

DMSO – dimetilsulfoksid 

DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 

FA – masna kiselina (od engl. fatty acid) 

FEL – površina slobodne energije (od engl. free energy landscape) 

HSA – humani serum albumin 

LRIM – ligand‒amino-kiselinski ostatak mapa interakcija (od engl. ligand-residue interaction maps) 

MC – Monte Karlo metoda  
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OPC – optimizovan model vode (od engl. optimal point charge) 

PDB – proteinska baza podataka (od engl. protein data bank) 

PFAA – perfluoralkil kiselina (od engl. perfluoroalkyl acid) 

PFAS – per- ili polifluoralkil supstance (od engl. per- or polyfluoralkyl substances) 

PFBA – perfluorbutanska kiselina (od engl. perfluorobutanoic acid) 

PFKK – perfluorkarboksilna kiselina (od engl. perfluorocarboxyl acid, PFCA)  

PFOA – perfluoroktanska kiselina (od engl. perfluorooctanoic acid) 

PFOS – perfluoroktan sulfonska kiselina (od engl. perfluorooctanesulfonic acid) 

QM – kvantna mehanika (od engl. quantum mechanics) 

Rg – radijus žiracije (od engl. radius of gyration) 

RMSF – fluktacije aminokiselinskog ostatka (od engl. root mean square fluctuation) 

RMSD – srednje kvadratno odstupanje koordinata atoma u odnosu na referentnu vrednost (od engl. 

root mean square deviation) 

SDS-PAGE – natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (od engl. sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

TEMED – tetrametiletilendiamin 

TFA – triflursirćetna kiselina (od engl. trifluoroacetic acid) 
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1. UVOD 

Per- i polifluoralkil supstance (engl. per- and polyfluoroalkyl substances, PFAS) predstavljaju 

raznovrsnu grupu hemijskih jedinjenja, sa zajedničkom strukturnom karakteristikom posedovanja 

polarne glave i nepolarnog repa, koji može biti delimično ili potpuno fluorovan. Upravo zbog 

posedovanja C–F veze, koja predstavlja jednu od najjačih kovalentnih veza u prirodi, PFAS su 

hemijski veoma stabilna jedinjenja. Takođe, ove površinski aktivne supstance su otporne na visoke 

temperature i pritiske, rastvaraju se i u hidrofilnim i u lipofilnim rastvaračima, te ispunjavaju sve 

industrijske potrebe. Iako je proizvodnja PFAS skupa, navedene karakteristike ih čine nezamenljivim 

u industrijskoj upotrebi. Koriste se u proizvodnji protivpožarne pene, keramike, kućne hemije, 

kozmetičkih preparata, nameštaja, tekstila, plastičnih materijala. Sa druge strane, savremeni problem 

upotrebe PFAS leži upravo u njihovoj hemijskoj stabilnosti. Naime, C–F veza se ne može raskinuti 

standardnim metodama, dok biološki tretmani hidrolizuju C–C veze, što dovodi samo do skraćivanja 

fluorovanog repa. Istraživanja su pokazala da se PFAS danas nalaze u vodi, vazduhu, zemljištu, 

biljkama, mikroorganizmima, a potvrđeni su i u pijaćoj vodi, životinjskoj i ljudskoj krvi u 

koncentracijama koje nisu zanemarljive. Složenost problema dodatno otežavaju činjenice da se u 

ekosistemu ne nalazi jedna vrsta PFAS, već kompleksna smeša različitih jedinjenja. 

Sprovedena su brojna globalna istraživanja uticaja PFAS na ljudsko zdravlje, čiji rezultati 

ukazuju na ozbiljne zdravstvene posledice. Nakon što dospeju u organizam, PFAS se akumuliraju u 

tkivima, naročito u jetri, bubrezima, srcu, mozgu, mišićima i kostima. Oni deluju imunosupresivno, 

utiču na hormonski disbalans, povezani su sa oboljenjima jetre i bubrega, smanjuju reproduktivnu 

funkciju, gustinu kostiju, a postoje istraživanja koja ih povezuju i sa pojavom kancera. Regulativa u 

vezi sa dozvoljenim koncentracijama PFAS u vodi i dalje nije globalno usaglašena i zavisi od lokalne 

zagađenosti, a u nekim državama uopšte ne postoji. Posebnu grupu PFAS čine perfluoralkil kiseline, 

od kojih su perfluorkarboksilne kiseline (engl. perfluorocarboxylic acids, PFCAs) posebno značajne 

za ovo istraživanje. Predstavnik ove grupe je PFOA, dugolančani molekul, koji zbog visoke 

koncentracije u krvi predstavlja i najproučavaniji PFCA.  

PFOA se u visokom procentu vezuje za humani serum albumin, a zatim i transportuje kroz 

organizam, što je pokazano eksperimentalnim i teorijskim metodama. Najpouzdaniji rezultati u 

istraživanju protein–ligand interakcija postižu se upravo kombinacijom ova dva pristupa. 

Eksperimentalne metode se ne mogu tumačiti izolovano, a in silico pristupi poslednjih godina beleže 

ubrzan razvoj. Danas je moguće, teorijskim pristupom, sa velikom preciznošću identifikovati vezivna 

mesta liganada na receptorima, pa čak i na složenim sistemima poput membranskih proteina ili DNK. 

Najznačajnije teorijske metode uključuju kvantnohemijske proračune (DFT), molekulski doking i 

molekulsku dinamiku (MD), koje se međusobno nadovezuju i dopunjuju.  

Cilj ove doktorske disertacije je da pruži jasan uvid u vezivanje tri PFCAs (TFA, PFBA, 

PFOA) za četiri važna humana proteina krvi: fibrinogen, α-2-makroglobulin (α2M), hemoglobin i 

humani serum albumin. Odabrani ligandi omogućavaju poređenje efekata dužine lanca na vezivanje 

i potencijalne promene u strukturi, aktivnosti i funkciji proteina. Fibrinogen je ključan protein u 

kaskadnom procesu koagulacije krvi, dok α2M učestvuje u antiproteaznoj zaštiti organizma i povezan 

je sa regulacijom koagulacije. Hemoglobin je glavni transportni protein kiseonika, shodno tome, 

posebno je značajan za razumevanje mogućih uticaja “večnih hemikalija” na osnovne fiziološke 

funkcije. Do sada nije ispitan uticaj PFCAs na koagulaciju krvi, niti na antiproteaznu zaštitu, ali je 

poznato da se PFOA vezuje za hemoglobin i da uzrokuje velike strukturne promene u molekulu. 

Takođe, dosadašnja istraživanja su bila fokusirana na vezivanje PFOA za HSA, budući da PFACs 

oponašaju masne kiseline koje se vezuju visokim afinitetom za HSA.  

Rezultati dobijeni istraživanjima u okviru ove doktorske disertacije treba da donosu nova 

otkrića o interakcijama PFCAs sa humanim proteinima krvi, pružajući uvid o strukturnim i 

funkcionalnim promenama proteina nastalih usled vezivanja liganada.  
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2. OPŠTI DEO 

U poglavlju “Opšti deo” detaljno je opisana tema ove doktorske disertacije, sa posebnim 

akcentom na strukturu i osobine ispitivanih liganada (TFA, PFBA i PFOA), njihov uticaj na životnu 

sredinu i posledice po ljudsko zdravlje. Posebno je razmotreno vezivanje PFAS za humane proteine, 

što predstavlja osnovu teorijskih i eksperimentalnih istraživanja prikazanih u disertaciji. Takođe, 

posebna pažnja posvećena je teorijskim metodama koje su iskorišćene za identifikovanje optimalnih 

mesta vezivanja liganada u proteinima, kao i metodologiji molekulsko-dinamičkih simulacija. 

2.1. PFAS  ̶  definicija i terminologija 

PFAS su sintetska jedinjenja koja pripadaju velikoj familiji antropogenih organskih supstanci 

[1,2]. Naziv PFAS je relativno nov, ali se ova jedinjenja koriste od početka dvadesetog veka i tada je 

korišćen termin PFC (engl. Perfluorinated chemicals). Ovaj termin se smatra zastarelim, pa je sve 

manje u upotrebi, zbog mešanja sa terminom perfluorovani ugljovodonici. Pored ovog naziva, u 

upotrebi su bili i sinonimi kao što su fluorosurfaktanti ili fluorohemikalije [1]. Evolucija terminologije 

je trajala od 1994. do 2020. godine [3]. Prvo perfluorovano jedinjenje je proizvedeno još 1886. 

godine, to bio najjednostavniji perfluorovani molekul, ugljentetrafluorid [1]. Poli-fluoralkil supstance 

imaju potencijal da se abiotički ili biotički transformišu u perfluoralkil supstance [4]. 

Prvu jasnu definiciju ovih molekula je dao Buck sa svojim saradnicima 2011. godine i oni ih 

definišu kao alifatične supstance koje sadrže ostatak -CnF2n+1 gde je n najmanje 1 [4].  Kasnije, OECD 

(Organisation for Economic Co-operation and Development))/UNEP Global PFC Group poručuju da 

se oni ne mogu tako posmatrati, jer mnoge supstance imaju drugačiji perfluorougljenični ostatak kao 

perfluorodikarboksilna kiselina [5]. Predloženo je da se koristi prethodno pomenuta definicija, ali da 

joj se pridodaju i jedinjenja u čijoj formuli je -CnF2n- (n veće ili jednako 1). Takođe, trenutno 

tumačenje definicije ovih molekula može uvrstiti i supstance koje imaju perfluorovani ugljenični 

ostatak koji je vezan za neku funkcionalnu grupu za oba kraja, ili aromatična jedinjenja koja imaju 

perfluorovani ostatak na jednom kraju i fluorovane cikloalifatične supstance [6]. Postoje i mišljenja 

da PFAS imaju barem jedan perfluorovani alkil ostatak u kom su svi vodonici zamenjeni fluorom [7].  

Postoje četiri osnovna kriterijuma za klasifikaciju PFAS: prema dužini lanca, strukturnoj 

linearnosti, funkcionalnoj ulozi kao surfaktanata i prema naelektrisanju, odnosno da li se javljaju u 

anjonskom obliku [4]. 

2.1.1. Struktura, fizička i hemijska svojstva 

Molekulska struktura PFAS se sastoji od alifatičnog lanca (ili nekoliko lanaca) u kojima su 

svi (per-) ili pojedini (poli-) vodonici zamenjeni fluorom [2]. Odlikuju se raznovrsnom strukturom, 

ali im je zajedničko posedovanje hidrofobne kičme sačinjene od ugljenika i fluora i hidrofilne, 

terminalne, funkcionalne grupe, poput ostatka karboksilne kiseline, amina, sulfonske kiseline, 

alkohola, fosfonata, Slika 1 [1,2,8].  

PFAS se u prirodi nalaze kao anjoni, cviterjoni i neutralne vrste. Perfluorkarboksilne kiseline 

i perfluorsulfonske kiseline (engl. Perfluorosulfonic acids, PFSA) često su prisutne u anjonskom 

obliku, što ih čini rastvorljivim u vodi. Za razliku od njih, neutralne vrste (fluorotelomerni alkoholi, 

FTOH) su isparljive, biodegradabilne i slabo rastvorne u vodi [2]. Njihova struktura im daje 

jedinstvenu površinski-aktivnu prirodu, dok ekstremno jaka C-F veza (485 kJ/mol) ove molekule čini 

termostabilnim i otpornim na hidrolizu, metaboličke i svetlosne promene, čime je njihova hemijska, 

fizička ili biohemijska razgradnja značajno otežana [1,7,8].  
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Slika 1. Uprošćen prikaz strukture perfluorovanih jedinjenja. Preuzeto i modifikovano 

prema [9]. 

2.1.2. Klasifikacija perfluoralkil supstanci 

Postoji preko 8000 različitih PFAS na tržištu, neke su još uvek neistražene i nazivaju se 

prekursorima PFAS [10]. Teško je napraviti striktnu klasifikaciju ovih jedinjenja. PFAS se mogu 

podeliti prema njihovoj hemijskoj strukturi i funkcionalnim grupama na perfluoralkil supstance, 

polifluoralkil supstance; takođe, klasifikacija može biti izvršena prema funkcionalnim grupama i 

prema dužini lanca, Tabela 1 [2].  
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Definicije „dugolančanih“ PFOA razlikuju se po broju ugljenika [3]. Iako OECD definicija 

ne obuhvata perfluoralkil supstance, osim PFAA i PFSA, može se smatrati da je perfluoralkil lanac 

sa 7 ili više ugljenika, npr. C7F15–, u svakom slučaju dug [2].  

Tabela 1. Uprošćen prikaz klasifikacije PFAS 

 Perfluoralkil 

supstance 

Polifluoralkil 

supstance 

Funkcionalna 

grupa 

Dužina lanca 

Objašnjenje 

Potpuna 

supstitucija 
fluorom 

Delimična 

supstitucija 
flurom 

Karboksilna 

kiselina, 
sulfonilna 

kiselina 

Ultrakratkolančani, 

kratkolančani, 
dugolančani 

Primer 

jedinjenja 
PFOA, PFOS FTOH  PFAA, PFSA  TFA, PFBA, PFOA 

2.1.3. Perfluoralkil kiseline 

Perfluoralkil kiseline (engl. Perfluoroalkyl acids, PFAA) su najveća grupa PFAS. Porodica 

PFAA uključuje različita jedinjenja, kao što su perfluoralkil karboksilne kiseline, sulfinske kiseline, 

sulfonske kiseline, fosforaste i hipofosforaste kiseline, Slika 2 [4].  

PFAA mogu biti direktno emitovane u životnu sredinu ili se mogu formirati indirektno kroz 

razgradnju drugih jedinjenja. Njihova stabilnost i otpornost na razgradnju izazivaju zabrinutost zbog 

mogućeg nakupljanja u ekosistemu i uticaja na ljudsko zdravlje [11,12]. pKa vrednosti određuju 

stepen disocijacije PFAA u vodenim, zemljišnim i sedimentnim sredinama, što rezultuje nastajanjem 

njihovih anjonskih oblika. Neutralne i naelektrisane forme imaju veoma različita fizičko-hemijska 

svojstva [4,13].  

 

Slika 2. Prikaz hidrofobnog repa i hidrofilne grupe, koja može biti karboksilna, fosfatna ili 

sulfonatna u perfluoralkil kiselini. Preuzeto i modifikovano prema [14]. 

2.1.3.1. Perfluorkarboksilne kiseline 

Perfluoralkil karboksilne kiseline, PFKK, poznate i kao perfluorkarboksilne kiseline imaju 

opštu hemijsku formulu CnF2n+1COOH [4]. Klasifikacija ovih kiselina se vrši na osnovu dužine 

hidrofobnog fluorovanog lanca, na utrakratkolančane (2-3 potpuno fluorovana ugljenika), 

kratkolančane (4-7 potpuno fluorovana ugljenika) i dugolančane (više od osam C atoma u repu) [2,8]. 

Najvažnije predstavnike svake grupe ćemo opisati u daljem tekstu.  
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2.1.3.1.1. Trifluorsirćetna kiselina  

Molekulske mase 114,023 g/mol i gustine 1,49g/cm3, trifluorkarboksilna kiselina, TFK (engl. 

trifluoroacetic acid, TFA) je predstavnik ultrakratkolančanih perfluoralkil karboksilnih kiselina [14]. 

Struktura ovog jedinjenja rastvorljivog u vodi je data na Slici 3A.  

Trenutno su koncentracije TFA u životnoj sredini za redove veličine više od koncentracija 

drugih per- i polifluoroalkil supstanci. Ovo nagomilavanje je posledica toga što mnogi PFAS imaju 

TFA kao produkt svoje razgradnje [16]. 

 

Slika 3. Strukture predstavnika svake grupe perfluorkarboksilnih kiselina:  

A-TFA; B-PFBA; C-PFOA. 

2.1.3.1.2. Perfluorbutanska kiselina  

Najbitniji predstvanik kratkolančanih perfluorkarboksilnih kiselina je perfluorbutanska 

kiselina, PFBK (engl. perfluorobutanoic acid, PFBA), struktura prikazana na Slici 3B [17]. Studije 

pokazuju da je kratkolančani PFBA (Mr 214,04 g/mol; gustine 1,64 g/cm³), jednako prisutan i 

bioakumulativan kao i njegov dugolančani ekvivalent, a u nekim studijama se pominje da se nalazi u 

višim koncentracijama od dugolančanih jedinjenja [18]. I kratkolančani i ultrakratkolančani PFAS-

ovi su hidrofilni i nisu skloni ka formiranju agregata [2].  

2.1.3.1.3. Perfluoroktanska kiselina  

Perfluoroktanska kiselina, PFOK (engl. Perfluorooctanoic acid, PFOA) molekulske mase 

414,07 g/mol i gustine 1,8 g/cm³ poseduje potpuno fluorovani rep, sačinjen od sedam ugljenika i 

nezasićeni kraj, koju čini karboksilna grupa, Slika 3C. PFOA je najznačajniji predstavnik PFCAs. 

PFOA je stabilna i nedegradabilna, ali se pojedini derivati mogu razgraditi do PFOA. Amonijumove 

soli PFOA su se koristile u proizvodnji fluoropolimera kao što je Teflon [17].  

2.1.4. Nasleđeni i novi PFAS  

Decenije proizvodnje i upotrebe dovele su do prisustva različitih PFAS u životnoj sredini, pri 

čemu se nasleđeni (engl.“legacy”) PFAS i dalje detektuju uprkos regulativama, dok novi 

(engl.“emerging”) PFAS postavljaju dodatne izazove u pogledu postojanosti, mobilnosti, izloženosti 

i ekotoksičnosti, Tabela 2 [2,7,19]. Nove, “emerging” PFAS, poput HFPO-DA, DONA i 6:2 Cl-

PFESA, su nađene u relativno visokim koncentracijama u blizini poznatih direktnih izvora emisije. 

Malo se zna o njihovom transportu i da li se on obavlja vazduhom ili vodom [7,20]. Iako se “nove” 

PFAS često smatraju kao bezbednije alternative, rastući dokazi ukazuju da bi i one mogle imati 

ozbiljne ekološke i zdravstvene posledice. Današnji fokus je usmeren da se njihova upotreba ograniči 

pre nego što postanu novi ekološki problem [2]. 

Tabela 2. Primeri nasleđenih (“legacy”) i novih (“emerging”) PFAS [10]. 

Nasleđeni PFAS Novi PFAS 

PFOA PFBA 

PFOS 

PFNA 

PFOSA                                                   

PFBS 

PFPeA 

PFBSA 
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2.1.5. Proizvodnja i industrijska upotreba PFAS 

PFAS se industrijski dobijaju putem dva procesa: elektrohemijskom fluorinacijom i 

fluorotelomerizacijom [7,22]. Iako skupi za proizvodnju, potpuno zadovoljavaju potrebe industrija 

koje ih upotrebljavaju [23]. Procenjuje se da čak 90 % PFAS nastaje razgradnjom prekursora [24]. 

Zbog svojih svojstava imaju široku upotrebu, te se koriste u građevinskoj industriji, u proizvodnji 

kućne hemije, kozmetičkih preparata, slikarskih boja, mastila, keramike, električnih uređaja, tekstila, 

nameštaja, hidraulične tečnosti i motornih ulja, protivpožarne pene [8,25].  

2.1.6. Detekcija, degradacija i uklanjanje PFAS 

U oko 70  % radova koji se bave detekcijom PFAS do 2021. godine korišćena je tečno-masena 

hromatografija (LC-MS/MS) kao analitička metoda [26]. Tehnika je usavršavana tokom godina, kako 

bi omogućila analizu više od 50 uzoraka PFAS u jednom merenju. Međutim, neki PFAS nisu pogodni 

za ovu tehniku. Fluorotelomerni alkoholi (FTOHs), koji nemaju naelektrisane grupe, ne mogu se 

analizirati sa dovoljnom osetljivošću koristeći LC–MS/MS [6]. Osim hromatografskih metoda, 

postoje i senzori koji su namenjeni detekciji ovih jedinjenja. Upotreba tehnike zavisi od vrste uzoraka  

(hrana, biološki materijal, vazduh i zemljište) [8,26]. 

Degradacija PFAS je izazov današnjice. Postoje istraživanja o korišćenju elektrohemijske 

oksidacije, plazme, fotokatalize, sonolize, oksidacije u superkritičnoj vodi i termalne 

degradacije/spaljivanje u te svrhe [27]. Standardni tretmani koji bi mogli da razore perfluorovana 

jedinjenja su neefikasni zbog jake kovalentne C-F veze u strukturi molekula. Biološkim tretiranjem 

se raskidaju samo C-C veze, te je na taj način moguće samo skraćivanje hidrofobnog repa. Kwon i 

saradnici su to i dokazali, koristeći Pseudomonas aeruginosa soj HJ4 koji je smanjio koncentraciju 

PFOS za 67  % nakon 48 sati, pri 30-37 °C i pH 7-9, ali su kratkolančani PFBS i PFHxS nastali kao 

produkti [28]. Utvrđeno je da bakterija Pseudomonas plecoglossicida 2.4-D ima sposobnost 

korišćenja PFOS u vodi i zemljištu kao jedinog izvora ugljenika i energije [29]. Procesi oksidacije 

ozonom i hidroksil radikalima imaju isti rezultat, odnosno samo parcijalnu degradaciju [2,30]. 

Uklanjanje ovih molekula je moguće adsorpcijom, jonoimenjivačima, nanofiltracijom pod 

visokim pritiskom i reverznom osmozom. Ali, do sada su uklanjani samo pojedinačni PFAS u 

uzorcima dejonizovane vode, dok smeša kratkolančanih i dugolančanih PFAS nije uspešno 

adsorbovana, niti je regeneracija adsorbenata uspešno obavljena [2,31,32]. 

2.1.7.  Uticaj na životnu sredinu-PFAS kao zagađivači 

Na početku 21. veka, istraživanja sprovedena u regionu srednjeg Ohaja skrenula su pažnju 

naučne zajednice na kontaminaciju perfluoralkilnim supstancama i njene značajne implikacije po 

ljudsko zdravlje [7]. PFAS prisutni u životnoj sredini, u vodi, zemljištu i vazduhu, potiču iz direktnih 

i indirektnih izvora, a mogu biti preuzeti od strane flore i faune. Pokazano je da se kratkolančani 

PFAS pretežno bioakumuliraju u nadzemnim delovima biljaka, dok se dugolančani PFAS uglavnom 

skladište u korenu biljnih vrsta [2]. Direktni izvori predstavljaju oslobađanje specifičnih PFAS tokom 

njihove proizvodnje, upotrebe i odlaganja. Smatra se da ovi izvori čine većinu kontaminacije 

fluorovanih jedinjenja u životnoj sredini [2,7]. Indirektni izvori odnose se samo na formiranje PFAS 

putem degradacije ili biotransformacije prekursora [7]. Najrasprostranjeniji i najdetektabilniji u 

vodenom sistemu su PFOA i PFOS, uz napomenu da su PFAS detektovane u svakoj vodenoj sredini 

[32]. Države Evropske unije, kao ni SAD, još uvek nisu uspostavile jedinstvenu regulativu o 

koncentracijama PFOA i PFOS u pijaćoj vodi, a svaka članica EU ima različite regulative [17,31,33]. 
Najveći zagađivači, osim fabrika, su objekti koji koriste pene za gašenje požara (vojne baze, 

aerodromi, vatrogasne stanice), kao i postrojenja za prečišćavanje otpadnih voda. Kanalizacioni mulj, 

tekstil i drugi PFAS-kontaminirani materijali rutinski se spaljuju u odgovarajućim postrojenjima, dok 

se pepeo koji nastaje tim procesom odlaže na deponijama otpada. Još uvek nije jasno da li se tokom 

spaljivanja PFAS oslobađaju u atmosferu u svom originalnom stanju, ali neki izveštaji navode da se 

u atmosferi nalaze PFAS niže molekulske mase [6].  
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2.1.8. Biomonitoring i uticaj na ljudsko zdravlje 

Biomonitoring ljudi (HBM) je idealan instrument za procenu hemijskih supstanci i/ili njihovih 

biotransformacionih produkata u ljudskim biološkim tečnostima ili tkivima, koji uzima u obzir sve 

izvore i načine unosa [34]. Biomonitoring večnih molekula se uglavnom fokusira na ljudsku krv i 

urin, ali postoje i studije koje objašnjavaju da je moguće detektovati PFAS i u uzorcima kose i noktiju 

[7,33,35]. Koncentracije PFAS u uzorcima krvi prate opšti redosled: serum > plazma > puna krv i 

povezane su sa godinama, polom, ishranom, načinom života, porodičnim prihodom, nivoom 

obrazovanja, društvenim statusom i BMI (engl. body mass index, BMI) [36].  Od 1999. godine 

Sjedinjene Američke Države prate koncentraciju PFAS u krvi. Pronađeno je da 99  % populacije 

poseduje PFOA,  PFOS i perfluorheksansulfonsku kiselinu (engl. Perfluorohexanesulfonic acid, 

PFHxS). Od tada pa do današnjeg dana, PFAS su detektovane u krvi, humanom mleku [37], jetri, 

bubrezima, srcu, slezini, mišićima, kostima i mozgu [38,39]. Ova fluorovana jedinjenja se dovode u 

vezu sa najrazličitijim bolestima, poput, koronarnih, disfunkcije žlezda, problema sa reproduktivnim 

zdravljem, bubrezima, kancerom, smanjenom reproduktivnošću, imunosupresivnošću i kod dece i 

kod odraslih, ali i uticajem na poremećaj pažnje i hiperaktivnost [1,17,31,40,41]. Nedavne studije 

izveštavaju o smanjenoj gustini kostiju u vezi sa izloženošću PFAS, ali i pokazuju da PFOA ometa 

aktivnost vitamina D vezivanjem za receptor vitamina D, što može biti povezano sa mineralizacijom 

kostiju [6]. Američka Agencija za zaštitu životne sredine (engl. Enviromental Protection Agency, 

EPA) je zaključila da postoje indikativni dokazi o kancerogenom potencijalu kako PFOA tako i PFOS 

kod ljudi, a sposobnost da izazovu oksidativni stres može biti jedan od potencijalnih mehanizama 

delovanja [33]. Istraživanja sprovedena u Švedskoj, Norveškoj, Danskoj, Nemačkoj, Japanu, Koreji, 

Kini i Italiji pokazala su varijabilne koncentracije PFAS u krvnoj plazmi. Dok su nivoi PFOS i PFOA 

opadali od 2000. godine, koncentracije perfluornonanske kiseline, perfluordodekanske kiseline, 

perfluorundekanske kiseline, perfluorbutansulfonske kiseline, kao i sulfonskih kiselina heksanskog i 

heptanskog niza, beleže porast u različitim vremenskim periodima. Dodatno, istraživanja su otkrila 

višestruke razlike u koncentracijama PFAS među urbanim i ruralnim područjima, kao i između 

različitih demografskih grupa, uključujući decu i odrasle [33,42]. Geografske varijacije u 

koncentracijama PFAS-a u krvi mogu biti rezultat ishrane, količini unešene vode, prašine i nivoa 

industrijalizacije u istraživanom području [36]. 

2.1.9. Metabolizam PFAS i njihova eliminacija iz organizma 

PFAS dospevaju u ljudski organizam prvenstveno putem oralne i respiratorne apsorpcije, dok 

je unos putem kože, prema dosadašnjim istraživanjima, zanemarljiv [17,31,43]. I kratkolančane i 

dugolančane perfluoralkil kiseline se smatraju metabolički inertnim. Kada dospeju u krvotok, vezuju 

se za humani serum albumin (odeljak 2.3.1.). Dugolančani PFAS se skladište najčešće u jetri i njihovo 

poluvreme života je od 2,3 do 5,4 godina [31]. Genеralno, poluživot PFAS u krvi je duži za 

sulfonovana jedinjenja nego za karboksilna, ali on raste sa dužinom lanca i kraći je za jedinjenja koja 

se granaju. Često je poluživot ovih jedinjenja u vezi sa polom, odnosno, kod žena je kraći, jer žene 

aktivnije ekskretuju ove materijale putem bubrega nego muškarci [17]. 

Primarna ruta eliminacije perfluorkarboksilnih kiselina iz tela je preko bubrega i urina. 

Vezivanje za albumin igra ključnu ulogu u određivanju brzine filtracije PFOA, jer je samo nevezana 

frakcija dostupna za glomerularnu filtraciju i aktivnu sekreciju u bubrezima. Obim vezivanja PFOA 

za serum albumin zavisi od broja mesta vezivanja na albuminu i njihove konstante afiniteta [44]. 

Putem glomerularne filtracije, renalne tubularne sekrecije i renalne tubularne reabsorpcije dolazi do 

prečišćavanja krvi. Prisustvo membransko transportnog proteina i reapsorpcija PFAA u bubrezima su 

osnovni mehanizmi odgovorni za eliminaciju ovih supstanci [17]. Naravno, eliminacija zavisi od 

dužine lanca, vrste molekula i pola [16]. Opšte je prihvaćeno da kraći lanac znači i kraći poluživot, 

odnosno, brža je eliminacija kratkolančanih perfluorkarboksilnih jedinjenja [44]. 
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2.2. Krv i njene komponente 

Krv je kompleksan biofluid, odnosno tečni organ, sa složenom strukturom i ključnom ulogom 

u održavanju sistemske homeostaze organizma [45]. Čini je tečni deo, krvna plazma, koja zauzima 

oko 55  % ukupne zapremine krvi, i ćelijski elementi koji čine preostalih 45  % [46,47]. Krvna plazma 

je providna, blago žućkasta tečnost, bogata proteinima i elektrolitima, poput Na⁺, K⁺, Mg²⁺, Ca²⁺, Cl⁻, 

HCO₃⁻, HPO₄²⁻ i SO₄²⁻ [48]. Normalna pH vrednost krvi je između 7,35 i 7,45 [49].  

Ćelijski deo krvi čine eritrociti, leukociti i trombociti. Eritrociti, poznati i kao crvena krvna 

zrnca, čine oko 95  % svih ćelija u krvi i sadrže hemoglobin, protein koji omogućava prenos kiseonika 

(O₂) do tkiva i ugljen-dioksida (CO₂) iz tkiva do pluća. Pored transportne funkcije, eritrociti doprinose 

održavanju homeostaze i zaštiti od oksidativnog oštećenja, kao i regulaciji protoka krvi u skeletnim 

mišićima [46]. Leukociti, ili bela krvna zrnca, čine oko 3 % ćelija krvi i imaju ključnu ulogu u 

imunološkoj odbrani. Oni uključuju granulocite (70 % leukocite: neutrofile, eozinofile, bazofile), 

monocite/makrofage (oko 6 %) i limfocite (oko 25 %, uključujući B i T ćelije) koji proizvode antitela 

i formiraju memorijske ćelije [47,48]. Trombociti, ili krvne pločice, prisutni su u koncentraciji od 

150–300×10⁹/L i učestvuju u procesu koagulacije i hemostaze, sprečavajući gubitak krvi prilikom 

povreda. Njihov životni vek u krvi traje od 8 do 14 dana, nakon čega ih uklanjaju makrofagi [49,50]. 

Pored navedenih funkcija, krv učestvuje i u održavanju telesne temperature i transportu soli i 

jona neophodnih za homeostazu [50]. Između krvnih ćelija i plazme nalazi se beličasti, viskozni sloj, 

poznat kao „buffy coat “, koji sadrži bele krvne ćelije i trombocite [49]. 

2.2.1. Humani proteini krvi – Opšti pregled 

Plazma ljudske krvi sadrži složenu mešavinu proteina, Slika 4, ukupne koncentracije od 

približno 7,0 do 7,5 g na 100 mL. Najzastupljeniji među njima je humani serum albumin, koji dostiže 

koncentraciju od 35 do 45 g/L i čini gotovo polovinu ukupnih plazma proteina. Većina ovih proteina, 

izuzev imunoglobulina (antitela), sintetiše se u jetri. Iako su strukturno i funkcionalno raznoliki, 

plazma proteini imaju zajedničku fiziološku važnost, odnosno, učestvuju u održavanju koloidno-

osmotskog pritiska, transportu različitih molekula (lipida, gvožđa, hormona), kao i u funkciji bubrega, 

jetre i imunološkog sistema [51,52].  

 

Slika 4. Zastupljenost najvažnijih proteina u ljudskoj plazmi, sa legendom.  

HSA čini najveći udeo ukupnih proteina (~60 %), imunoglobulini (Ig) zauzimaju drugo 

mesto po zastupljenosti. Modifikovano prema [53]. 
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Koncentracije proteina u krvi značajno variraju, pa se tako hemoglobin nalazi u količini od 

oko 150 g/L, albumin oko 42 g/L, dok su citokini prisutni u veoma niskim koncentracijama (pg/L). 

Njihova fizičko-hemijska svojstva i poluvreme života takođe su različiti, hemoglobin ima poluvreme 

života od oko 120 dana, dok aktivator plazminogena traje svega nekoliko minuta. Više od 90 % 

plazma proteina podložni su barem jednoj posttranslacijskoj modifikaciji, a većina su glikoproteini. 

Mnogi od ovih proteina su sastavljeni od različitih domena, strukturnih motiva i ponavljanja, što 

određuje njihove specifične funkcije [50,52]. Među najvažnijim familijama plazma proteina nalaze 

se α2-makroglobulinska familija (uključujući α2M, komponente komplementa C3–C5 i protein 

trudničke zone (PZP)), familija serum albumina (serum albumin, vitamin D vezujući protein, afamin, 

α-fetoprotein), familija inhibitora pankreasnog tripsina (serin proteazni inhibitori), globinska familija 

(hemoglobin, miohemoglobin), serin proteazni inhibitori (kao što su α1-antitripsin, antitrombin III, 

α2-antiplazmin), glikoproteinski hormoni (FSH, LH, TSH, CG), komplement faktori (C6–C9), 

faktori rasta, citokini i razni peptidni hormoni, poput insulina i kalcitonina [50]. 

