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Kapakrepusanuja crpykrype u pyukuuje HMGBI1 nporenna y
jeTpu mamoBa TOKOM €KCIIePpMMEHTAJIHO U3a3BaHOI qujadeTeca

Tana 1

Caxerak

OxcuaTUBHU CTpec M XpOHMYHA MH(IaMalyja cMaTpajy ce INIAaBHUM Y3poluMa
nojaBe IujabeTHYHUX KOMIUIMKanuja, Mehy xojuma cy u omrtehema jerpe. Baxny ymnory
MenujaTopa OBHX Ipoleca Moxke uMaTu enaorenu nporeu HMGBI1, koju y Banhenujcky
CpeIMHYy JO0CleBa W3 HEKPOTMYHHUX, omreheHux M aktuBupanux hemnuja. Kako je y
mujaberecy moHamame HMGBI1 mnporemna cnmabo wu3y4aBaHO, Yy OBOj JIOKTOPCKO]
muceprauuju  ucnutuBad je gompuHoc HMGBI1  omrehemnma jerpe mamoBa ca
crpento3oToiuHoM-u3a3BauuM J(T1. Ilokazano je na HuBo omTehema jeTpe TOKOM
nujabereca kopenumie ca npucyctBom Banhenwjckor HMGBI1. OBaj mporeus, y
njabeTHyHOj jeTpu, OMBa CTPYKTYpHO MOAM(UKOBAH aleTHIIAIN]OM, (ochOpHIIaliajoM U
O-GlcNAC mMKO3UIaljoM IITO KOPETHUIIE ca HEerOBUM M3JaCKOM M3 jeApa hemuja y
LUTOIUIa3My U NoBehameM HEeroBor' IPUCYCTBA Y JeTpU M cepyMmy. Pesynratu y Be3u ca
CHIKaBameM HuBoa Banhemujckor HMGBI1  TpermanoM aMjabeTHYHMX — maloBa
MEJIaTOHMHOM MJIM €THII mupyBatoM, ykasyjy na HMGBI1 nonpunocu omrehewy jetpe y
njabeTecy OJlpiKaBamkeM CTamba XpPOHWYHE MH(]Iamaluje, CTUIIABalkheM aHTHOKCHIATHBHE
onOpaHe U cTullaBameM perenepanuje. Banhenujcku HMGBI kpo3 nntepakuuje ca TLR4
penentopom aktuBupa MAPK/NF-«xB p65 wu JAK1/STAT3 curHanHe myTeBe,
nonpuHocehu mnoehamy mnpoaykuuje npouHpuamanujckux mutokuHa TNF-o u IL-6 u
akyTHO-¢a3Hor mporenHa xanrtoriobuHa. [loactunamem NF-xB p65 undnamanujckor
nyra, HMGBI1 nenyje HeraTMBHO Ha IUTONPOTEKTUBHU OJIOBOP y NMjaOETUYHO] jeTpH
Tako MmMTO oOHemoryhaBa akTuBHOCT Nrf2 mpoTenHa, OATOBOPHOI 3a CTHUIIABAHE
uH}IaMaInyje 1 MpoAYyKINjy aHTHOKCHIATHBHUX eH3nMa. Ha cTuimaBame pereHepaTHBHOT
noteHjana jerpe, aktuBupana HMGBI1/TLR4 oca yrude mpeko yBehama mpucyctBa

HEraTUBHUX peryiaropa hemujckor mukiayca - nporeuHa pS3 u p21, U cMamemeM HHBOA



mukirHa D1. JIoOujenu pesynrtatu ykasyjy Ha ciokeHocT AenoBarba HMGBI nporenna y
nujaberecy W Ha 3Hayaj crpedaBama ocinobahama HMGBI1 wim 6mokane HMGBI1/TLR4

oce y IMJbY OJIarama HacTaHka omrehema jeTpe.

Kibyune peun: HMGBI1 npoteun, amjaberec, jerpa, OKCHAATHBHH CTPEC, CTPYKTypHE
MoauduKkayje, nHdIamaIyja, pereuepaiuja.
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Structural and functional characterization of HMIGB1 protein in rat
liver during experimentally-induced diabetes type 1

Abstract

Oxidative stress and chronic inflammation are considered to be the main causes of
diabetic complications, one of which is liver damage. An important mediator of these
processes may be the endogenous HMGBI1 protein, when released into the extracellular
environment from the necrotic, damaged or activated cells. As the HMGBI role in diabetes
was insufficiently studied, in this doctoral dissertation the contribution of HMGBI to liver
damage of streptozotocin-induced diabetic rats was investigated. It has been shown that the
level of liver damage in diabetes correlates with the presence of extracellular HMGBI. In
diabetic liver, this protein is structurally modified by acetylation, phosphorylation, and O-
GlcNAc glycosylation, which correlates with its translocation from the nucleus to the
cytoplasm and an increase in its presence in the liver and serum. Reduction of the level of
extracellular HMGB1 by melatonin or ethyl pyruvate treatment of diabetic rats, shows that
HMGBI contributes to diabetic liver damage by maintaining a chronic inflammation, by
lowering antioxidant defense and by reducing regeneration. Extracellular HMGBI1 activates
MAPK/NF-kB p65 and JAK1/STATS3 signaling pathways through interactions with the
TLR4 receptor, thus contributing increased production of proinflammatory cytokines TNF-
a and IL-6 and the acute-phase protein, haptoglobin. By stimulating the NF-xB p65
inflammatory pathway, HMGBI1 acts negatively on the cytoprotective response of the
diabetic liver, by disabling Nrf2 protein activity, which is responsible for reduction of
inflammation and antioxidant enzymes production. Activated HMGB1/TLR4 axis reduces
regenerative potential of the liver by increasing the presence of negative cell cycle
regulators - proteins p53 and p21, and also by decreasing the level of cyclin D1. The

obtained results indicate the complexity of HMGBI1 protein action in diabetes and



underlines the importance of preventing the release of HMGBI1 or blockage of

HMGB1/TLR4 axis in order to delay the occurrence of liver damage.

Key words: HMGBI protein, diabetes, liver, oxidative stress, structural modifications,
inflammation, regeneration.

Research area: Biology

Area of special interest: Molecular biology
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1. YBOJI

3a mpeAuKIMjy ¥ MPEBEHIH]Y 10jaBe KOMIUIMKALKja Y XPOHUYHUM 000JbEHUMA O]
WHTEpeca je MASHTU(UKOBATH €HJOTeHE MOJIEKYJe KOjU CBOJUM JeloBameM, y Behoj uimun
Mam0j] MEPH, TOMPUHOCE OpraHCKUM omTehemrma u mporpecuju O6onectu. Bemuku 6poj
CTyIHja yKa3ao je Ha BaXXHOCT yJIOTe€ MOJEKYJICKMX oOpasama omrehema (eHr. damage-
associated molecular pattern - DAMP) koju mHHIMpajy ¥ TOjadyaBajy IMyTeBe ypoleHor
UMYHCKOT CHCTEMa U YKJbYUYCHHU Cy y MATOreHEe3y MHOTUX 000Jbeba. DAMP wium anapmunu
NPE/CTaB/bajy CHIOTeHE MOJICKYyJie, KOHCTUTYTMBHO eKCIpUMHUpaHe U ociiobahane y
ciny4dajy omrehema TkuBa. Y 0JCYCTBY NOBpe/e WU WH(DEKIH]e, OBU MOJICKYIH 00aBibhajy
BakHe yHyTaphenujcke ynore. Melyrum, ocino6ohenu DAMP monekynu, ycien omrehema
u hemumjckor crpeca, MOACTUYY aKTHBALlMjy WUMYHCKOT CHCTEMa U OOHAaBJbamkhe TKUBA
(Srikrishna u Freeze, 2009). Jlucra DAMP monekyna ce cBakOAHEBHO MPOJIyXKaBa, UIaK,
jenan ox HajucnutuBaHujux je nmporenH HMGBI (enr. high-mobility groupbox 1) (Yang u
cap., 2015). V ycnoBuma cnabujux omrehemwa, oBaj MPOTEUH BOAU aKTUBALU]JU UMYHCKOT
0JIrOBOpa y IIWJbY pereHepanuje Tkupa. Mehyrum, y cinydajy Behux omrehema 1 XpoHUUHE
uH}IaMaIyje MoXe JOBECTH J0 MPEeKOMEPHOI W IITETHOr MMYyHCKor ojrosopa (Dong u

cap., 2013).