2.2.1.1.  Fibrinogen 

Fibrinogen je prvi put 1943. godine okarakterisan kao fibrilarni protein, zajedno sa keratinom, 

miozinom i epiderminom, na osnovu difrakcionog obrasca X-zraka koji potiče od njegove α-

helikoidne strukture [54]. Fibrinogen ili faktor I je glavni glikoprotein plazme (1,5-4 mg/mL), 

solubilne forme, molekulske mase 340 kDa, sa ulogom u procesu koagulacije [55]. Kodiraju ga geni 

(FGA, FGB, FGG) grupisani unutar regiona od 65 kilobaza na ljudskom hromozomu 4. Sintetiše se 

u hepatocitima, a odlikuje se relativno dugim poluživotom od oko 4 dana [56]. Jetra je primarni izvor 

plazma fibrinogena, sa stopom sinteze od 1,7–5 g dnevno. Tri četvrtine ljudskog fibrinogena prisutno 

je u plazmi, ali se takođe nalazi i u trombocitima, limfi i intersticijalnoj tečnosti. Njegov fiziološki 

katabolički put je uglavnom nepoznat. Koagulacija i fibrinoliza čine samo 2–3 % gubitka fibrinogena 

kod zdravih pojedinaca [55]. Fibrinogen ima slabovezujuća i jakovezujuća mesta vezivanja za jone 

kalcijuma, koji su važni za njegovu funkciju [55]. 

2.2.1.1.1.  Molekulska struktura fibrinogena 

Karakteristične izdužene strukture od oko 45 nm, ovaj heterodimerni protein se sastoji od dva 

spoljašnja D domena povezana centralnim E domenom (aranžirani kao D-E-D), Slika 5. Struktura 

fibrinogena je prvi put opisana 1959. godine od strane Hall i Slayter [57]. Fibrinogen se sastoji od 

dva seta po tri polipeptidna lanca: Aα, Bβ i glavni γ-lanac, koji su povezani sa pet simetričnih 

disulfidnih mostova. Bβ i γ lanci se završavaju globularnim regionima, koji se nazivaju β i γ čvorovi, 

a formiraju D čvor. Nakon potpune obrade i sastavljanja u endoplazmatskom retikulumu i 

Goldžijevom aparatu, Aα-lanac sadrži 610 amino-kiselina, Bβ-lanac 461 ostatak, a ɣ-lanac poseduje 

411 amino-kiselina [58–60]. Dva trimera se spajaju na svojim N-terminusima kako bi formirali 

heksamer pomoću 29 disulfidnih mostova, koji su neophodni za sastavljanje dva polumolekula [60].  

 
Slika 5. Uporšćen prikaz fibrinskog monomera, sa označenim centralnim (E) regionom i 

bočnim D regionima. Modifikovano prema [55]. 
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 Osim lanaca koji su organizovani u D-E-D domene, fibrinogen poseduje i αC domen  veoma 

neuređene strukture u regionu Aα221-610, što je potvrđeno pomoću transmisione elektronske 

mikroskopije i mikroskopije atomskih sila. Uloga ovog domena je u učvršćivanju strukture pri 

lateralnoj agregaciji [51–63]. Četiri oligosaharidna lanca su povezana sa svakim molekulom 

fibrinogena preko N-glikozidnih veza: dva su povezana sa ostacima u β-globulinskim regijama (koji 

su rešeni u kristalnoj strukturi PDB kod: 3GHG [64]), a druga dva su povezana sa γ-lancima, koji 

nisu kristalografski rešeni) [55].  

Nekoliko istraživačkih grupa se bavilo rešavanjem kristalne strukture fibrinogena od 1997. do 

2001. godine. Struktura fibrinogena rešena je pomoću difrakcije X-zraka za više od dve trećine 

njegove dužine. Iako još uvek struktura proteina nije kompletna, jer postoje delovi koji nisu rešeni 

kristalografski zbog nedostajućih delova (amino-kiseline na sledećim pozicijama: 1–26, 1–57 i 1–13 

na N-terminusima Aα, Bβ i γ lanaca; 201–610, 459–461 i 395–411 na C-terminusima Aα, Bβ i γ 

lanaca), ovi nerešeni delovi rekonstruisani su računarskim metodama [65]. 

2.2.1.1.2.  Formiranje fibrina 

Fibrinogenski domeni sadrže vezivna mesta koja učestvuju u konverziji fibrinogena u fibrin, 

sastavljanju fibrina, umrežavanju i interakcijama sa trombocitima, kao i mesta koja postaju dostupna 

nakon razgradnje fibrinopeptida ili koja postaju izložena kao posledica procesa polimerizacije [66]. 

Kroz svoje brojne biohemijske i biofizičke karakteristike, ovaj protein zajedno sa svojim produktom 

fibrinom, interaguje sa ćelijama, aktivira ih, posreduje u inflamatornim odgovorima, obezbeđuje 

strukturni integritet krvnih ugruška tokom lečenja rana i obavlja niz drugih funkcija koje su ključne 

za fiziologiju i imaju ključnu ulogu u patofiziološkim mehanizmima [56].  

 

Slika 6. Pojednostavljeni shematski prikaz polimerizacije monomera u oligomer. 

Fibrinopeptidi u E regionu poseduju FpA i FpB koji su komplementarni otvorima koji su 

uvek izloženi na krajevima proteina. Kada trombin ukloni fibrinopeptide, dolazi do 

interakcije fibrinopeptida i “rupa” (prikazano kao polukrug unutar čvora), što dovodi do 

formiranja oligomera (prikazan je trimer); modifikovano prema [55]. 

Konverzija fibrinogena u fibrin je katalizovana trombinom i igra ključnu ulogu u formiranju 

i stabilizaciji ugruška; pojednostavljen prikaz formiranja oligomera je prikazan na  Slici 6. Trombin 

je visoko specifična serin proteinaza koja hidrolizuje Aα i Bβ lanac oslobađajući fibrinopeptide A i B 

sa N terminalnog kraja (FpA i FpB); to inicira formiranje fibrina, tako što otvara mesto za 

polimerizaciju poznato kao EA i EB [58]. Nakon oslobađanja FpA, α lanci imaju nove N-terminalne 

sekvence Gly-Pro-Arg- (GPR) koje se nazivaju čvor A (engl."knobs A"), dok nakon oslobađanja FpB 

β lanac dobija novu N-terminalnu sekvencu Gly-His-Arg-Pro (GHRP), koja formira čvor B 

(engl.“knobs B”), koje se veže za džep “b” koja se nalazi u β-globuli [67,68].  
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Nakon što se fibrinopeptidi oslobode, molekul je spreman da podlegne polimerizaciji i formira 

nerastvorno fibrinsko vlakno, odnosno, ugrušak [58]. Tokom polimerizacije fibrina, čvor A interaguje 

sa  džepovima "a" koji su uvek otvoreni u γ-globulama interagujućih fibrinskih molekula; vezivanje 

čvora A (na Slici 6 označeno kao gama-čvor) za rupu a (engl. "holes a") naziva se "A-a" interakcija 

(veoma jake, visoko specifične i stabilne intermolekulske interakcije) i na ovaj način počinje 

polimerizacija [69]. Dva monomerna fibrinogena se ovom interakcijom povezuju u dimernu formu, 

dok sledeći fibrinogen formira vezu sa dimerom preko D regiona, formirajući D-D interakciju koja 

je vrlo slaba [65]. Fibrinski monomeri nastavljaju da se dodaju longitudinalno oligomerima, koji se 

dalje produžavaju kako bi formirali protofibrile. Protofibrili agregiraju lateralno kako bi formirali 

deblje vlakno, a u toj reakciji dolazi do ostvarivanja veze čvor B (engl.“knobs B”) za rupu b (engl. 

“holes b”) [70]. Kako fibrinske niti postaju deblje lateralnom agregacijom i rastu u dužini, one se 

takođe granaju, stvarajući trodimenzionalnu mrežu koja popunjava prostor, Slika 7 [55].  

 

Slika 7. Od fibrinogena do fibrinskog vlakna, uprošćena shema. Oligomeri fibrinogena 

stvaraju dvolančane protofibrile sastavljene od molekula u polustepenastom rasporedu. 

Protofibrili se zatim lateralno agregiraju u vlakna, a ovaj proces je pojačan interakcijama αC 

regiona i formiranjem αC-polimera. Modifikovano prema [55]. 

Pored toga, fibrinogen indukuje aktivaciju trombocita i njihovu agregaciju, vezujući se za 

receptor fibrinogena na trombocitima, glikoprotein GPIIb/IIIa [58]. Aktivirani trombociti se lepe za 

povređeni zid krvnog suda stvarajući ugrušak bogat trombocitima koji u početku osigurava 

hemostazu. Da bi stabilizovao ugrušak protiv proteolitičkih i mehaničkih oštećenja, fibrin se 

kovalentno umrežava pomoću plazma transglutaminaze, Faktora XIIIa, aktivnog oblika zimogena 

Faktora XIII koji je aktiviran trombinom u prisustvu jona Ca²⁺. Nakon toga, ugrušak fibrina se 

razgrađuje tokom nekoliko dana enzimima endogenih fibrinolitičkih sistema (plazmin, elastaza 

neutrofila), formirajuci fibrin degradacione produkte [55,59]. 

2.2.1.2. α2-Makroglobulin 

             α2-Makroglobulin je univerzalni inhibitor aktivnih endopeptidaza svih katalitičkih tipova. 

Prvi put je izolovan 1946. godine, a danas je poznato da je molekulske mase 720 kDa, da se sintetiše 

u jetri i da je sastavljen od dva nekovalentno povezana para identičnih subjedinica koje su međusobno 

povezane disulfidnim mostovima, formirajući tzv. dimer dimera [71–73]. Nakon pola veka od otkrića, 

molekularno-biološke karakteristike ovog proteina su opisane [74].  
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Ovaj protein je evolutivno povezan sa komponentama komplementa C3 i C4, pri čemu se 

pretpostavlja da svi potiču od zajedničkog pretka, ali su razvili različite funkcije prilagođene svojoj 

ulozi u imunološkom odgovoru [75,76]. Na elektronskim mikrografijama, nativni α2M ima oblik koji 

podseća na ćirilično slovo „Ж“ (Slika 8). Molekul sadrži četiri subjedinice cilindričnog izgleda, pri 

čemu ravan normalna na osu cilindra deli protein na dve identične funkcionalne polovine. Svaka 

polovina se sastoji od prstena sa četiri "kraka", dva kratka i dva duga, po jedan od svakog tipa na 

svakom monomeru. Zarobljavanje proteinaza ostvaruje se pokretom jednog dugog kraka po 

monomeru, tj. dva kraka po funkcionalnoj polovini [73].  

 

Slika 8. Shematski prikaz modela α2M. Dve funkcionalne polovine, sa po četiri kraka (dva 

kratka i dva duga). Preuzeto i modifikovano prema [73].  

Koncentracija α2M u krvi iznosi 4,64 ± 1,42 μM. Njegov nivo se povećava u stanjima kao što 

su hronične bolesti jetre, inflamatorne bolesti zglobova, multipla skleroza i nefrotski sindrom, dok je 

snižen kod žena sa reumatoidnim artritisom. Proteomski podaci ukazuju i na njegovu smanjenu 

ekspresiju u više vrsta karcinoma, uključujući rak dojke, jajnika, debelog creva i pluća [77]. 

Identifikovan je kao potencijalni biomarker za rak bešike [78], a takođe je uočen i u patofiziologiji 

Alchajmerove bolesti [79]. Biološki značaj α2M je višestruk. Tokom inflamatornih procesa, ovaj 

protein inhibira proteaze koje luče aktivirani leukociti (npr. neutrofili), čime štiti tkiva od strukturnih 

oštećenja. Dodatno, inhibira proteaze koje proizvode invazivni mikroorganizmi. Zanimljivo je da 

kavezna struktura koju α2M formira oko vezanih proteinaza štiti te enzime od inhibicije drugim 

inhibitorima proteinaza [71].  

2.2.1.2.1. Struktura i domeni α2-Makroglobulina 

Svaka subjedinica α2M sadrži 1451 aminokiselinski ostatak organizovanih u 11 domena. 

Prvih sedam domena su tzv. makroglobulinu-slični (MG) domeni MG1 do MG7, koji formiraju 

antiparalelne β-sendvič strukture od po 110 amino-kiselina, Slika 9 [80].  

 

Slika 9. Prikaz α2M subjedinice sa označenim domenima, u prostornoj orijentaciji. Preuzeto 

i modifikovano prema [80]. 
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Ostali domeni nemaju numeraciju već nazive po funkciji, te tako nekoliko amino-kiselina čine 

specifičnu sekvencu koja se zove region mamca (engl. „bait-region domen“, BRD). Osim regiona 

mamca, ovaj metaloprotein (cink vezujuće mesto), poseduje i TED domen (tiolestarski domen) i 

mesto za vezivanje receptora (engl. receptor binding domen, RBD) [73,80]. Domen TED (tioestarski 

motiv, C972-G973-E974-Q975) predstavlja helikoidni domen od 315 amino-kiselina, odnosno, 

koncentričnih α-heliksa raspoređenih kao šestokraki propeler oko centralne ose. Takođe, α2M 

poseduje i CUB domen sastavljen od 116 amino-kiselina, koji se sastoji od dve antiparalelne β-ploče 

sa četiri lanca, i naknadno se bočno vezuje za domen MG2 [80]. Domeni MG3–MG6 formiraju 

prstenastu strukturu oko elipsoidnog otvora poznatog kao „ulaz 1“, koji omogućava ulazak molekula 

u centralni prostor α2M. Drugi otvor, „ulaz 2“, formiraju MG2, MG3, MG7, kao i CUB i TED domen 

jednog monomera [80]. Struktura monomera karakteristična je po tome što sadrži manje od 5 % α-

heliksa, dok su β-pločice dominantni sekundarni strukturni elementi, sa udelom između 35 % i 60 %.  

2.2.1.2.2. Mehanizam antiproteazne aktivnosti 

Formiranje kompleksa enzim-α2M započinje sečenjem regiona mamca (engl. bait) od strane 

proteinaze, a uprošćen prikaz je dat na Slici 10. Ovaj region sadrži mesta hidrolize za brojne proteaze 

sve četiri klase proteinaza (serinske, tiolne, metalo i karboksilne) [81]. Humani α2M vezuje mnoge 

proteaze u molskom odnosu 2:1 [72].  

Hidroliza mamac regiona izaziva konformacione promene koje uzrokuju da se α2M obmotava 

oko proteinaze, čime se formira velika šupljina i fizički ometa interakcija između enzima i supstrata. 

Ovaj mehanizam se ponekad naziva ‘snap-trap’ (brza zamka) ili ‘venus-flytrap’ mehanizam [81]. U 

ovom modelu, jedina konformaciona promena potrebna za ostvarivanje mehanizma zarobljavanja je 

blago pomeranje bočnih kraka proteina. Proteinaze, i dalje reaktivne prema malim supstratima koji 

mogu da difunduju u šupljinu, postaju kovalentno vezane za α2M reakcijom ε-amino grupa izloženih 

lizinskih ostataka sa unutrašnjim tiol-estrom koji se aktivira prilikom hidrolize regiona mamca. 

Odnosno, dolazi do ireverzibilne inhibicije sa smanjenom aktivnošću inhibiranog enzima prema 

velikim supstratima [82]. Tioestar je smešten blizu šarke kraka zarobljavanja svake subjedinice, a 

njegov prekid omogućava kraku zarobljavanja da se pomeri [73].  

Nakon inhibicije proteaze, α2M izlažu C-terminalni domen (engl. receptor binding domen, 

RBD) za prepoznavanje od strane hepatocita i retikuloendotelnih ćelija, koji je u nativnom α2M 

unutar proteina. Specifični receptori za α2M postoje na mnogim tipovima ćelija, te kompleks 

proteinaza-α2M podleže endocitozi i biva brzo uklonjen iz cirkulacije [71]. 

 

Slika 10. Ilustracija interakcije između α2M i aktivne proteinaze. Označeni su RBD domen, 

region mamca i proteinaza (označena zeleno). Kada pokida region mamca, proteinaza 

aktivira α2M i dovodi do njegove konfomacione promene. Rezultat je zarobljavanje enzima, 

pri čemu RBD region biva izložen na površini; modifikovano prema [71]. 



Aleksandra M. Đurđević Đelmaš  Doktorska disertacija 

14 
 

2.2.1.3. Hemoglobin ‒ struktura i uloga 

Hemoglobin (Hb) je tetramerni protein sastavljen od dva α-lanca (po 141 amino-kiselina) i 

dva β-lanca (po 146 amino-kiselina), koji zajedno formiraju funkcionalne dimere (α1β1, α2β2) [83]. 

Dva αβ dimera (α1β1 i α2β2) raspoređena su tako da formiraju veliku šupljinu koja je ispunjena 

vodom, a po vezivanju kiseonika dolazi do konformacione promene i šupljina postaje manja, 

prikazano na Slici 11A [84,85]. Njegova 3D struktura je rešena rendgenskom kristalografijom, za šta 

je Max Perutz 1962. godine nagrađen Nobelovom nagradom za hemiju [84,86]. Glavna funkcija 

hemoglobina je transport kiseonika iz pluća do perifernih tkiva, pri čemu se kiseonik vezuje i 

oslobađa na kooperativan način, što omogućava efikasan prenos kiseonika kroz organizam.  

      Hemoglobin postoji u ravnoteži između dva alternativna oblika; R (engl. “relax”) stanje je 

relaksirano sa visokim afinitetom za kiseonik, a T (engl. “tense”) stanje je napeto sa niskim 

afinitetom za kiseonik, prikazano na Slici 11B. U T-stanju, postoji značajno više vodoničnih veza i 

sonih mostova koji povezuju α1β2 interfejs u poređenju sa R-stanjem [85].  

 

Slika 11. Kristalna struktura hemoglobina. A) Kvaternarna struktura Hb, α-lanci su obojeni 

sivo, a β-lanci smeđe. B) Struktura oksidovanog (R-stanje) Hb (ljubičasta boja) preklopljena 

sa strukturom deoksi-Hb (T-stanje) (obojeno u plavo). 

α-Subjedinica se sastoji od 7 α-heliksa, dok β subjedinicu čini 8 α-heliksa, obeleženi 

abecednim slovima A-H. Svaka subjedinica ima džep koji je formiran E i F heliksima i čini mesto za 

hem, Slika 12. Hem se sastoji od fero-jona (Fe²⁺) koji je smešten u centru porfirinskog prstena 

(tetrapirol) i koji je kovalentno vezan za četiri azota (N) porfirinskog prstena. Gvožđe je vezano za 

hemoglobin preko histidina (His) koji se nalazi u F heliksu, poznat kao proksimalni histidin, 

ostvarujući mogućnost za vezivanje molekula kiseonika na šestom koordinacionom mestu Fe2+ jona 

usmerenom ka distalnom džepu hemoglobina [87]. Distalni histidin koji se nalazi u E heliksu 

stabilizuje vezivanje kiseonika vodoničnim vezama.  

Poznato je da Hb vezuje još neke ligande, poput, nitritnog jona (NO₂⁻), azot-monoksida (•NO), 

ugljen-monoksida (CO), cijanida (CN⁻), sumpor-monoksida (SO) i sulfida (S²⁻). Oni se vezuju za 

šesto koordinaciono mesto na Fe²⁺ jonu, ometajući vezivanje O₂, a pojedini imaju veći afinitet za 

hemoglobin od kiseonika, što ih čini toksičnim za ljude. Afinitet Hb za CO je čak 240 puta veći nego 

za O2, pa već koncentracija CO od 0,1 % u vazduhu može izazvati gubitak svesti i smrt [88]. 

Pored liganada koji mogu da dovedu do fatalnih posledica, značajne promene mogu nastati i 

usled mutacija u samoj proteinskoj sekvenci hemoglobina. Stanje koje potiče od tačkaste mutacije 

(βGlu6Val) u β-globinskom lancu dovodi do formiranja srpastog hemoglobina (HbS). Ovaj poremećaj 

je prvi put opisan 1910. godine u kliničkoj praksi. Mutacija se nalazi na površini proteina, a pod 

uslovima hipoksije ili deoksigenacije, βVal6 iz jednog molekula HbS vezuje se za hidrofobni džep 

susednog HbS molekula, stvarajući nerastvorne polimere [89]. 
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Slika 12. A) Slikoviti prikaz vezivanja kiseonika u aktivnom mestu Hb, koje se nalazi 

između E i F heliksa. Gvožđe u centru hem grupe koordinuje se sa proksimalnim histidinom 

(His) iz F heliksa, dok distalni histidin iz E heliksa stabilizuje vezani kiseonik; B) Hem grupa 

– protoporfirin IX kompleksiran sa Fe²⁺ jonom u centru, koji učestvuje u reverzibilnom 

vezivanju kiseonika. Preuzeto i modifikovano prema [83]. 

2.2.1.3.1. Alosterija u molekulu hemoglobina 

Hemoglobin pripada alosternim proteinima. Alosterija je pojava kod koje vezivanje jednog 

liganda na makromolekulu utiče na vezivanje drugog liganda na udaljenom mestu, te kod 

hemoglobina alosterni efektori, poput 2,3-BPG (2,3-bisfosfoglicerat), smanjuju afinitet za kiseonik, 

olakšavajući njegovo oslobađanje u tkivima [90]. Postoji nekoliko načina objašnjavanja alosterije, 

predstavljena su dva najstarija: 

 MWC (Perutz) model postulira da sve četiri subjedinice u hemoglobinu moraju istovremeno 

preći u napetu (deoksi) ili relaksiranu (oksi) strukturu. Oba oblika vezuju ligande, dok se afinitet 

prema ligandu menja tokom prelaska iz jedne u drugu strukturu. Deoksi ima niži afinitet za 

ligand u poređenju sa oksi, a vezivanje kiseonika je kooperativno, odnosno, vezivanje prvog 

molekula kiseonika povećava afinitet prema ostalim molekulima [91]. 

 KNF (Koshland-Nemethy-Filmer), indukovano-uklapanje ili sekvencijalni model, objašnjava 

da vezivanje liganda za jednu subjedinicu može indukovati konformacione promene u 

tercijarnoj strukturi susednih subjedinica, iako one nemaju vezan ligand. Odnosno, u slučaju 

Hb ne postoji samo T i R, već postoji niz intermedijarnih stanja [92]. 

2.2.1.4. Humani serum albumin- struktura i vezivna mesta 

Humani serum albumin je monomerni protein mase 66,5 kDa, izgrađen od 585 amino-kiselina 

i pretežno α-helikoidne strukture (68 %). Sastoji se od tri domena (I (1–195), II (196–383), III (384–

585)), koji formiraju srcoliku strukturu proteina, a svaki domen je podeljen na dva poddomena – A i 

B, Slika 13. Iako strukturno slični, svaki od domena ostvaruje različite vrste interakcija sa susednim 

domenima. Zbog toga orijentacija domena I i II u odnosu na domene II i III stvara izraženo 

asimetrično okruženje, u kome se nalazi veliki broj različitih mesta za vezivanje liganada (masne 

kiseline, protoporfirin IX, hem, sintetski porfirini, varfarin, ibuprofen, diazepam, metali) [93–95].  

HSA čini oko 60 % ukupnih proteina u krvnom serumu i predstavlja ključni biomarker za 

različite bolesti, a osim dijagnostičke uloge, široko se primenjuje i u terapiji [93]. Do danas je u RCSB 

Protein Data Bank deponovano više od 50 kristalnih struktura HSA u kompleksu sa različitim 

ligandima. Na osnovu tih podataka sprovedena je klasterska analiza, koja je pokazala postojanje samo 

dve jasno definisane konformacije, jedne koja odgovara apoproteinu i druge koja se podudara sa 

kompleksom HSA–miristinska kiselina [94].  
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Gorepomenutoj organizaciji domena se može pridodati da HSA poseduje dva mesta vezivanja 

liganada, poznato kao Sudlova mesta vezivanja. Sudlovo mesto I je ranije poznato kao „mesto 

vezivanja varfarina“, nalazi se u subdomenu IIA i sastoji se od hidrofobnog džepa okruženog 

pozitivno naelektrisanim amino-kiselinama, dok je Sudlovo mesto II poznato kao „indol-

benzodiazepinsko mesto vezivanja“, i nalazi se u subdomenu IIIA [97].  

 

Slika 13. Kristalna struktura HSA (PDB kod:1N5U) sa označenim domenima u različitim 

bojama (domen Ia-roze; domen Ib-ljubičasto; domen IIa-žuto; domen IIb-ružičasto; domen 

IIIa-svetloplavo; domen IIIb-zeleno). PDB fajl strukture preuzet 6.6.2025. godine. 

Prikazano u Pymol-u. 

Zahvaljujući svojoj jedinstvenoj sposobnosti vezivanja različitih liganada, HSA funkcioniše kao 

moćan transportni protein i rezervoar za brojne endogene i egzogene molekule, uključujući one koji 

premašuju svoju rastvorljivost u plazmi. Ova sposobnost omogućava mu da istovremeno veže 

nekoliko ekvivalenata dugolančanih masnih kiselina (FA), pri čemu su mesta vezivanja različite 

afinitetske jačine i prostorne organizacije [98]. Numeracija FA mesta (1–8), Slika 14, utvrđena na 

osnovu kristalne strukture kompleksa HSA–miristat, prema lokaciji u strukturi proteina [98,99]. 

Mnoga FA mesta učestvuju i u vezivanju drugih liganada, na primer, FA7 se preklapa se sa Sudlovim 

mestom I, dok FA3 i FA4 se preklapaju sa Sudlovim mestom II [99]. Upotrebom NMR 

spektroskopije, utvrđeno je da su mesta 2, 4 i 5 visokoafinitetna [99]. Osim ovih osam vezivnih mesta, 

postoji i FA9, koji je kao i FA7 sekundarno vezivno mesto [100]. 

 

Slika 14. Struktura HSA sa označenim vezivnim mestima masnih kiselina (FA1-FA8), hema, 

varfarina (Sudlovo mesto I), ibuprofena (Sudlovo mesto II), PDB kod:1N5U. Generisano u 

programu Pymol. 
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2.3. Osnovni principi vezivanja PFAS za proteine                                                              

2.3.1. Afinitet i vezivna mesta PFOA na HSA 

Sredinom prošlog veka je precipitacionim tehnikama potvrđeno da se PFOA vezuje za HSA, 

a do danas su korišćene i druge metode, uključujući i računarske, koje su detaljnije objasnile način 

vezivanja [101–104]. Procenjeno je da je manje od 1,2 % PFAS-a u krvi nevezano, jer se PFAS sa 

molekulskom masom manjom od 500 (Mw < 500) vezuju za albumin, dok je vezivanje za globuline 

značajnije sa porastom molekulske mase PFAS [105]. U HSA Sudlovo mesto II je manje u odnosu na 

Sudlovo mesto I i ono preferencijalno vezuje aromatične karboksilne kiseline, ali pokazuje i visoku 

selektivnost prema anjonima dugolančanih masnih kiselina (C8). Perfluorkarboksilne kiseline 

oponašaju ponašanje masnih kiselina, a pokazano je da se PFOA specifično vezuje za mesta na HSA 

koja služe za vezivanje masnih kiselina [106,107]. 

       Zhang i saradnici su pokazali da vezivanje PFOS za HSA menja njegovu sekundarnu strukturu i 

inhibira transportne funkcije HSA [108]. Slična studija je proizišla iz druge laboratorijske grupe koja 

je pokazala da interakcije između PFOS i goveđeg seruma albumina (engl. bovine serum albumin, 

BSA) narušavaju sekundarnu i tercijarnu strukturu BSA i smanjuju njegovu funkcionalnost [107]. 

Takođe, ispitan je uticaj i drugih fluorovanih jedinjenja na BSA, poput perfluornonanske kiseline, 

perfluordekanske i perfluoroktansulfonske, gde je utvrđeno da se na različitim mestima vezuju 

kratkolančane kiseline u odnosu na dugolančane [110,111]. 

      PFOA se vezuje za triptofanski 214 (Trp214) ostatak subdomena IIA HSA, sa konstantom 

vezivanja 2,7 x 105 M-1. PFBA ne ostvaruje interakcije sa Trp 214, što ukazuje da je vezivanje liganda 

zavisno od dužine lanca: što je ugljenični lanac duži, to je veća konstanta vezivanja [112]. 

Dominantne sile vezivanja PFAS za ovaj protein su van der Valsove sile i vodonične veze [36]. 

Doking metodom je utvrđeno koja mesta su najizloženija vezivanju PFOA, te su se Matteo i saradnici 

fokusirali na pet mesta sa slobodnom energijom vezivanja većom od -6.0 kcal/mol. Najniža energija 

vezivanja PFOA za mesto vezivanja Trp214 iznosi -8.0 kcal/mol. Na Slici 15 prikazano je 

najpogodnije mesto vezivanja PFOA za HSA, pri čemu su istaknuti ključni aminokiselinski ostaci 

koji su ostvarili interakcije sa ligandom [113]. Pored navedenih autora, i druge istraživačke grupe su 

se bavile proučavanjem interakcije PFOA sa HSA, pri čemu je utvrđeno da se ovaj perfluoralkil 

molekul može vezivati i za Sudlovo mesto I, kao i za Sudlovo mesto II [114,115,116]. 

 

Slika 15. Rezultat doking simulacije. Prikazana je poza najnegativnije energije vezivanja 

(-8.0 kcal/mol) za PFOA u HSA. Ovo mesto karakterišu brojne van der Valsove interakcije 

između hidrofobnog repa i amino-kiselina Lys 199, Lys 195, Arg 218, Arg 222 i Trp 214, kao 

i elektrostatičke interakcije koje uključuju karboksilnu grupu surfaktanta i doprinose 

slobodnoj energiji vezivanja. Preuzeto iz [113]. 
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2.3.2. Interakcija PFOA sa hemoglobinom 

Perera i autori prvi put pokazuju prisustvo više mesta vezivanja PFOA na humanom 

hemoglobinu. Detaljna analiza podataka apsorbancije met Hb ukazuje na prisustvo barem dva mesta 

vezivanja sa konstantama disocijacije od 0,8 ± 0,2 × 10−6 M i 63 ± 15 × 10−5 M; takođe dolazi i do 

destabilizacije strukture, što i dokazuju CD spektrometrijski [117]. Fluorescentni intenzitet 

miogobina i goveđeg hemoglobina u prisustvu perfluorpentanske kiseline i PFOA su nepromenjene, 

dok perfluordekanska kiselina značajno povećava unutrašnju fluorescenciju proteina, uzrokuje 

promene u hem grupi, što dovodi do promena u njegovoj sekundarnoj strukturi. Na ovaj način su 

autori dodatno učvrstili dokaze da postoji odnos između dužine lanaca i funkcionalnih grupa i njihove 

toksičnosti, in vitro [118]. Osim ove studije, Yang i saradnici su pokazali da se PFOS vezuje za goveđi 

hemoglobin (-10.6 kcal/mol) [119], te su potvrdili da se PFAS vezuju radije hidrofobnim repom nego 

hidrofilnom glavom za aminokiselinske ostatke, Slika 16.  

 

Slika 16. 2D dijagram interakcija PFOS sa goveđim hemoglobinom. Preuzeto iz [119]. 

Takođe, studija Trousdale i saradnika pokazala je da perfluoroktanska kiselina destabilizuje 

strukturu humanog hemoglobina već pri nanomolarnim koncentracijama, izazivajući disocijaciju α-

subjedinice i oslobađanje hema. Korišćenjem spektroskopskih i masenih tehnika, autori su pokazali 

da PFOA izaziva konformacione promene proteina. Ovi rezultati sugerišu da PFOA može imati 

značajan uticaj na funkciju hemoglobina i pri koncentracijama bliskim onima koje se smatraju 

regulatorno bezbednim [120]. 

2.3.3. Uticaj PFAS na strukturu i aktivnost enzima 

Ispitivan je uticaj perfluorovanih jedinjenja i na aktivnost enzima. Pokazano je da izlaganje 

PFOA i PFOS rezultira povećanom aktivnošću superoksid-dizmutaze (SOD), katalaze (CAT) i 

glutation-reduktaze (GR), dok dolazi do smanjenja aktivnosti glutation-peroksidaze (GPx) i 

glutation-S-transferaze (GST). PFOA i PFOS mogu narušiti ravnotežu antioksidativnog sistema, 

povećati proizvodnju slobodnih radikala (engl. reactive oxygen species, ROS), uticati na mitohondrije 

i izazvati pokretanje programa apoptoze [121]. Studija na katalazi iz goveđe jetre je pokazala da su 

PFOA i PFOS uticali na sekundarnu strukturu katalaze, smanjenjem sadržaja α-heliksa i povećanjem 

sadržaja β-pločica, ali nije primećen nikakav efekat na njegovu aktivnost [122]. 

2.4. Metode računarske hemije 
Za razumevanje i proučavanje reakcijskih mehanizama, kao i interakcija na molekulskom 

nivou, teorijski pristupi i molekulsko modelovanje imaju ključnu ulogu. Oni omogućavaju uvid u 

mikroskopske procese koji su često nedostupni eksperimentu, pružajući ne samo detaljnu 

interpretaciju već i prediktivnu moć u pogledu strukturnih, dinamičkih i reaktivnih svojstava sistema. 

U sinergiji sa eksperimentalnim tehnikama karakterizacije, molekulsko modelovanje predstavlja 

nezamenljiv alat za razumevanje i predviđanje ponašanja kompleksnih hemijskih i biohemijskih 

sistema. 
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2.4.1. Molekulski doking 

Molekulski doking je metoda koja se koristi od 1980. godine, pokrenuta potrebama hemije, 

molekularne biologije i farmaceutske industrije. Cilj dokinga je predviđanje najverovatnijeg načina 

vezivanja liganda (L) za protein (P) poznate 3D strukture, a dostupnost i snage računara značajno su 

olakšali razvoj ove oblasti [123–125]. 

Rezultati dobijeni molekulskim dokingom omogućavaju procenu slobodne energije vezivanja 

kompleksa P–L, kao i afinitet i konstantu vezivanja koje opisuju jačinu i stabilnost interakcije. Dublje 

razumevanje molekulskih sila, poput van der Valsovih interakcija, vodoničnih veza i elektrostatičnih 

interakcija, igra ključnu ulogu u predviđanju geometrije P–L kompleksa kao i stabilnosti tog 

kompleksa u fiziološkim uslovima [126,127]. 

Molekulski doking obuhvata tri ključna i međusobno povezana aspekta: predikciju položaja 

liganda (engl. pose prediction), virtuelno pretraživanje velikih baza podataka i procenu afiniteta 

vezivanja. Osnovni alati ove metodologije su algoritam pretrage i funkcija bodovanja, koji 

omogućavaju generisanje i evaluaciju mogućih konformacija liganda unutar vezujućeg mesta 

receptora, najčešće proteina [126]. Na osnovu geometrijske komplementarnosti, uz dodatnu 

energetsku usklađenost i konformacionu reorganizaciju, ligand i receptor mogu postići najstabilniji 

kompleks kroz minimizaciju geometrije zasnovanu na smanjenju potencijalne energije sistema [128]. 

Programi za molekulski doking koriste specifične algoritme za pronalaženje optimalne konformacije 

i orijentacije liganda, nakon čega se primenjuje funkcija bodovanja (engl. scoring function), radi 

procene afiniteta vezivanja i analize vrsta međumolekulskih interakcija. 

U pogledu fleksibilnosti, postoje tri mogućnosti izvođenja dokinga [127], pri čemu treba napomenuti 

da su rigidnost i fleksibilnost proteina aproksimacije u modelovanju:  

 aproksimacija rigidnog proteina i delimino rigidnog liganda: istražuju se samo translacioni i 

rotacioni stepeni slobode liganda; 

 aproksimacija rigidnog proteina i potpuno fleksibilnog liganda: istražuju se svi stepeni 

slobode liganda (translacioni, rotacioni i konformacioni), dok protein ostaje rigidan; 

 aproksimacija delimično fleksibilnog proteina i potpuno fleksibilnog liganda: istražuju se svi 

stepeni slobode bočnih ostataka amino-kiselina u aktivnom mestu proteina i liganda, dok 

ostatak proteina ostaje rigidan. 

Važno je istaći da tri savremena modela dokinga imaju svoje korene u klasičnim pristupima 

poznatim kao model „ključa i brave” i model „indukovanog uklapanja” [129]. Prvi se zasniva na 

pretpostavci rigidne strukture receptora i liganda, pri čemu se traži odgovarajuća orijentacija „ključa” 

koja savršeno odgovara „bravi”, naglašavajući značaj geometrijske komplementarnosti. Nasuprot 

tome, model indukovanog uklapanja podrazumeva fleksibilnost oba partnera (i liganda i receptora), 

koji menjaju svoju konformaciju tokom procesa vezivanja kako bi se postiglo optimalno uklapanje, 

što je ilustrativno prikazano na Slici 17. Fleksibilno-rigidni doking je široko primenjivan, ali, budući 

da je fleksibilno uklapanje obično preciznije, istraživanja u ovom području postala su vrlo popularna 

poslednjih godina [124]. 

 
Slika 17. Dva modela molekulskog dokinga: A) ključ-brava model; B) indukovano 

uklapanje. Preuzeto i modifikovano prema [124]. 
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2.4.1.1. Algoritmi pretrage 

U zavisnosti od primenjenih algoritama pretrage, koji su definisani skupom pravila i 

parametara za predviđanje konformacija, programi za molekulski doking mogu se klasifikovati u više 

kategorija [130].  Ovi algoritmi imaju zadatak da istraže multidimenzionu površinu potencijalne 

energije, kako bi identifikovali najpovoljniji položaj liganda na receptoru, tj. globalni energetski 

minimum  [131,132]. U većini slučajeva, protein se tretira kao rigidna struktura, dok se ligand 

modeluje kao fleksibilan molekul, odnosno, dozvoljene su rotacije oko prostih veza, dok se dužine 

veza i unutrašnji uglovi zadržavaju fiksnim [131]. Kako bi se procenila energija interakcije između 

liganda i receptora, koristi se precizna deffinisana funkcija za računanje energije vezivanja, nazvana 

funkcija bodovanja (engl. scoring function), koja ocenjuje kako sternu komplementarnost (prostorno 

uklapanje), tako i hemijsku komplementarnost među molekulima [132]. 

Algoritam za rigidni doking je algoritam prepoznavanja oblika (sistem ključ-brava). Algoritmi za 

fleksibilni doking mogu se podeliti u tri osnovne kategorije [133]: 

1. Sistemska pretraga;  

2. Stohastički;  

3. Deterministički algoritmi pretrage. 

Sistemska pretraga generiše sve moguće poze liganda u ispitivanom mestu proteina. U ovu 

kategoriju pripadaju algoritam iscrpne pretrage, algoritam fragmentacije i algoritam konformacionog 

ansambla.  Algoritam iscrpne pretrage se izvodi tako što se sistemski rotiraju sve rotabilne veze 

liganda u datim intervalima. Kako broj rešenja eksponencijalno raste, uvode se kriterijumi 

zaustavljanja, koji sprečavaju algoritam da istražuje prostore za koje je poznato da vode ka pogrešnim 

rešenjima. Algoritam fragmentacije uključuje fragmentisanje liganda, te se bazni fragment smešta u 

vezivno mesto ili svaki deo uklapa u vezivno mesto, a potom spaja kovalentnim vezama, Slika 18. 

Algoritam konformacionog ansambla generiše sve moguće konformacije liganda, a potom rigidnim 

dokingom svaka konformacija smešta u vezivno mesto i računa se afinitet vezivanja [134].  

 

Slika 18. Primer algoritma rigidnog dokinga: Algoritam fragmentacije, shematski prikaz. 

Preuzeto i modifikovano prema [135]. 

Stohastički algoritmi pretrage vrše nasumične izmene, menjajući po jedan stepen slobode u 

sistemu (konformacioni prostor i translacioni/rotacioni prostor), umanjujući problem poze zarobljene 

u lokalnim energetskim minimumima. Da bi se poboljšala verovatnoća konvergencije, često se 

sprovodi više nezavisnih pokretanja algoritma. Primeri stohastičkih metoda su Monte Karlo (MC) 

metode, evolucioni algoritmi, metode Tabu pretrage i metode optimizacije grupe [136].  
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Slika 19 prikazuje osnovne korake MC simulacije, korišćene za ispitivanje različitih 

konformacija molekula. Proces započinje inicijalnom konformacijom, kojoj se zatim nasumično 

menjaju prostorne karakteristike, translacija i rotacija molekula ili njegovih veza. Na svakom koraku, 

energija nove konformacije se izračunava i poredi sa prethodnom. Ako je nova konformacija 

energetski niža, automatski se prihvata. Ako nije, odluka o prihvatanju se donosi na osnovu 

Bolcmanove funkcije raspodele. Ovaj postupak se ponavlja N puta, čime se istražuje prostor 

konformacija i omogućava nalaženje najstabilnijih (energetski najpovoljnijih) struktura [135]. 

 

Slika 19. Monte Karlo metoda u istraživanju konformacija molekula. Preuzeto i 

modifikovano prema [135]. 

 Deterministički algoritmi pretrage funkcionišu tako da početno stanje određuje naredni 

korak, pri čemu novo stanje mora imati jednaku ili nižu energiju u odnosu na početno. Ako se isti 

deterministički algoritam pokrene više puta, sa identičnim početnim uslovima i parametrima, uvek će 

proizvesti isto konačno stanje. Glavni nedostatak ovih algoritama je što se često „zarobe” u lokalnim 

minimumima, jer ne mogu da prevaziđu energetske barijere. Razvijaju se različiti pristupi kako bi se 

povećala sposobnost prelaska preko barijera, ili kako bi se te barijere snizile. Primeri determinističkih 

metoda su metode minimizacije energije i simulacije molekulske dinamike [137].  

2.4.1.2. Predviđanje afiniteta vezivanja liganda  

Jedan od ključnih izazova u svim računarskim metodologijama je razvoj energetske funkcije 

bodovanja koja može brzo i precizno opisati interakciju između proteina i liganda [138]. Za dati 

ciljani protein, molekulski doking generiše stotine hiljada mogućih orijentacija i konformacija liganda 

unutar aktivnog mesta proteina. Funkcija bodovanja je matematički metod koji se koristi kako bi se 

ove konformacije rangirale na osnovu jačine vezivanja svakog od potencijalnih P-L kompleksa [130]. 

Tačnost procene može se validirati ako funkcija bodovanja uspešno isključi lažno pozitivne rezultate 

i ako rezultat bude u skladu sa eksperimentalnim podacima [139]. Funkcije bodovanja su korisne u 

metodama za predviđanje nepoznatih vezujućih mesta na proteinima, predviđanju afiniteta vezivanja 

između proteina, kao i u specifičnim optimizacijama za proteine iz iste porodice proteina [130]. 

Korišćenjem atomskih koordinata P-L kompleksa, funkcije bodovanja mogu proceniti 

slobodnu energiju vezivanja ili konstantu vezivanja. Slobodna energija vezivanja se dobija Gibs-

Helmholc jednačinom (∆G slobodna energija vezivanja, ∆H entalpija, T temperatura (K), a ∆S 

entropija): 

∆𝐺 = ∆ 𝐻 −  ∆𝑇𝑆                                                        (1) 

Osim promene slobodne energije, može se izračunati i konstanta vezivanja, Ka, kao što je 

prikazano u sledećoj jednačini: 

∆𝐺 =  −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑎                                                                                         (2) 

Prema načinu na koji su izvedene, ove matematičke fukcije se mogu podeliti na funkcije 

zasnovane na polju sila, zasnovane na statističkom posmatranju poznatih struktura i empirijske 

funkcije bodovanja.  
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 Funkcije zasnovane na polju sila (engl. force field) su bazirane na sumi van der Valsovih i 

elektrostatičkih interakcija između parova atoma P-L kompleksa, uzimajući u obzir entalpiju i 

entropiju sistema. Primeri programa koji koriste ove funkcije su AutoDock i GOLD. Nove 

verzije uključuju i kvantno mehaničke fukcije (QM) i kvantno-mehaničke/moleklusko 

mehaničke funkcije (QM/MM). 

 Funkcije temelјene na statističkim opažanjima iz baza podataka struktura (engl. knowledge-

based functions) se baziraju na posmatranju bliskih međumolekulskih kontakata u velikim 

bazama podataka, poput PDB (engl. Protein Data Bank). Na osnovu učestalosti pojavljivanja u 

bazama podataka direktno se izvodi potencijal parova atoma Bolcmanovom relacijom, a nakon 

toga se ti podaci prevode u pseudopotencijal (engl. mean-force potential, MFP) koji opisuje 

geometriju liganda u P-L kompleksu.  

 Empirijske funkcije bodovanja koriste nekoliko intermolekularnih termina koji su kalibrisani 

pomoću linearne regresije, gde se teorijske vrednosti prilagođavaju eksperimentalnim 

podacima. Odnosno, one računaju jačinu P-L vezivanja zbirom doprinosa svih interakcija. 

AutoDock Vina je predstavnik programa koji koriste ovaj način funkcije bodovanja.  

Tokom dokinga funkcije bodovanja se koriste za optimizaciju pozicije liganda, a nakon 

završetka dokinga, ove funkcije rangiraju ligande prema afinitetu vezivanja, predviđajući tako 

najbolji ligand sa najvećim afinitetom [130]. 

2.4.1.3. Programi za molekulski doking-AutoDock Vina 

DOCK je prvi program razvijen 1982. godine na Univerzitetu Kalifornije u San Francisku, 

pod vođstvom Briana K. Shoicheta i Irwina D. Kuntza [140,141]. Tokom 1990-ih, pojavljuje se 

AutoDock, program koji su razvili Arthur J. Olson i saradnici, i on postaje jedan od prvih široko 

korišćenih alata za molekulski doking [142]. AutoDock koristi globalni optimizacioni algoritam 

poznat kao Lamarkijanski genetski algoritam (LGA). Međutim, molekulski doking pomoću 

AutoDock-a bio je kompleksan, računarski zahtevan i nije uvek bio pouzdana metoda. Godine 2009, 

razvijen je program AutoDock Vina brža i preciznija varijanta u odnosu na originalni AutoDock. U 

Tabeli 3 se nalazi prikaz različitih programa koji su u upotrebi, sa informacijama o algoritmu, brzini 

i karakteristikama [124]. Oznake F-R, F, R u koloni “karakteristike” označavaju fleksibilno-rigidni 

doking, fleksibilni doking i rigidni doking, redom. 

Tabela 3. Programi koji se koriste za molekulski doking. 

Ime programa Algoritam 

Metoda računanja 

slobodne energije 

Brzina 

programa Karakteristike 

Flex X 
Algoritam 

fragmentacije 

Polu-empirijska 

računanja  
Brza  F-R 

Gold 
Genetski algoritam 

(GA) 

Polu-empirijska 

računanja  
Brza F 

Glide 
Iscrpna sistematska 

pretraga 

Polu-empirijska 

računanja 
Srednja F 

AutoDock 
GA 

LGA  

Polu-empirijska 

računanja  
Srednja F-R 

ZDOCK 

Geometrijska 

komplementarnost i 

MD 

Molekulsko polje sila Srednja  R 

RDOCK 
GA, Monte Carlo 

(MC), MIN  
Molekulsko polje sila Srednja R 

LeDOCK 
GA, Simultano 

kaljenje 
Molekulsko polje sila  Brza F 

Dock 
Algoritam 

fragmentacije 
Molekulsko polje sila Brza F 

AutoDock 

Vina 

GA Polu-empirijska 

računanja 

Brza F-R 
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Za potrebe ove doktorske disertacije korišćen je program AutoDock Vina, jedan od 

najkorišćenijih alata za molekulski doking, poznat po brzini, preciznosti i jednostavnom korišćenju 

[143]. Razvijen je kao deo AutoDock paketa, sa ciljem da omogući efikasno predviđanje vezivanja 

malih molekula za biomolekule. Vina koristi globalni optimizacioni algoritam, koji kombinuje 

lokalnu pretragu sa elementima GA. Algoritam započinje nasumičnim konformacijama liganda i 

zatim pretražuje prostor promenom koordinata kako bi poboljšao energiju vezivanja, čime 

omogućava identifikaciju globalnog energetskog minimuma [144]. Iako je veoma efikasan, postojao 

je određeni skup ograničenja u prethodnim verzijama ovog programa. U verziji AutoDock Vina 1.2.0, 

mnoge funkcionalnosti su dodate ili poboljšane. Nova verzija uključuje unapređenu funkciju za 

izračunavanje energije, mogućnost simultanog dokinga sa više liganada. Dodatno, implementirane su 

Python komande, koje omogućavaju lakše pisanje programa koji upravljaju simulacijom i razvoj 

automatskih procedura za izvođenje doking simulacije [145].  

2.4.1.4. Baze podataka  

Najpoznatije baze podataka za kristalne strukture biomolekula, uključujući proteine, 

nukleinske kiseline i njihove komplekse, jesu proteinska baza podataka (engl. Protein Data Bank, 

PDB) [146] i UniProt baza, koje predstavljaju ključni resurs za molekulsko modelovanje, 

omogućavajući istraživačima pristup eksperimentalno određenim strukturama. Dostupna je i ZINC 

baza podataka [147], koja sadrži komercijalno dostupne ligande spremne za molekulski doking. 

Kembrička baza podataka (engl. Cambridge Structural Database, CSD) sadrži kristalografske 

podatke o malim molekulima [148]. Korišćenje ovih baza podataka predstavlja osnovu za pripremu 

ulaznih struktura u savremenim in silico metodama. 

2.4.1.5. Ograničenja molekulskog dokinga  

Problem molekulskog dokinga može se definisati kao zadatak predviđanja „pravilnog“ 

vezanog stanja između dva molekula, polazeći od njihovih atomskih koordinata [149]. Iako doking 

predstavlja važan alat u savremenoj nauci, njegova primena nosi niz metodoloških izazova. Većina 

trenutno dostupnih algoritama uzima u obzir isključivo fleksibilnost liganda, što omogućava 

rešavanje problema sa nekoliko desetina stepeni slobode [150]. Ovakva pojednostavljenja mogu 

značajno narušiti tačnost predikcije, naročito u slučajevima kada dolazi do izraženih konformacionih 

promena pri vezivanju liganda [136]. Međutim, kada se u analizu uključi i fleksibilnost receptora, 

broj stepeni slobode se značajno povećava, u rasponu od nekoliko stotina do nekoliko hiljada, čime 

se značajno komplikuje računarska obrada [150]. Ograničenja se javljaju i u samim funkcijama za 

bodovanje (engl. scoring functions) koje se koriste za evaluaciju stabilnosti predloženih kompleksa. 

Zbog nedovoljno preciznih parametara i nepotpunog obuhvata konformacionog prostora, ove 

funkcije često dodeljuju visoke vrednosti i molekulima koji eksperimentalno ne pokazuju nikakvu 

biološku aktivnost, što dovodi do pojave lažno pozitivnih rezultata [151]. Jedan od problema koji se 

javlja u praksi su tzv. “binding decoys”, odnosno, molekuli koji se u dokingu rangiraju visoko, iako 

se eksperimentalno ne vezuju za ciljani protein. Na sličan način, pojam “pose decoys” odnosi se na 

konformacije poznatog liganda koje tokom dokinga dobijaju bolju ocenu od položaja sličnih stvarnoj 

(nativnoj) konformaciji. Ipak, uključivanjem parametara poput RMSD (engl. Root Mean Square 

Deviation) moguće je dobiti tačnije rezultate i smanjiti broj pogrešnih predviđanja [152]. 

Greške se mogu javiti i kada fizičko-hemijska svojstva molekula značajno odstupaju od 

podataka iz baze koja se koristi za doking. Naime, 3D struktura iz baze podataka često ne odgovara 

biološki aktivnoj formi proteina, što može rezultirati netačnim predviđanjima. Zbog toga je važno 

uzeti u obzir i termodinamičke karakteristike sistema, kao i koristiti retrospektivne validacije kako bi 

se procenila pouzdanost modela predikcije afiniteta. S obzirom na to da se savremene metode dokinga 

oslanjaju na brojne aproksimacije, ne postoji garancija da će simulirani kompleks zaista odgovarati 

prirodnom načinu vezivanja liganda za receptor. Stoga je ključno teorijske rezultate uporediti sa 

eksperimentalnim podacima [125,131].  
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 2.4.1.6. Protokol molekulskog dokinga 

Bez obzira na program koji se koristi za molekulski doking, protokol uključuje pripremu 

liganda, proteina, doking proračun, rangiranje i analizu dobijenih rezultata [153]. Uprošćena 

procedura izvođenja molekulskog dokinga je prikazana na Slici 20. Priprema proteina počinje 

pretragom proteinske baze podataka, gde se vodi računa o kompletnosti strukture, rezoluciji, kao i 

eksperimentalnim uslovima pod kojim je protein kristalisan. Najkvalitetnije strukture su snimljene 

metodom difrakcije X zraka na monokristalu. Ako ciljni protein još nije kristalisan (npr. ne postoji u 

PDB-u), tada je neophodno koristiti homologno modelovanje ili ab initio modelovanje. Homologno 

modelovanje podrazumeva predviđanje strukture proteina na osnovu srodnog, homolognog proteina 

(tzv. šablona), čija je struktura već određena.  

Kada se pronađe željena struktura koja ispunjava uslove za rad, prelazi se na tehnički deo gde 

se brišu svi ostali atomi iz pdb fajla, a ostavlja se samo proteinska sekvenca sa koordinatama, jer su 

često proteini kristalisani sa nekim ligandom. Ukoliko nedostaju delovi proteina oni se modeluju 

homologim modelovanjem. Nakon toga, potrebno je dodati atome vodonika i odrediti protonovanost 

aminokiselinskih ostataka na fiziološkoj pH, što je posebno bitno za histidin, koji može biti u tri 

različito protonovana stanja (HIE, HIP, HID). U te shvrhe koristimo H++ program [154] koji se 

zasniva na rešavanju Pauson-Bolcmanove jednačine. Nakon toga se pravi pdbqt fajl proteina sa 

podacima o koordinatama, parcijalnim naelektrisanjima atoma, pomoću AutoDock Tools (ADT) 

programa. Pripremanje liganda se svodi na pronalaženje već poznate 3D strukture, ili crtanje liganda 

pomoću programa poput Avogadro. Nakon toga, potrebno je uraditi optimizaciju geometrije liganda 

kvantno-hemijskim proračunima [155]. Takođe, ADT i u ovom koraku služi za pravljenje pdbqt fajla, 

koji će sadržati potrebne podatke o ligandu. Ono što je važno napomenuti je da se moraju odrediti 

rotabilne veze liganda, za slučaj ako se radi rigidno-fleksibilni doking. 

 

Slika 20. Procedura izvođenja doking simulacije, uprošćeno. 

Kada imamo potrebne datoteke liganda i proteina, prelazimo na pripremu mesta na proteinu na 

kom će se izvršiti doking pretraga. Ukoliko nije poznato vezivno mesto, pretražuje se cela površina i 

zapremina proteina. U našoj grupi se to radi postavljanjem niza manjih kutija koje se međusobno 

preklapaju i zajedno pokrivaju celu površinu i zapreminu proteina. U svakoj kutiji se radi po jedan 

proračun i na taj način obezbeđuje da se cela površina potencijalne energije vezivanja liganda za 

protein detaljno ispita. Svaka kutija mora biti dovoljno velikih dimenzija kako bi u njoj ligand mogao 

slobodno da rotira u svojoj najizduženijoj konformaciji. Broj kutija obezbeđuje kvalitet doking 

simulacije, odnosno, pretrage. Ulazna datoteka mora da poseduje ligand, receptor, veličinu kutije, 

centar kutije i razmak između kutija u angstremima. Nakon završene pretrage dobija se izveštaj o 

pretrazi sa procenjenim afinitetima vezivanja i RMSD vredostima. Uglavnom su najbolja vezivna 

mesta sa najnižim energijama vezivanja, ali je potrebna i dodatna vizualizacija rezultata pomoću 

programa kao što su Pymol, Discovery Studio Viewer.  
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2.4.2. Uvod u molekulsku dinamiku 

Molekulsko-dinamičke simulacije omogućavaju praćenje kretanja svakog atoma unutar 

proteina tokom vremena, zasnovano na zakonima fizike međuatomskih interakcija, te služe kao 

"teleskop" za fenomene koji su teško uočljivi eksperimentalnim metodama [156,157]. Prva simulacija 

proteina korišćenjem molekulsko-dinamičkih simulacija sprovedena je kasnih 1970-ih, a osnovna 

dostignuća koja su omogućila razvoj ove metode bila su nagrađena Nobelovom nagradom za hemiju 

2013. godine koja je dodeljena Martinu Karplusu, Mihaelu Levitu i Ariehu Varshelu [158,159].  

MD simulacije omogućavaju uvid u različite molekulske procese u realnom vremenu, kao što 

konformacione promene, uvođenje mutacija, uvijanje proteina (engl. folding), enzimska kataliza, 

kretanje kroz membranu ili interakcije sa ligandima [158,160,161]. Obično ne postoji eksperiment 

koji bi mogao da pruži sve informacije koje simulacija nudi, a rezultati simulacija mogu da usmere 

dalji eksperimentalni rad. Takođe, simulacije pružaju mogućnost da se predvidi ponašanje 

biomolekula nakon uvedenih promena poput mutacija, fosforilacije, protonоvanja, ili 

prisustva/odsustva liganda [158]. Može se zaključiti da je MD ključno naučno oruđe, čiji je razvoj 

podstakao rast računske moći, efikasne algoritme i unapređena polja sila, što potvrđuje sve veći broj 

publikacija koje kombinuju eksperimentalne i računarske metode [162]. Postoje dva glavna pristupa 

molekulske dinamike, ab initio MD, koji se zasniva na kvantnoj mehanici i minimalno se oslanja na 

empirijske parametre, i klasična MD koja predstavlja oblik računarske simulacije, gde atomi 

i molekuli mogu da interaguju u određenom vremenskom intervalu, u skladu  sa zakonima klasične i 

statističke mehanike [163]. Donedavno je za izvođenje visokokvalitetnih MD simulacija bio potreban 

superračunar, međutim, razvojem nove računarske opreme, naročito grafičkih procesora (engl. 

GPUs), zahtevne simulacije se mogu izvoditi uz relativno razumno vreme proračuna [164–166]. 

MD simulacije obično obuhvataju tri glavne faze: pripremu sistema, produkcionu simulaciju 

i analizu dobijenih trajektorija. Pripremna faza uključuje unos struktura, parametara polja sila (engl. 

force-field) i topologiju [167]. 

2.4.2.1. Teorijska osnova  

Osnovna pretpostavka MD simulacija jeste Born–Openhajmerova aproksimacija, prema kojoj 

se elektronska i nuklearna kretanja razmatraju odvojeno, jer se elektroni kreću znatno brže od 

atomskih jezgara. U okviru klasične MD simulacije, elektronski doprinos energiji sistema se ne 

izračunava eksplicitno, već se efekat elektrona uključuje posredno, putem empirijskih funkcija. Polje 

sila u molekulskim dinamičkim (MD) simulacijama predstavlja računarski model koji se sastoji od 

matematičkih funkcija i pripadajućih parametara, a koristi se za izračunavanje potencijalne energije 

sistema atoma i molekula. Definišući energiju interakcija između atoma, polje sila omogućava 

izračunavanje sila koje deluju na svaki atom (kao gradijent energije). Te sile se zatim koriste u 

klasičnim MD simulacijama za određivanje vremenske evolucije položaja i brzina atoma.  

Simulacija započinje definisanjem početnih uslova (položaji i brzine čestica), nakon čega se 

sistem evoluira u vremenu pomoću integracionih algoritama, najčešće Verletovog algoritma ili 

njegovih modifikacija. U svakom koraku, izračunavaju se sile na osnovu gradijenata potencijalne 

energije, a potom se ažuriraju položaji i brzine čestica. Tokom simulacije generiše se trajektorija 

sistema, koja predstavlja skup vremenski zavisnih mikrostanja. Za pravilnu interpretaciju rezultata 

simulacije, od suštinske je važnosti teorijski okvir statističke mehanike, koji omogućava prevođenje 

mikroskopskih podataka u makroskopske termodinamičke veličine. U tu svrhu, koristi se koncept 

ansambala, koji predstavljaju skup svih mogućih stanja sistema pod određenim uslovima. Najčešće 

korišćeni su  mikrokanonski (NVE) ansambl, u kojem su broj čestica (N), zapremina sistema (V) i 

ukupna energija (E) konstantni, kanonski (NVT) ansambl, koji opisuje sistem u ravnoteži sa 

termostatom na konstantnoj temperaturi (T) i izotermalni-izobarički (NPT) ansambl. U NPT 

ansamblu su konstantni broj čestica (N), pritisak (P) i temperatura (T). Proseci koji se računaju tokom 

simulacije (npr. energija, gustina, radijalne distribucije) interpretiraju se kao vremenski proseci koji, 

pod pretpostavkom ergodičnosti, odgovaraju prosečnim vrednostima ansambla [168,169].  
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Važno je napomenuti da klasična MD simulacija ne omogućava formiranje niti raskidanje 

kovalentnih veza. U slučajevima kada je potrebno opisati hemijske reakcije ili procese koji uključuju 

prelaze između elektronskih stanja (npr. reakcije inicirane svetlošću), primenjuju se hibridne kvantno-

mehaničko/molekulsko-mehaničke (QM/MM) metode. U ovim pristupima, mali deo sistema, 

najčešće reaktivni centar, opisuje se kvantno-mehaničkim proračunima, dok se ostatak modeluje 

klasičnim MD metodama [170]. 

2.4.2.1.1. Klasična mehanika  

Klasična mehanika koristi jednačine za rešavanje kretanja atoma u sistemu koji uzima u obzir 

međumolekulske interakcije [169]. Proračun simulacija molekulske dinamike zasniva se na primeni 

drugog Njutnovog zakona, kako bi se predvidelo ponašanje atoma u sistemu tokom vremena 

(jednačina 3).  

                                                     𝐹𝑖 = 𝑚 ∙ 𝑎 = 𝑚𝑖
𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2                                                      (3) 

gde je ri(t)=(xi(t), yi(t), zi(t)), odnosno koordinate i-te čestice, Fi sila koja deluje na česticu 

mase mi u vremenu t.  

Sila koja deluje na česticu se može izraziti i preko potencijalne energije, jednačina 4, gde je 

V potencijalna energija sistema. 

                                                              𝐹𝑖 = −𝛻𝑉                                                                  (4) 

Kombinacijom ove dve jednačine, dobija se jednačina 5 koja povezuje Njutnovu jednačinu 

kretanja, odnosno potencijalnu energiju sa promenama položaja u funkciji vremena. 

                                                              
−𝑑𝑉

𝑑𝑟𝑖
= 𝑚𝑖

𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2                                                            (5) 

Na osnovu poznatih početnih položaja svih atoma u sistemu, na primer, proteina okruženog 

molekulima vode, računaju se sile (iz potencijalne energije sistema) koje deluju na svaki atom usled 

interakcija sa ostalim atomima. Početni položaji čestica dobijaju se iz eksperimentalno određenih 3D 

struktura. Usled velikog broja čestica, jednačinu kretanja je nemoguće rešiti analitički, već se 

primenjuju numeričke metode. Ovaj proces se ponavlja u malim fiksnim vremenskim intervalima, 

omogućavajući simulaciju dinamičkog ponašanja sistema na atomskom nivou [158].  

2.4.2.1.2. Algoritmi integraljenja-Verletov algoritam  

 Numeričke metode za računanje položaja i brzina svih atoma u sistemu za integraljenje 

jednačina kretanja uključuju različite algoritme i najpoznatiji su Bimanov, Verletov, algoritam 

preskakanja (engl. Leap-frog) i korigovani Verletov algoritam.  

Svi algoritmi mogu biti aproksimirani primenom Taylor-ovog reda, jednačina 6: 

                                   𝑟(𝑡 + 𝑑𝑡) = 2𝑟(𝑡) − 𝑟(𝑡 − 𝑑𝑡) +
𝑑2𝑟(𝑡)

𝑑𝑡2 𝑑𝑡2 + 𝑂(𝑑𝑡4)                                  (6) 

Verlet algoritam je jedan od najpoznatijih metoda za numeričku integraciju jednačina kretanja. 

On koristi informacije o položaju i/ili ubrzanju u trenucima t i 𝑡 − 𝑑𝑡 kako bi izračunao novu poziciju 

čestice u trenutku 𝑡 + 𝑑𝑡 [172]. Glavne prednosti Verletovog algoritma su njegova jednostavnost, 

numerička stabilnost i preciznost. Međutim, njegova mana leži u tome što brzine, koje su potrebne za 

proračun kinetičke i ukupne energije sistema, nisu direktno izračunate, već se moraju procenjivati iz 

pozicija. Iako se i danas koristi, često je zamenjen unapređenim verzijama, kao što su korigovani 

Verlet i algoritam preskakanja, koji omogućavaju tačnije određivanje putanje atoma u prostoru. 

Poboljšanja u efikasnosti često se postižu zamrzavanjem najbržih vibracionih modova, 

ograničavanjem dužina veza sa vodonikovim atomima na fiksne vrednosti, pomoću algoritama kao 

što su SHAKE, Rattle i Lincs. SHAKE algoritam (poznat i kao ograničena Verlet metoda), predstavlja 

jednostavnu modifikaciju Verlet algoritma koja nameće ograničenja na unutrašnje koordinate, kao što 

su dužine veza i uglovi veza. Dužina vremenskog koraka je ograničena zahtevom da dt bude mali u 

poređenju sa periodom najviših frekvencija pokreta koji se simuliraju.  
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Za biomolekulske sisteme, najviši frekvencijski pokreti su vibracije istezanja veza, koje su, 

međutim, obično minimalno interesantne za proučavanje biomolekulske strukture i funkcije. S toga 

su algoritmi, kao što je SHAKE, koji ograničavaju veze na njihove ravnotežne dužine, korisni [158]. 

2.4.2.2.1. Polje sila 

Jedan od ključnih koraka u simulacijama molekulske dinamike jeste izbor skupa 

odgovarajućih energetskih funkcija kojima se opisuju intermolekulske i intramolekulske interakcije. 

Precizan, ali istovremeno računski efikasan opis ovih interakcija predstavlja osnovu za dobijanje 

validnih i fizički relevantnih rezultata. Ove energetske funkcije u sebi sadrže više parametara, koji se 

najčešće dobijaju na osnovu eksperimentalnih podataka ili kvantno-mehaničkih proračuna. 

Kompletan skup funkcija i pratećih parametara poznat je kao polje sila. 

Za potrebe simulacije proteina razvijeno je više specifičnih polja sila, te većina njih deli sličnu 

strukturu, odnosno, molekul se posmatra kao skup tačaka (atoma) sa parcijalnim naelektrisanjima, 

povezanih kovalentnim vezama [173]. Vezivne interakcije uključuju istezanje veza, savijanje uglova 

i torzionu rotaciju, i modeluju se pomoću harmonijskih izraza ili Furijevih transformacija. Nevezivne 

interakcije, poput van der Valsovih i elektrostatičkih sila, opisuju se Lenard-Džounsovim i 

Kulonovim potencijalima, Slika 21. 

 

Slika 21. Prikaz vezivnih i nevezivnih energija koje doprinose polju sila. Preuzeto i 

prilagođeno prema [173].  

Opšta forma funkcija potencijalne energije u okviru polja sila obuhvata sve pomenute 

doprinose i može se izraziti sledećim jednačinama (7-12): 

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑉𝑣𝑒𝑧𝑎 + 𝑉𝑢𝑔𝑎𝑜 + 𝑉𝑡𝑜𝑟𝑧𝑖𝑗𝑎 + 𝑉𝑣𝑑𝑊 + 𝑉𝑒𝑙𝑒𝑐                                     (7) 

𝑉𝑣𝑒𝑧𝑎 = ∑𝑣𝑒𝑧𝑒
1

2
𝑘𝑏(𝑟 − 𝑟0)2                                                               (8) 

𝑉𝑢𝑔𝑎𝑜 = ∑𝑢𝑔𝑎𝑜
1

2
𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)2                                                           (9) 

𝑉𝑡𝑜𝑟𝑧𝑖𝑗𝑎 = ∑𝑡𝑜𝑟𝑧𝑖𝑗𝑎
1

2
𝑘𝜑[1 + 𝑐𝑜𝑠(𝑛𝜑 − 𝛿)]                                             (10) 

𝑉𝑣𝑑𝑊 = ∑𝑖=1
𝑁 ∑𝑗=𝑖

𝑁 4𝝐𝒊𝒋[(
𝝈𝒊𝒋

𝒓𝒊𝒋
)𝟏𝟐 − (

𝝈𝒊𝒋

𝒓𝒊𝒋
)𝟔]                                               (11) 

𝑉𝑒𝑙𝑒𝑐 = ∑𝑖=1
𝑁 ∑𝑗=𝑖+1

𝑁 𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜖𝜖0𝑟𝑖𝑗
                                                     (12) 

𝑘b i 𝑘θ su konstante sile, 𝑟0 i 𝜃0 ravnotežne vrednosti dužine veze (𝑟) i ugla veze (𝜃) važi za jednačine 

8 i 9; 𝜑 diedarski ugao, 𝑘 𝜑 konstanta sile, 𝑛 multiplicitet i 𝛿 fazni pomeraj, važi za jednačinu 10; 𝜖ij 

je dubina potencijalne jame interakcije para atoma, 𝜎 je razdaljina između dva atoma na kojoj je 

energija interakcije nula, važi za Lenard-Džounsovu funkciju koja opisuje privlačne van der Vals 

interakcije (jednačina 11); jednačina 12 je Kulonov zakon, gde 𝑞i i 𝑞j opisuju parcijalna naelektrisanja 

atoma, 𝑟ij je rastojanje, a 𝜖 i 𝜖0 su dielektrična konstanta i sredine u kojoj se radi simulacija. 
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Obično se parametri prvo određuju za proteinske sisteme, a zatim za nukleinske kiseline, 

lipide i druge biomolekule, tako da budu u skladu sa parametrima za proteine. Glavne razlike između 

različitih sila polja proizlaze iz različitih pristupa za određivanje pojedinačnih parametara, kao i 

različitih oblika funkcija. Polje sila AMBER95 za proteine predstavlja primer jednog od često 

korišćenih, koje je razvijeno zajedno sa određenim programom za molekulsko-dinamičke simulacije. 