1.1. IIporemn HMGBI1

Epnect [loync u capaguunu cy 1973. roguHe W30710Bajyd HOBY IPYIly MPOTEHHA U3
XpoMaTHHa TUMyca ropedera. OTKpUBEHa rpyna HEXMCTOHCKUX JeJapHUX MpOTeHHa, 300T
CBOje BENHUKE eJEeKTPOo(POpeTcKe TIOKPET/bUBOCTH, Ha3BaHa je ‘“TIPOTEMHHMa BHCOKE
mobmitHoctn” 1j. HMG (Kang u cap., 2014a). lasba uctpakuBama OTKpHJA Cy Jla OBY
Ipyly YMHU BeIUKU Opoj MpOTEHMHA, JaHac pa3BpcTaHux y Tpu cynephamunuje: HMGB,
HMGN u HMGA. Cpaka mnpoTenHcka cyneppamuiivja OJUIMKYyje c€ CHeHU(PUUIHUM,

(YHKIMOHATHO pPa3IUYUTHUM cekBeHlamMma u MotuBuMa. HMG nomen (enr. HMG-box)



npezcrasiba pyHkunonanHu MmotuB HMGB damunuje, 338 HMGN pamunnjy crienuduyaan
je HykieozoMm Besyjyhu, mok je JJHK Besyjyhu motuB y Buny AT-mersee ommuka HMGA
damunuje (Kang u cap., 2014a). HMG npotennu, 3axBasbyjyhu cBOjuM (yHKITMOHATHUM
MOTHBUMA, UMAjy jEIMHCTBEHY CIIOCOOHOCT mpeno3HaBama onpehennx JJHK crpykrypa u
TO Ha CEKBEHLMOHO-Hecnenu(ruyaH HAuMH. YIPaBO OBa KapakTepucTHKa omoryhaBa um
o0aBJpare yJIOre apXUTEKTypaIHUX €JeMeHaTa XpOMO30Ma, YKJbYYCHHX Yy OJpKaBambe
BHUTAJIHUX TIpolieca Koju ce oaurpanajy Ha mojiekyny JIHK (Goodwin u cap., 1973).

[IpBooTKpuBeHu u Haj0osbe TpoydyeHn HMG mporenn je HMGB1, mo3nar jomr mon
nasuBuma HMG-1, am¢porepun mmm p30. Ca oxo 10° momexyma mo hemnmju, oBo je
HajnpucytHuju wiad HMG ¢amumje HeXuCTOHCKUX jepapHux nporenna (Romani u cap.,
1979). EBOJYTHBHO je H3y3€THO KOH3EPBHCAH MOJICKYJ, YHjH j€ CHCAPCKU XOMOJIOT
npoHaljeH U KoJ, o MopeKiy, Beoma ynabeHux opranuzama (Bustin, 2001; Giavara u cap.,
2005; Wu u cap., 2003). Ilporeuncke cexBennie HMGBI nporenna mwuimma u marosa
noka3zyjy 100%, a goBeka u rionmapa 4ak 99% wmelyco6ne xomomnoruje (Ferrari u cap.,
1994; Gariboldi u cap., 1995).

HMGBI1 je npBoOutHO oxapakrepucan kao jeaapHu, JHK-esyjyhu nporteun
(Baker u cap., 1976; Vaccari u cap., 1998). V henuju octBapyje ynory JAHK mamnepona,
OJlp)KaBa CTPYKTYPY XpOMO30Ma, ajli C€ MOHAma U Kao CEH30PHU NMPOTEHH, OJ KJbYYHOT
3Havaja 3a yckiahuBame henujckor oaroropa Ha crpec. Mako ce mpeBacxoJHO HallazWl y
jeapy, BesaH 3a xpomartul, nporeuH HMGBI1 moxe mpenasutu u3 jeapa y HUTOIUIA3MY
(Isackson u cap., 1980). 3axBasbyjyhu oBoM cBOjCTBY MpoHaleH je u yHyTap HMHUTOIUIa3Me, Y
MuUTOXOHIpHjama (Stumbo u cap., 2008), muzozomuma (Gardella u cap., 2002), hennjckoj
MeMOpanu u Banhenujckoj cpeauHu (Kuehl wu cap., 1985). Ilpomene merose
yHyTaphenujcke Jokanu3alyje 3aBuce oJ Tumna henuje, TkUBa U cTpec curHana. [Iporenn
HMGBI je BuCOKO NpuCyTaH y pa3IMuuTHM TKHBHMA, alli jeé HAPOUUTO BUCOKO 3aCTYIJbEH
y cne3unu u tumycy (Prasad u Thakur, 1990). Huso excrnipecuje oBor npoTtenHa rnosehas je
y KaHIlepy, a cMamyje ce ca ctapemem (Miller u cap., 2004). @ynknuje jenapuor HMGBI1
Cy OJ1 IIPECyIHOT 3Hayaja 3a MpexHuBJbaBame, OyayhH Ja je eKCepruMEeHTAIHO IT0Ka3aHo Ja
MUILIEBU Kojuma Hepoctaje reH 32 HMGB1 ymupy y npBa 24 cara HakoH pohema, ycnen

CMamEeHEe TPAHCKPUIILMje TeHa 3a TJIYKOKOPTUKOMIHM peuenTop M HeMoryhHocTu



kopuimrhema rmkoreHa u3 jerpe (Bianchi u cap., 1999). Hemoctarak oBor mpoTewHa y
naHKpeacy, jeTpu U Makpodaruma, T0BOJH 10 oBehaHe 0CeTIHUBOCTH €KCIIEPUMEHTATHUX
JKMBOTHIbA Ha nankpearutuc (Kang u cap., 2014b), ucxemujy jerpe (Huang u cap., 2014b)
u cency (Yanai u cap., 2013).