Tačnost dodeljenih parcijalnih naelektrisanja različitim atomima u proteinskoj strukturi je od ključne 

važnosti. U AMBER polju sila, parcijalna naelektrisanja su određena korišćenjem metode 

ograničenog elektrostatičnog potencijala (engl. restrained electrostatic potential, RESP). Ova metoda 

prilagođava kvantno-mehanički izračunat elektrostatički potencijal na površini molekula koristeći 

model tačkastih naelektrisanja smeštenih u atomskim centrima. Naknadne studije su procenjivale 

koliko je metoda uspešna u izračunavanju konformacionih energija, i pokazala se boljom od ostalih 

testiranih polja sila [174]. 

2.4.2.2.2. Rastvarač u MD simulaciji 

Nekada su u simulacijama proteini posmatrani kao izolovani entiteti, često u vakuumu. Danas 

je praksa da se u simulaciju uključi rastvarač, najčešće voda, a da se simulirani sistem periodično 

replicira u svim prostornim pravcima, čime se obezbeđuje okruženje nalik realnim uslovima u ćeliji 

[158]. Rastvarač se može uključiti u simulaciju na implicitni ili eksplicitni način. U implicitnom 

modelu voda nije direktno prisutna u simulaciji, već se njen efekat uzima u obzir preko efektivne 

dielektrične konstante, koja ulazi u jednačinu za potencijalnu energiju. U eksplicitnom modelu, 

molekuli vode se direktno uključuju u simulaciju, što omogućava realniji prikaz. Međutim, ovaj 

pristup značajno povećava broj čestica koje se moraju računati, pa je potrebna veća procesorska snaga 

i pažljivo definisani granični uslovi kako bi se sprečilo da se molekuli vode udalje od sistema tokom 

simulacije. Prednost eksplicitne vode je u tome što omogućava preciznije izračunavanje 

makroskopskih svojstava jer simulirani sistem je sličniji realnom sistemu. Da bi se simulacije izvele 

efikasno, često se koriste periodični granični uslovi (engl. Periodic Boundary Conditions, PBC). Oni 

omogućavaju da se simulira mali sistem, koji se ponaša kao da je deo beskonačnog prostora. U okviru 

ovih uslova, formira se beskonačna rešetkasta struktura ponavljanjem simulacione kutije u prostoru. 

Kada molekul napusti kutiju, njegova slika ulazi sa suprotne strane, i to na potpuno isti način i u istom 

pravcu, Slika 22. Na taj način se broj molekula u simulacionoj kutiji održava, a sistem se može 

posmatrati kao da nema graničnu površinu. Periodični granični uslovi se uobičajeno primenjuju u 

molekulskoj dinamici kako bi se eliminisao efekat površine i izbegla potreba za ogromnim brojem 

molekula rastvarača i velikom simulacionom kutijom [175,176].  

Za tačno i efikasno računanje elektrostatčkih interakcija na velikim rastojanjima u sistemima 

sa periodičnim graničnim uslovima, često se koristi metoda Particle Mesh Ewald (PME). Ovo je 

aproksimativna metoda koja omogućava izračunavanje elektrostatike na velikim rastojanjima bez 

potrebe za direktnim računanjem svih međudejstava u paru, čime se značajno štedi vreme potrebno 

za izvođenje simulacije [163]. 

 

Slika 22. 2D prikaz PBC. Centralna ćelija (obojena žuto) predstavlja simulacionu kutiju, 

tamnoplavi krugovi su čestice unutar simulacione kutije, dok prazni krugovi predstavljaju 

njihove periodične slike u susednim ćelijama. Preuzeto iz [177]. 
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2.4.2.2. Priprema sistema za simulaciju 

Iako je teorijski moguće simulirati sisteme bez prethodno poznate strukture, u praksi se 

molekulsko-dinamičke simulacije najčešće započinju eksperimentalno određenim strukturama, poput 

onih dobijenih kristalografski ili NMR spektroskopijom, koje je potom neophodno pripremiti za 

simulaciju dodavanjem nedostajućih atoma (posebno vodonika), uklanjanjem neželjenih liganada, 

ubacivanjem molekula rastvarača i jona (ili lipida za membranske proteine), kao i dodeljivanjem polja 

sila, pri čemu treba imati u vidu da eksperimentalne strukture predstavljaju prosečne konformacije i 

mogu sadržati artefakte nastale usled ograničenja metode određivanja [158,178].  

2.4.2.2.1. Izbor računarske opreme i programa za MD simulaciju 

Efikasno izvođenje molekulskih simulacija u velikoj meri zavisi od izbora računarske 

infrastrukture i odgovarajućeg programskog paketa. Iako se osnovni principi molekulske dinamike 

zasnivaju na univerzalnim fizičkim zakonima, tehnička realizacija simulacije može znatno varirati u 

zavisnosti od dostupnih resursa i ciljeva istraživanja. Tradicionalno, molekulske dinamike su se 

izvodile na procesorima (engl. central processing unit, CPU), gde je svaki procesor obavljao 

računanje sila i integraciju položaja za određeni broj čestica. Danas, međutim, sve veći broj programa 

koristi prednosti grafičkih procesorskih jedinica (engl. GPUs), koje omogućavaju masivnu 

paralelizaciju i značajno skraćenje vremena potrebno za izvođenje simulacije. Moderne GPUs 

platforme omogućavaju višestruko ubrzanje simulacija u poređenju sa CPU konfiguracijama. Takođe, 

izvođenje simulacija na superračunarima omogućava paralelizaciju na hiljade jezgara i koristi se 

pretežno u simulacijama velikih bioloških sistema, koje uključuju više proteina, membranskih 

struktura ili kompleksne multisistemske konfiguracije [179]. 

Sledeće pitanje je koji program koristiti? Uobičajeni izbori uključuju GROMACS, NAMD, 

AMBER, CHARMM ([180],[181],[182],[180–183]). Važno je naglasiti da izbor programskog paketa 

često zavisi i od kompatibilnosti sa određenim poljima sila. Na primer, GROMACS je isprva razvijen 

za korišćenje sa GROMOS i AMBER poljima sila, ali u novim verzijama podržava i CHARMM i 

OPLS parametre. Tako je i AMBER usklađen sa AMBER ff14SB ili ff19SB poljima sila, dok je 

CHARMM prilagođen korišćenju CHARMM36m parametara za proteine i lipide.  

2.4.2.2.2. Protokol MD simulacije 

Pravilna priprema sistema je ključna za dobijanje validnih i pouzdanih rezultata. Početne 

koordinate proteina mogu se pronaći u proteinskoj bazi podataka ili modelovanjem 3D strukture. 

Prilikom pripreme sistema neophodno je dodati sve nedostajuće atome vodonika i ukloniti suvišne 

molekule (ligandi, joni itd). Sledeći korak je prevođenje strukture u formate koji su kompatibilni sa 

programima za MD simulacije, pri čemu se generišu i topološki fajlovi i molekulske koordinate. Na 

Slici 23 je shematski predstavljen protokol simulacije, po koracima. 

Nakon toga, sistem se postavlja u periodične granične uslove. Kutija se zatim puni 

molekulima vode, a po potrebi se dodaju i kontrajoni radi neutralizacije sistema i postizanja željene 

jonske sile. Pre započinjanja dinamike, sistem mora biti energetski minimizovan. U ovoj fazi, atomi 

proteina su često fiksirani, dok se molekuli rastvarača slobodno kreću, čime se uklanjaju nepovoljne 

van der Valsove interakcije. Zagrevanje sistema se vrši postepenim povećanjem temperature do 

ciljane vrednosti (npr. 300 K), uz dodeljivanje početnih brzina atomima prema Bolcmanovoj 

raspodeli. Prvo se relaksiraju molekuli vode (uz poziciona ograničenja na protein), a potom se ukidaju 

ta ograničenja, pa se ceo sistem ravnomerno zagreva. Kod proteina i nukleinskih kiselina, bočni lanci 

se relaksiraju pre glavnog lanca, kako bi se omogućilo ublažavanje lokalnih napetosti bez narušavanja 

sekundarne strukture. 
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Slika 23. Shematski prikaz faza u MD simulaciji [184] 

Potom sledi faza ekvilibracije, tokom koje se prate parametri poput temperature, pritiska i 

ukupne energije. Simulacija se vodi dok se ove veličine ne stabilizuju, što može zahtevati dodatno 

skaliranje brzina. Kada se postigne stabilan sistem, započinje faza produkcione simulacije, koja može 

trajati od nekoliko desetina nanosekundi (ns) do mikrosekundi (μs), u zavisnosti od postavljenih 

ciljeva i dostupnih resursa. Tokom ove faze, položaji i brzine atoma se beleže u regularnim 

vremenskim intervalima, čime se omogućava analiza ponašanja sistema tokom vremena. Po 

završetku simulacije sledi analiza dobijenih podataka. Vizualizacija se može vršiti pomoću programa 

kao što je VMD, dok se kvantitativna analiza zasniva na parametrima kao što su prosečna energija 

sistema, RMSF (engl. Root Mean Square Fluctuation), RMSD i radijus žiracije (Rg) [184].  

2.4.2.2.3. Analiza MD trajektorije 

Jedan od najvećih izazova u molekulskoj dinamici ne leži u samoj simulaciji, već u analizi 

dobijene trajektorije, jer se tokom simulacije generiše ogromna količina podataka. Tipična MD 

simulacija prati prostorne koordinate (i opcionalno brzine) za desetine, ili stotine hiljada atoma kroz 

stotine hiljada, ili čak milione vremenskih koraka. Kao rezultat toga, nastaje dinamička putanja 

sistema (trajektorija), koja sadrži mnogo informacija o atomskim fluktuacijama, konformacionim 

promenama i međumolekulskim interakcijama tokom vremena. Važno je imati u vidu da su 

molekulski sistemi haotični, te male promene u početnim uslovima mogu dovesti do različitih 

rezultirajučih trajektorija. Zbog toga se u praksi često sprovodi više nezavisnih simulacija pod istim 

ili različitim uslovima, kako bi se identifikovale značajne promene u ponašanju sistema.  

Za detaljno razumevanje dinamičkog ponašanja biomolekulskih sistema tokom MD 

simulacija, koristi se niz analiza. Jedna od najosnovnijih i najčešće korišćenih je RMSD, koja 

predstavlja srednje kvadratno odstupanje koordinata atoma u odnosu na referentnu strukturu. RMSD 

se koristi za procenu globalne stabilnosti sistema i može ukazivati na velike konformacione promene 

ili stabilizaciju strukture tokom vremena. Kada je cilj praćenje sekundarne strukture proteina, 

najčešće se koristi DSSP algoritam (engl. Define Secondary Structure of Proteins), koji klasifikuje 

elemente sekundarne strukture u kategorije poput α-heliksa, β-pločica. Ova analiza omogućava 

detekciju stabilnosti i eventualnih promena u sekundarnoj strukturi tokom simulacije, uključujući 

prelaze između različitih strukturnih motiva. Za uvid u lokalnu fleksibilnost i kolektivno kretanje 

molekula, primenjuju se analize kao što su RMSF (za kvantifikaciju prosečnih fluktuacija po amino-

kiselinskom ostatku) i analiza glavnih komponenti (engl. Principal component analysis, PCA) ili 

analiza vibracionih modova, koje omogućavaju identifikaciju dominantnih pravaca kretanja i 

dinamičkih modova koji doprinose funkcionalnoj fleksibilnosti.  
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U kontekstu praćenja interakcija između proteina i liganada, kao i interakcija protein–protein, 

može se koristiti SASA analiza (engl. Solvent Accessible Surface Area), koja kvantifikuje površinu 

molekula koja je dostupna molekulima rastvarača, ili kontaktne mape i distance između ostataka koje 

se koriste za vizuelizaciju i kvantifikaciju prostorne blizine između različitih delova molekula.  

Za kvantitativnu procenu afiniteta liganada prema proteinu koristi se MM-PBSA (engl. 

Molecular Mechanics Poisson–Boltzmann Surface Area) analiza, koja kombinuje rezultate 

molekulskih simulacija sa metodom implicitnog rastvarača, kako bi se procenila ΔG vezivanja, Slika 

24. Ova analiza omogućava poređenje stabilnosti kompleksa P–L i uvid u energetski doprinos 

pojedinačnih komponenti, kao što su elektrostatičke i van der Valsove interakcije (jednačine 13 i 14), 

kao i doprinos energije rastvaranja. 

 

Slika 24. Termodinamički ciklus MM-PBSA metode. Ljubičastim pravougaonikom 

je istaknuto polje rastvarača. 

∆𝐺𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑜 =  ∆𝐸𝑣𝑎𝑘𝑢𝑢𝑚 +  ∆𝐺𝑟𝑎𝑠𝑡𝑣𝑎𝑟𝑎č  −  𝑇∆𝑆                                (13) 

∆𝐸𝑣𝑎𝑘𝑢𝑢𝑚 =  ∆𝐸𝑖𝑛𝑡 +  ∆𝐸𝑣𝑑𝑊  +  ∆𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐                                      (14) 

Kombinovanjem ovih analiza moguće je pratiti ne samo stabilnost i fleksibilnost proteinskih 

domena, već i identifikovati funkcionalne promene koje nastaju usled mutacija, vezivanja liganada 

ili promene uslova sredine [158,185,186]. 

2.4.2.3. Ograničenja MD simulacija 

Iako simulacije molekulske dinamike predstavljaju izuzetno moćan alat za proučavanje 

ponašanja biomolekula na atomskom nivou, njihova primena je i dalje ograničena određenim 

metodološkim i tehničkim izazovima. Polja sila koja se koriste u MD simulacijama, iako značajno 

unapređena i dalje predstavljaju aproksimacije potencijalne energije sistema. Klasična polja sila 

zasnovana su na statičnim parametrima, te ova ograničenja mogu dovesti do sistematskih grešaka 

[187]. Polja sila ne mogu pouzdano opisati kvantne efekte koji su ključni za ponašanje mnogih 

bioloških sistema, naročito onih koji sadrže prelazne metale. Takođe, MD simulacije ne omogućavaju 

prekidanje niti formiranje kovalentnih veza, jer su zasnovane na fiksnoj topologiji sistema. To znači 

da protonovana stanja titrabilnih ostataka moraju biti unapred definisana i ostaju konstantna tokom 

simulacije, osim ukoliko se ne koriste specijalizovane metode poput simulacija sa konstantnim pH 

[188]. Međutim, ovakvi pristupi zahtevaju znatno više računarskih resursa i često kompleksniju 

postavku sistema. Isto važi i za disulfidne veze, koje se moraju definisati pre početka simulacije.  

Dalje, pouzdanost rezultata MD simulacije u velikoj meri zavisi od kvaliteta početne strukture, 

odnosno od dostupnosti eksperimentalnih struktura.  
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I na kraju, MD simulacije su računski zahtevne i najčešće ograničene na mikrosekundsku 

vremensku skalu, dok se mnogi biološki relevantni procesi odvijaju na znatno dužim, milisekundskim 

ili sekundnim skalama, što zahteva skupu opremu i naprednu tehničku ekspertizu, Slika 25. Zbog 

navedenih ograničenja, sve više se koristi čitav niz metoda poboljšanog uzorkovanja, koje 

omogućavaju efikasnije istraživanje multidimenzione površine potencijalne energije i ubrzavaju 

prelazak preko energetskih barijera. Među najznačajnijima su metadinamika, replikaciona razmena 

(engl. REMD), ubrzana MD (engl. Accelerated MD, aMD) i ubrzana MD sa dodavanjem 

Gausijanskog potencijala (engl. Gaussian accelerated MD, GaMD)  [179,189–191]. 

 

Slika 25. Ograničenje u vremenskoj skali klasičnih MD simulacija. Preuzeto i modifikovano 

prema [192]. 

2.4.2.3.1. Metadinamičke simulacije 

Metadinamičke simulacije istovremeno omogućavaju ubrzavanje retkih događaja i pouzdanu 

procenu slobodne energije u složenim molekulskim sistemima. Razvijene su kao odgovor na 

ograničenja klasične MD, koja često ostaje zarobljena u jednom metastabilnom stanju, tj. u lokalnom 

minimumu energije tokom čitave simulacije, što onemogućava istraživanje kompletnog 

konformacionog prostora sistema [193]. Uvedene su 2002. godine od strane Laia i Parinela, a od tada 

predstavljaju jedan od najkorišćenijih alata za istraživanje multidimenzione površine potencijalne 

energije i prelaza između metastabilnih stanja u molekulskim sistemima. Metadinamičke simulacije 

integrišu dve ključne ideje, sistematsko "popunjavanje" minimuma slobodne energije kroz dodavanje 

Gausijanskog potencijala i uvođenje istorijski zavisnog “bias” potencijala (potencijal pristrasnosti) 

koji usmerava dinamiku sistema ka slabije posećenim stanjima [193,194]. 

Metadinamičke simulacije se zasnivaju se na „popunjavanju“ potencijalne energije sistema 

pomoću zbira Gausijanskih funkcija koje su postavljene duž trajektorije definisane odgovarajućim 

skupom kolektivnih varijabli (CV, engl. collective variables), čime se sistem primorava da prelazi iz 

jednog energetskog minimuma u drugi, obeshrabrujući sistem da se vraća u već posećena stanja. Na 

ovaj način sistem je podstaknut da prevazilazi energetske barijere i da istražuje nove delove 

konformacionog prostora, Slika 26. Potencijal pristrasnosti predstavlja veštački doprinos ukupnoj 

energiji sistema, koji se koristi kako bi se promenila verovatnoća posete određenim konformacijama. 

Ovaj potencijal se gradi postepeno tokom simulacije, odnosno, u prostor CV se u pravilnim 

vremenskim intervalima dodaju Gausijanske funkcije na pozicije koje je sistem već posećivao, 

jednačina 15:  

𝑉𝑏𝑖𝑎𝑠(𝑠, 𝑡) = 𝜔∑𝑡′<𝑡𝑒𝑥𝑝 (−
(𝑠𝑡′−𝑠)2

2𝜎2
)                                                (15) 

gde je s vrednost CV, 𝜔 visina Gausijan-ove funkcije potencijala pristrasnosti, 𝜎 širina funkcije, t 

vreme odnosno faktor povezan sa brzinom deponovanja potencijala. 
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Slika 26. Princip rada metadinamičkih simulacija. Paneli a-c: Sistem iz jednog minimuma 

prelazi u drugi dodavanjem bias potencijala koji „popunjava“ minimum; panel d prikazuje 

kretanje CV (s) u funkciji vremena, pri čemu je jasno vidljiv prelazak iz jednog 

metastabilnog stanja u drugo. Preuzeto i modifikovano po [193]. 

Efikasnost metadinamičkih simulacija u velikoj meri zavisi od izbora kolektivnih varijabli. 

CV su proizvoljne funkcije atomskih koordinata i moraju biti u stanju da razlikuju ne samo 

metastabilna stanja, već i prelazna stanja između njih. Ako ova dva uslova nisu ispunjena, bias 

potencijal ne može efikasno da ubrza prelaze, a slobodna energija se ne može tačno rekonstruisati. 

Dodatno, broj korišćenih CV treba da bude umeren, jer popunjavanje višedimenzionalnog prostora 

bias funkcijama postaje računski neefikasno. U cilju prevazilaženja ovih ograničenja, razvijene su 

varijante metadinamike, poput dobro-usmerene metadinamike (engl. well-tempered), gde se visina 

Gausijanskih funkcija postepeno smanjuje tokom simulacije, čime se omogućava tačnija procena 

slobodne energije. Takođe, razvijeni su pristupi koji omogućavaju korišćenje većeg broja CV kroz 

višestruke replike, kao što su bias-exchange metadgaussinamika i parallel-bias metadinamika. 

U zaključku, metadinamičke simulacije se mogu koristiti za rešavanje više problema, koji se 

odnose na vezivanje liganada za proteine, enzimsku katalizu, transport kroz membrane, 

konformacione promene i procese uvijanja proteina. Ipak, glavno ograničenje je izbor odgovarajućih 

kolektivnih varijabli, zato se sve češće kombinuje sa tehnikama mašinskog učenja koje omogućavaju 

automatsku identifikaciju optimalnih CV i efikasnije istraživanje konformacionog prostora. 

2.4.2.4. Primena MD simulacija  

Sve veći broj studija pokazuje da rezultati dobijeni putem MD simulacija mogu ne samo da 

objasne postojeće eksperimentalne rezultate, već i da iniciraju nove eksperimente, usmere dizajn 

mutagenih studija, ili predlože nova mesta za vezivanje lekova. MD simulacije su doprinele 

identifikaciji mehanizama, objašnjenju vezivanja jona i liganada (npr. LeuT, BetP, M2 receptor), 

dizajnu lekova putem otkrivanja novih mesta za vezivanje (npr. HIV integrasa), predikciji 

konformacija receptora koje nisu eksperimentalno određene (npr. aktivacija GPCR, Kv kanal), 

istraživanju efekata mutacija na strukturu i funkciju proteina (npr. Na+/H+ antiporter, P450cam). U 

mnogim slučajevima, dobijene predikcije potvrđene su eksperimentalnim metodama, kao što su 

rendgenska kristalografija, elektronska mikroskopija (cryo-EM), elektroforeza, fluorescencija, NMR 

i spektroskopske metode, izotermalna kalorimetrija (ITC). Ove studije potvrđuju da MD simulacije 

ne predstavljaju izolovan metod, već bitnu oblast koja se sve više koristi za interpretaciju dinamičkih 

događaja koje statična strukturna analiza ne može u potpunosti da obuhvati [158,160]. 
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 3. CILJEVI 

Ova doktorska disertacija bila je usmerena na razjašnjenje prirode interakcija između 

odabranih perfluoralkil jedinjenja (trifluorsirćetne (engl. TFA), perfluorbutanske (engl. PFBA) i 

perfluoroktanske kiseline (engl. PFOA)) i ključnih humanih proteina krvi: fibrinogena, α2-

makroglobulina, hemoglobina i humanog seruma albumina. Kako bi se objasnili mehanizmi 

vezivanja i razumela njihova uloga u promeni strukturnih i funkcionalnih svojstava proteina, 

primenjen je kombinovani eksperimentalni i teorijski pristup, koji je obuhvatio sledeće istraživačke 

aspekte: 

A. Karakterizacija interakcija između fibrinogena i PFAS  

1. Predviđanje potencijalnih vezivnih mesta za TFA, PFBA i PFOA, metodom molekulskog 

dokinga, korišćenjem kristalne strukture iz PDB i modelovane strukture fibrinogena; 

2. Kvantifikacija afiniteta liganada za fibrinogen, fluorimetrijskom metodom i termoforezom na 

mikroskali (MST); 

3. Ispitivanje uticaja vezivanja liganada na proteinsku strukturu fibrinogena, metodom 

cirkularnog dihroizma (CD); 

4. Ispitivanje uticaja vezivanja liganada na funkciju fibrinogena i trombina, 

spektrofotometrijskim i fluorimetrijskim metodama. 

B. Ispitivanje interakcija između α2-makroglobulina i PFAS 

1. Predviđanje vezivnih mesta metodom molekulskog dokinga, na monomernom i dimernom 

obliku proteina; 

2. Provera stabilnosti kompleksa α2M-PFOA metodom molekulske dinamike; 

3. Eksperimentalna validacija vezivanja, uzimajući u obzir ograničenja usled veličine i 

kompleksnosti proteina, pomoću MST metode.  

C. Interakcija PFAS sa hemoglobinom: in silico i eksperimentalna ispitivanja 

1. Određivanje mogućih mesta vezivanja TFA, PFBA i PFOA na kristalnoj strukturi deoksi-

hemoglobina, pomoću molekulskog dokinga; 

2. Upotreba molekulske dinamike za određivanje stabilnosti kompleksa PFAS-Hb; 

3. Procena slobodne energije vezivanja liganda za hem primenom DFT metode; 

4. Eksperimentalno praćenje promena u spektru Soretove trake, kao pokazatelja interakcije 

liganada sa hemom. 

D. Detaljna analiza vezivanja PFOA za humani serum albumin (HSA) 

1. Identifikacija i poređenje različitih mesta vezivanja PFOA pomoću molekulskog dokinga; 

2. Praćenje stabilnosti HSA–PFOA kompleksa korišćenjem molekulske dinamike; 

3. MM-PBSA kalkulacije.  

Kombinovanjem računarskih i eksperimentalnih pristupa postignuto je sveobuhvatno 

razumevanje interakcija PFAS sa različitim proteinima krvi, kao i sagledavanje mogućih posledica 

njihovog vezivanja na strukturnu stabilnost i funkcionalna svojstva ovih biomolekula. 
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4. EKSPERIMENTALNI DEO 

4.1. Ispitivanje interakcija fibrinogen-PFAS 

4.1.1. Izolovanje i kvantifikacija fibrinogena 

4.1.1.1. Izolovanje proteina 

Venska krv je uzeta od zdravih dobrovoljaca različitog pola, uzrasta i životne dobi, uz 

prethodno pribavljenu etičku saglasnost dobijenu od Etičke komisije Univerziteta u Beogradu‒ 

Hemijskog fakulteta (rešenje broj 4-6/24). Uzorkovanje je sprovedeno u laboratoriji Beo-lab u 

Beogradu, akreditovanoj za sprovođenje medicinsko-biokemijskih ispitivanja (akreditacioni broj: 03-

002). Dobijeni uzorci krvi, prikupljeni u epruvetama sa etilendiamin-tetra sirćetnom kiselinom (engl. 

EDTA) kao antikoagulansom, dalje su procesuirani na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. 

Izolovanje fibrinogena iz plazme izvršeno je metodom dvostruke frakcionacije pomoću amonijum-

sulfata, u skladu sa prethodno objavljenom procedurom [195]. Nakon separacije plazme, 

centrifugiranjem uzoraka 5 minuta pri 3000 rpm na sobnoj temperaturi, u supernatant je postepeno 

dodat zasićen rastvor amonijum-sulfata do konačne koncentracije od 20 %. Uzorak je potom 

inkubiran na 4 °C tokom jednog sata, radi parcijalnog taloženja plazma proteina. Sledeće 

centrifugiranje je obavljeno na 10 °C, 10 minuta na 8000 rpm. Dobijeni talog je razblažen u 

minimalnoj zapremini pufera (Dulbecco’s PBS, dPBS, pH 7,4), nakon čega je ponovljen postupak 

frakcionisanja sa istom koncentracijom amonijum-sulfata i inkubacija tokom 30 minuta na 4 °C. 

Konačno centrifugiranje sprovedeno je pod istim uslovima kao prethodno, a dobijeni precipitat koji 

sadrži obogaćeni fibrinogen resuspendovan je u dPBS puferu pH 7,4.  

4.1.1.2. Određivanje koncentracije proteina 

Koncentracija izolovanog proteina određena je spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije 

na talasnoj dužini od 280 nm, korišćenjem ekstinkcionog koeficijenta za fibrinogen (Ɛ1 % = 15,1). U 

cilju određivanja koncentracije fibrinogena primenjen je Lambert-Beerov zakon (jednačina 16): 

𝐴 = 𝑎 × 𝑏 × 𝑐                                                           (16) 

gde je 𝑎-ekstincioni koeficijent, 𝑏-pređeni put svetlosti, 𝑐-molarna koncentracija proteina. 

4.1.1.3. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) 

Čistoća preparata fibrinogena potvrđena je elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u 

prisustvu natrijum-dodecil-sulfata (SDS-PAGE). SDS-PAGE je urađena na vertikalnom sistemu Bio-

Rad, u puferu za denaturišuću poliakrilamidnu elektroforezu (0,025 M Tris-HCl pH 8,3, 0,192 M 

glicin, 0,1 % SDS). Pripremljen je 8 % razdvajajući gel (donji), kao i 4 % koncentrujući gel (gornji 

gel). Komponente oba gela su date u Tabeli 4.  

Tabela 4. Sastav razdvajajućeg i koncentrujućeg gela. 

 

 

Komponenta Razdvajajući gel (8 %) Koncentrujući gel (4 %) 

30 % rastvor akrilamida, 2,7 % 

biskarilamida 
2,66 mL 0,5 mL 

1,5M Tris-HCl pufer pH 8,8 2,5 mL ‒ 
0,5 M Tris-HCl pufer pH 6,8 ‒ 0,94 mL 

Dejonizovana voda 4,67 mL 2,25 mL 

10  % SDS 0,1 mL 0,038 mL 

TEMED 
(tetrametiletilendiamin) 

0,004 mL 0,02 mL 

10 % APS (amonijum-persulfat) 0,075 mL 0,028 mL 
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Između dve staklene ploče, naliven je donji gel koji je nadslojen zasićenim rastvorom n-

butanola. Nakon polimerizacije donjeg gela, n-butanolni rastvor je odliven i ispiran destilovanom 

vodom, a potom je naliven i gornji gel sa češljevima koji su služili za oblikovanje bunarića. Nakon 

polimerizacije gornjeg gela, gel je spakovan u sistem za elektroforezu i u njega je naliven pufer za 

denaturišuću elektroforezu. Uzorci su pripremljeni mešanjem sa 5x koncentrovanim puferom za 

uzorke (300 mM Tris, pH 6,8, 10 % SDS, 50 % glicerol, 25 % β-merkaptoetanol i 0,05 % 

bromfenolplavo) koji je razblažen do 1x nakon mešanja sa uzorkom proteina. Uzorci su denaturisani 

u termobloku na 95 °C 5 min. Nakon nanošenja uzoraka proteina, kao i proteinskih markera poznatih 

molekulskih masa, u bunare gela za razdvajanje puštena je elektroforeza pri konstantnom naponu od 

80 V, a po prelasku uzoraka u donji gel napon je pojačan na 180 V.  Gel je obojen 0,1 % Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) bojom u 50 % metanolu i 10 % sirćetnoj kiselini, nakon čega je 

ispran u dejonizovanoj vodi i obezbojen u rastvoru 7 % sirćetne kiseline. 

4.1.2. Fluorescentna spektroskopija 

Za procenu konstante vezivanja (Ka) između fibrinogena i PFAS, korišćena je standardna 

metoda titrovanja proteina, zasnovana na gašenju unutrašnje fluorescencije aromatičnih ostataka 

proteina (tirozina i triptofana). Merenja su izvedena pri 37 °C korišćenjem FluoroMax®-4 

spektrofluorometra (HORIBA Scientific, Japan). Uzorci su pripremljeni tako što je urađena titracija 

liganada uz konstantnu koncentraciju fibrinogena (40 nM), dok su koncentracije liganda sukcesivno 

povećavane (3,33; 6,66; 9,99; 13,32; 16,65; 19,98; 23,31 i 26,64 μM). Svi eksperimenti izvedeni su 

u triplikatu. Kontrolni uzorak pozadinske fluorescencije je bio dPBS. Ekscitacija je urađena na 

280 nm, kako bi se pobudili aminokiselinski ostaci triptofana i tirozina, dok je emisija beležena u 

opsegu od 290 do 500 nm, uz dve akumulacije i širine proreza od 5 nm za ekscitacioni i emisioni 

snop. Na osnovu izmerenih spektra, konstanta vezivanja Ka izračunata je prema linearizovanom 

obliku sledeće jednačine (17):  

log
𝐹0−𝐹

𝐹
= 𝑛 × 𝑙𝑜𝑔𝐶 + 𝑛 × 𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎                                        (17) 

gde je F0 intenzitet fluorescencije fibrinogena, F intenzitet fluorescencije fibrinogena u prisustvu 

liganda (PFAS), C je koncentracija PFAS. Pošto je koncentracija proteina značajno niža od 

koncentracije liganda, u ovoj analizi zanemaren je doprinos proteinske koncentracije, što je u skladu 

sa modifikovanim pristupom opisanom u literaturi [196]. 

4.1.3. Određivanje konstante afiniteta pomoću MST metode 

Konstanta afiniteta vezivanja PFAS za fibrinogen dodatno je ispitana metodom termoforeze 

na mikroskali (MST). Serijska razblaženja liganda pripremljena su u 1× dPBS puferu (pH 7,4) nakon 

čega su u jednakom odnosu mešana sa prethodno obeleženim fibrinogenom čija je finalna 

koncentracija bila 20 nM. Fibrinogen je obeležen pomoću RED-NHS 2nd Generation Protein Labeling 

Kit-a (NanoTemper Technologies, Minhen, Nemačka), prema uputstvu proizvođača uz odnos 

boja:fibrinogen 3:1, a višak boje je uklonjen kolonom za rasoljavanje, koja je ekvilibrisana u 10 mM 

PBS puferu pH 7,4. Koncentracija liganda je varirala je u opsegu od 0,74 μM do 0,97 mM za PFBA 

i od 0,24 μM do 0,50 mM za TFA i PFOA. Molarna koncentracija fibrinogena (Cfbn), kao i stepen 

obeležavanja (DOL), izračunati su prema sledećim jednačinama (18–19) iz uputstva proizvođača: 

𝐶𝑓𝑏𝑛 =
𝐴280−(𝐴650×0,04)

Ɛ280×𝑑
                                                  (18) 

 

𝐷𝑂𝐿 =
𝐴650

195×103𝑀−1𝑐𝑚−1×𝐶𝑓𝑏𝑛(𝑀)
                                          (19) 

ε₂₈₀ je molarni ekstinkcioni koeficijent fibrinogena na 280 nm, d je dužina puta svetlosti kroz 

kivetu (u cm), a 0,04 predstavlja korekcioni faktor za apsorbancu na 280 nm. 
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Pripremljeni uzorci su ubačeni u kapilare za Monolith™ NT i inkubirani petnaest minuta, nakon 

čega je sprovedeno merenje uz 40 % snagu MST i korišćenje Nano RED fluorescencije. Analiza 

rezultata izvršena je pomoću programa MO.Affinity Analysis v2.3, koji omogućava izračunavanje 

konstante disocijacije (Kd) primenom jednačine 20: 

𝑓(𝐶) = 𝑛𝑒𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑖 + (𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑖 − 𝑛𝑒𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑖) ×
𝐶+𝐶𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡+𝐾𝑑−√(𝐶+𝐶𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡+𝐾𝑑)2−4×𝐶×𝐶𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡

2×𝐶𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡
             (20) 

gde je f(C) frakcija vezanog liganda, nevezani predstavlja normalizovani signal nevezanog 

proteina, dok vezani odgovara signalu kompleksa protein-ligand. Kd označava ravnotežnu konstantu 

disocijacije, a Ctarget predstavlja konačnu koncentraciju proteina u ispitivanju. 