Jemapuu HMGBI1 yuectByje y mpolecuma perukanudje, pemapanuje JHK
omrtehema, pexomOunanuje u Tpanckpunuuje JHK, kao m y oapxkaBamy TeHOMCKe
crabmwmHoctu (Kang u cap., 2014a). Mehytum, ocuMm yiore Kojy ocTBapyje y jeapy,
nporenH HMGB1 ucrniospaBa 3Ha4ajHO €jCTBO M 'y BaHNEIN]CKO] CPEIMHHU, T YUECTBYjE Y
uH(pIaMauju, WMYHCKOM OJroBOpYy, hemmjckoM pacty u mnposnmdepanuju, Kao u
perymammju hemmjcke cmpru. HMGBI1 y Benukoj konwuumHU ociiobahajy MpTBEe WIN
ymupyhe henuje. Tako ocnobohenn HMGBI nenyje kao DAMP monekyn koju nokpehe
ypoheHn HMYHCKHM OArOBOp perpyryjyhu wumyHcke u rTinaTke wwumuhae hemnmje,
me3anruobnacre u creM henuje. Banhenmujcku HMGBI1, ka0 uMmyHOCTHMYIATOP, J0JATHO
nokpehe cHakaH WMyHCKH oaroBop Ha Beh mocrojehy axtuBanmjy wim cympecujy T
aumbonnTa, IeHAPUTCKUX U eHpoTenujannux henuja (Kang u cap., 2014a). AxtuBupane
uMyHcke henuje (Hmp. makpodaru, MOHOIMUTH, ACHAPUTCKE henuje) U eHJoTeIHjaiHe
henmnje Takohe w3nyuyjy HMGBI, xoju, y3 yuemhe oparosapajyhux pernenropa,
MO3UTHBHOM MOBPAaTHOM CIIPETOM H3a3uBa JIOJATHO ociobahame pa3iMuuTHX MUTOKHHA U
xemoknHa. Ctora, HMGBI1 moke ma onpkaBa cTame XpOHHYHE HH(Iamaluje TOKOM
Tpajamwa crpeca (Kang u cap., 2014).

OcuMm jemapHe M BaHhenMjcke akTHBHOCTH, nuToriasmarcku HMGB1 wmoxe
BE3UBATH MHOTE MPOTEHHE, Mel)y BbUMa OHE yKJbydeHe y mpoiiec ayrodaruje (Tang u cap.,
2010), mporpecuje KaHuepa, a Moryhe u HEKOHBEHIIMOHAIHE ceKkpeTopHe nmyreBe (Lee u
cap., 2010). IIporeun HMGBI1 cryna y uHTepakuujy ca MHOTHM, HAau3IJIE] HECPOJIHUM,
IPOTEeUHUMA TaKo IITO MpPEno3Haje KpaTke CEeKBEHIIE aMMHOKUCETnHa ToMohy CBOjUX A H
B nomena (Dintilhac u Bernues, 2002). 3axBasbyjyhu CcBOjUM CTPYKTYpHUM U
GbyHKIIMOHATHUM KapakTtepuctukama, nporeuH HMGBI, kpo3 ocTBapuBame IMIHPOKOT
CHEKTpa NMPOTEUH-NPOTEUH HHTEpaKIMja, Y4ecTByje y OpojHMM henMjckuMm mpolecuma,

Kako yYHyTap, Tako U BaH hemnuje.



1.1.1. Crpykrypa nporeuna HMGBI1

[Iporenn HMGBI canpxxu asa 6azna JIHK Besyjyha nmomena (aMHMHOTEpMHHAIHU
HMG A nowmen, nentpaian HMG B nomen) u kucenu, kapookcutepmuHaian C 1oMeH
(cmuka 1.1) (Bianchi u cap., 1992). JIHK Be3yjyhm ngomeH J1enoM ce Hajash y
aMUHOTEPMHUHAIIHOM JIOMEHY A, JIeJIoM y IIEHTpaTHOM B moMeHy, JTOK je 3a OCTBapuBambe
MHTEpaKIyja ca IpyruM IpoTerHUMa KJby4aH HeraTuBHO HaenekTpucanu C nomen. Hakon
BesuBamwa 3a JIHK, nporemn HMGBI1 crtyna y ogHoC ca XMCTOHMMa M JBOBAaJCHTHUM
KaTjOHUMa, alli Takohe perpyryje pa3iuyuTe TPAHCKPUIIIMOHE PErynaTrope, MPoTeuHe ca
XOMEOJOMEHMMA M PELENTOpe CTEPOUJIHUX XOPMOHA, YTHUyhM THME Ha Mpoliec
tpanckpunuuje (Bianchi, 2004). IlocenoBame OBakBHX JBOjaKMX oOcoOMHA, omoryhasa

IIPOTCUHY HMGBI1 BC3HUBAKBC, KAKO 3a CHAOI'CHC, TAKO U 3a CI'30I€HC KOMIIOHCHTC.

NLS1 NLS2

(27-43) (178-186)
N = — e — e
1 | 79 89 162 186 215
Cys23 Cys45 Cys106
TLR4 sesyjyhu pomeH RAGE seszyjyhun gomeH
(89-108) (150-183)

Cauxka 1.1. Crpykrypa nporenHa HMGB1 — npeysero u npunaroheno u3 (Harris u cap., 2012)

JIHK Be3yjyhu nomeHM Cy HEONXOJHHU 3a CEKBEHI[MOHO-HECTIEUU(PUUHO CaBHjame
JHK. OBu nomenu canpxe NES cekBente (enr. nuclear export signals - NES), kibyune 3a
u3ja3aKk MpOTEeMHa W3 jeApa, IocpenoBaHOr jenapHuM exkcrnoptuHoM CRMI1  (eHr.
chromosome region maintenance 1 - CRMI1). Hacynpor Tome, y cTaOWIHOM cCTamy
nporendH HMGBI1 ce Hanasu npeBacxoAaHO yHYTap jepa 3axBajbyjyhul IBeMa CEKBEHIIamMa
jenapue nokamu3anuje, NLST u NLS2 (enr. nuclear localization signals: NLS1 u NLS2)
(Bonaldi u cap., 2003). Momudukanuje y NES u NLS omoryhaBajy mpememtame
nporenna HMGBI ynyrap henuje.



1.2. Iocrrpanciaanuone moagupukanuje nporenna HMGB1

Benuku 6poj cryauja mokazao je nma mporeuH HMGBI1 momnexe pazimnuyuTum
MOCTTpaHCIaMoHnM Moaudukanujama, ykibydyjyhu anerwnanujy, ADP-puGosunammyjy,

MeTmiIanujy, Gochopunanujy, rauko3uianujy u okcunanujy (Kang u cap., 2014a)

1.2.1. Auerninanuja nporenna HMGBI1

Pane crynuje mokasane cy na nusuHd Ha nosunujama 2 u 11 (Lys2 and Lysl1l)
yayTtap mosiekyara HMGBI1 nmomnexy anerwranuju (Sterner u cap., 1979). Kacuuje cryaumje,
nokasajie Cy J1a je aueTuianyja KJbydyHux au3uHa yayrap NLS nomena nporenna HMGBI1
oltydyjyha 3a npenasak nporeuHa HMGBI u3 jenpa y uuroniasmMy M HBEroBy CeKpeLujy
0J1 CTpaHe aKTUBUPAHKX MOHoIMTa B Makpodara (Bonaldi u cap., 2003).