4.1.4. CD spektroskopija  

CD spektroskopija je iskorišćena za ispitivanje promene sekundarne strukture fibrinogena u 

prisustvu dve koncentracije TFA, PFBA i PFOA. Merenja su izvedena na Jasco J-815 

spektropolarimetru (Jasco, Tokio, Japan). Spektri su snimani u termostatiranim uslovima, na 37 ˚C, 

brzinom skeniranja od 50 nm/min. Uzorci su bili pripremljeni u 1× dPBS puferu (pH 7,4). Za merenja 

u oblasti bliskog UV spektra (260–320 nm) korišćena je kiveta čija je dužina puta svetlosti 1 cm, pri 

čemu je koncentracija fibrinogena bila 0,5 mg/mL, a ligandi su ispitivani pri koncentracijama od 50 

μM i 100 μM. U oblasti dalekog UV spektra (190–260 nm), merenja su izvedena uz upotrebu kivete 

od 0,01 cm. Analiza sadržaja sekundarnih struktura sprovedena je pomoću CONTIN algoritma iz 

programskog paketa CDPro, korišćenjem baze podataka SP29.  

4.1.5.  Spektrofotometrijska analiza formiranja fibrinskog ugruška 

Radi ispitivanja potencijalnog uticaja tri liganda na mehanizam stvaranja fibrinskog ugruška, 

sprovedena su UV–Vis spektrofotometrijska merenja pri dve različite talasne dužine, koristeći 

instrument Cary 3500 Multicell, uz održavanje temperature na 37 °C. Eksperimenti su izvedeni na 

uzorcima koji su sadržali fibrinogen koncentracije 0,7 mg/mL, kao i jedno od testiranih jedinjenja 

(TFA, PFBA ili PFOA) u finalnim koncentracijama od 50 μM, 100 μM i 200 μM, pripremljenim u 50 

mM Tris puferu (pH 7,4). Tris pufer je odabran umesto uobičajenog dPBS zbog kalcijumovih jona 

potrebnih za aktivaciju trombina. Kako bi se ispratila dinamika koagulacije, reakcija je inicirana 

dodatkom trombina u dve različite koncentracije (0,025 IU/mL i 1 IU/mL) uz 2,5 mM CaCl₂. Kao 

negativna kontrola korišćeni su uzorci koji su sadržali identične komponente, ali bez dodatka liganda. 

Pre početka reakcije, mešavine fibrinogena i liganda su inkubirane 10 minuta na 37 °C kako bi se 

omogućila njihova međusobna interakcija. Apsorbancija je merena na svakih 90 sekundi tokom 

ukupno 30 minuta, čime je obuhvaćen kinetički tok procesa formiranja ugruška. 

Indeks agregacije izračunat je sledećom jednačinom 21, opisanom u literaturi [197]: 

𝐴𝐼 =
𝐴350

𝐴280−𝐴350
× 100                                                          (21) 

gde A₂₈₀ i A₃₅₀ predstavljaju apsorbanciju pri 280 nm i 350 nm, redom.  

4.1.6. Uticaj PFAS na trombinsku aktivnost 

Promene u aktivnosti trombina ispitane su u uslovima prisustva i odsustva TFA, PFBA, PFOA, 

fourescentnim esejem. Fluorescentni supstrat III  (benzoil-Phe-Val-Arg-AMC, HCl), Sigma-Aldrich, 

je rastvoren po uputstvu proizvođača, a finalna koncentracija trombina je bila 0,025 IU/mL. Ukupna 

zapremina reakcione smeše je iznosila 200 µL, od čega je zapremina supstrata bila 20 µL, pufera 140 

µL, trombina 20 µL, a ostatak je poticao od liganada različitih koncentracija ili pufera.  Koncentracije 

liganada su bile u opsegu 0 µM do 200 µM. Smeša je inkubirana na 37 °C, 10 minuta. Praćena je 

promena intenziteta fluorescencije tokom vremena, pri čemu je ekscitacija vršena na 360 nm, a 

emisioni signal detektovan na 440 nm. 
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4.1.7. Računarske metode 

4.1.7.1. Priprema liganada za sve teorijske eksperimente 

Geometrijske optimizacije molekula TFA, PFBA i PFOA sprovedene su korišćenjem DFT 

metode na B3LYP nivou uz primenu 6-311G(d,p) baznog seta.  Svi proračuni izvršeni su u 

programskom paketu Gaussian09 [155]. Optimizacije su sprovedene u vakuumu, bez primene 

rastvarača, pri čemu su dobijene stabilne konformacije koje odgovaraju minimumima na površini 

potencijalne energije (engl. potential energy surface, PES), što je potvrđeno odsustvom imaginarnih 

vibracionih frekvencija. Dobijene geometrije korišćene su kao ulaz za dalji molekulski doking i 

simulacije molekulske dinamike. Tokom doking simulacija omogućena je slobodna rotacija oko 

jednostrukih veza, čime je u potpunosti obuhvaćena konformaciona fleksibilnost liganda. Na taj 

način, njihova fleksibilnost, posebno u perfluorovanom repu, ostaje očuvana tokom procesa 

vezivanja. Ovakav pristup je značajan, jer kvalitet početne geometrije direktno utiče na pouzdanost 

dokinga, dok slobodne rotacije omogućavaju adekvatnu adaptaciju liganda u vezivnom mestu. 

4.1.7.2. Priprema strukture fibrinogena za molekulski doking 

Početna struktura ljudskog fibrinogena odabrana je na osnovu pretrage literature pri čemu je 

korišćena struktura sa PDB kodom 3GHG. Stanja naelektrisanja svih aminokiselinskih ostataka 

procenjena su programomH++ koji radi po principu Puason-Bolcmanove metode. Svi heteroatomi iz 

kristalne strukture su obrisani. Priprema proteina za molekulski doking obavljena je pomoću 

programskog paketa AutoDockTools (verzija 1.5.7). Takođe, kako pomenuta struktura nije bila 

dovoljna, ona je korišćena samo za doking na E (centralnom) regionu proteina. Modelovali smo datu 

strukturu prema Klykov et al. [198], čija je struktura obuhvatala 78 % ukupne sekvence i na njoj je 

uradjen doking na -E-D regionima fibrinogena, jer je rađeno na polovini simetrične strukture. Kako 

α-lanac kristalne strukture obuhvata amino-kiseline od 27. do 200. pozicije, dopunjen je segmentima 

koji predstavljaju fleksibilne regione i delove lanca na N- i C-terminalu. Slično tome, β-lanac, koji u 

kristalnoj strukturi sadrži 400 amino-kiselina, proširen je kako bi uključio neuređene delove, 

fibrinopeptid B i regiju za vezivanje heparina. Takođe, γ-lanac je dopunjen amino-kiselinama čija 

uloga u strukturi proteina još nije u potpunosti poznata. 

4.1.7.3. Simulacija molekulskog dokinga fibrinogen-PFAS  

Zbog fibrilarne prirode fibrinogena, koji je dug oko 45 nm, pristup dokingu organizovan je 

kroz mrežu manjih kutija (grid box) dimenzija 24 × 24 × 24 Å. Ova veličina kutije je bila dovoljna 

za neometano rotiranje veza liganada. Prva kutija je postavljena u centar proteina, u centar E regiona, 

a potom su kutije pomerane za 8 Å duž sve tri prostorne ose (x, y, z), kako bi se obuhvatila cela 

struktura proteina. Ukupno je bilo neophodno generisati 3840 različitih kutija kako bi se omogućio 

detaljan pregled potencijalnih vezivnih mesta. Fleksibilno-rigidni doking proračuni sprovedeni su 

korišćenjem programa AutoDock Vina, koji je korišćen i za procenu energija vezivanja (izraženih u 

kcal/mol). Vizualizacija i analiza dobijenih doking pozicija realizovana je pomoću programskog alata 

PyMOL 2, kojim se može zaključiti pozicija vezanog liganda i Discovery Studio (2024) programom 

kojim se mogu predvideti kontakti između liganda i amino-kiselina.  

4.2. Ispitivanje interakcija između α2-makroglobulina (α2M) i PFAS 

4.2.1. Izolovanje i kvantifikacija α2-M 

Protein α2-makroglobulin izolovan je prema modifikovanom protokolu Rehmana i saradnika 

[199]. Ukupna zapremina seruma je iznosila 20 mL, a serum je dobijen od troje zdravih dobrovoljaca. 

Serum je tretiran amonijum-sulfatom do 40 % zasićenja, a dobijeni precipitat je resuspendovan u 1 

mL 50 mM TBS pH 7,4 i nanet na kolonu ispunjenu Sephadex G-200 (ukupne zapremine 43 mL). 

Kolona je eluirana sa 20 mL istog pufera, a poslednja frakcija je sadržala uzorak proteina. 
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Koncentracija proteina određena je korišćenjem BCA reagensa (Pierce Biotechnology, SAD). 

Prema uputstvu proizvođača, napravljeno je razblaženje reagensa u odnosu 1:200, a potom su 

napravljena razblaženja standarda proteina HSA (0 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,8 mg/mL; 1 

mg/mL). Za merenje je korišćeno 25 μL svih koncentracija HSA, kao i uzorak prečišćene frakcije, a 

potom je pomešano sa 200 μL pripremljenog reagensa i izmereno nakon 30 minuta inkubacije na 37 

°C, nakon čega je konstruisana i standardna prava koja je imala jednačinu: y=1,2279x + 0,1156 (pri 

čemu je koeficijent determinacije iznosio R2=0, 9937). Čistoća proteina potvrđena je metodom SDS-

PAGE elektroforeze na 8 % gelu, kao što je opisano u 4.1.1.3. 

4.2.2. Testiranje anti-proteinazne aktivnosti α2M u prisustvu PFAS  

Biološka aktivnost nativnog α2M proteina u prisustvu TFA, PFBA i PFOA ispitana je u 

četvorostrukim ponavljanjima, po objavljenom protokolu [200]. Protein (2,2 mg/mL; ~3 μM) je 

prethodno inkubiran sa različitim koncentracijama liganada (0 nM, 10 nM, 1 µM, 10 µM i 100 µM) 

na 37 °C tokom 30 minuta. U svaki uzorak (50 µL) smeše protein-ligand dodato je 3 µL rastvora 

tripsina (1 mg/mL, Carl Roth, Nemačka). Reakcione smeše su inkubirane na 37 °C tokom 10 minuta, 

a zatim im je dodato 6 µL rastvora inhibitora sojinog tripsina (1 mg/mL, Carl Roth), kako bi se 

deaktivirao preostali slobodni tripsin. Nakon još jedne inkubacije od 10 minuta na istoj temperaturi, 

u smeše je dodat 80 µL radni pufer (50 mM Tris-HCl sa 10 mM CaCl₂, pH 8,2), kao i 100 µL rastvora 

supstrata-BAPNA (3 mM Nα-Benzoil-L-arginin 4-nitroanilid hidrohlorid; Acros Organics, Thermo 

Fisher Scientific, SAD). Reakcija je inkubirana 30 minuta na 37 °C, a zatim zaustavljena dodatkom 

10 µL koncentrovane sirćetne kiseline. Apsorbancija uzoraka je izmerenа na 405 nm, pri čemu je 

porast signala proporcionalan aktivnosti tripsina koji je ostao slobodan ili zarobljen u kompleksu sa 

α2M, a koji katalizuje razgradnju supstrata do žutog nitrofenolnog produkta. 

4.2.3. Merenje promene unutrašnje fluorescencije α2M u prisustvu PFAS 

Merenja su izvedena na spektrofluorometru FluoroMax®-4 (HORIBA Scientific, Japan) pri 

temperaturi od 37 °C, uz očuvanje fizioloških uslova (pH, koncentracija proteina i liganda). Uzorci 

su pripremljeni metodom titracije liganda u rastvor konstantne koncentracije proteina (100 nM), dok 

su koncentracije liganda postepeno povećavane. Maksimalna koncentracija liganda iznosila je 

100 μM za TFA, a 37 μM za PFBA i 31 μM PFOA. Kako ne postoje zakonske regulative dozvoljenih 

koncentracija PFAS u krvi, koncentracije su odabrane na osnovu istraživanja drugih grupa [199,200]. 

Ekscitacija je postavljena na 280 nm radi pobuđivanja aromatičnih amino-kiselinskih ostataka 

triptofana i tirozina, a emisija je izmerena u intervalu od 290 do 450 nm. Svaki spektar je sniman uz 

dve akumulacije, pri širini proreza od 5 nm za oba snopa – ekscitacioni i emisioni. 

4.2.4. Merenje uticaja PFAS na tripsinsku aktivnost 

Aktivnost goveđeg tripsina određena je pomoću UV-Vis kolorimetrijskog eseja, baziranog na 

hidrolizi supstrata BAPNA, prema standardnom protokolu opisanom u literaturi, pri čemu se dobija 

obojeni proizvod p-nitroanilin, prikazano na Slici 27 [203].  

 
Slika 27. Shematski prikaz hidrolize BAPNA. 
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Odmereno je 2,5 mg tripsina iz goveđeg pankreasa (Sigma-Aldrich) i rastvoreno u 1 mL 50 

mM Tris-HCl puferu. Supstrat je pripremljen u dimetilsulfoksidu (DMSO) neposredno pre upotrebe. 
Reakciona sneša je sadržala 790 μL 50 mM Tris-HCl pufera sa dodatkom 20 mM CaCl2, 10 μL 

rastvora 100 mM supstrata i 200 μL rastvora enzima. Mešavina je inkubirana 10 minuta na 37 °C, 

nakon čega je reakcija zaustavljena dodatkom 100 μL 30 % sirćetne kiseline.  

Oslobađanje p-nitroanilina, produkta hidrolize, praćeno je spektrofotometrijskim merenjem 

absorbancije na 405 nm. Postupak sa dodatkom liganda je bio isti, osim što je 100 mM ligand 

prethodno inkubiran sa enzimom 10 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga je dodat supstrat. 

Kontrola bez enzima korišćena je za korekciju pozadinske absorbancije. Aktivnost enzima izračunata 

je po jednačini 22. Molarni ekstinkcioni koeficijent p-nitroanilina na 405 nm bio je 8800 M⁻¹ cm⁻¹. 

                                                  Enzimska aktivnost (U/mL) =
dA

ϵ×l
×

Vrs

Venzima
                                             (22) 

4.2.5. Merenje promene unutrašnje fluorescencije tripsina u prisustvu PFAS 

Merenja su sprovedena na spektrofluorometru FluoroMax®-4 (HORIBA Scientific, Japan) pri 

temperaturi od 37 °C, u puferu koji je korišćen za enzimske eseje pH 8,0. Uzorci su pripremljeni tako 

što je ligand dodavan u rastvor konstantne koncentracije proteina (10 µM), dok su koncentracije 

liganada varirale u rasponu od 10 do 100 μM (10, 50 i 100 μM). Ekscitacija je postavljena na 280 nm 

radi pobuđivanja aromatičnih aminokiselinskih ostataka triptofana i tirozina, a emisija je merena u 

intervalu od 290 do 450 nm. Svaki spektar je sniman uz dve akumulacije, pri širini proreza od 5 nm 

za oba snopa – ekscitacioni i emisioni. 

4.2.6. Doking proračun za predviđanje vezivnih mesta 

Priprema liganda je urađena na isti način kao što je opisano u odeljku 4.1.7.1.  

Istraživanje vezivanja TFA, PFBA i PFOA za α2M zahtevalo je upotrebu celokupnog 

molekula, uključujući i „mamac”-region koji nije prisutan u kristalnim strukturama. Međutim, kako 

je mamac region prilično pokretljiv, takva kristalna struktura u PDB nije pronađena. U tu svrhu 

preuzet je predikcioni model jednog lanca α2-makroglobulina iz AlfaFold baze proteina [204], sa 

uključenim amino-kiselinama u regionu „mamac“. Korišćen model je generisan u junu 2022. godine. 

Poređenjem kristalne strukture jedne subjedinice proteina sa modelovanom jednom subjedinicom 

proteinom iz AlfaFolda ustanovili smo visoku sličnost.  

Za potrebe analize interfejsa, pripremljen je dimerni oblik α2M, u skladu sa uputstvima iz 

prethodno objavljenog rada [206]. Kristalna struktura α2M preuzeta je iz PDB baze (ID: 4ACQ). Iz 

strukture su uklonjeni svi molekuli vode i hetero atomi, dok je nestandardna amino-kiselina N5-

metilglutamin na poziciji 975 zamenjena ostatkom glutamina. Amino-kiselinski ostaci koji su 

nedostajali u kristalnoj strukturi nisu modelovani, ali su nedostajući atomi bočnih lanaca dodati 

korišćenjem CHARMM programa [183], verzija c35b1. Struktura je optimizovana kroz 5000 

optimizacionih koraka u programu CHARMM koristeći charmm36 polja sila, kako bi se ispravili 

mogući loši kontakti i nesavršenosti u odabranoj kristalnoj strukturi proteina. Stanja naelektrisanja 

svih aminokiselinskih ostataka procenjena su pomoću H++ programa.  

Priprema proteina za molekulski doking izvršena je u programu AutoDockTools (verzija 

1.5.7). Radi bolje pretrage vezujućih mesta PFAS, pristup dokingu organizovan je kroz mrežu manjih 

kutija dimenzija 24 × 24 × 24 Å, koje su se pomerale za 8 Å duž sve tri prostorne ose (x, y, z). Ukupno 

je generisano 3094 različitih kutija za monomerni oblik proteina, a 1716 kutija za dimerni interfejs, 

čime je omogućeno detaljno ispitivanje potencijalnih vezivnih mesta na α2M. Fleksibilno–rigidni 

doking proračuni sprovedeni su korišćenjem programa AutoDock Vina, koji je korišćen i za 

predviđanje slobodne energije vezivanja (kcal/mol), a vizualizacija i analiza dobijenih pozicija 

obavljena je Discovery Studio (2024) i PyMOL 2 programima. 
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4.2.7. Molekulsko-dinamičke simulacije vezivanja PFOA za α2M 

 Topologija PFOA liganada je dobijena prema standardnoj proceduri koju preporučuje 

AMBER. Za veze, valentne uglove, torzione i nepravilne torzione uglove, kao i Lenard–Džounsove 

parametre, korišćeni su standardni parametri generalizovanog AMBER polja sila verzija 2 (gaff2). 

Parcijalna atomska naelektrisanja određena su računanjem Mertz–Kollman elektrostatčkog 

potencijala na MP2/def2-TZVP nivou teorije, a zatim je primenjena RESP procedura [207]. 
Simulacije molekulske dinamike sprovedene su korišćenjem AMBER programa u duplikatu. 

Struktura proteina (AlfaFold proteina) pripremljena je dodeljivanjem odgovarajućih protonacionih 

stanja i parametrizovane pomoću ff19SB sila polja. Početna struktura solvatisana je OPC molekulima 

vode i neutralisana dodatkom jona Na⁺ i Cl⁻ (150 mM) kako bi se simulirali fiziološki uslovi.  

Simulacije su obuhvatale više faza: početnu minimizaciju, kontrolisano zagrevanje sistema 

do fiziološke temperature, ekvilibraciju u NPT ansamblu, i produkcione simulacije u trajanju do 1 μs. 

Tokom produkcionih simulacija korišćen je Langevin termostat i Berendsen barostat, dok je algoritam 

SHAKE primenjen za fiksiranje veza koje uključuju vodonik. Analiza trajektorija sprovedena je 

pomoću programa cpptraj, a vizuelizacije struktura i interakcija urađene su u programima PyMOL, 

VMD i Discovery Studio Visualizer. 

4.3. Ispitivanje interakcija hemoglobin-PFAS 

4.3.1. Uticaj PFAS na intenzitet Soretove trake 

Liofilizovani ljudski Hb kompanije Sigma je pripremljen u 1x dPBS pH 7,4, a potom i 

centrifugiran kako bi se uzorak izbistrio. Koncentracija Hb je dobijena spektrofotometrijski pomoću 

Drabkinovog reagensa. U 20 μL uzorka proteina je dodato 5 mL Drabkinovog reagensa (660 mg 

K3[Fe(CN)6] i 650 mg KCN rastvoreno u 100 mL 0,5 M fosfatnog pufera pH 7,0) te nakon 20 minuta 

je apsorbancija izmerena na 545 nm. Slepa proba je sadržala vodu umesto uzorka proteina. 

Koncentracija proteina je izračunata prema jednačini 22 (gde vrednost od 16114 odgovara 

molekulskoj masi Hb u odnosu na gvožđe, R je faktor razblaženja, a 11000 milimolarni ekstincioni 

koeficijent proteina): 

𝐻𝑏 =
16114×𝐴545×𝑅

11000
                                                      (22) 

U pripremljenim uzorcima koncentracija hemoglobina iznosila je 20 μM, dok je koncentracija 

PFAS je bila u opsegu (10 µM – 233 µM). Eksperimenti UV–Vis apsorbancije su sprovedeni 

korišćenjem Cary 3500 Multicell (Agilent Technologies) spektrofotometra.  

4.3.2. Računarske metode-priprema liganda, proteina i doking proračun 

Priprema liganada je urađena na isti način kao što je opisano u odeljku 4.1.7.1. Za ispitivanje 

vezivanja PFAS za humani Hb sprovedena je studija molekulskog dokinga korišćenjem kristalne 

strukture hemoglobina (PDB kod: 2DN2). Protonaciona stanja titrabilnih aminokiselinskih ostataka 

određena su pomoću H++ 3.0 programa. Priprema ulaznih fajlova za doking izvršena je u programu 

AutoDockTools (v1.5.7), što je obuhvatalo optimizaciju strukture, kao i dodelu odgovarajućih 

parcijalnih atomskih naelektrisanja. S obzirom na dimenziju hemoglobina, primenjena je strategija 

dokinga u više manjih kutija. Ovaj pristup podrazumevao je upotrebu kutija dimenzija 24 × 24 × 24 

Å, koje su pomerane za po 8 Å duž svake prostorne ose, čime je omogućeno pokrivanje celokupne 

površine i zapremine proteina. U prvom slučaju, ukupno je generisano 810 kutija kako bi se 

obuhvatila kompletna struktura. U drugom slučaju, dokinga na jednoj subjedinici, generisano je 252 

kutija. U trećem slučaju je urađen doking sa jednom kutijom oko centra gvožđa (x 18,409; y 14,436; 

z 23,715), veličine 5 × 5 × 5 Å. Tokom simulacija protein je tretiran kao rigidna celina, dok je ligandu 

omogućena fleksibilnost oko jednostrukih veza. Svi proračuni dokinga i energija vezivanja (izraženih 

u kcal/mol) izvedeni su korišćenjem AutoDock Vina. Analiza i vizualizacija rezultata dokinga 

uspešno je realizovana u programima Discovery Studio (2024) i PyMOL 2. 
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4.3.3. DFT proračun energije vezivanja TFA za hemoglobin 

Kako bismo ispitali mogućnost vezivanja malih molekula u distalnom delu hema, 

predviđenom za vezivanje kiseonika, primenjeni su DFT proračuni energije vezivanja TFA za hem–

imidazol kompleks. Proračuni su sprovedeni korišćenjem ADF programskog paketa. Potpuna 

optimizacija geometrije sprovedena je primenom BP86 funkcionala u kombinaciji sa trostrukom zeta 

bazis setom proširenom sa dve polarizacione funkcije (TZ2P). Nakon optimizacije, konačne energije 

određene su single-point proračunima na nivou B3LYP/TZ2P, što daje realniju energetiku u poređenju 

sa GGA funkcionalima. Za precizniji opis slabih van der Valsovih interakcija korišćena je Grimme 

D3 disperziona korekcija sa Becke–Johnson dampingom. Relativistički efekti uključeni su kroz 

ZORA aproksimaciju nultog reda, čime se obezbeđuje tačniji opis elektronske gustine. 

4.3.4. Određivanje stabilnosti P-L kompleksa MD simulacijama 

 Za potrebe MD simulacija α1 lanca Hb bilo je neophodno izvršiti parametrizaciju hem–

imidazol kompleksa. Parametrizacija je sprovedena korišćenjem MCPB programa (engl. Metal 

Center Parameter Builder) [208,209]. Ova metoda uključuje parametrizaciju veza, valentnih i 

torzionih uglova i parcijalnih naelektrisanja na osnovu kvantno-hemijskih proračuna. Parametri za 

veze, valentne uglove i torzione uglove su određene Seminario metodom  [210] primenjenom na 

optimizovanu geometriju hem–imidazol kompleksa dobijenu DFT optimizacijom korišćenjem 

B3LYP funkcionala i 6-31G baznim setom. Parcijalna naelektrisanja izračunata su RESP metodom, 

uz uključivanje doprinosa lokalnih amino-kiselina. Za gvožđe u deoksi-Hb pretpostavljeno je 

oksidaciono stanje +2 i multipletnost 5. Inicijalne geometrije kompleksa korišćene za parametrizaciju 

preuzete su iz PDB fajlova dobijenih molekulskim dokingom. Za optimizaciju TFA su korišćeni 

standardni parametri generalizovanog AMBER force polja verzije 2 (gaff2) za veze, valentne, 

torzione i nepravilne torzione uglove, kao i za Lenard–Džounsove parametre. Parcijalna atomska 

naelektrisanja određena su izračunavanjem Merz–Kolman elektrostatčkog potencijala na MP2/def2-

TZVP nivou teorije, nakon čega je primenjena RESP procedura [207]. 

4.4. Ispitivanje interakcija HSA-PFOA  

4.4.1. Rezultati molekulskog dokinga vezivanja PFOA za HSA 

Korišćena je kristalna struktura HSA visoke rezolucije (PDB kod: 1N5U, rezolucija 1,90 Å). 

Svi kokristalisani ligandi (miristinska kiselina) su izbrisani. Geometrija liganda optimizovana je 

korišćenjem Gaussian 09 (DFT/funkcional B3LYP sa 6-311G(d,p) baznim setom) u programu 

Gaussian09, opisano u odeljku 4.1.7.1. Za identifikaciju potencijalnih mesta vezivanja, primenjena 

je sistematska pretraga koja je obuhvatila 1248 kutija, postupak opisan u 4.1.7.2. Vizualizacija 

finalnih poza je obavljena u PyMOL2 i Discovery Studio 2024 programu. 

4.4.2. Identifikacija vezivnih mesta pomoću MD simulacije 

Za 12 najboljih liganada po energiji vezivanja, predviđeno molekulskim dokingom, 

sprovedene su MD simulacije, u triplikatu, u programskom paketu AMBER. Proteinska struktura je 

prethodno pripremljena dodavanjem odgovarajućih protonacionih stanja i parametrisana korišćenjem 

ff19SB sila polja [211], dok su topologije liganada dobijene prema proceduri koju preporučuje 

AMBER. Za veze, valentne uglove, torzione i nepravilne torzione uglove, kao i Lenard–Džounsove 

parametre, korišćeni su standardni parametri generalizovanog AMBER force polja verzija 2 (gaff2). 

Parcijalna atomska naelektrisanja određena su računanjem Mertz–Kollman elektrostatičkog 

potencijala na MP2/def2-TZVP nivou teorije, a zatim je primenjena RESP procedura [207]. 

Korišćena je voda kao okolni rastvarač, OPC model, uz dodatak jona za neutralizaciju sistema. Sistem 

je neutralisan sa Na+ jonima i solvatisan u kutiju oblika isečenog oktaedra sa molekulima vode, pri 

čemu je najmanje rastojanje između ivica kutije i ostataka proteina bilo 10 Å. Dodatni Na+ i Cl– joni 

ubačeni su radi simulacije fiziološke koncentracije soli (0,15 M). Simulacije su izvođene uz primenu 

periodičnih graničnih uslova, a za računanje elektrostatičkih interakcija na velikim rastojanjima 

korišćen je PME metod.  
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Energetska minimizacija izvršena je u dve faze: inicijalno je system minimizovan u 2.000 

koraka pomoću Njutn–Rafson algoritma, a zatim je postepeno zagrevan sa 100 K na 298 K tokom 1 

ns uz vremenski korak od 1 fs, dok je zapremina održavana konstantnom. Inicijalna restrikcija na 

atome proteina i liganada iznosila je 100 kJ/mol-Å². Potom je sistem relaksiran tokom ukupno 6 ns u 

NPT ansamblu, uz vremenski korak od 1 fs, postepenim smanjivanjem restrikcija (na 10,0, 1,0 i 0,1 

kJ/mol-Å²). Na kraju je sprovedena ekvilibracija od 5 ns u NPT ansamblu sa vremenskim korakom 

od 1 fs, bez restrikcija. U fazi produkcije korišćen je NPT ansambl sa Langevin termostatom i 

Berendsen barostatom, uz vremenski korak od 2 fs. Algoritam SHAKE primenjen je da nametne 

ograničenja na atome vodonika. Analiza trajektorija i proračun kolektivnih varijabli urađeni su 

korišćenjem CPPTRAJ programa [212], gde su izračunate vrednosti RMSD i profili interakcija. Za 

proračune površine slobodne energije korišćen je Gromacs sham alat [180]. Program PLIP (engl. 

protein ligand interaction profiler) korišćen je za izračunavanje interakcija protein–ligand iz MD 

trajektorija. Grafička obrada rezultata realizovana je pomoću programa PyMOL, VMD i Discovery 

Studio Visualizer. 

4.4.2.1. Procena slobodne energije vezivanja HSA-PFOA MM-PBSA metodom 

Za procenu slobodne energije vezivanja između 12 liganda i HSA korišćena je metoda MM-

PBSA implementirana u okviru programa AMBER. Analiza je izvedena korišćenjem skripte 

MMPBSA.py, pri čemu su korišćeni okviri iz stabilne faze MD simulacije (određene na osnovu 

RMSD parametara), sa vremenskim razmakom od 10 ns između uzastopnih snimaka. Uračunate su 

nepolarna i polarna komponenta solvatacione energije putem Poason–Bolcmanov modela, kao i 

molekulsko-mehaničke komponente energije (van der Vals i elektrostatičke sile). Entropijski doprinos 

nije uključen, imajući u vidu njegovu veliku računsku zahtevnost i diskutabilnu pouzdanost u ovom 

kontekstu. Dobijene vrednosti slobodne energije vezivanja (ΔG₍bind₎) predstavljaju razliku ukupne 

energije kompleksa i zbirne energije proteina i liganda u slobodnom stanju, i iskazane su u kcal/mol. 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 

5.1. Uticaj PFAS na strukturu i funkciju fibrinogena  

Kako bi se ispitalo ponašanje perfloralkil karboksilnih kiselina različitih dužina lanca u 

ljudskom organizmu, istraživali smo njihovo vezivanje za jedan od glavnih proteina krvne plazme, 

fibrinogen, koji smo prethodno izolovali i prečistili, Prilog, Slika P1.  

5.1.1. Afinitet vezivanja PFAS za fibrinogen  

Često korišćena metoda za proučavanje interakcija proteina i malih molekula je gašenje 

unutrašnje fluorescencije proteina, jer je fluorescencija aromatičnih ostataka proteina (tirozina, 

triptofana) osetljiva na promene mikrookruženja koje mogu nastati vezivanjem liganada. U prisustvu 

svih ispitivanih jedinjenja uočen je pad intenziteta fluorescencije fibrinogena sa povećanjem 

koncentracije liganada, odnosno fluorescentni „kvenčing“ (Slika 28, paneli A–C). Konstante afiniteta 

(Ka) izračunate su prema jednačini 17 (videti poglavlje Materijal i Metode 4.1.2.). Logaritamske 

vrednosti relativne promene fluorescencije u zavisnosti od logaritma koncentracije liganda 

(normalizovane na fluorescenciju proteina bez liganda) nalaze se na Slici 28, paneli D–F. Na osnovu 

linearne zavisnosti dobijene ovim pristupom, određene su konstante vezivanja (Ka). Konstanta 

disocijacije (Kd) definisana je kao recipročna vrednost Ka, prikazano u Tabeli 5. Dobijeni rezultati 

ukazuju da fibrinogen ima veći afinitet prema manjim molekulima, odnosno, prema TFA, a zatim 

slede PFBA i PFOA. Iz ovih merenja je zaključeno da se perfluorovani ligandi vezuju za protein 

koagulacije umerenim afinitetom. Ovakvi rezultati izazivaju opravdanu zabrinutost: TFA je, kao 

ultrakratkolančani perfluorovani molekul, trenutno najzastupljeniji u pijaćoj vodi na većem broju 

lokacija [213]. S obzirom da za ultrakratkolančane i kratkolančane PFAS trenutno ne postoji jasna 

zakonska regulativa i da su u literaturi nedovoljno proučeni, odlučili smo da nastavimo detaljnu 

analizu njihovog vezivanja za fibrinogen. Uporedo smo sproveli i analizu PFOA, kao glavnog 

predstavnika PFAS, kako bismo obezbedili referentni okvir i poređenje dobijenih rezultata. 

       

Slika 28. Emisioni spektri fibrinogena pri titraciji sa rastućim koncentracijama: (A) TFA, 

(B) PFBA i (C) PFOA. Promene u intenzitetu fluorescencije ukazuju na interakciju između 

fibrinogena i odgovarajućih liganada. Grafici D–F prikazuju podatke korišćene za 

izračunavanje afinitetnih konstanti za vezivanje TFA, PFBA i PFOA za fibrinogen. 
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Zbog ograničenja gorepomenute metode, koja može biti nedovoljno osetljiva kada se ligand 

vezuje daleko od aromatičnih ostataka, naročito kod velikih i strukturno složenih proteina poput 

fibrinogena, u ovom radu smo primenili termoforezu na mikroskali (MST), metodu koja omogućava 

kvantitativnu analizu vezivanja na osnovu promena u termoforetskom ponašanju molekula, nezavisno 

od pozicije amino-kiselina u proteinskoj strukturi. Na Slici 29 je prikazana zavisnost promene 

fluorescencije od koncentracije liganda. 