Ckopaiime cTyauje mokasaie cy aa xunepanerwmcan HMGBI1 npeacraBiba HOBH
omomapkep mmponroze (Lu wm cap., 2012), tuma henujcke CMpPTH KOjU CE€ OJUIHKYje
CTBapameM OCMOTCKOT MPUTHUCKA ycilel Kacnas3a 1-3aBucHoOr gopmupama rnopa y henmjckoj
memOpann (Fink u Cookson, 2005). 3a pasnuky on Heauerunucanor HMGBI, koju
ociobahajy marpodarn y KylITypd TOKOM HEKpO3€ H3a3BaHE IMKIyCMMa oOTamnama |
3aMp3aBamba, MULU MOHOIUTH, ctuMynucanu DAMP monekynuma, ocnob6ohaju HMGBI1
Koju je auerwiucan y NLS permonuma (Yang u cap., 2013b). Ocum ynore ¢unor
MoJyJaTopa ‘“apXMTEeKTypalHuX ocobuHa mporeuHa, anernianvja HMGBI1 orpanuuasa
YHOC OBOT' TPOTEHHA Yy jepO M TOCpelyje Yy HEroBOM OTIYINTamy Kao OArOBOp Ha
ctymyinyce, nonyt LPS (enr. lipopolysaccharide — LPS) (El Gazzar, 2007), untepdepona

(Lu u cap., 2014), noBpena nakon ucxemuje (Dhupar u cap., 2011).

1.2.2. ADP-pubo3unauuja nporenna HMGB1

ADP-pubo3unanuja npencraBba Mporec noaaBama jenHe wiau Buime ADP (eHr.

adenosine diphosphate — ADP) pesunya nporenny momohy ADP-puGo3un Tpancdepase.


https://en.wikipedia.org/wiki/Lipopolysaccharide

[TIporeuny HMGBI1, y untaktHum henujama y kyntypu koje Hemajy /IHK omrehema,
Moske Outu nomara jenna ADP pesunya. ADP-pubosunanmja HMGBI1 ce He Mema TOkKOM
cTapema, aiau je nmosehana y henujama xannepa (Prasad u Thakur, 1990). Umajyhu y Buny
na je ADP-pubo3mnanuja CynmpoTHO KOpelnHucaHa ca TPAHCKPHUIIIMjOM, MPOUCTHYEC 1A
npekomepHa ADP-pubosmnanuja nporenna HMGBIlcMamyje TeHCKY TpaHCKPUIILH]Y
(Kang wu cap., 2014a). Mono-ADP-pubosunanuja u PARP1 (enr. poly(ADP)-
ribosylationpolymerasel — PARP1) -nmocpenoBana monu-ADP-pubo3unanmja HEONMXOaHE CY
3a M31a3ak u3 jeapa u ocnodahame nporenna HMGBI1 tokom henujcke cMpTH, HApOUUTO

TokoM Hekpose (Ditsworth u cap., 2007).

1.2.3. Merunnanuja nporensa HMGBI1

HMGBI1 y neyrpodunnmMa je MOHOMETHIIOBAH HAa JM3UHY Ha MO3ULMU 42 TOKOM
mudepennujanyje u3 mujenonura. CnocodHoct MerunoBanor nporenna HMGBI1 na Bexe
monekyn /IHK je 3HagajHo cMameHa yciel mpomeHe koHdopmanuje A nomena. 360r
OBaKBe INMpOMeEHe, y HeyTpodmimMa ronaszu a0 npenacka nporemra HMGBI1 u3 jempa y
nuroruiazmy (Ito u cap., 2007a). Cnuuno je y hennjama OyOpekHOT KapImHOMa, TIE je
nporenH HMGB1 Takol)e MOHOMeTHIIOBaH, IITO TONMPUHOCH HETOBOM MpENacKy U3 jeapa y
mutoruiazmy (Wu u cap., 2013). Crora, HMGBI1 npencrasiba MeTy MeTuiyjyhux areHaca y

xpomaTuny (Boffa u Bolognesi, 1985).

1.2.4. ®ochopuiaanuja nporemna HMGB1

®dochopunamnujy nporenna HMGBI1 perynumry npotenn kuHaza C (PKC), xazeun
knHa3a | u mukiuH 3aBucHa kuHaza 5 (CdkS) (Kang u cap., 2014a; Oh u cap., 2009;
Ugrinova u cap., 2012). ®ochopunanuja nporemHa HMGB1 yruye xkako Ha
Besyjyhu/caBujajyhu adpunurer nporemHa HMGBI1 3a JIHK, Tako um Ha merory
npepacmoieny usmely jenpa u nuroriazMe u m3naxemwe u3 henuje (Kang u cap., 2009; Oh
u cap., 2009). Ilporeun HMGBI1 dochopummncan on crpane PKC wuma mnosehany

CIIOCOOHOCT u3NaXewa M3 UMyHCkMX u henuja kxanuepa (Lee u cap., 2012). Cdk5



nocpenoBana Qochopmunanuja nporenna HMGBlyrude na moBe3uBame JIHK kpajea
(Ugrinova u cap., 2011). Hakon tpermana makpogara ca TNF-o mokaszano je ga cy MHOTre
cepuHcke pe3uaye (Ha mo3unujama Ser3S, Ser39, Serd2, Serd6, Ser53 um Serl81) ynyrap
NLS nomena nporenHa HMGB1 dochopunucane (Youn u Shin, 2006). ®ochopriicanu
HMGBI1 uma cmameHy cmiocoOHOCT Be3uBama 3a jenapHu umnpotuH CAP-1, mro uma 3a
nocjaeauIy nmosehaHo mMpUCycTBO OBOT MPOTEHHA Y LUTOIIA3MH M H-ETOBO HM3JIAXKEHE U3

hemwuje (Youn u Shin, 2006).

1.2.5. I'nuko3unauuja nporeusa HMGBI1

[To3naro je na mporens HMGB1 Moxxe moehu mporiecy Tiuko3uiamnmje, aiu je
¢yHKIIMja OBE MOCTTpaHCIannoOHe MoauduKanuje u aabe cimabo ncnurana (Chao u cap.,
1994). N-rnukosunauuja je mpenycioB 3a mnpenazak nporeuHa HMGBI1 u3 jenpa y
LUTOIUIa3MYy M 3a cekpeuyjy y Banhenujcky cpeauny. I[Iporemnn HMGBI1, usmewenu Ha
no3uijama acnaparuHckux pesunaya (Asn34, Asnl34 u Asnl35), HuCy NOAIOXKHU
TJIMKO3WIIALIU) U | TI0Ka3yjy jaue Be3mBame 3a Mosiekyn JIHK u cnabuju apunurer mpema
ekcioptuny CRMI1. Crora je manac mpuxBaheno ga je N-IMKo3ujaidja MpoTEHHA
HMGBI, dakrop koju yruue Ha TpaHcmopT u3Mely jepa ¥ HUTOIUIa3Me, U3IIyUYUBambe U3

henuje, anu u crabunroct mosiekyna HMGBI1 (Kim u cap., 2016).

1.2.6. Oxkcunanuja nporenna HMGB1

HoBuju mojanm mnokasyjy Aa HpoMeHa JloKanu3auuje M (yHKIMje NpoTeruHa
HMGBI 3aBucu ox merosor penokc crama (Tang u cap., 2011a). HMGBI1 caapxu tpu
nuctenHa, Ha nosunujama Cys23, Cys45 u Cys106. Cys23/Cys45 cmemtenu cy yHyTap A
JIOMEHA W HUMajy CIOCOOHOCT Op3or (opmupama YHYTapMOJEKYJCKe aucyidumaHe Be3e
ycien Tora MTO helMjcKH TIIYyTaTHOHCKM CHUCTeM HHje Y CTamy Jla OJp’kKaBa MOJIEKyJe
nporenHa HMGBI1 y koHcranTHO pemykoBanoMm cramy (Sahu u cap., 2008). Cys106,
yHyTap B nomena, Heonxosas je 3a jenapuy nokanuzanujy HMGBI1, ¢ 063upom Ha TO 1a je

nokazaHo ga myranuja Cys106, anmu e u Cys23 u Cys45, mojcTude mpenazak nmpoTernHa



HMGBI1 u3 jempa y nuroriazmy. Y nopehemy ca okcumoBanum HMGBI1, penykoBana
dopma mpoTerHa TOKaszyje Behy CKIOHOCT 3a BesuwBame nedopmucanux M omreheHux
crpykrypa JIHK monexyna (Park m Lippard, 2011). Kako peakTuBHE BpCT€ KHCEOHHKa
(eHr. reactive oxigen species - ROS) y 3Ha4ajHO] MepH MOACTUYY Mpeiia3ak u ociodahame
nporenna HMGBI1 wu3 aktuBupanux mmyHckux henmja mim omrehennx hemuja (Tang u
cap., 2011a), nmpouctude aa je ROS ympaBo jenan oJ TIaBHUX YMHHIIANA KOJH JOMPUHOCE
cMamewy criocoonoctu jenapuor HMGBI1 na Besyje monekyn JIHK, mTo 3a y3Bpar nenyje
Ha u3nasak nporemHa HMGBI1 y murtomnasmy u meroBo ocinobahame Ban hemuje. Ocum
yTUIaja Ha JIOKAIW3ALHWjy W OTHYIITamke, penokc crame nporemHa HMGB1 aupexTHO
yTU4e Ha IHEroBy BaHhenujcKy akTHBHOCT, yKJbyhyjyhu mMyHCKH oAroBop u ayrodarujy
(Venereau u cap., 2012). [IpBo otkpuhe y Be3u ca penokc crameMm nporenHa HMGBI1 u
IErOBOM YyJIOTOM y MMYHCKOM OJI'OBOPY, OJHOCHJIO C€ Ha TO Ja OKCHUJOBAHH MPOTEUH
HMGBI, ocno6ohen u3 anmonrorcke henuje, Boau numyHckoj Tonepaniuju (Kazama u cap.,
2008). Kacuwmje je moka3ano na pexykoBann HMGBI1, anu He M OKCHIOBaHH, IOJICTHYC
ayrodarujy u henujcky nponudepanujy y henujama kanuepa, sesyjyhu ce 3a RAGE (ewr.
receptor for advanced glycation end products — RAGE) peuentop (Tang u cap., 2010a).
Penokc craryc nmcrenHckux pesuaya oxapehyje ma num he Banmhenujcku HMGBI
WCIIOJbaBAaTH XEMOKHHCKA WM LUTOKMHCKA cBojcTBa. Taunuje, HMGB1 kox kora cy
peayKoBaHEe CBE IIUCTEHMHCKE pe3ujaye, MoHalra ce kKao xeMokuH, Besyje ce 3a CXCLI12 u
Jasbe nojctuye uHpuaTpauujy umyHckux hemmja nmpeko CXCR4 peuentopa. Jlenrumuaao
okcunoBann HMGBI, kox xora je ¢dopmupana nucyiadunHa Beza Ha nozuuuju Cys23-
Cys45, a penykoBana mosunuja Cysl06 (mucyndunaun HMGBI), penyje xkao
npouH(pIamMalMjCKu — UUTOKMH, mnoAacTuuyhm  uMmyHcke henmmje Ha  cTBapame
UTOKMHa/XeMoknHa mpeko TLR4 peuentopa. TepMuUHAIHO OKCHUAOBAaHH, CYI(OHUIT
HMGBI, numieH je XeMOTaKTUYKHX U UTOKUHCKUX nejcTaBa (Balosso u cap., 2014; Liu u
cap., 2012; Venereau u cap., 2012; Yang u cap., 2015).

Panuje je mokazano na HMGBI1 unnykyje umyHcku oxarosop mnpeko TLR4-MD2
CUTHAJIHOT IyTa U J1a jeé 3a OCTBapHBame OBE peakiMje HeonxoaHo aa mosekyn HMGBI1
Oyne y oxapeheHOM pelnokc cTamby M ca CHEIM(PUYHOM aTOMCKOM CTPYKTYpPOM THOJ-

nucrenna 106 (Yang u cap., 2012). Ca apyre crpane, myn HMGBI mporenna, HakoH



aKTUBHOT ociiobahama 07 cTpaHe aKTHBHPAHMX MMYHCKHX heHja WiM HaKOH MacHBHOT
ocnobahama u3 ymupyhux henmja, mpencrasiba cmemry u30(opMu OBOI HpPOTEHWHA ca
Pa3IMYUTUM TOCTTpaHCIAMOHUM Moaudukanujama (Yang u cap., 2013). Kako nporenn
mujenouaHe audepennujanuje, MD2 (enr. myeloid differentiation protein — MD2),
cnenuuvHO Bedyje camo aucyndunny uzopopmy nporemHa HMGBI1, ynpaBo ce Ha Taj
HAuWMH BpPIIM JTUCKpUMHUHaIMja pasnuuutux uzopopmu HMGBI koje umajy 3a b
nokperarbe TLR4-3aBuCHOT mpeHOca curHala, OAHOCHO Ja jeé OBa HHTEpakluja oOf
kputnuHe BakHoctd 3a HMGBI1 mnocpenoBano cTBapame IIUTOKMHA/XEMOKHHA U

MOCJICANYHN HAaCTaHaK TKUBHUX omtehema (Yang u cap., 2015).

1.3. Banheaujcko ciodahame nporenna HMGB1

1.3.1. AxtuBHO oci00ahame nporenna HMGB1

Kao oaroBop Ha nponykTe koje ocinobahajy mukpoopranuzmu (eHaotokcut), CpG-
DNK, rspuBnyHy uHGpEKUH]y Uil engoreHu crumynyc camor aomahuna (TNF-a, IFN-a,
IFN-b, IFN-c, BOZOHUK NEPOKCH, a30T MOHOKCH[, MEPOKCUHUTPUT, XUIEPIUNTUAEMHU]Y,
XuneprivkemMujy, Heypornentus Y, ATP) unu apyre ctumynyce (eranos, npuponny JHK
WIA CHHTETHCaHe ojuronykieorune, UV 3pauewme), HMyHcke henuje (makpodare,
MOHOIIUTE, HEyTpoduie, ACHAPUTCKE MU TpuponHe yoOune henwje), ¢ubpobdbmacte umm
enutenujaiaHe henuje aktuBHO ociobahajy mporenH HMGBI1 y Banhenujcky cpenuny.
VYcnen Hemoctarka BojJehe CUTHAN CEKBEHIE OBaj MPOTEMH HE MOKe OMTH ociioboheH
KJACUYHUM €HJIOMJIa3MaTUYHU PpeTUKyIyM-l'onym cekperopHuMm myteM (ciuka 1.3).
YMecTo TOra, OmMcaHO je HEKOJHMKO Jpyrauujux Mexanumszama kojuma HMGBIlnajmpe

Mpea3yu u3 jeqipa y UToIuia3My, a 3aTum ousa ociodoher u3 hemmje (Kang u cap, 2014a).