Slika 29. Rezultat MST merenja. Grafici A–C prikazuju titraciju fibrinogena 

perfluorovanim ligandima. 

 Prema jednačinama (18–20), iz odeljka Materijal i metode 4.1.3., su izračunate vrednosti 

konstanti disocijacije, Tabela 5. Rezultati ukazuju na jače vezivanje liganada u poređenju sa 

dobijenom goreopisanom metodom, ali afiniteti i dalje spadaju u umereni opseg. Moguće je da se 

TFA vezuje u blizini aromatičnih ostataka, dok se PFBA i PFOA vezuju na lokacijama koje su 

udaljenije od aromatičnih ostataka. Statistička analiza pokazuje da je samo razlika između Kd 

vrednosti za PFOA i TFA statistički značajna (p < 0,05). 

Tabela 5. Izračunate vrednosti konstante disocijacije za sva tri liganda, pomoću dve metode. 

Konstante disocijacije liganada (Kd/M) 

dobijene fluorimetrijski 

Konstante disocijacije liganada (Kd/M) dobijene 

MST 

TFA PFBA PFOA TFA PFBA PFOA 
8,9 × 10−5

± 1,4 × 10−5 

1,6 × 10−4

± 0,5 × 10−4 

2,1 × 10−4

± 0,4 × 10−4 

1,21 × 10−5

± 0,24 × 10−5 

2,51 × 10−5

± 0,58 × 10−5 

1,07 × 10−5

± 0,28 × 10−5 

 

5.1.2. Predviđanje vezivnih mesta  

Nakon što su merenja gašenja unutrašnje fluorescencije i MST metoda potvrdile vezivanje 

perfluoralkil karboksilnih kiselina za fibrinogen, bilo je neophodno identifikovati njihova 

potencijalna mesta vezivanja. Strukture optimizovanih liganada su prikazane na Slici 30. 

 

Slika 30. Prikaz optimizovanih geometrija liganada korišćenih u daljim proračunima. 

Strukture su prikazane u formi štapićastog modela, gde su atomi ugljenika obeleženi zeleno, 

kiseonika crveno, vodonika svetloplavo. (A) TFA; (B) PFBA; (C) PFOA. 
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Zbog velike molekulske mase i činjenice da raspoložive kristalne strukture fibrinogena ne 

obuhvataju ceo molekul, analiza je organizovana kroz dva odvojena doking proračuna, kako bi se 

omogućila detaljnija i preciznija procena potencijalnih vezivnih mesta. Prvi proračun je bio na 

kristalnoj strukturi (PDB kod: 3GHG), na osnovu koje je izvršeno predviđanje vezivanja u E regionu. 

Ova struktura obuhvata samo oko 66  % ukupne strukture proteina sa nepotpuno definisanim 

regijama, poput visoko fleksibilnog α-C domena. Kako bi se prevazišlo ovo ograničenje, izvršeno je 

dodatno modelovanje strukture fibrinogena, jedne polovine simetričnog proteina, koristeći podatke 

iz prethodnih istraživanja [117] opisano u Materijali i metode u odeljku 4.1.7.2. Na ovaj način su 

dobijeni rezultati doking metode postali relevantniji u smislu predviđanja vezivnih mesta liganda duž 

jedne polovine simetričnog molekula proteina.  

Na centralnom E regionu fibrinogena identifikovano je vezivanje sva tri ispitivana liganda, 

pri čemu je najniža energija vezivanja zabeležena za PFOA (-8,9 kcal/mol, Tabela 6).  

Tabela 6. Energije vezivanja PFAA za fibrinogen (kcal/mol) 

E region Ceo molekul 

TFA PFBA PFOA TFA PFBA PFOA 
-4,3 -6,5 -8,9 -4,7 -6,1 -8,6 

-4,1 -5,8 -6,9 -4,4 -5,6 -8,5 
-4,0  -6,8 -4,4 -5,6 -7,8 

Predviđene energije vezivanja (kcal/mol) liganda za protein su u skladu sa dužinom lanca liganda, 

budući da se svi vezuju za isto mesto E regiona (Slika 31). Uspostavljene su vodonične veze između 

kiseonika karboksilne grupe sva tri liganda i ostatka Thr22 na γ-lancu, dok su interakcije između 

fluora hidrofobnog lanca liganda uočene sa Pro20 na γ-lancu, kao i sa Pro77, Thr78 i Gly79 na β-

lancu proteina, što je prikazano na 2D dijagramima na Slici 31B. Posmatranjem 2D dijagrama 

vezivnog mesta PFBA i PFOA uočavamo da se i hidrofobni rep ova dva liganda orijentisao na isti 

način u ovom vezivnom mestu, obzirom na ostvarene interakcije sa istim amino-kiselinama proteina. 

 

Slika 31. Prikaz vezivnog mesta sva tri liganda u E regionu fibrinogena. A) Slika je 

generisana u programu Pymol. Ligandi su prikazani kao štapići; B) 2D dijagrami interakcija 

koje se ostvaruju, sa legendom, prikazano pomoću programa Discovery Studio. 

Na modelovanoj strukturi proteina su identifikovana dodatna mesta vezivanja visokog afiniteta 

za sva tri ispitivana liganda (Tabela 6, označeno kao „ceo molekul“). Novoidentifikovana mesta TFA 

i PFOA nalaze se u D regionu fibrinogena, dok PFBA ostaje vezan za E region, ali na drugačijem 

mestu u odnosu na prethodno određeno (Slika 32). 
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Slika 32. Prikaz vezivnih mesta liganada na modelovanoj strukturi fibrinogena: A) Slika je 

generisana u programu Pymol. Ligandi su prikazani kao sfere. B) 2D dijagrami interakcija 

koje se ostvaruju, sa legendom, prikazano pomoću programa Discovery studio. 

Neophodno je osvrnuti se na interakcije koje se formiraju između TFA i modelovane strukture 

proteina, budući da se ovaj ligand vezuje u regiji koja uključuje dve aromatične amino-kiseline (Slika 

32B), što je u skladu sa rezultatima dobijenim fluorimetrijskim merenjem, gde je zabeleženo gašenje 

fluorescencije fibrinogena u prisustvu vezanog liganda. Ostatak TrpC:360 formira vodonične veze i 

sa kiseonikom karboksilne grupe i sa fluorom iz TFA molekula. Takođe, TrpC:361 ostvaruje halogenu 

vezu sa fluorom iz repa molekula, dok HisC:333 formira C–H vezu sa istim fluorom. PFBA se vezuje 

za E region fibrinogena putem nepolarnih amino-kiselina, ostvarujući halogene interakcije sa 

ValB:127 i LeuB:130 iz β-lanca. Takođe, dva tiroznska ostatka su identifikovana i u blizini mesta 

vezivanja PFBA, dok u blizini mesta vezivanja PFOA nisu uočeni aromatični ostaci, Slika 33. PFOA 

pokazuje snažno vezivanje za D region fibrinogena, pri čemu je energija vezivanja niža za 0,3 

kcal/mol u poređenju sa energijom vezivanja za E region. Uticaj dužine alifatičnog lanca ostaje 

očigledan, ali je u ovom slučaju dodatnu stabilizaciju omogućilo formiranje sonih mostova između 

ostatka ArgB:224 iz β-lanca i atoma fluora iz repa, kao i kiseonika iz karboksilne grupe PFOA. 

Vezivanje se dodatno stabilizuje brojnim halogenim interakcijama fluora sa amino-kiselinama iz β- i 

γ-lanca, što je prikazano na 2D dijagramima. Ovi rezultati potvrđuju da MST metoda predstavlja 

pouzdaniju procenu afiniteta vezivanja, pri čemu PFOA pokazuje nešto jači afinitet od TFA.  

 

 
Slika 33. Prikazana je polovina modelovane strukture fibrinogena sa vezanim ligandima 

visoke energije vezivanja (TFA, PFBA i PFOA). Rezultati dobijeni fluorimetrijskim 

merenjem pokazuju korelaciju sa brojem tirozinskih (žuto) i triptofanskih ostataka (pink) u 

neposrednoj blizini liganada. 
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Pored ovih rezultata, važno je napomenuti da prikazana mesta vezivanja ne predstavljaju jedina 

moguća mesta interakcije između PFAS i fibrinogena. Dodatni rezultati o alternativnim mestima 

vezivanja prikazani su na Slici 34 i u Tabeli 7. Kako nisu uočene značajne razlike u energijama 

vezivanja liganada na različitim mestima vezivanja (osim u slučaju PFOA koji se vezao za E region 

kristalne strukture), ukazala se potreba za dodatnim istraživanjem njihovog vezivanja za fibrinogen.  

Tabela 7. Prikaz energija vezivanja PFAS predviđenih doking metodom, na obe stukture. 

TFA PFBA PFOA 

Vezivne energije predviđene molekulskim dokingom na E regionu (kcal/mol) 

-4,3 
-4,1 

-4,0 

-6,5 
-5,8 

-5,8 

-8,9 
-6,9 

-6,8 

Vezivne energije predviđene dokingom na modelovanoj strukturi (kcal/mol) 

-4,7 -6,1 -8,6 

-4,4 -5,6 -8,5 

-4,4 -5,6 -7,8 

 

 

Slika 34. (A) Dodatne pozicije visoke energije vezivanja PFAS u E regionu fibrinogena 

(TFA je označen žutom bojom, PFBA svetloružičastom, a PFOA svetlozelenom). (B) 

Dodatne pozicije visoke energije vezivanja PFAS u modelovanoj strukturi fibrinogena, sa 

istim oznakama boja za ligande koji su u prikazani kao grupacije malih sfera. 

5.1.3. Uticaj vezanih liganada na strukturu fibrinogena 

Nakon što je eksperimentalno i teorijski potvrđeno vezivanje PFAS za fibrinogen, bilo je 

neophodno ispitati njihov uticaj na sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina. CD spektar snimljen u 

prisustvu sva tri liganda nije pokazao značajne promene ni u intenzitetu ni u obliku blisko-UV (near-

UV) i daleko-UV (far-UV) spektra fibrinogena pri dve različite koncentracije PFAA (Slika 35). 

 

Slika 35. Analiza sekundarne i tercijarne strukture fibrinogena u prisustvu dve različite 

koncentracije PFAS: A) CD spektri u bliskoj UV oblasti; B) CD spektri u dalekoj UV oblasti. 
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Kada je u pitanju sekundarna struktura proteina, procenat dominantnog strukturnog motiva 

fibrinogena, tj. α-heliksa, ostao je nepromenjen, kao i udeo manje zastupljenih β-pločica. Imajući u 

vidu da je fibrinogen veliki fibrilarni protein, ovakvi rezultati su očekivani, što je dodatno potvrđeno 

analizom izvršenom pomoću programa CD Pro (Slika 36). Analiza promena tercijarne strukture 

pokazuje da su varijacije u regijama koje odgovaraju triptofanu (Trp, 290–305 nm), tirozinu (Tyr, 

275–282 nm) i fenilalaninu (Phe, 255–270 nm) minimalne, pri čemu su najizraženije promene uočene 

u tirozinskim i fenilalaninskim regijama. Ove promene ukazuju na delimično labavljenje tercijarne 

strukture u okruženju Tyr i Phe ostataka, što se ogleda u smanjenju eliptičnosti. 

 

Slika 36. CD pro analiza sekundarne strukture fibrinogena u prisustvu liganada različitih 

koncentracija. 

5.1.4. Uticaj vezanih liganada na funkciju formiranja krvnog ugruška 

Fibrinogen je ključni protein u procesu koagulacije krvi, te je bilo neophodno ispitati njegovu 

funkcionalnost u prisustvu "večnih hemikalija". Koeficijent agregacije (agregacioni indeks, AI) 

predstavlja važan parametar za procenu stabilnosti proteina i njegove sklonosti ka agregaciji [197]. 

Nakon iniciranja koagulacione reakcije, apsorbancija je praćena na talasnim dužinama od 350 nm i 

280 nm, kako bi se u obzir uzele promene izazvane rasipanjem svetlosti. Agregacioni indeks izračunat 

je nakon 30 minuta kao odnos A₃₅₀ i razlike u apsorbanciji na 280 i 350 nm, prikazano na Slici 37. U 

ovom eksperimentu nije uočena jasna zavisnost između prisustva PFAS i formiranja fibrinskih 

vlakana, odnosno njihove sposobnosti da utiču formiranje krvnog ugruška.  

 

Slika 37. Spektrofotometrijsko praćenje uticaja PFAS na fibrinogensku funkciju. A) 

Praćenje promene agregacionog indeksa (AI) fibrinogena u vremenu; B) Promena AI u 

prisustvu različitih koncentracija liganada. 
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Međutim, s obzirom na to da je trombin inicijator ove reakcije, bilo je neophodno dodatno 

ispitati da li PFAS utiču na njegovu aktivnost. I u ovom eksperimentu je pokazano da večne 

hemikalije nemaju uticaj na aktivnost trombina (Slika 38).  

 
Slika 38. Praćenje uticaja različitih koncentracija PFAS na intenzitet fluorescencije, dobijen 

enzimskom aktivnošću trombina. 

Iako naši rezultati pokazuju da PFAS ne ometaju direktno aktivnost trombina niti sposobnost 

fibrinogena da učestvuje u formiranju fibrinskih vlakana, to ne znači da su ove supstance bez rizika. 

Nakon što su uočene blage promene u strukturi fibrinogena nakon vezivanja PFAS i nakon što je 

potvrđeno vezivanje srednjeg afiniteta za fibrinogen, PFAS mogu značajno uticati na funkcionalnu 

dinamiku proteina, te možemo sugerisati uticaj na koagulaciju krvi.  

Proces koagulacije krvi je složen proces koji podrazumeva primarnu i sekundarnu hemostazu, 

odnosno, stvaranje primarnog ugruška na mestu povrede od strane trombocita i čitavu kaskadu 

reakcija koje dovode do nastanka fibrinske mreže. Vezivanje PFAS za fibrinogen sa poluživotom od 

oko četiri dana može dugoročno promeniti njegove odnose sa drugim komponentama koagulacionog 

sistema. Na taj način, prisustvo PFAS u organizmu može doprineti neželjenim efektima na formiranje 

krvnog ugruška, što potencijalno ugrožava normalan tok koagulacije. Pored toga, budući da su PFAS 

pokazali sposobnost integracije u membrane trombocita [214], postavlja se pitanje da li fibrinogen 

može poslužiti kao nosač koji omogućava direktan kontakt ovih štetnih supstanci sa trombocitima 

tokom procesa stvaranja ugruška, čime se dodatno povećava mogućnost toksičnih efekata. Osim toga, 

postavlja se pitanje razgradnje fibrinskog ugruška za koji su vezane perfluoralkil supstance. Poznato 

je da se fibrinski ugrušak razgrađuje plazminom, odnosno,  plazminogenom koji da bi bio aktivan 

mora da se vezuje za dva mesta na fibrinu, Aα 148-160 i γ 312-324. Iz doking simulacije na 

modelovanoj strukturi proteina se može jasno videti da se PFAS vezuju baš u blizini tih regiona. S 

toga, još jedan dokaz u korist toga da PFAS potencijalno remete procese hemostaze i fibrinolize. 

Posebno je značajno što smo pokazali da se i ultrakratkolančani i kratkolančani PFAS vezuju 

za fibrinogen, iako se o njima još uvek veoma malo zna kao o potencijalnim zdravstvenim rizicima, 

uprkos činjenici da oni nastaju kao produkti degradacije dugolančanih molekula. Sve to ukazuje da 

PFAS, uprkos odsustvu direktnog uticaja na određene funkcije fibrinogena i trombina, i dalje 

predstavljaju ozbiljnu pretnju po zdravlje i zahtevaju dalja istraživanja i pažljivo praćenje. 

5.2. Uticaj PFAS na strukturu i funkciju α2-makroglobulina 

 Kako bismo ispitali uticaj PFAS na ostale aspekte formiranja, odnosno, degradacije fibrina, 

odlučili smo da uzmemo u obzir i α2-makroglobulin. Interakcija α2-makroglobulina sa proteinazama 

pokazuje da ovaj inhibitor ne samo da inaktivira enzime, već deluje na njihovu supstratnu specifičnost 

[215]. Stoga α2-makroglobulin i fibrinogen nisu izolovani elementi koagulacionog sistema, već 

učestvuju u međusobno povezanoj mreži koja određuje stabilnost i razgradnju krvnog ugruška. 
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5.2.1. Antiproteazna aktivnost u prisustvu PFAS 

Antiproteazna aktivnost α2M je određena spektrofotometrijskom analizom enzimske 

aktivnosti tripsina zarobljenog u α2M „kavezu“. Za eksperimente je korišćena fiziološka 

koncentracija α2M (3 μM), prethodno izolovanog i prečišćenog. Eksperiment se zasnivao na merenju 

aktivnosti tripsina u prisustvu α2M i specifičnog inhibitora tripsina, pri čemu je dodat supstrat 

tripsina. U slučaju vezivanja tripsina za α2M, očekuje se da tripsin zadrži aktivnost i hidrolizuje 

supstrat, jer supstrat prolazi kroz “kavez”. Nasuprot tome, kada α2M ne zarobi tripsin, inhibitor u 

potpunosti blokira enzimsku aktivnost i hidroliza supstrata se ne uočava. Na ovaj način je omogućeno 

poređenje sposobnosti α2M da zarobi tripsin u prisustvu/odustvu različitih koncentracija PFAS.  

 Preliminarni rezultati in vitro ispitivanja pokazali da se pri nižoj koncentraciji TFA (10 μM) 

uočava pad rezidualne aktivnosti od oko 20 %, dok je na 100 μM došlo do snažnijeg suzbijanja 

aktivnosti. Za PFBA, aktivnost je opala za oko 40 % pri 10 μM, dok je pri 100 μM aktivnost skoro u 

potpunosti eliminisana, sa padom od oko 80 %. Sličan trend primećen je i kod PFOA, sa 40 % 

smanjenja aktivnosti na 10 μM i značajnim padom od 75  % pri 100 μM koncentraciji liganda, Slika 

39. Iako je smanjenja aktivnosti uočena pri veoma visokim i nefiziološkim koncentracijama liganada, 

smatrali smo značajnim da dalje ispitamo mehanizme vezivanja. Dobijeni rezultati sugerišu da PFAS 

mogu snažno narušiti regulatornu ulogu α2-makroglobulina, pre svega kroz smanjenje njegove 

sposobnosti da zarobi tripsin, čime se potencijalno ugrožava homeostaza. 

 

Slika 39. Ispitivanje uticaja PFAS (TFA, PFBA, PFOA) na funkciju α2-makroglobulina, 

Paneli A–C. 

Takođe, ispitali smo potencijalni uticaj visoke koncentracije PFAS (100 µM), koja je u 

prethodnom ogledu pokazala izražen efekat, na samu aktivnost tripsina, kako bismo isključili 

mogućnost da se dobijeni rezultati odnose na direktno delovanje na enzim, a ne na antiproteaznu 

funkciju α2-makroglobulina (Slika 40). Rezultati su pokazali da nije došlo do značajnog smanjenja 

enzimske aktivnosti u odnosu na kontrolni uzorak (35,55 IU/mL). 

   

Slika 40. Spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti tripsina u prisustvu PFAS. Enzimska 

aktivnost izražena je kao promena absorbancije u jedinici vremena (dA/t) pri 405 nm. 

Prikazani su rezultati za kontrolni uzorak (bez PFAS) i u prisustvu TFA, PFBA i PFOA.  
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5.2.2. Predviđanje vezivnih mesta: doking proračun 

S obzirom na to da dostupne kristalne strukture a2M ne sadrže mamac region zbog njegove 

velike pokretljivosti i neuređenosti, za doking analizu izabrana su dva modela proteina: monomerni 

oblik dobijen putem AlphaFold predikcije i dimerni oblik baziran na kristalnoj strukturi, opisano u 

delu Materijal i metode 4.2.4. Doking proračun nije predvideo vezivanje TFA i PFBA za interfejs 

dimernog oblika proteina, ali jeste predvideo vezivanje sva tri liganda za monomerni oblik α2M. 

Interakcije između α2M i liganada uglavnom su zasnovane na van der Valsovim silama i vodoničnim 

vezama, uključujući one sa atomima fluora.  

Rezultati vezivanja TFA za monomerni α2M su pokazale da postoje tri različita mesta 

vezivanja TFA, koje se razlikuju po lokaciji unutar tercijarne strukture (Slika 41).  

 

Slika 41. Prikaz rezultata doking analize vezivanja TFA (označeno žuto) za monomer 

ljudskog α2M. A) Prikazane su moguće pozicije vezivanja (1, 2 ,3) pomoću PyMOL 

programa; domeni proteina su označeni prema Garcia-Ferrer i saradnicima [216]; B) 2D 

dijagrami generisani Discovery Studio programom. 

TFA je u tri različite vezivne pozicije ostvarila interakcije sa amino-kiselinama iz MG5, MG6 

i TED domena monomera α2M, a energije vezivanja su prikazane u Tabeli 8.  

Tabela 8. Vrednosti energije vezivanja PFAS za α2M, predviđene molekulskim dokingom 

(kcal/mol). 

TFA PFBA PFOA 

1 -4,7 1 -5,9 1 -8,0 3 (dimer α2M) -7,7 

2 -4,7 2 -5,8 2 -7,3   

3 -4,6 3 -5,7     

 

Slične vrednosti energije vezivanja ukazuju na to da protein poseduje više potencijalnih 

vezivnih mesta. TFA prema predikciji ostvaruje van der Valsove i vodonične interakcije putem svakog 

atoma fluora i atoma kiseonika) sa različitim aminokiselinskim ostacima. Budući da se nekovalentne 

interakcije uspostavljaju i sa polarnim (npr. Lys502 i Gly503 iz MG5 domena, kao i Glu974 i Asn1088 

iz TED domena) i sa nepolarnim amino-kiselinama (npr. Leu627 iz MG6, Met500 i Phe452 iz MG5, 

ili Leu1087 iz TED domena), ne može se zaključiti da TFA preferira određeni tip amino-kiselina. 

Ovakvi rezultati u skladu su sa hipotezom da mali molekul može da prolazi kroz različite strukturne 

regione proteina i da ostvari interakciju sa bar jednim atomom ciljanog makromolekula. 
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Za PFBA su u monomernom obliku α2M uočene tri poze (Slika 42, Tabela 8). PFBA pokazuje 

afinitet prema CUB i RBD domenima, što ukazuje da dužina molekula nije dovoljna da prodre kroz 

TED domen, te je potencijalni uticaj PFBA na formiranje tiol-ester veze tokom reorganizacije 

molekula proteina zanemarljiv. PFBA može ostvariti vezivanje sa amino-kiselinskim ostacima putem 

atoma fluora iz svog lanca, kao i atoma kiseonika iz karboksilne grupe. Atomi kiseonika formiraju 

vodonične veze sa ostacima serina (Ser801 ili Ser1085), treonina (Thr1268 ili Thr1027) ili arginina 

(Arg1297). Interakcije ostalih atoma PFBA nisu pokazale jasno definisan obrazac. 

 

Slika 42. Rezultati doking analize vezivanja PFBA za monomer ljudskog α2-M. A) Prikaz 

predviđenih pozicija vezivanja (1–3) pomoću programa PyMOL; B) 2D dijagrami.  

Doking analiza vezivanja PFOA za α2M dala je najzanimljivije rezultate. Predviđeno je da se 

PFOA vezuje na interfejs između dve monomerne jedinice (lanci C i D), sa energijom vezivanja od -

7,7 kcal/mol (pozicija 3 na Slici 43). Prethodne studije su pokazale da vezivanje PFOA na ovom 

mestu može uticati na proteinsku strukturu [217]. Vezivanje je uočeno u domenima MG3, MG4 i 

MG6. Takođe, identifikovani su i dodatni tipovi interakcija, uključujući alkil, π-alkil i sone mostove.  

 

Slika 43. Prikaz rezultata doking analize vezivanja PFOA za monomerni (levo) i dimerni  

(desno) oblik α2M. A) Pymol prikaz pozicija vezivanja (1–3); B) Ostvarene interakcije 

između liganda i aminokiselinskih ostataka. 
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Dobijeni rezultati ukazuju na stabilno vezivanje PFOA za više domena α2M, što je u skladu 

sa njegovom molekulskom strukturom. Analiza interakcija pokazala je da se u svim identifikovanim 

vezivnim mestima javlja kombinacija vodoničnih veza, van der Valsovih interakcija i halogenih 

kontakata, što doprinosi stabilnosti kompleksa. U vezivnom mestu 1, dominantnu ulogu imaju 

vodonične veze sa ostacima Ser603, Thr762 i Glu795, uz prisustvo halogenih interakcija koje dodatno 

učvršćuju položaj liganda. Ovo mesto se karakteriše relativno visokim brojem konvencionalnih 

interakcija. U vezivnom mestu 2, posebno značajne su halogene interakcije sa ostatcima Lys307 i 

Gln310, koje su udružene sa više vodoničnih veza. Ovakva kombinacija ukazuje da fluorovani rep 

PFOA može da ostvaruje specifične i stabilne kontakte sa proteinom, što je jedan od ključnih faktora 

za prepoznavanje i selektivno vezivanje PFAS. U vezivnom mestu 3, uočeni su soni mostovi sa 

ostatkom Lys312, kao i više vodoničnih veza sa Ser273, Asp274 i Asp277. Ovaj tip interakcija je 

poznat po svojoj izrazitoj stabilizaciji, pa se može pretpostaviti da je ovo mesto jedno od energetski 

najpovoljnijih za vezivanje. Pored toga, prisustvo alkil doprinosa (π–alkil i alkil interakcija) ukazuje 

na hidrofobni karakter ovog mesta, što dodatno podržava afinitet PFOA ka ovom regionu proteina. 

Rezultati molekulskog dokinga pokazali su da se specifično vezivanje može ostvariti između 

sva tri PFAS različite dužine i humanog α2M. Dobijene energije vezivanja bile su niže od onih 

zabeleženih za antipsihotik klozapin [206] i nutraceutik fikocijanobilin [217], ali više nego za 

pesticide [218]. Van der Valsove interakcije i vodonične veze bile su glavni tipovi interakcija 

odgovorne za interakciju između α2M i liganada, a pokazano je i vezivanje za amino-kiselinske 

ostatke iz neuređenih regiona i β-pločica, dok je vezivanje za (ređe zastupljene) α-helikoidne regione 

proteina bilo manje izraženo. Slični rezultati ranije su dobijeni i za interakciju drugih liganada sa 

ovim funkcionalno pleotropnim proteinom [217]. S tim u vezi, ispitali smo još jedan aspect vezivanja 

PFAS za α2-M, protein koji sadrži jedinstvene peptide korišćene u kliničkoj proteomici 

(QGIPFFGQVR, FEVQVTVPK, itd. [218]). Rezultati pokazuju vezivanje svih liganada, pri čemu je 

za TFA predviđena energija vezivanja od –4,3 kcal/mol, za PFBA –5,7 kcal/mol, a za PFOA –8,0 

kcal/mol (Slika 44). Uočeno je da se TFA vezuje za amino-kiseline (Pro364, Phe365) iz peptida 

QGIPFFGQVR, dok PFBA i PFOA ostvaruju interakcije sa Phe229 iz sekvence FEVQVTVPK. 

 

Slika 44. Vezivanje PFAS za aminokiselinske ostatke jedinstvenih peptida α2-M. A) TFA; 

B) PFBA; C) PFOA. 

Zaključujemo da se TFA, PFBA i PFOA mogu vezivati za aminokiselinske ostatke koji čine 

jedinstvene peptide α2M, a koji se inače koriste kao „signature“ peptidi u kliničkoj proteomici. Ovo 

vezivanje može imati višestruke posledice, kao što su sterno zaklanjanje mesta digestije, smanjenje 

efikasnosti enzimske hidrolize, promena izloženosti bočnih lanaca i uticaj na jonizacionu efikasnost 

tokom masene spektroskopije. Kao rezultat, prisustvo PFAS u biološkim uzorcima potencijalno može 

dovesti do smanjene pouzdanosti kvantifikacije α2M, pa čak i do netačnih procena njegove 

koncentracije. Ova zapažanja ukazuju na mogućnost da PFAS, pored toga što utiču na strukturu i 

funkciju proteina, dodatno remete i tačnost merenja biomarkera u kliničkim proteomskim analizama. 
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5.2.3. Konstante afiniteta   

Teorijskim proračunima je uočeno da se ispitivane perfluoralkil supstance retko vezuju za 

ostatke aromatičnih amino-kiselina, koje su ključne za prenos fluorescentnog signala, što smo 

potvrdili fluorimetrijskim merenjem, Slika 45. Iako je fluorimetrijska analiza pružila ograničen uvid 

u potencijalnu interakciju PFAS sa α2M, važno je napomenuti da ovaj protein ne obiluje 

fluorescentnim aromatičnim amino-kiselinama, te se mogućnost detekcije malih promena u 

mikrosredini aromatskih ostataka pokazala ograničenom.  

 

Slika 45. Praćenje promene unutrašnje fluorescencije proteina (3 µM) u prisustvu različitih 

koncentracija liganda. A) TFA; B) PFBA; C) PFOA.  

Potom je za određivanje konstanti afiniteta primenjena MST metoda, budući da smo na 

primeru fibrinogena pokazali da ova metoda daje preciznije vrednosti konstanti afiniteta. Međutim, 

zbog velike molekulske mase α2M proteina (720 kDa) ovom tehnikom nije bilo moguće detektovati 

vezivanje ovih malih liganada, te rezultati nisu prikazani.  

Radi dodatne provere uticaja PFAS na tripsin, urađeno je praćenje promene unutrašnje 

fluorescencije proteina pri porastu koncentracija PFAS (10 µM-100 µM). Rezultati prikazani na Slici 

46 ukazuju da ligandi ne interaguju sa tripsinom, što potvrđuje pređašnja ispitivanja o nepromenjenoj 

enzimskoj aktivnosti u prisustvu liganada. Na graficima se može uočiti blago smanjenje 

fluorescencije što je posledica titracije, odnosno, razblaženja uzorka proteina. 

       

 

Slika 46. Emisioni spektar tripsina (10 µM) titrovan različitim koncentracijama liganada, 

paneli A-C.  
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5.2.4. Molekulsko-dinamičke simulacije vezivanja PFOA za α2M 

Budući da doking analiza nije pokazala vezivanje liganada u “bait” regionu, ključnom za 

antiproteaznu funkciju α2M, a istovremeno su eksperimentalni testovi ukazali na smanjenje 

antiproteazne sposobnosti proteina, sprovedene su molekulsko-dinamičke simulacije kako bi se 

dodatno razjasnila priroda ove interakcije. Za ovu analizu odabran je PFOA, budući da je pokazao 

najjači afinitet prema proteinu, kao i sposobnost da in vitro smanji antiproteaznu aktivnost α2M. 

Takođe, bio je jedini ligand koji se u doking analizi lokalizovao na interfejs dimernog oblika α2M.  

Osam različitih doking poza, Tabela 9 i Slika 47, iskorišćeno je za početne konfiguracije 

molekulsko-dinamičkih simulacija. Na osnovu pozicije vezivanja i predviđene energije interakcije 

nije bilo moguće isključiti nijednu od identifikovanih poza iz daljih analiza, budući da su vrednosti 

energija bile uporedive i nisu pokazale afinitet ka jednom specifičnom vezivnom mestu. Upravo iz 

tog razloga sve poze su dalje testirane tokom MD simulacija, kako bi se ispitala njihova stabilnost u 

dinamičkom kontekstu i procenilo da li određeni domeni α2M favorizuju dugotrajnije i stabilnije 

vezivanje PFOA. Na ovaj način omogućeno je da se eventualne razlike, koje nisu bile vidljive na 

nivou doking proračuna, ispolje kroz duže vremenske skale i u prisustvu rastvarača. 

Tabela 9. Energije vezivanja PFOA za α2-M (AlfaFold) predviđene molekulskim dokingom. 

Poza liganda 
Energija vezivanja 

(kcal/mol) 

L1 -8,0 

L2 -7,3 

L3 -7,2 

L4 -7,2 

L5 -7,1 

L6 -7,0 

L7 -7,0 

L8 -6,7 

 

Slika 47. Prikaz osam liganada (L1–L8) vezanih za različite domene α2M (Alfafold 

proteina), identifikovanih doking analizom. Svi ligandi (žuto, sferni prikaz) izabrani su za 

dalje ispitivanje stabilnosti kompleksa korišćenjem MD.  
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Pomoću programa Discovery Studio, ispitan je tip ostvarenih interakcija između svih 

poza liganada (L1–L8) i proteina od interesa. Na Slici 48 se uočava formiranje nekovalentnih 

interakcija, s posebnim akcentom na formiranje elektrostatičih interakcija u vidu sonih mostova 

za pozicije liganada L2, L3, L5 i L7. Na osnovu pozicije vezivanja, uočeno je da je L3 vezan u 

blizini TED domena. Stabilizacija L3 obezbeđena je formiranjem vodoničnih veza sa Gln200, 

dok dodatnu stabilnost doprinosi formiranje jonske interakcije (sonog mosta) sa Arg1407. Pored 

toga, uočene su i van der Valsove interakcije sa Phe199, Glu1029, Arg1034, kao i halogene 

interakcije sa Glu197, Pro198, Asn1017 i Phe1028. 

 
Slika 48. Mapa 2D interakcija osam udokovanih PFOA liganada (L1–L8) u okviru različitih 

vezivnih mesta na α2M sa legendom. Svaki panel prikazuje aminokiselinske ostatke proteina 

koji učestvuju u stabilizaciji liganda putem različitih tipova nekovalentnih interakcija. 

Nakon završeka MD simulacija u duplikatu, napravili smo mapu interakcija koja nam je 

služila za bolju procenu ostvarenih kontakata PFAS sa proteinom, Slika 49. Na osnovu učestalosti i 

intenziteta ponovljenih kontakata, kao i visine zabeleženih pikova, zajedno sa činjenicom da su isti 

rezultati dobijeni u dve nezavisne simulacije, može se zaključiti da poza L3 (prikazana zelenom 

bojom) ima najveći značaj u ovoj studiji. 