1.3.1.1. KonTpouncana cexkpenuja nporensa HMGB1 ox ctpane umyHckux

hesauja — mocrrpancianuone Mmogudukanuje

VY cBum henmjama, ykipyuyjyhum wunbnamanujcke henmje y cramy MHUPOBamba,
MIPUCYTHO je npebanuBame nporenHa HMGB1 u3 jenpa y nuromnasmy u oOpHyTO. Yia3zak
y jeapo mpeacTaBjba aKTHBaH IIPOLEC, JOK Ce Ipeja3ak OBOI MPOTEHMHA M3 jeapa y
IIUTOIUIa3MYy MOXE OJ[BHjaTH CIIOHTAHO, MACUBHOM JU(Y3UjOM HIIM aKTUBHO, TOCPEICTBOM
excnoptuaa CRM1. V cnyuajy kana HMGBI1 Huje auerunucan, HUBO jelapHOT YHOCA
IpeBasuiIa3y u3ja3ak y LUToIIa3My, yeies dera ce nporeud HMGBI1 nperexno Hanasu y
jeapy (Bonaldi u cap., 2003a). Ca papyre cTpaHe, akTUBAalMjOM MMYHCKHUX hennja
BesuBatbeM LPS mnmu HMGBI1 3a onrosapajyhe peuenrtope, akTHBUpPajy ce€ pa3iduUTH
curHannu nyreBu. Pochopunrcane KnHasze yiaase y jeApo rAe TUPEKTHO HIIH MOCPEACTBOM
Q/IaTITOPCKUX TPOTEMHA aKTUBUPAJy XHUCTOH aleTHia3e M MHXUOMpajy Jearerniase, ImTo
uMa 3a mocienuny anermnanujy nporenHa HMGBI. Kaga je paBHorexa usmehy HAT
(enr. histone acetyltransferase — HAT) u HDAC (enr. histone deacetylase — HDAC)
noMepeHa y kopuct noehane anerwmnanuje, ycien TyOWTKa BEIHMKOT Jejia TMO3WTHBHHX
mIap>ku, 3Ha4ajan yzaeo nporemHa HMGB1 OuBa m3Be3eH y muTOIUIa3Mmy, 3axBasbyjyhu
npucyctBy NES u exkcnmopruna CRMI1 (Hutten u Kehlenbach, 2007). M3Be3zenu
anerniucann HMGB1 He Moxke Outu BpaheH y jenpo. Y nuromiasMu, HakKylJbambe
anerwnucanor HMGB1 y Be3ukyne 3axTeBa NpPHCYCTBO CHEHU(PUYHHUX OpraHena,
CeKpeTOpHHX Ju3030Ma. Hakon oxaromapajyher crumysnyca v Be3uBama HH(IAMAIN]jCKOT
munuaa LPC (nm3odochaTtuannxonrHa) 3a CONCTBEHU PELENTOpP, CEKPETOPHU JTH3030MHU
crajajy ce ca ImjiazMa MeMOpaHOM U u3ydyjy HakymbeHu nporenH HMGBI1 y cnosbammy

cpenuny (Bonaldi u cap., 2003b; Gardella u cap., 2002) (cnuxa 1.2).
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Cauka 1.2. Cexpernmja mporemra HMGB1 u3 mmyHckux henmuja - mpeysero m mpuiaroheHo u3
Bonaldi u cap., 2003a

1.3.1.2. U3nazak HMGBI1 u3 jeapa moacTakHyT peaKTHBHUM BpcTama

KHCCOHUKA

[TpuxBaheno je ma cy cynepokcup adjos (O;"), xuapokcun pagukan (OH"), BogoHuK
nepoxcuz (H,0,) u cunrer kuceonnka ('0,), HeKH 0J] TIABHUX CHTHAIA OJTOBOPHUX KaKO
3a aKTHUBHO, Tak0 M 3a mnacuBHO ocioOahame mnporenHa HMGB1 wu3 umyHckux u
HenMmyHckux henuja (Kang u cap., 2014a). [To3naro je na H>O, aktuBupa MAPK u NF-kB
CUTHAJIHE IyTeBe, yuMme nojactuye ociaodahawe HMGB1 u3 makpodara u mononura (Tang
u cap., 2006). Ca npyre cTpaHe, pa3IUYUTH AHTUOKCHIAHTH 3HAYaJHO HWHXHOUpPA]y
ornymrawke nporenHa HMGBI1 (Kang u cap., 2014a). [loka3zaHo je na ryOuTak eH3uma
xemokcurenasze (HO-1), koju uMa Kiby4Hy yjory y oaOpaHu opraHumsma oj omrehema
M3a3BaHOT OKCUIATHBHUM CTpecoM, J10Bojau 10 nmoBehamwa cekpenuje nporenHa HMGBI,
nok noBehan HuBO oBOr eHsuMa uHXxHOupa ornymrtate HMGBI1 y oaroBopy Ha

uHduamanujy (Chen u cap., 2013).
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1.3.1.3. U3nazaxk HMGBI1 u3 jenpa nocpeaoBaH joHUMa KaJUUjymMa

JoHU Kanmujyma MpecTaBibajy BakHe yHyTaphenujcke npeHocHuKe curHana. OHu
perynuiny pasinuute henmjcke mporece, UCrojbaBajyhu ajJocTepuyHO JjCTBO HA MHOTE
npoTerHEe W eH3uMe. [IpeHoc curHaja, MOCPeNOBaH jOHMMA KajlMjymMa, YKJbYYCH je U Y
npenaxkeme u ocnobahame nmporemna HMGB1 tokom unbeknuje (Zhang u cap., 2008) u
crepwiHne uHpnamamuje (Tsung wu  cap., 2007). OBaj mpouec peryauury
KaJII1jyM/KaIMOnyIiH 3aBucHe mnporenH kuHaze, (CaMK) I u IV, koje mpomoBuiry
dochopmnanujy cepuna y monexkyny HMGBI1 (Zhang u cap., 2011). Takohe, xammujym
peryiuiie ¥ aKTHBHOCT NMpoTeuH kKuHaze C Koja je W cama YKJbYy4YeHa y OTIYIITame
nporeuna HMGB1 (Ma u cap., 2012). CrnpeuaBame KaJllldjyMCKOT CUTHAJIMHTA JOBOIH 0
cmameHor ocnobahama nporemHa HMGBI u mrut ox omtehema y3poxoBaHHX

ucxemujoM u cericom (Hataji u cap., 2010).

1.3.1.4. YJjora CHrHaJJHOTM myTa a30T MOHOKCH/IA

A3zor monokcuz (NO) mpencraBiba BakaH CUTHATHU MOJIEKYJ Koju cTBapa NO
cuHTaza. Y Makpodarnma, HaKOH aKTHBaIMje EHJOTOKCMHUMA WJIM [UTOKHHUMA,
npoaykyje ce uHayuuOunHa NO cunrtaza (iINOS) u gonmasu 1o ocnobahama BeTuke
komnunHe NO, uyuju je musb Aa yOWje WU CHpeyH JeJOBakbe MUKpPOOpPraHHW3ama HId
HEeOoIIacCTHUHOT TKuBa. Melytum, npeBucok HuBo iNOS u3zazpahe undnamanujy, aeaom u
Kpo3 nojauaBame ocinobahama HMGBI1 (Tsoyi u cap., 2010). Bume paznuuutux cryauja
MOKa3ajo je Ja Ha akTUBHO ociio0ahame nporenHa HMGBI, Ttokom uHduamanuje, yruay
TNF-a (Chen u cap., 2004), aktusupane MAP kunaze (ERK, JNK, P38) (Zhou u cap.,
2013), xao u STAT1/3 curnanau nyt (Hao u cap., 2013) Ca apyre ctpane, cam HMGBI1
noactrde crBapame 1NOS, mTO 3a MOCHeAMIly MOXE HMATH OJIPKAaBamke CTama

nH(pramanuje u Hactanak omrehema (Ren u cap., 2006).
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1.3.1.5. Uudaama3zom 3aBUCHM MeXaHU3aM