 
Slika 49. Mapa interakcija za dve MD simulacije (simulacija 1, simulacija 2) u trajanju od 

1µs. Ligandi su prikazani na y-osi, a broj amino-kiseline sa kojima ligand interaguje se 

nalazi na x-osi. 
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Rezultati MD su potvrdili da ključni ostaci, Arg1407, Asn1017, Phe1028 i Tyr1018, ostvaruju 

stabilne i dugotrajne interakcije sa ligandom L3, Slika 50. Najizraženije su bile halogene interakcije 

i soni mostovi, dok su vodonične veze bile povremene i kraćeg trajanja, ali su doprinele dodatnoj 

stabilizaciji kompleksa. Upoređivanjem rezultata dokinga i dinamike može se zaključiti da se 

predviđeni kontakti zaista ostvaruju u realističnim uslovima simulacije, pri čemu halogeni i jonski 

doprinosi imaju presudnu ulogu u stabilizaciji vezivanja PFOA u L3 mestu, dok vodonične veze imaju 

sekundarnu, ali ne zanemarljivu ulogu.  

 

Slika 50. Dinamika interakcija liganda PFOA u vezivnom mestu L3 α2M tokom 1000 ns 

MD simulacije. Prikazani su vremenski profili (trajanje i učestalost) različitih tipova 

nekovalentnih interakcija: A) halogene interakcije; B) vodonične veze; C) soni mostovi. Na 

y-osi su označeni aminokiselinski ostaci proteina koji ostvaruju kontakte sa ligandom, dok 

je na x-osi vreme simulacije izraženo u nanosekundama. 

U malom procentu simulacije (u periodu između 200 i 400 ns) dolazi do direktne interakcije 

između PFOA (L3) i ostatka Cys972, koji zajedno sa Gln975 formira visoko reaktivnu tiol-estarsku 

vezu odgovornu za kovalentno hvatanje proteinaza, pokazano na Slici 50A. Vezivanje PFOA u ovoj 

oblasti TED domena moglo bi da dovede do sterne blokade pristupa proteinazama, kompeticije za 

interakciju sa reaktivnim grupama ili destabilizacije konformacionih promena koje su neophodne za 

pravilno zatvaranje α2M „kaveza“. Na taj način, prisustvo PFOA može dovesti u pitanje efikasnost 

α2M u antiproteaznoj zaštiti od širokog spektra proteolitičkih enzima.  

Iako je učestalost ovakvog događaja u našim simulacijama bila mala, on sugeriše postojanje 

potencijalnog puta kroz koji PFAS mogu ometati zaštitnu ulogu α2M.  
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Na Slici 51 prikazan je momenat tokom MD simulacije kada PFOA dolazi u neposrednu 

blizinu ostatka Cys972, nakon čega se postepeno orijentiše hidrofobnim repom prema njemu. U ovoj 

orijentaciji ligand ostvaruje dodatne interakcije sa Thr1027 i Arg1407, i to putem atoma fluora 

smeštenih u hidrofobnom repu PFOA. 

 

Slika 51. Interakcija L3 sa α2M u sa Cys972. A) Na početku simulacije, PFOA se nalazi u 

neposrednoj blizini Cys972 (zaokruženo i obeleženo; žuta sfera predstavlja atom sumpora), 

ali bočni lanac cisteina nije orijentisan ka ligandu; B) Tokom simulacije, Cys972 rotira ka 

PFOA; C) Mapa 2D interakcija. 

Zajedničko razmatranje eksperimentalnih i teorijskih rezultata ukazuje na verovatnu 

funkcionalnu interakciju PFOA sa α2M, potencijalno u regiji od ključnog značaja za njegovu 

antiproteaznu funkciju. Ovakav zaključak podržavaju i preliminarni rezultati antiproteazne 

aktivnosti, u kojima je uočeno smanjenje sposobnosti α2M da zarobi tripsin u prisustvu PFOA, kao i 

teorijska ispitivanja koja ukazuju da se molekul PFOA pozicionira u blizini Cys972, važnog amino-

kiselinskog ostatka za antiproteazni mehanizam. Iako nismo pokazali vezivanje u blizini regiona 

mamca, ova zapažanja zajedno sugerišu da PFOA može remetiti interakcije α2M sa proteinazama. 

Dodatna ispitivanja, uključujući masenu spektrometriju, ili eksperimente sa fluorescentno 

obeleženim ligandima, bila bi od velikog značaja za preciznije razjašnjenje ovog mehanizma. 

5.3. Uticaj PFAS na strukturu hemoglobina 

Hemoglobin, centralni protein u transportu kiseonika, predstavlja ključnu komponentu 

krvotoka čija funkcionalnost zavisi od njegove tetramerne strukture i kooperativnog vezivanja 

liganada. PFAS zbog svoje izuzetne hemijske stabilnosti i prisustva u krvotoku, imaju potencijal da 

interaguju sa hemoglobinom i na taj način utiču na transport kiseonika ili stabilnost proteina. U ovom 

poglavlju biće prikazani eksperimentalni rezultati, ali i rezultati dokinga i molekulske dinamike, sa 

fokusom na identifikaciju potencijalnih vezivnih mesta PFAS i energetsku stabilnost kompleksa. 

5.3.1. Soretova traka hemoglobina 

Ispitivan je uticaj PFAS na strukturu hemoglobina, sa fokusom na eventualne promene u 

porfirinskom delu proteina, koji se manifestuju kao promena apsorpcije u oblasti Soretove trake. 

Uprkos prethodnim izveštajima u literaturi koji ukazuju na značajne spektroskopske promene usled 

interakcije hemoglobina sa različitim ligandima, u našem eksperimentu nisu zabeležene tako izražene 

promene u intenzitetu niti poziciji Soretove trake, nakon inkubacije sa ispitivanim PFAS [120].  
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Dobijene srednje vrednosti triplikata UV–Vis spektara hemoglobina pokazuju karakteristične 

apsorpcione maksimume u UV oblasti i izraženu Soretovu traku na oko 406 nm, što je u skladu sa 

poznatim spektralnim osobinama hemoproteina. Prisustvo TFA dovodi do postepenog smanjenja 

intenziteta Soretove trake (za oko 12 %) proporcionalno povećanju koncentracije liganda. Ovakav 

trend ukazuje na to da vezivanje TFA potencijalno utiče na mikrookruženje porfirinskog prstena i 

hema, koje bi moglo izazvati promene u interakcijama između gvožđa i okolnih aminokiselinskih 

ostataka. Blago smanjenje apsorbancije bez značajnog pomeranja maksimuma sugeriše da TFA ne 

izaziva drastične konformacione promene u globalnoj strukturi hemoglobina, Slika 52. 

 

Slika 52. UV–Vis apsorpcioni spektri hemoglobina (Hb) u odsustvu i prisustvu različitih 

koncentracija TFA. A) Spektri u širokom opsegu talasnih dužina (200–800 nm) za 20 µM 

Hb bez dodatka TFA (crna linija), sa 10 µM TFA (crvena linija), 90 µM TFA (plava linija) i 

233 µM TFA (ljubičasta linija); B) Uvećan prikaz Soretove trake (max 406 nm) gde se 

uočava blago smanjenje intenziteta apsorbancije sa porastom koncentracije TFA. 

U slučaju ispitivanja uticaja PFBA na Soretovu traku hemoglobina, najizraženija promena 

zabeležena je pri najvišoj testiranoj koncentraciji (233 µM PFBA), gde je apsorbancija smanjena za 

13 % u odnosu na kontrolni uzorak (Hb bez PFBA), Slika 53. Ova promena se ne može smatrati 

velikom da bi tvrdili da ima uticaja na mikrookruženje porfirinskog prstena, ili je interakcija 

nedovoljno jaka da bi se reflektovala kroz UV-Vis spektar. 

 

Slika 53. UV–Vis apsorpcioni spektri hemoglobina (Hb) u odsustvu i prisustvu rastućih 

koncentracija PFBA. A) Spektri u opsegu 200–800 nm; B) Uvećan prikaz Soretove trake 

pokazuje blago smanjenje intenziteta apsorpcionog maksimuma sa porastom koncentracije 

PFBA. 
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Najveća promena apsorbancije među testiranim ligandima, zabeležena je u eksperimentu 

titrovanja Hb sa PFOA, pri koncentraciji 233 µM PFOA, gde je apsorbancija smanjena za 17 %  u 

odnosu na kontrolni uzorak bez liganda, Slika 54. Za razliku od TFA i PFBA, efekti PFOA su 

izraženiji, što se može povezati sa većom hidrofobnošću i dužim perfluorovanim repom, koji olakšava 

stabilnije vezivanje. Ovi rezultati sugerišu da PFOA ima jači afinitet prema hemoglobinu u poređenju 

sa kratkolančanim i ultrakratkolančanim predstavnicima. 

 

Slika 54. UV–Vis spektri hemoglobina u odsustvu i prisustvu tri koncentracije PFOA. A) 

Spektri u opsegu 200–800 nm sa legendom; B) Uvećan prikaz Soretove trake (λmax406 nm). 

5.3.2. Predviđanje vezivnih mesta-molekulski doking  

Kako bi se ispitao potencijal vezivanja PFOA za humani hemoglobin, sprovedena je 

molekulska doking analiza korišćenjem kristalne strukture hemoglobina (PDB kod: 2DN2).  

Na Slici 55 prikazan je 3D prikaz hemoglobina sa 12 najbolje rangiranih poza vezivanja 

PFOA, dok je na Slici 56 prikazan 2D dijagram svih poza.  

 

Slika 55. Strukturni prikaz humanog hemoglobina (PDB kod: 2DN2) u kompleksu sa 12 

najbolje dokovanih liganada PFOA, koji su prikazani kao žute sfere. Protein je prikazan u 

obliku "cartoon" modela, sa obeleženim subjedinicama. Gvožđe vezano za hem prikazano 

je kao narandžasta sfera, dok je porfirinski prsten predstavljen ljubičastim štapićima. Slika 

je napravljena u programu PyMOL. 
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Slika 56. 2D dijagrami najbolje udokovanih poza (L1–L12) sa legendom. 

U Tabeli 10 su prikazane energije vezivanja (kcal/mol) predviđene doking metodom za 

najboljih deset pozicija. Rezultati dokinga pokazali su da se PFOA ne vezuje specifično za jedno 

mesto, već da zauzima više različitih regija na molekulu hemoglobina, uključujući prostore u blizini 

hem grupa, interfejse između α- i β-subjedinica, kao i površinske džepove proteina. Ovakva raspodela 

ukazuje na to da je vezivanje PFOA više difuznog karaktera, gde ligand ostvaruje interakcije sa celim 

proteinom, a ne jedno dominantno visokospecifično vezivno mesto. To implicira da PFOA može 

ostvarivati širok spektar interakcija sa hemoglobinom, što potencijalno može imati uticaj na stabilnost 

tetramera i dinamiku njegovih funkcionalnih prelaza. 

Tabela 10. Prikaz previđenih vezivnih enregija (kcal/mol) za dvanaest najbolje udokovanih PFOA u 

humani hemoglobin (PDB kod:2DN2). 

Pozicija liganda Vezivne energije (kcal/mol) 

L1 -7,3 

L2 -7,2 

L3 -7,1 

L4 -7,1 

L5 -7,0 

L6 -6,8 

L7 -6,8 

L8 -6,7 

L9 -6,7 

L10 -6,5 

L11 -6,5 

L12 -6,3 
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Najbolje rangirana poza pokazala je energiju vezivanja od –7,3 kcal/mol (L1), što ukazuje na 

povoljnu interakciju i dobro se uklapa u opseg vrednosti za vezivanje PFAS za druge hemoproteine. 

L1 ostvaruje interakcije sa aminokiselinskim ostacima iz tri različite subjedinice hemoglobina: α1, 

β1 i α2 (Slika 57), odnosno, sa ostacima koji čine interfejs između α2 i β1 subjedinice. Analizom 

interakcija identifikovane su vodonične veze između PFOA i β1 lanca hemoglobina, pre svega sa 

Asn108, koji ostvaruje vezu sa karboksilnom grupom liganda, i sa Tyr35, koji stupa u interakciju sa 

repom molekula. Alkil doprinos je uočen između Leu105 (β1) i Pro95 i Val96 (α2), dok su halogene 

interakcije detektovane između fluorovanog lanca PFOA i ostataka iz sve tri subjedinice Lys99 i 

Asp126 (α1), Glu101 (β1) i Asp94 (α2). PFOA (L1) se vezuje za protein putem nekovalentnih 

interakcija, što je u skladu sa rezultatima rada Yang i sar. [219], koji su pokazali da PFOS ostvaruje 

interakcije sa goveđim hemoglobinom pretežno preko hidrofobnog repa, bez značajnog učešća 

hidrofilne grupe. Ovo dodatno potvrđuje da perfluorovani lanci mogu stabilno da se vežu za 

proteinsku strukturu nezavisno od direktnog angažovanja polarne glave. Posebno je značajno što 

PFOA ostvaruje interakcije sa Trp37 (β2) i Pro95 (α1) dvema amino-kiselinama koje su poznate po 

međusobnoj interakciji i ključnoj ulozi u stabilizaciji hemoglobinskog tetramera, kako je već opisano 

u literaturi [220]. Prisustvo PFOA u ovoj regiji sugeriše da bi njegovo vezivanje moglo narušiti ovu 

važnu vezu, potencijalno utičući na strukturni integritet tetramera. Važno je napomenuti da ovo nije 

jedina poza u kojoj PFOA ostvaruje kontakt sa oba pomenuta ostatka (Trp37 i Pro95). 

 

Slika 57. Prikaz liganda najniže eneregije (L1) koji je vezan za Hb. A) Mesto vezivanja 

PFOA sa najvišim afinitetom (prikazano kao žuta sfera) na humanom hemoglobinu, 

generisano u Pymol-u; B) 2D dijagram interakcija koji prikazuje ključne kontakte između 

PFOA i aminokiselinskih ostataka u mestu vezivanja, generisan u programu Discovery 

Studio. 

Kako je ljudski Hb sastavljen od četiri subjedinice raspoređene kao α1β1–α2β2, njegova 

kvaternarna struktura se stabilizuje mrežom nekovalentnih elektrostatnih interakcija. Interfejs α1β1 

(i α2β2) je posebno stabilan i uključuje oko 34 aminokiselinska ostatka, dok klizni interfejs α1β2 (ili 

α2β1) obuhvata samo 19 ostataka, što ga čini strukturno slabijim i podložnijim narušavanju.  

 

 

 

 

 

Daljom analizom vezivnih položaja sa najnižim energijama vezivanja, identifikovan je 

položaj sa energijom vezivanja –7,1 kcal/mol (L3), lociran u α1β2 interfejsu. Ovaj položaj uključuje 
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iste amino-kiselinske ostatke kao i prethodno opisani. Drugim rečima, ukoliko bi se povukla osa 

simetrije duž α1α2 subjedinica, ova dva vezivna mesta bila bi strukturno ekvivalentna, Slika 58. 

 

Slika 58. Prikaz pozicije L3 koji je vezan za Hb. A) Vezivno mesto L3 (žuta sfera, 

zaokruženo crnim obručem) na Hb, generisano u Pymol-u; B) 2D dijagram interakcija koji 

prikazuje ključne kontakte između PFOA i aminokiselinskih ostataka. 

Pored pomenutih poza viših energija vezivanja, treba prodiskutovati jednu koja ima energiju 

vezivanja -6,7 kcal/mol (L8), Slika 59. U prikazanoj analizi interakcija uočava se da se PFOA 

pozicionira u neposrednoj blizini hem grupe hemoglobina, pri čemu ostvaruje čitav niz stabilizujućih 

veza sa aminokiselinskim ostacima iz tog regiona. Ključna interakcija jeste soni most sa Arg40, koji 

značajno doprinosi vezivanju liganda u ovoj regiji. Pored toga, formira se vodonična veza sa Thr41, 

dok su dodatnu stabilnost obezbedili halogeni kontakti fluorovanog repa PFOA sa Phe41, Leu96, 

Pro44 i His97. Značajno je i prisustvo interakcije sa hem grupom (Hem:147), što ukazuje da PFOA 

može da se pozicionira veoma blizu funkcionalnog centra odgovornog za vezivanje kiseonika. 

 

Slika 59. Prikaz PFOA (žute sfere, u obruču) u poziciji L8 Hb. (A) Strukturni prikaz 

tetramera hemoglobina (subjedinice α1, α2, β1 i β2 prikazane su različitim bojama), sa 

PFOA vezanim u blizini hem grupe na α1β2 interfejsu. (B) Dvodimenzionalna mapa 

interakcija liganda i ostataka proteina prikazuje stabilizujuće kontakte između PFOA i 

okolnih aminokiselinskih ostataka. 

Interesantna vezivna poza, sa istom energijom vezivanja od –6,7 kcal/mol (L9), prikazuje 

PFOA pozicioniran na interfejsu između β1 i α2 subjedinice hemoglobina u tzv. switch regionu. U 

ovoj pozi PFOA ostvaruje interakcije sa His97 iz C-terminalnog dela β1 subjedinice i sa nekoliko 
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ostataka α2 subjedinice, uključujući Lys40, Thr41 i Pro44. Prema literaturi, u T-stanju 

deoksihemoglobina His97 formira stabilizujuću interakciju sa Thr41, dok se u R-stanju pomera i 

vezuje za Thr38  [221]. S obzirom na to da se PFOA vezuje za Thr41, ova interakcija može biti 

narušena, što potencijalno može ometati prelaz iz T u R stanje (Slika 60). Sličan način vezivanja 

uočen je i na suprotnom interfejsu. 

 

Slika 60. Struktura Hb sa pozicijom L9; prikazano na panelima A (Pymol predviđanje) i B 

(2D dijagram; generisano u Discovery Studio). 

Pored toga, identifikovali smo vezivno mesto sa energijom vezivanja od –6,3 kcal/mol (L12), 

gde kiseonik iz karboksilne grupe formira soni most sa His112(α2) i Arg31(α2), koji se nalaze u 

okviru α2 subjedinice, Slika 61. His112 je vezan za Glu27 iz istog lanca, tako da vezivanje PFOA za 

oba aminokiselinska ostatka narušava nativne interakcije. Zanimljivo je da su mutacije na poziciji 

His112 povezane sa strukturnim abnormalnostima u α-globinskim lancima. 

 

Slika 61. Pozicija L12 u strukturi Hb; prikazano na panelima A (Pymol predviđanje) i B (2D 

dijagram; generisano u Discovery Studio). 

Pored pomenutih vezivnih mesta, identifikovane su i dodatne pozicije vezivanja (L2, L4, L5, 

L6, L7, L10 i L11), koje nisu posebno predstavljene jer nisu pokazale rezultate od većeg značaja, 

Slika 56. U poziciji L2, ligand ostvaruje interakcije sa lancem β1, uključujući vodonične veze sa 

Gln310 i Glu244, kao i soni most sa Lys307, dok dodatnu stabilizaciju daju van der Vals kontakti sa 

hidrofobnim ostacima. U L4 mestu, koje se nalazi na lancu α2, PFOA formira bogatu mrežu 

vodoničnih i halogenih interakcija sa Glu i Gln ostacima, dok prisustvo sonog mosta sa Lys i Arg 

dodatno doprinosi stabilnosti. Pozicija L5 uključuje interakcije prvenstveno sa lancem α1, gde se 

ističe His40 kroz jonsku interakciju, dok halogeni kontakti sa Phe i Val, uz vodonične veze sa Glu, 
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Thr i Asn, učvršćuju vezivanje. Vezivno mesto L6, koje uključuje ostatke lanca β2, karakteriše 

kombinacija vodoničnih veza, halogenih interakcija i sonog mosta sa Lys ostacima, uz doprinos van 

der Vals kontakata. U L7 mestu, takođe na lancu α2, dominiraju vodonične veze sa Ser i Asp, dok 

Arg539 učestvuje u formiranju sonog mosta, što ukazuje na značajnu jonsku stabilizaciju liganda. Za 

razliku od njih, L10 mesto, smešteno na lancu β1, oslanja se gotovo isključivo na soni most sa Arg, 

uz manji broj van der Vals interakcija, što sugeriše slabije stabilno vezivanje. Konačno, u L11 

položaju, koji uključuje ostatke lanca α2, PFOA ostvaruje kombinaciju vodoničnih i halogenih 

kontakata, dopunjenih sonim mostom, čime se obezbeđuje umerena stabilnost.  

5.3.3. Doking na α1 subjedinici Hb 

Nakon što smo zaključili da dolazi do vezivanja PFOA za Hb, zanimalo nas je da li se i 

kratkolančani (PFBA) i ultrakratkolančani (TFA) ligandi vezuju na sličan način, odnosno, da li se 

vezuju u blizini hema. Radi lakšeg poređenja i tumačenja rezultata, odlučeno je da se radi na istoj 

kristalnoj strukturi, ali na α1 subjedinici. Očekivano, vrednosti predviđene energije vezivanja nisu 

bile visoke (kcal/mol), a PFOA je pokazao najvišu energiju, Tabela 11. Uzete su u obzir sve pozicije 

niže za 1 kcal/mol u odnosnu na najnižu energiju.  

Tabela 11. Predviđene energije vezivanja (kcal/mol) liganada (TFA, PFBA, PFOA) za Hb. 

TFA PFBA PFOA 

Poza E(kcal/mol) Poza E(kcal/mol) Poza E(kcal/mol) 

1 -3,9 1 -4,8 1 -6 

2 -3,5 2 -4,6 2 -5,9 

3 -3,4 3 -4,5 3 -5,8 

4 -3,3 4 -4,4 4 -5,7 

5 -3,2 5 -4,3 5 -5,7 

6 -3,2 6 -4,2 6 -5,5 

7 -3,2 7 -4,2 7 -5,5 

8 -3,2 8 -4,2 8 -5,4 

9 -3,1 9 -4,2 9 -5,3 

10 -3,1 10 -4,1 10 -5,3 

11 -3,1 11 -4,0 11 -5,2 

12 -3,0 12 -4,0 12 -5,1 

13 -3,0 13 -4,0 13 -5,1 

14 -3,0 14 -3,9 14 -5,1 

15 -2,9 15 -3,9 15 -5,0 

16 -2,9 16 -3,9 16 -5,0 

17 -2,9 
  

17 -5,0 

18 -2,9 
  

18 -5,0 

 

Analiziranjem vezivanja TFA za hemoglobin uočavamo sledeće: od svih pomenutih poza 

samo se dve poze vezuju u blizini hema (5 i 11, Tabela 11), Slika 62. 
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Slika 62. Vezivanje TFA u džepu hem grupe hemoglobina. A) 3D prikaz iz PyMOL-a: 

protein je prikazan kao „cartoon“ u boji pšenice, porfirinski prsten hema ljubičasto, a gvožđe 

kao narandžasta sfera. Crnim krugovima označene su poza 5 i poza 11 u okviru džepa hem 

grupe lanca α1 (A); B) 2D mape interakcija iz Discovery Studio za obe poze, sa legendom. 

Obe poze nalaze se u džepu hem grupe lanca α1 (na 2D dijagramu označeno kao “A”), ali se 

razlikuju po mehanizmu stabilizacije. Poza 5 (-3,2 kcal/mol) poseduje jasno vezivanje preko sonog 

mosta sa Lys61, dopunjeno halogenim interakcijama sa Hem142 i Gln54, te van der Vals 

interakcijama sa Phe46 i vodoničnim vezama sa distalnim His58, što ukazuje na specifičnije i jače 

vezivanje TFA u blizini hema. Ova poza je udaljena oko 10,2 Å od centra porfirinskog prstena. 

Nasuprot tome, poza 11 (-3,1 kcal/mol) nema jonski par i oslanja se na halogene interakcije sa Tyr42, 

uz niz hidrofobnih kontakata sa Leu91, Val93, Pro44, Lys90, His45, što sugeriše slabije, hidrofobno 

vođeno vezivanje. Ova poza je udaljena oko 8,4 Å od centra porfirinskog prstena. 

Kada tumačimo rezultate vezivanja PFBA u blizini porfirinskog prstena hemoglobina, 

dobijamo takođe dve poze koje su smeštene u blizini željenog mesta. Obe poze (3 i 10) smeštene su 

u džepu hem grupe lanca α1 i nalaze se relativno blizu centra metala (Slika 63), na udaljenosti oko 

8,6 Å za pozu 3 i 8,2 Å za pozu 10, što ukazuje na pristup distalnom delu džepa, ali bez direktnog 

koordinovanja sa gvožđem. Predviđene energije dokinga (−4,5 i −4,1 kcal/mol) upućuju na slabije 

vezivanje u poređenju sa dugolančanim molekulima, što je u skladu sa manjom hidrofobnom površino 

repa liganda. Poza 3 je nešto povoljnija, jer sadrži jedinu jasno definisanu vodoničnu vezu (Asn68) 

uz kontakte sa porfirinom, dok se poza 10 oslanja pretežno na halogene i hidrofobne kontakte (Tyr42, 

Leu91, Pro44).  
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Slika 63. Vezivanje PFBA za α1 subjedinicu Hb. A) PyMOL predviđanje vezivnih mesta. 

Crnim krugovima označene su poza 3 i poza 10; B) 2D Discovery Studio mape interakcija 

sa legendom. 

Vezivanje PFOA u blizini porfirinskog prstena je ukazalo da se PFOA slabije vezuje u tom 

region u odnosu na vezivanje na celom molekulu. Poza 2 i poza 8 (−5,9 i −5,4 kcal/mol) nisu pokazale 

visoke energije vezivanja, te ukazuju na slabo vezivanje, bez sonih mostova. Razlika od ~0,5 kcal/mol 

je mala i verovatno nije statistički značajna u okviru preciznosti dokinga, pa se obe poze mogu 

smatrati energetski sličnim, Slika 64. Ovaj rezultat je bio očekivan, usled veličine ovog molekula, s 

toga ne možemo smatrati da bi PFOA mogao da blokira vezivanje kiseonika za Hb. 

 

Slika 64. Poze PFOA u blizini porfirinskog prstena hemoglobina. A) PyMOL prikaz dva 

vezivna mesta; crnim krugovima označene poza 2 i poza 8; B) Discovery Studio 2D mape 

interakcija za obe poze, sa legendom. 
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5.3.4. Vezivanje TFA u distalnom delu Hb 

Ovde smo pošli od pretpostavke da mali molekul može da se veže u šupljini za vezivanje 

kiseonika (distalni deo hem džepa). Kao predstavnik ultrakratkolančanih PFAS izabrana je 

trifluorosirćetna kiselina. Pretraga vezivanja bila je ograničena na jednu, ciljano definisanu kutiju 

koja obuhvata distalni hem džep. Doking je izveden na kristalnoj strukturi hemoglobina u T-stanju 

(PDB kod: 2DND). Konformacija porfirinskog prstena odgovarala je „domed“ geometriji, što je 

potvrđeno analizom uz pomoć alata PyDISH [222]. Za atom gvožđa razmotrena su singletno, tripletno 

i kvintetno spinsko stanje. Na Slici 65 je prikazan doking rezultat vezivanja TFA za protein. 

Identifikovane interakcije ukazuju da TFA može da se smesti u distalnom delu hema, gde ga 

stabilizuju kombinacija halogenih interakcija sa His58, vodoničnih veza sa Hem142, kao i van der 

Valsovih interakcija sa Leu29, Met32, Phe43, Val62, Leu101.  

 
Slika 65. Vezivanje TFA u distalnom džepu hem grupe hemoglobina (subjedinica α1). A) 

PyMOL prikaz vezivnog mesta; B) 2D mapa sa interakcijama generisana pomoću Discovery 

Studio programa. 

Takođe, u modelu 8 iste poze vezanog liganda, pokazano je da se karboksilna grupa liganda 

može okrenuti ka centru porfirinskog prstena, Slika 66.  

 

Slika 66. Model 8 iste poze. A) Pymol predviđanje vezivnog mesta; B) Mapa 2D interakcija. 

U ovom modelu TFA se pozicionira u distalnom delu lanca α1, tako da je karboksilna glava  

okrenuta ka porfirinu, dok je fluorovani rep usmeren prema Leu101. Uočavamo moguć kontakt 

kiseonika iz karboksilne grupe sa hemom putem vodonične veze, pri čemu je rastojanje između 

kisonika liganda i gvožđa oko 2,5 Å. Istovremeno, mapa interakcija ukazuje na nefavorizovan kontakt 

sa Leu101 koji deluje suprotno stabilizaciji.  
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5.3.5. DFT analiza vezivanja TFA za hemoglobin 

Kako bismo detaljnije ispitali potencijalno vezivanje TFA u distalnom delu hem grupe, 

sproveli smo DFT proračune. Dobijeni rezultati pokazali su da je slobodna energija vezivanja 

termodinamički povoljna (ΔG = –21,52 kcal/mol) (Slika 66). Ovakav ishod bio je očekivan, budući 

da je u proračun uključen samo hem prsten sa vezanim imidazolom koji imitira proksimalni histidin, 

dok okolne amino-kiseline, koje bi u realnom proteinskom okruženju mogle da stvore sterne i 

elektrostatičke barijere za vezivanje, nisu uzete u obzir. Poređenja radi, kiseonik, koji predstavlja 

fiziološki ligand ovog mesta, znatno je manji od TFA, pa je jasno da u kontekstu kompletnog proteina 

prostorna ograničenja mogu imati presudnu ulogu. Ovi preliminarni DFT rezultati, iako dobijeni na 

izolovanom modelu, ukazuju da TFA može ostvariti povoljnu interakciju sa hem grupom, ali 

istovremeno naglašavaju potrebu za složenijim simulacijama koje uključuju i proteinsko okruženje, 

kako bi se razjasnila stvarna mogućnost vezivanja u distalnom regionu. 

 
Slika 66. Prikaz formiranja kompleksa TFA sa hem–imidazol model sistemom. Porfirinski 

prsten je obojen sivo (ball and sticks), sa azotima koji su obojeni u plavo, gvožđe se nalazi 

u centru molekula i obojeno je u narandžasto, a proksimalni histidin je zamenjen 

imidazolom koji je takođe u “ball and sticks” obliku. 

Kako literaturni DFT podaci pokazuju, vrednosti vezivanja kiseonika na pojednostavljenim 

hem modelima značajno variraju u zavisnosti od primenjenog funkcionala (oko –28,6 kcal/mol za 

BP86 i približno +8,3 kcal/mol za B3LYP) [223]. Ova razlika ukazuje na veliku zavisnost rezultata 

od izbora nivoa teorije. Prilikom poređenja naših vrednosti za TFA sa literaturnim podacima za O₂, 

neophodno je imati u vidu da izolovani modeli bez proteinskog okruženja često daju povoljnije 

energije vezivanja od onih koje bi se mogle očekivati u realnim biološkim uslovima. 

5.3.6. Analiza vezivnog mesta TFA primenom MD simulacija 

Rezultati molekulskog dokinga i DFT proračuna ukazali su na mogućnost formiranja 

stabilnog kompleksa između TFA i hema koordinovanog u α1-lancu hemoglobina. Ipak, imajući u 

vidu ograničenja statičnih metoda, odlučili smo da sprovedemo MD simulacije. Početne koordinate 

proteina i liganda preuzete su iz prethodnih proračuna. U literaturi je opisano da PFOA dovodi do 

destabilizacije tetramera Hb, gubitka jedne subjedinice i oslobađanja hema [120], te se postavlja 

pitanje da li TFA može izazvati sličan efekat i koji mehanizam stoji iza tako značajnih rezultata, 

obzirom da je relativno mali molekul koji bi mogao da prodre do hema. Stabilnost liganda je praćena 

analizom RMSD vrednosti u odnosu na početnu konformaciju, Slika 67.  

 
Slika 67. RMSD dijagram TFA tokom 200 ns molekulske dinamike. 
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RMSD analiza liganda tokom 200 ns simulacije otkrila je izrazite oscilacije, što ukazuje 

da ligand ne zadržava stabilan položaj u vezivnom mestu, te simulacije molekulske dinamike 

pokazuju da formiranje ovog kompleksa nije kinetički povoljno i da već u prvim nanosekundama 

ligand napušta vezivno mesto. Tokom početne faze simulacije može se primetiti blagi rast RMSD 

(do ~10 Å), nakon čega vrednosti naglo skaču i osciluju u širokom opsegu (20–50 Å). Ovakvo 

ponašanje sugeriše da je TFA inicijalno stupio u interakciju sa hemom, ali da je interakcija bila 

nestabilna i da je ligand relativno brzo napustio vezno mesto.  

Isto zapažanje se vidi i na Slici 68, koja pokazuje da se TFA pomera, reorijentiše i odlazi 

iz vezivnog mesta, što ukazuje na slab afinitet i nestabilnu interakciju u realnim uslovima. TFA 

se do kraja simulacije nije vezala ni na jednom drugom mestu na proteinu. 

 

Slika 68. Rezultat molekulske dinamike TFA na α1 subjedinici hemoglobina, dobijen 

VMD programom. Slika levo prikazuje da ligand prilazi hemu, ali na slici desno on ipak 

odlazi usled nepovoljne energije vezivanja. 

Kao što je navedeno, opsežni rezultati doking studije, kao i DFT proračuna, ukazuju na 

povoljno vezivanje TFA u regionu predviđenom za kiseonik. Ipak, statičke metode, bez obzira na to 

što je DFT sproveden na visokom teorijskom nivou, mogu pružiti samo dopunu dinamičkim 

istraživanjima i ne mogu se posmatrati izolovano. Naši rezultati molekulske dinamike pokazali su da 

je vezivanje TFA u distalnom delu hema kinetički nepovoljno, budući da ligand napušta vezivno 

mesto već u ranim fazama simulacije. Stoga možemo zaključiti da TFA, ultrakratkolančani PFAS, 

nema kapacitet da remeti funkciju hemoglobina u vezi sa vezivanjem kiseonika i da je za ovu funkciju 

od presudnog značaja dužina hidrofobnog lanca. 

5.4. Karakterizacija vezivnih mesta PFOA na humanom serumu albuminu  

U literaturi su do sada opisana različita vezivna mesta PFOA na HSA, kako na osnovu 

teorijskih tako i eksperimentalnih istraživanja. Dok su neka od tih mesta potvrđivana u više 

nezavisnih studija, druga su predstavljala nova otkrića. U našem istraživanju fokusirali smo se na 

detaljnu teorijsku analizu vezivnih mesta i odgovarajućih energija vezivanja, imajući u vidu da se 

značajan deo slobodnih perfluorovanih jedinjenja u krvotoku vezuje upravo za ovaj transportni 

protein. Iako postoji kristalna struktura proteina kokristalisana sa PFOA i miristinskom kiselinom, 

naš cilj je bio da razjasnimo način vezivanja PFOA u odsustvu miristinske kiseline. Na ovaj način 

moguće je sagledati stvarnu kompeticiju liganda za vezivna mesta, jer se u fiziološkim uslovima HSA 

nalazi u stalnoj interakciji sa masnim kiselinama različitih dužina lanca. Ovakav pristup omogućava 

bolje razumevanje mehanizama pomoću kojih PFAS mogu narušiti homeostazu vezivanja masnih 

kiselina i lekova, što je od posebnog značaja u toksikološkom i farmakološkom kontekstu. 
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5.4.1. Predviđanje vezivnih mesta PFOA na HSA doking metodom 

Rezultati doking proračuna ukazuju na postojanje više potencijalnih vezivnih mesta za PFOA 

na HSA. Na osnovu funkcije bodovanja (programa AutoDock Vina) izdvojeno je 12 pozicija koje se 

razlikuju po energijama vezivanja (Tabela 12).  