WNudnamazomMu mpencTaBibajy MPOTEHMHCKE OJMIOMEpE KOjU C€ aKTUBUPAjy Kao
onroop Ha mpucyctBo DAMP, PAMP (enr. pathogen associated molecular pattern -
PAMP) unu meTaboaudkor cTpeca u Boje ka ocinobahamy npornH(IaMayjckux MUTOKHHA
(IL-1B u IL-18 ) u mokperamy ypoheHor umyHckor oarosopa (Schroder u Tschopp, 2010).
HenasHo je mokazaHo na mH(pIaMa3oMu UTpajy 3HadajHy yjory y ociobahamy mporenHa
HMGBI1 u3 aktuBupanux uMmyHckux hemuja (Barlan u cap., 2011) wim henmja kannepa
(Miller u cap., 2014). NUaxubutopu uH(pIamazoma crpedaBajy ocinodahame mporenHa
HMGBI u mtute o omrehema u3a3BaHUX cercoM win ucxemujom/penepdysujom (Kamo

u cap., 2013).

1.3.2. IlacuBHoO oci00ahame nporenna HMGB1

[Tporens HMGB1 nacuHo ocno6alhajy henuje koje ymupy (HEKpO30M, ariornTo30M,
nu3o3oManHoM cmphy u aytodarujom) u henuje omreheHe XxeMUOTEpanujoM, 3paucHmhEM,
XHUIOKCHJOM, XHUIIEPTEPMH]OM, BUCOKHMM IPHUTHUCKOM, MAJOM TIJIyKO3€, TOKCHUHUMA HT/I.
(Kang u cap., 2014a). Y nmacusHo ocnobahame nporenna HMGBI1 ykibydeHO je HEKOIHMKO
MeXaHu3ama:

* Jloka3ano je na je PARP1 oarosopan 3a ocno6ahame nporenna HMGBI1 Tokom

Hekpo3se u3a3Bane /JIHK omrehyjyhum arencuma (Kang u cap., 2014a).

* AxtHOKcHAaTHBHU eH3uMu CuZnSOD (6Gakap-IUHK CYNEpPOKCH]l THUCMYTa3a),
MnSOD (manran cynepokcua aucmyrasza) (Kang u cap., 2011), rmyratuon
penykraza (Chiang u Maric, 2011), tuopenokcun (Vezzoli u cap., 2011) u
nepokcupenokcut (Shichita u cap., 2012) takohe perynuury ociobahame oBor
POTEHHA.

» [loka3zano je na u henmje y anonro3u ocinodahajy HMGBI1 u Hykneo3zome Kako
O0u uHIyKOBasle UMyHCKHU oarosop. Ocnobahame HMGBI1 mokpenyto je ycien

¢parmentanuje JJHK (Yamada u cap., 2011).
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» Kacmaze Mory TOKOM amonTo3e WHAaykoBatu ociiobahame HMGBI1 tako mTo
NOJACTHYY MUTOXOHIpH]je Ha noBehany npoaykiujy ROS (Kang u cap., 2014a).

= [Ipomec ayrodaruje ykJbydeH je y wuziyduBamwe mnporemHa HMGBI1 wu3
¢ubpobiacta u Makpodara y OATOBOPY Ha TIJaJoBake M OaKTEPHjCKH

munononucaxapup (Tang u cap., 2011b).

1.4. HMGBI1 peuentopu

Banhenujcku HMGB1 cBoje OpojHe ynore ocTBapyje Be3UBameM 3a clienupuyHe
MeMOpaHCKe penentope, uuMe mokpehe pasnuuurte curHamnHe myrteBe. Jlo maHac
uAeHTUPHUKOBaHU perentopu npeko kojux nemyje HMGBI1 cy TLR (enr.Toll-like receptors
—TLRs) 2,4 u 9, RAGE, Mac-1, Sindekan-1 (CD138), Xemoxun (C-X-C motiv) peuentop
4 (CXCR4), CD24, T-henujcku umyHornoOynuH myuuH-3 (Erlandsson um Andersson,
2004).

1.4.1. TLR penentopu

TLR peuentopu MNpeacTaBbajy €BOJIYTUBHO KOH3EpPBUCAHY cCyleppamMuinjy
TpaHCMEMOPAHCKUX PELEeNnTopa Koja MMa KJby4HY YJIOTY y paHoj OJOpaHH OpraHu3Mma oJ
natroreHa (Beutler u Rietschel, 2003). Ilpunanajy tumy I TpancmeMOpaHCKHUX
TJIMKONIPOTEMHA U BEJHMKO] cyrnephaMuiidju perenTopa Koja yKjbydyje U pelentope 3a
untepaeyku 1 (IL-1R) (Akira u Takeda, 2004). Oqnukyjy ce npucycTBOM BaHheIHjCKOT
noMeHa Ooraror neynuHoM (eHr. leucine-rich repeat domains — LRR) u nuronnaszmarckum
TIR nomenom (enr. Toll/IL-1 receptor — TIR) (cmuka 1.3). KonkaBHa moBpiinHa
Banhenujckor LRR goMena omoryhaBa NHUpEeKTHO Npeno3HaBame pa3IU4YUTHUX MaTOreHa,
ykibyayjyhu DAMP, a meroBa jeauHcTBEHOCT KkojJ cBake Bpcre TLR penentopa,
omoryhaBa npeno3HaBame camo crenuduuHor aurasaa. TIR caapxu Tpu KoH3epBHCaHA

JIOMEHa KJby4Ha y HU3BOJIHOM IpeHocy curHaina (Akira u Takeda, 2004).
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Cauka 1.3. Ctpykrypa u npeHoc curHaia TLR penentopa — npeysero u npuiaroheno ox Akira u
Takeda, 2004

Hakon BesuBama nuranaa gonasu ao numepusanuje TLR penentopa u nmpomene
IBEroBe KOoHOpMaIuje, mTo oMoryhaBa perpyroBambe HU3BOJHUX CHUTHAHUX MOJIEKYJa.
Mehy muma cy MyD88 (enr. adaptor molecule myeloid differentiation primary-response
protein 88), IRAK xwunaze (enr. IL-1R-associated kinases), kumnazy TAKI1 (enr.
transforming growth factor-p (TGF-P)-activated kinase), TAK1 Besyjyhu mnporenn 1
(TAB1), TAK1 Be3yjyhu npoteun 2 (TAB2) u TRAF6 (enr. tumour-necrosis factor (TNF)-

receptor-associated factor 6). HaBenenu agantopcku mpoOTEWHU MPEHOCE CHTHAJIE Ca CBUX
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TIR nmomeHa W aHraxyjy Apyre HU3BOJAHE CUTHaiNHE mporeuHe. Pazmmuumre Bpcre TLR
KOPUCTE pa3jinyuTe KOMOWHAIMjEe aZanTPOCKUX MPOTeHHa Kako OW oJpeausie HU3BOTHH
npeHoc curHana. Jenuno TLR4 kopuctu cBe BpcTe€ MOMEHYTHX aJalTOPCKUX MPOTEHHA
(Guo u Friedman, 2010).