Tabela 12. Prikaz vezivnih energija (kcal/mol) predviđenih molekulskim dokingom za dvanaest 

najbolje rangiranih poza liganada (L1-L12). 

Pozicija liganda Energija predviđena dokingom 

L1 -9,8 
L2 -9,0 

L3 -8,8 

L4 -8,6 
L5 -8,4 

L6 -8,0 

L7 -7,7 

L8 -7,3 
L9 -6,8 

L10 -6,5 

L11 -6,4 
L12 -6,2 

Šest najpovoljnijih poza (L1–L6), kao i njihove interakcije sa amino-kiselinskim ostacima 

HSA, prikazane su na Slici 70. Kao što je istaknuto u odeljku 2.2.1.4. HSA sadrži više vezujućih 

mesta masnih kiselina (engl. fatty acid, FA), a doking analiza je potvrdila da PFOA ostvaruje 

vezivanje upravo u tim regijama. 

 

Slika 70. Prikaz šest najpovoljnijih vezivnih mesta PFOA u okviru humanog serum 

albumina (levo), uz detaljan prikaz ostvarеnih međumolekulskih interakcija (desno). 

Legenda za tipove interakcija data je ispod prikaza kristalne strukture HSA (PDB: 1N5U).  
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Najpovoljnija poza PFOA je L1 za koju je predviđena energija vezivanja –9,8 kcal/mol, 

pripada vezivnom mestu za masne kiseline 5 (FA5) i IIIb subdomenu. Halogene interakcije ostvarene 

su između atoma fluora na repu PFOA i bočnih lanaca Lys525 i Ala528. Karboksilna grupa PFOA 

formira vodoničnu vezu sa Ser579, dok se C–H veze ostvaruju sa bočnim lancima Met548 i Leu529. 

Dodatnu stabilizaciju pruža π–nevezivni par interakcija između Phe551 i atoma fluora, kao i π–alkil 

interakcija između Phe551 i terminalnog atoma ugljenika PFOA. Alkil interakcije su ostvarene 

između Lys525 i terminalnog ugljenikovog atoma PFOA (Slika 70–L1). Met548 je ranije opisan u 

radu Wu i saradnika kao amino-kiselinski ostatak koji učestvuje u vezivanju PFOA, iako drugi 

interagujući ostaci nisu navedeni [224].  

Kristalna strukutra HSA, PFOA i miristinske kiseline je pokazala da miristinska kiselina 

zauzima FA5, što sugeriše da kompetitivno vezivanje može uticati na detekciju i karakterizaciju ovog 

mesta [114]. Pozicija L2 sa proračunatom energijom vezivanja od –9,0 kcal/mol je u domenu Ia, blizu 

N-terminusa i u neposrednoj blizini mesta FA2. Ovo mesto karakteriše vodonična veza između Val23 

i karboksilne grupe PFOA, koju dodatno stabilizuju alkil interakcije sa Leu14, Pro152, Ala254 i 

Leu284; halogene interakcije sa Leu22 i Phe19; kao i van der Valsovi kontakti sa Arg10, Leu66, 

Tyr150, Ala151, Leu251 i Leu283 (Slika 70-L2). Iako ovo mesto vezivanja do sada nije opisano, ono 

je zauzeto miristinskom kiselinom u kristalnoj strukturi koju su prikazali Maso i saradnici.  

Treće mesto vezivanja PFOA, obeleženo kao L3, opisano u više studija i identifikovano kao 

visokoafinitetno mesto od strane Maso i saradnika, odgovara trećem po redu najpovoljnijem položaju 

u našim doking simulacijama (–8,8 kcal/mol). Pripada Sudlovom mestu II, koje se preklapa sa 

mestom vezivanja masnih kiselina 4 (FA4). Na ovom položaju karboksilna grupa PFOA formira soni 

most sa Arg410 i vodonične veze sa Tyr411 i Asn391, koji su u prethodnim istraživanjima dosledno 

identifikovani kao ključni ostaci. Dodatnu stabilizaciju obezbeđuju halogene interakcije sa Val433, 

Ile388, Cys437 i Arg445, kao i alkil interakcije sa Cys392, Cys438 i Ala449 (Slika 70-L3).  

Četvrto mesto vezivanja PFOA za HSA identifikovano u našim doking simulacijama (–8,6 

kcal/mol) nalazi se na mestu vezivanja masnih kiselina 1 (FA1), a koje je su opisali Salvalaglio i 

saradnici. Ovo mesto je zauzeto miristinskom kiselinom u kristalnoj strukturi prikazanoj kod Maso i 

saradnika. Vezivanje PFOA se pretežno ostvaruje preko interakcija njegove karboksilne grupe sa 

Arg186 i Arg117. Dodatna stabilizacija potiče od halogenih kontakata sa Leu115 i Val116, π–alkil 

interakcija sa Phe134, Tyr138, Tyr161 i Phe165, kao i C–H veze sa Pro118 (Slika 70-L4). 

Sledeće mesto vezivanja (L5), sa predviđenom energijom vezivanja od –8,4 kcal/mol, poklapa 

se sa mestom vezivanja masnih kiselina 6 (FA6) i ranije je opisano kao mesto niskog afiniteta za 

PFOA (Slika 70-L5). Ključne stabilizujuće interakcije uključuju sone mostove sa Lys351 i Arg209, 

zajedno sa halogenim interakcijama koje obuhvataju Lys212, Asp324 i Leu327. Dodatnu stabilizaciju 

obezbeđuju alkil interakcije sa Val216 i Val235.  

L6 mesto vezivanja PFOA, ranije opisano u literaturi od strane Maso i saradnika, kao i Crisali 

i saradnika, odgovara narednom položaju (po afinintetu vezivanja) identifikovanom u našim doking 

simulacijama, sa predviđenom energijom vezivanja od –8,0 kcal/mol. Ovo mesto se nalazi u blizini 

mesta vezivanja masnih kiselina 7 (FA7), gde karboksilna grupa PFOA formira sone mostove sa 

Arg222 i Lys444. Stabilizacija je dodatno postignuta halogenim interakcijama sa Gln221, Pro339, 

Glu450 i Asp451; vodoničnim vezama sa Trp214 i Asn295; kao i alkil interakcijom sa Val343 (Slika 

70-L6). Ovo mesto je, takođe, primećeno u kristalnim strukturama i okarakterisano kao mesto niskog 

afiniteta za vezivanje PFOA. 
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Naša analiza je identifikovala šest dodatnih mesta vezivanja PFOA nižeg afiniteta, prikazana 

na Slici 71, vezivne energije od -7,7 kcal/mol do -6,2 kcal/mol. Ova mesta do sada nisu bila opisana 

u ranijim studijama.  

 

Slika 71. Prikaz doking poza sa energijama vezivanja nižim od –8,0 kcal/mol. 

Poze L7–L12 prikazane su na molekulu HSA (levo), dok desni paneli predstavljaju 

interakcije za svaku pozu, generisane u programu Discovery Studio. Legenda za tipove 

interakcija data je ispod prikaza kristalne strukture HSA (PDB: 1N5U) sa vezanim 

ligandima. 

Ligand obeležen kaо L7 se vezuje u domenu I humanog seruma albumina. L7 ostvaruje 

halogene interakcije sa Leu69 i Asp72, takođe, halogeni rep interaguje sa Val46, Asn61 i Lys73 

vodoničnim vezama. Dodatnu stabilizaciju vezivanja postiže pomoću van der Valsovih interakcija sa 

Val7, Phe27, Glu45, Thr76 i Leu198. Osim toga, Lys64 vezuje karboksilnu grupu privlačnim 

interakcijama, prikazano na Slici 71-L7. 

Mesto obeleženo kao L8 nije prikazano u kristalnoj strukturi kao mesto visokog afiniteta za 

PFOA. Odsustvo ovog mesta iz literaturnih podataka verovatno se može pripisati visokoj 

konformacionoj pokretljivosti između domena, što može onemogućiti stabilno vezivanje liganda na 

toj poziciji. Najvažnije amino-kiseline za vezivanje ovog liganda su Arg485, Ser342 koje ostvaruju 

privlačne sile, odnosno, vodonične veze sa karboksilnom glavom ili fluorisanim repom liganda. 

Ostvarene halogene interakcije dodatno podržavaju vezivanje PFOA, a najvažnije amino-kiseline iz 

ove grupe ostvarenih veza su Met446, Ala449, Leu453 i Leu481. Takođe, Glu450 i Arg484 učestvuju 

u vezivanju putem vodoničnih veza, a Val344, Arg348, Pro384, Leu 387, Ile388, Pro486 i Leu 457 

ostvaruju van der Vals interakcije sa PFOA (Slika 71-L8). 

Ligand označen kao L9 (Slika 71-L9) vezivne energije -6,8 kcal/mol, ostvaruje interakcije 

preko karboksilne grupe sa polarnom aminokiselinom Lys378. Hidrofobni rep liganda se vezuje 

halogenim interakcijama za Phe374, vodoničnim vezama za Ser304, Tyr334, Arg337 i His338. 

Pozicija ovog liganda pripada IIb subdomenu humanog seruma albumina.  

Još jedno prethodno neobjavljeno mesto je L10 sa vezivnom energijom -6,5 kcal/mol. 

Relativno niske vezivne energije, ovaj ligand ostvaruje halogene interakcije sa Glu132. Takođe, 

uočavamo vezivanje PFOA preko vodoničnih veza sa Lys20, Asn44, Asn130. Nekoliko van der Vals 

interakcija dodatno stabilizuju pozu (Slika 71-L10).  
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Poza koja se nalazi blizu FA7 vezujućeg mesta, obeležen kao L11 ostvaruje sedam interakcija 

preko hidrofobnog repa, od kojih su tri sa aspartatom i dve sa lizinom i samo jednu sa kiseonikom iz 

karboksilne grupe (Lys262). Dodatna stabilizacija je postignuta van der Valsovim interakcijama preko 

Leu260, Glu266 i Tyr263 (Slika 71-L11).   

Poslednji po rangiranju vezivne energije, L12, se vezuje blizu L1 vezivnog mesta. Vezivanje 

ove dve poze je relativno slično, čak se osvaruju interakcije preko istih amino-kiselina. Zbog odsustva 

vezivanja između karboksilne grupe i amino-kiselina proteina uočava se razlika od više od 3 kcal/mol. 

Sve interakcije su formirane između hidrofobnog repa liganda halogenim interakcijama sa Asp550, 

Ala553 i Glu571, kao i vodoničnim vezama sa Phe554 i Lys574 (Slika 71-L12).  

Ranije kristalografske analize u prisustvu miristinske kiseline identifikovale su jedno mesto 

visokog afiniteta i tri mesta niskog afiniteta, dok je naš pristup otkrio dvanaest različitih poza 

vezivanja, uključujući šest koje do sada nisu bile opisane. 

5.4.2. Molekulska dinamika vezivnih mesta identifikovanih doking metodom 

Molekulska dinamika je primenjena za detaljniju analizu vezivanja PFOA za HSA, kako bi se 

utvrdila prava vezivna mesta. MD simulacije su urađene sa 12 liganada istovremeno kako bi se 

obezbedila kompeticija za mesta vezivanja i imitiranje ponašanja HSA u fiziološkim uslovima. 

Prednost ovog pristupa je što omogućava istovremenu procenu stabilnosti svih identifikovanih mesta 

i eliminaciju potencijalno nestabilnih poza. Pozicije liganada su dobijene molekulskim dokingom, a 

potom iskorišćene za simulaciju na protein koji je bio stabilan tokom proračuna, te se ne uočavaju 

promene u toku 1000 ns, prikazano na Slici 72. 

 

Slika 72. Stabilnost HSA tokom MD. A) Vrednosti RMSD proteina tokom molekulsko-

dinamičke simulacije u trajanju od 1000 ns; B) Promene radijusa giracije (Rg) HSA tokom 

tri nezavisne simulacije iste dužine. Plavom bojom je označena simulacija 1, narandžastom 

simulacija 2 i zelenom simulacija 3. 

Da bismo dodatno ispitali stabilnost i ponašanje ostvarenih interakcija u vremenu, pratili smo 

kontakte između PFOA i HSA tokom MD simulacija. U tu svrhu korišćen je program PLIP [225] 

(engl. protein ligand interaction profiler) za identifikaciju interakcija između liganda i 

aminokiselinskog ostatka u svakom okviru MD trajektorije. Dobijeni podaci dalje su korišćeni za 

generisanje mapa interakcija ligand–amino-kiselinski ostatak (engl. ligand-residue interaction maps, 

LRIM), za svih 12 pozicija vezivanja kroz simulacije u triplikatu (Slika 73). Visina pika označava 

intenzitet interakcije ostvarene sa određenom amino-kiselinom proteina (prikazano na horizontalnoj 

osi). Višestruke istovremene interakcije između jednog liganda i iste amino-kiseline takođe su 

moguće i obuhvaćene su dijagramima. Na osnovu dva kriterijuma su određeni najstabilnije vezani 

ligandi. Prvi kriterijum je bio da li je ligand ostao vezan za iste ili slične amino-kiseline tokom sve tri 

simulacije, a drugi je bio da li je ligand ostvarivao interakcije sa najmanje tri različite amino-kiseline 

tokom polovine ukupnog vremena simulacije. Na osnovu ovoga su definisana četiri mesta L3, L4, L5 

i L8.  
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Tumačenjem LRIM dijagrama se može zaključiti da pozicija L3 ostvaruje interakcije sa 

amino-kiselinama iz regiona 365 do 491 i da odgovara mestu visokog afiniteta identifikovanom u 

kristalografskim studijama HSA sa PFOA i miristinskom kiselinom, a locirana je u Sudlovom mestu 

II (FA4). Pozicija L4 ostvaruje interakcije sa amino-kiselinskim ostacima u regionu proteina koji 

obuhvata sekvencu 113–225, a koji odgovara FA1 vezivnom mestu za masne kiseline, poznatom po 

tome da je u kristalnoj strukturi zauzeto miristinskom kiselinom. Pozicija L5 ostvaruje interakcije sa 

amino-kiselinama iz oblasti sekvence 221–365, te odgovara FA6 vezujućem mestu koje je u kristalnoj 

strukturi bilo zauzeto PFOA. Takođe, za poziciju L8 se može tumačiti da ostvaruje interakcije sa 

amino-kiselinama iz oblasti proteinske sekvence 337–505. Pozicija L8 do sada nije bila opisana kao 

mesto vezivanja PFOA, ali odgovara FA3 mestu, koje je u kristalnoj strukturi zauzeto miristinskom 

kiselinom. Pored toga, FA3 se nalazi u blizini Sudlovog mesta II.  

 
Slika 73. LRIM dijagram. Na x-osi su pozicije amino-kiselina (ak); y-osa prikazuje broj 

pozicije u kojima se javljaju kontakti između liganda i ak ostataka. Svaki pozicija liganda 

predstavljena je različitom bojom. Intenzitet pikova odgovara ostacima koji učestvuju u 

interakcijama (L3, L4, L5 i L8 su podebljani zbog najjačeg intenziteta interakcija). 

Za razliku od L3, L4, L5 i L8, ostali ligandi (L1, L2, L6, L7, L9, L10, L11, L12) nisu 

ispoljili stabilno vezivanje tokom tri nezavisne MD simulacije, niti značajan intenzitet 

interakcionih pikova, što se može uočiti na drugim primerima prikazanim na LRIM dijagramu.  

Na osnovu obrađenih rezultata, odlučeno je da se provere i moguće promene u položaju 

ili orijentaciji liganada tokom simulacija. 
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U svrhu analize mogućih promena u položaju/orijentaciji liganada tokom MD simulacije, 

izračunate su i prikazane RMSD vrednosti za sve tri simulacije u intervalu od 1000 ns, za četiri 

liganda (L3, L4, L5, L8), Slika 74.  

  

Slika 74. RMSD dijagrami za četiri liganda (L3, L4, L5, L8) koja su pokazala najveću 

stabilnost i najveći procenat interakcija sa proteinom tokom tri molekulsko-dinamičke 

simulacije u trajanju od 1000 ns. 

Na RMSD dijagramima se može videti da PFOA na pozicijama L3 i L8 zadržava gotovo 

identičnu orijentaciju unutar vezivnog mesta tokom čitave simulacije, sa niskim RMSD vrednostima 

od približno 2 Å; ali, zabeležena je promena orijentacije liganda na poziciji L3 u trećoj simulaciji 

(obeleženo zelenom bojom) nakon 350 ns.  

Kao što je ranije istaknuto, pozicija L3 nalazi se u Sudlovom mestu II i prostorno je bliska 

poziciji L8, ova dva mesta dele zajednički stabilizujući ostatak Arg485. Uočena promena orijentacije 

liganda na poziciji L3, prethodno okarakterisanoj kao mesto sa najvišim afinitetom za PFOA, 

povezana je sa konformacionom promenom bočnog lanca Arg485, koji u našim simulacijama 

ostvaruje interakcije sa ligandima na obe pozicije. Arg485 se pokazao kao važna amino-kiselina za 

vezivanje ostalih liganada, imajući u vidu delokalizovano pozitivno naelektrisanje gvanidinijumske 

grupe koje favorizuje elektrostatičko privlačenje sa negativno naelektrisanom karboksilnom grupom 

poreklom sa liganda i predstavlja konzerviranu amino-kiselina u albuminoidnoj familiji proteina.  

Vezivanje PFOA na pozicijama L4 i L5 pokazuje više RMSD vrednosti, u rasponu od 5 do 8 

Å, što ukazuje na manje organizovana vezivna mesta i veću konformacionu slobodu liganada. RMSD 

rezultati sva četiri mesta vezivanja identifikovana pomoću interakcionih dijagrama su stabilna mesta 

vezivanja PFOA za HSA. 
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Analiza RMSD profila za ligande L1, L2, L6, L7, L9, L10, L11 i L12 pokazala je značajne 

razlike u stabilnosti vezivanja tokom simulacija, Slika 75.  

 

Slika 75. RMSD dijagrami nestabilnijih pozicija vezivanja PFOA, sa legendom, za tri MD 

simulacije. Na x-osi je prikazano vreme trajanja simulacije; na y-osi je prikazan RMSD (Å). 

Ligandi L2, L7 i L9 zadržali su relativno niske RMSD vrednosti (u rasponu od 2 do 8 Å) kroz 

sve tri simulacije, izuzev u slučaju L2 koji u trećoj simulaciji dostiže 10 Å. Ligand L1, takođe, 

pokazuje stabilnost u većem delu simulacija, ali u trećoj simulaciji dolazi do naglih porasta RMSD 

vrednosti (dostiže 90 Å), što sugeriše delimičnu destabilizaciju ili promenu orijentacije u vezivnom 

mestu. Takođe, L9 zadržava stabilnost u gotovo sve tri simulacije, u prihvatljivom odstupanju RMSD 

od početne konfiguracije. Ali, nasuprot ovim rezultatima, ukoliko se vratimo na analiziranje LIRM 

možemo zaključiti da L2 ostvaruje interakcije sa amino-kiselinama na terminusu proteina, L7 nije 

pokazao konstantnost formiranja istih interakcija u tri simulacije, dok L9 jeste, ali je visina pika bila 

izrazito mala. S toga, ove pozicije nisu mogle biti prihvaćene kao potencijalna vezivna mesta. 

Suprotno tome, ligandi L6, L10, L11 i L12 ispoljili su izrazitu nestabilnost u sve tri MD simulacije. 

Uočeni su nagli skokovi RMSD vrednosti koji dostižu i preko 60–100 Å, što jasno ukazuje na 

napuštanje vezivnih mesta i difuziju liganda ka površini proteina ili ka okolnom rastvaraču. Ovi 

rezultati su potvrda rezultata LIRM dijagrama sa kog se može videti da L6 ne pokazuje konstantnost 

vezivanja u tri simulacije, L10 i L12 se vezuju za amino-kiseline iz terminalnog dela sekvence 

proteina, dok L11 gotovo da ne pokazuje pikove na LIRM. Ovi rezultati potvrđuju da svi pomenuti 

ligandi (L1, L2, L6, L7, L9, L10, L11 i L12) ne ostvaruju trajne interakcije sa HSA. 

Da bi se bolje razumelo ponašanje liganda u potencijalnim vezivnim mestima, izračunate su 

površine slobodne energije (engl. free energy landscape, FEL), Slika 76. Grafici prikazuju 

distribuciju slobodne energije kao funkciju dve kolektivne promenljive (udaljenost d i ugao θ), čime 

se opisuje stabilnost PFOA u odabranim mestima vezivanja. Pri tumačenju ovih rezultata posebno se 

izdvaja pozicija L8. Za tu poziciju uočen je jasno definisan minimum, što ukazuje na jedinstveno i 

stabilno vezivanje. Nasuprot tome, multidimenziona površina potencijalne energije za poziciju L3 

sadrži dva lokalna minimuma, koji odražavaju konformacione promene bočnog lanca Arg485, 

ključnog ostatka u stabilizaciji vezivanja. Multidimenziona površina potencijalne energije za pozicije 

L4 i L5 pokazuju šire i difuznije lokalne minimume, što ukazuje na povećanu fleksibilnost liganda i 

manju stabilnost vezivanja u poređenju sa L3 i L8.  
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Slika 76. Površine slobodne energije za ligande na pozicijama L3, L4, L5 i L8. 

Za razliku od liganada L3, L4, L5 i L8 koji su imali jasno definisane lokalne minimume, 

ostali ligandi (L1, L2, L6, L10-12) su pokazali više minimuma, manje energije, što odražava  

nestabilnost liganda u vezivnom mestu i prolazni karakter vezivanja, Slika 77. U slučaju pozicija 

L7 i L9 multidimenziona površina potencijalne energije je imala bolje definisan lokalni 

minimum, ali, na osnovu LIRM i RMSD dijagrama su isključeni iz finalne, PLIP, analize.  

 

Slika 77. Površine slobodne energije za ligande koji nisu pokazali stabilnost tokom MD 

simulacija. 

Analiza interakcija dobijena PLIP programom četiri najvažnija mesta vezivanja (L3, L4, L5, 

L8) je prikazana na Slici 78. Najpovoljnije vezivno mesto (L8) stabilizovano je prvenstveno putem 

dva sona mosta sa Arg347 i Arg485, koji su zadržani u svim okvirima tokom čitave simulacije. Ova 

interakcija, poznata i kao arginine clamp („argininska viljuška“), predstavlja ključni faktor stabilnosti 

kompleksa. Dodatnu stabilizaciju pružaju halogene interakcije sa Ser342, Glu450 i Leu481.  
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L3 pozicija, ranije označeno kao mesto visokog afiniteta, ostvaruje vezivanje za Arg410 i 

Lys414 preko sonog mosta, uz stabilne vodonične veze sa Tyr411 i Ser489 koje vezuju karboksilnu 

grupu liganda. Na L4 poziciji, PFOA je stabilizovan preko sonog mosta sa Lys351 i dinamičke izmene 

vodonične veze sa Ser480 i soli sa Arg209, pri čemu Arg209, kada ne formira jonsku vezu, učestvuje 

u halogenim interakcijama. Konačno, na L5 stabilnost proizilazi iz elektrostatičkih interakcija sa 

Arg117 i Arg185, uz prateće vodonične i halogene kontakte sa Tyr138 i Leu182.  

 

Slika 78. Profili interakcija i 3D prikazi veza za četiri najstabilnija mesta vezivanja PFOA 

na HSA. A) FA3 (L8); B) FA4 (L3); C) FA6 (L4) i D) FA1 (L5). Levo su prikazani dijagrami 

interakcija ligand–amino-kiselina tokom 1000 ns MD simulacija, pri čemu su prikazane 

samo one amino-kiseline koje ostvaruju interakcije duže od 40 % ukupnog vremena 

simulacije. Boje označavaju tip interakcije (narandžasta boja predstavlja sone mostove, 

zelena boja vodonične veze, plava boja halogene interakcije). Desno su dati reprezentativni 

3D prikazi interakcija za svako mesto vezivanja. 
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5.4.3. Rezultati MM-PBSA analize 

Kako bismo dodatno potvrdili da četiri mesta identifikovana MD analizom zaista 

predstavljaju pozicije vezivanja PFOA na HSA u odsustvu konkurentskih liganada, izračunate su 

slobodne energije vezivanja za svih 12 pozicija MM-PBSA metodom. Rezultati prikazani u Tabeli 

13 omogućavaju poređenje energija vezivanja PFOA za HSA dobijenih metodama molekulskog 

dokinga i MM-PBSA proračuna. Doking proračuni su predložili dvanaest mogućih mesta vezivanja, 

sa energijama u rasponu od –9,8 do –6,2 kcal/mol, dok su dodatne analize zasnovane na MD 

simulacijama i MM-PBSA metodologiji pružile precizniju procenu njihove stabilnosti.  

Tabela 13. MM-PBSA kalkulacije. Najniže (najpovoljnije) energije, koje ukazuju na najstabilnija 

mesta vezivanja, označene su podebljano. 

Pozicija liganda 

Vezivne energije izračunate 

MM-PBSA (kcal/mol) 

L1 -8,32 ± 0,50 

L2 -8,027±1,03 

L3 -15,27±1,09 

L4 -20,82±1,39 

L5 -10,13±1,38 

L6 -2,19±0,87 

L7 -1,51±0,57 

L8 -35,63±0,77 

L9 -5,81±0,54 

L10 1,04±0,42 

L11 -0,30±1,64 

L12 -3,42±0,46 

 

Posebnu pažnju privlače četiri pozicije (L3, L4, L5 i L8), kod kojih su dobijene najniže 

(najpovoljnije) energije vezivanja, istaknute podebljano u Tabeli. Dobijena energija vezivanja za 

poziciju L3, koja je u prethodno opisana kao mesto sa najvišim afinitetom za PFOA, bila je ispod -

15 kcal/mol, što ukazuje na veoma snažno vezivanje. Za poziciju L5, ranije karakterisanu kao mesto 

sa nižim afinitetom, vrednost energije bila je oko -10 kcal/mol, što je u saglasnosti sa prethodnim 

izveštajima koji su pokazali da se PFOA vezuje na oba mesta, ali sa većim afinitetom za L3. Energije 

vezivanja za pozicije L4 i L8 bile su -20 kcal/mol, odnosno, -35 kcal/mol. Energije za pozicije L4 i 

L8 su čak 20 kcal/mol povoljnije u odnosu na L3. Iako kristalografski podaci ukazuju da se 

miristinska kiselina jače vezuje od PFOA na ovim mestima, naši rezultati pokazuju da, u odsustvu 

miristinske kiseline, PFOA zapravo ostvaruje jače vezivanje u FA1 (pozicija L4) i FA3 (pozicija L8) 

nego u FA4 (pozicija L3). Ostale pozicije su pokazale znatno nepovoljnije energije, što potvrđuje da 

se ligandi u tim mestima vezuju nestabilno i bez trajne interakcije. Ipak, vrednosti dobijene za pozicije 

L1 (FA5) i L2 (FA2) nagoveštavaju da i ova mesta mogu povremeno služiti kao dodatna vezivna 

mesta, posebno u uslovima viših koncentracija liganda.  

Sveukupno, kombinacija dokinga i MM-PBSA proračuna omogućila je izdvajanje četiri 

ključna mesta vezivanja PFOA na HSA (L3, L4, L5 i L8), pri čemu naši rezultati naglašavaju značaj 

FA1 i FA3 vezivnih mesta, koje do sada nisu bile potvrđene kao vezivna mesta PFOA u 

kristalografskim istraživanjima zbog prisustva miristinske kiseline. 
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6. ZAKLjUČCI 

PFAS su sintetska grupa jedinjenja koja su, zbog svoje stabilnosti i hemijskih karakteristika, 

široko primenjena u različitim granama industrije. Međutim, otpornost PFAS na degradaciju dovela 

je do akumulacije ovih molekula u životnoj sredini, a posledično i u ljudskom organizmu. Veliki broj 

studija pokazao je da dugolančane perfluorkarboksilne kiseline, najčešće korišćena klasa ovih 

jedinjenja, u ljudskom organizmu mogu da dovedu do različitih oboljenja, pa je shodno tome njihova 

upotreba regulisana. Uvođenje ove regulative, međutim, dovelo je do povećane upotrebe 

perfluorkarboksilnih kiselina kraćeg lanca, za koje se smatralo da su manje bioakumulativne. Kako 

se perfluorkarboksilne kiseline kraćeg lanca primenjuju svega nekoliko godina, postoji izuzetno mali 

broj studija koje govore o njihovom uticaju na ljudsko zdravlje. S obzirom na to da njihova 

koncentracija u životnoj sredini, ali i u ljudskoj krvi, značajno raste, ovakve studije su neophodne za 

procenu rizika i eventualno uvođenje novih regulatornih mera.  

Shodno tome, tema ove doktorske disertacije bila je proučavanje uticaja perfluorkarboksilnih 

kiselina različite dužine lanca na ključne proteine ljudske krvi, uključujući glavni protein u procesu 

koagulacije krvi – fibrinogen; dva najznačajnija transportna proteina krvi – humani serum albumin 

(transport malih molekula) i hemoglobin (transport kiseonika i ugljen-dioksida); i glavni 

antiproteazni protein krvi uključen u regulaciju velikog broja fizioloških procesa – α2-makroglobulin. 

Kao predstavnici sve tri klase perfluorkarboksilnih kiselina uzete su: PFOA (dugolančana), PFBA 

(kratkolančana) i TFA (ultrakratkolančana).  

Primenom eksperimentalnih i računarskih metoda utvrđeno je da se sva tri predstavnika 

perfluorkarboksilnih kiselina različitih dužina lanca vezuju umerenim afinitetom za humani 

fibrinogen u različitim regionima proteina, ali ne dovode do značajnih promena u njegovoj strukturi. 

Vezivanje ovih molekula ne utiče na biološku funkciju fibrinogena, već ovaj protein može imati ulogu 

u transportu PFAS kroz ljudski organizam.  

Rezultati merenja aktivnosti α2-makroglobulina u prisustvu visokih koncentracija 

perfluorkarboksilnih kiselina različitih dužina lanca ukazuju na značajno smanjenje antiproteazne 

aktivnosti proteina. Ovo je u skladu sa rezultatima dobijenim računarskim metodama, koje ukazuju 

na stabilno vezivanje PFOA u blizini ostatka Cys972, koji je ključan za formiranje tioestarske veze 

sa proteazom čija se aktivnost u ovom procesu inhibira.  

Objavljena eksperimentalna studija pokazala je da vezivanje PFOA dovodi do disocijacije 

jedne subjedinice hemoglobina i disocijacije hema. Ovo je u skladu sa rezultatima molekulskog 

dokinga PFOA na tetramernoj strukturi hemoglobina, koji ukazuju na veliki broj vezivnih mesta 

lokalizovanih između subjedinica. Pored toga, rezultati molekulskog dokinga perfluorkarboksilnih 

kiselina kraćeg lanca ukazali su na potencijalno vezivanje ovih molekula u neposrednoj blizini hema. 

Takođe, rezultati DFT proračuna TFA sa izolovanim hem–imidazol sistemom pokazuju mogućnost 

formiranja stabilnog oktaedarskog hem–imidazol–TFA kompleksa, gde TFA zauzima poziciju na 

koju se vezuje molekul kiseonika. Ipak, molekulsko-dinamičke simulacije pokazale su da ulazak TFA 

u distalni džep hemoglobina nije kinetički povoljan.  

Humani serum albumin, kao glavni transportni protein masnih kiselina u krvi, sadrži veliki 

broj potencijalnih vezivnih mesta za perfluoroktansku kiselinu. Da bi se utvrdila stabilna vezivna 

mesta za PFOA u ovom proteinu, razvijena je nova metodologija za praćenje interakcija liganda sa 

amino-kiselinama proteina tokom molekulsko-dinamičkih simulacija. Ovo je omogućeno 

konstrukcijom mapa interakcija ligand–amino-kiselinski ostatak (LRIM). Stabilno vezivanje 

pronađeno je na četiri pozicije, a određena je i energija vezivanja za svaku poziciju. Po izračunatoj 

jačini vezivne energije i stabilnosti liganda tokom simulacija posebno se izdvojilo vezivno mesto u 

subdomenu IIIa. Ovo vezivno mesto prisutno je i u drugim proteinima albuminoidne familije i 

potencijalno može poslužiti kao osnov za dizajn sintetskih peptida za uklanjanje PFAS iz životne 

sredine.  
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Sveopšti zaključak koji je proizašao iz rezultata ove doktorske disertacije jeste da se sva tri 

predstavnika perfluorkarboksilnih kiselina vezuju za četiri ključna humana proteina krvi: fibrinogen, 

α2-makroglobulin, hemoglobin i humani serum albumin. Na ovaj način potvrđeno je da PFAS mogu 

uticati na strukturu i funkciju različitih proteina krvi, što predstavlja značajan rizik za zdravlje ljudi. 

Neselektivno vezivanje PFAS ukazuje na širok spektar mogućih posledica, uključujući poremećaje u 

održavanju osmotske ravnoteže, antiproteaznoj zaštiti, transportu malih molekula ili koagulacionoj 

funkciji krvi. Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za dodatnim i sistematičnim istraživanjima koja 

bi razjasnila mehanizme njihovog delovanja. Posebno je važno naglasiti da su ulaganja u razvoj 

metoda detekcije PFAS u hrani, vodi i vazduhu od izuzetnog značaja, kao i da je neophodno razmotriti 

uvođenje zakonske regulative kojom bi se ograničila proizvodnja i upotreba ovih jedinjenja, 

uključujući i ultrakratkolančane i kratkolančane perfluoralkil supstance, koje do sada nisu bile 

dovoljno istražene niti adekvatno regulisane.  
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8. PRILOZI 

 

 

Slika P1. SDS elektroforeza humanog fibrinogena. U prvom bunaru (s leva nadesno) je uzorak 

fibrinogena razblažen 10x (10xR), u drugom 25xR, a u trećem 50xR; sve tri subjednice proteina su 

označene kao α, β, γ; u poslednjem obeleženom bunaru su proteinski markeri, označenih 

molekulskih masa (15–116 kDa).    
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