On TLR peuentopa monaze aBa curHaiHa nyra, MyD88-zaBucaun u MyD88-
He3aBucHU nyT (ciuka 1.4). MyD88-3aBucHu nmyt Hu3BOAHO akTuBUpa IkB xuHazy, kao u
MUTOTCH-aKTUBHpajyhe nmpoTenH kuHa3e (eHr. mitogen-activated protein kinase — MAPK)
(Paik u cap., 2003). OBu gorahaju nabe BOJE Ka aKTHBAIUjU TPAHCKPUITIIHOHOT
perynatopa NF-xB u akrtuBaropckor mporemna AP-1, xonTpommmyhm excropecujy
nponH(pIaMaKjCKUX LUUTOKMHA M APYIMX TeHa BE3aHWX 3a UMYHCKH oaroBop (Guo u
Friedman, 2010). MyD88-He3aBucHu m0yT [IOBOAM JO aKTHBalHje HUHTepdepoHcKor
perynaropuor ¢akropa ((IRF)3) u moactuue excnpecujy unrepdepona ((IFN)-b), kao u
uHTepdepon pecioncuBHUx reHa (Vogel u Fenton, 2003). MyD88-ne3aBucau myT Takohe
nocpenyje y kacuoj akruBanuju NF-kxB u MAPK. AxrtuBanuja oBa JBa CHTHAJIHA ITyTa
Hu3BoHO of TLR 3aBucu o tuna henuje, kao 1 0]l HUBOA MPUCYTHOCTH JIUTAH/IA KOJH Ce
Besyje 3a peuentop (McGettrick u O’Neill, 2010).

[Iporeun HMGB1 wmoxe ocTBaputu wuHTEpakuujy ca peuentopuma TLR
cyneppamunmje (TLR2, TLR4 u TLRY) u na taj Hauna aktuBupatu NF-kB u IRF (eHr.
interferon-regulatory factorfamily — IRF) curnanne nmyreBe koju najbe BoOJie MPOAYKLHUJU
IIUTOKMHA M XEeMOKHHA, HEONXOJHHUX 3a MH(pIamanujy u umyHcku oxarosop (Kang u cap.,
2014a). Ha ctpykrypHom HuBoy, aktuBainuja HMGBI-TLR4 nyra no6po je mpoydeHa.
Hanac je mo3nato ga je 3a BesuBame nporenHa HMGBI1 3a TLR4 peunentop BakHa
WHTPaMOJIEKyJICKa Be3a 1ucTenHa Ha no3unrjama Cys23—Cys45 y monekyny HMGBI, kao
U 1McrenHcka pesuaya Ha nosuuuju Cysl06 (Yang u cap., 2010, 2012). Takobe, 3a
3anounmame yHyTaphenujckor curHanuira o TLR4 pernentopa, HEOXOAHO je MPUCYCTBO
u 1Ba koperenropa, nporenHa CD14 u MD2, koju 3ajenHo ¢hopmupajy perenTopcKu
komruiekc (da Silva Correia u cap., 2001). Crora, aktuBHocT TLR4 penentopa u merona
UHTEpaKIfja ca JIMTaHJUMa 3aBHCH O]l y3ajaMHOI JejcTBa MOJeKyjla JHMraHaza ca
BaHhenMjckUM aaanTopckuMm mnporemHomM MD2 (Miyake, 2004). Ilporemn HMGBI y

KOMIUIEKCY ca JMIUAOM MOXe ce, clIM4HO kKao u LPS, Bucokum adunuTeTOM BE3aTtu 3a
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CD14 w/wmm MD2, a 3atuM ce y KOMIUIEKCY ca OBUM HIpoTenHoM Be3atu 3a TLR4 Ha
noBpimHu henuje (Yang u cap., 2015) u unaykoBaT npeHoc curnana (Kim u cap., 2013).
Kon sxuBotuma koje Hemajy TLR4 mnokazano je cmameme HMGBI mocpenoBanor
omreheme TkuBa (Laird u cap., 2014), henmmjcke murpanuje u aaxesuje (Bauer u cap.,
2013), anruoreneze (Lin u cap., 2011b), undpnamanuje (Lv u cap., 2009) u umyHCKOT
onrosopa (Apetoh u cap., 2007). TLR4 u TLR2 xspy4nu cy 3a mojaBy omtehema TKuBa
(Herzog wu cap., 2014), hemujcky wmurpammjy u angxesujy (Furlani u cap., 2012),
nHpnamannjy (Park u cap., 2006) nu o6HaBpame Matnunux henuja (Conti u cap., 2013),
nok je TLRY9 maxom oxroBopan 3a uMMyHCKH oaroBop wuHaykoBan HMGBI-/IHK
komruiekcoM (Hirata u cap., 2013; Tian u cap., 2007).

I'enu perynucanu TLR peuentopruma Koaupajy 3a UTOKHHE U IPOTEUHE YKIbYUCHE
y KOHTPONY YpOhEHOT M CTEYEHOT HMMYHMTETa, NeJIHjCKO MpEeXUBJbABAIE, AIlONTO3y U

¢udporenesy (Guo u Friedman, 2010).

1.4.2. RAGE penentop

RAGE peuentop, wian cyneppamuinje UMyHOIVIOOYJIMHCKUX T'eHa, MPeICTaBIba
TpaHCMEMOpAHCKA  pelenTop ca  JeIHHM  BaHheNMjCKUM  JIOMEHOM, KpaTKuUM
TpaHCMEMOPAHCKUM M LUTOIUIa3MAaTCKUM peroM. Banhenujcku noMeH oarosopaH je 3a
BE3MBEHE JIMTaHa/la, JOK j€ MMTOMJIa3MaTCKM HEONXOJaH 3a YHYTaphelaujcKH IMpeHoC
curHana. Mcnopsa je OuMo mpemo3HaT Kao pPELEenTop KOju Be3yje MPOIYKTE IOBHILEHE
rukanyje (enr. advanced glycation end products — AGEs), anu je qanac mo3Haro Ja Besyje
BUIIIE pa3nmuuuTUX juranana, mehy wmuma u HMGBI1, S100, amunoun-B-nentua, JHK,
PHK u npyre Moiiekyliie KOju peryuily paziuuuTe (U3UOJIOUIKE U MAaTOJIOIIKE MpoLece
(Kang u cap., 2014a). Benuku 6poj cryauja nokasao je aa je RAGE Heonxonan 3a nporiece
murpanyje (Palumbo u cap., 2004), nponudepauuje (Kang u cap., 2010), pereneparuje
(Degryse u cap., 2001), uadnamanuje (He u cap., 2011), ayrodaruje (Kang u cap., 2012),
ctBapama omtehema (Wolfson u cap., 2011) u uMyHCKOr OAroBOpa IOCPEIOBAHOT
nporennom HMGBI1(LeBlanc u cap., 2014). Banhenujcku HMGB1 moxe na ctumynuiie

excnpecrjy RAGE penenropa y pasznuuutum tunoBuma hemuja (Li u cap., 1998).
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Curnanaa oca HMGB1-RAGE npencraBsba MOTEHIMjaTHO BaXXHY METY y OojiecTuMa, Kao
mro ¢y aujaberec (Manigrasso u cap., 2014, Petrovic u cap. 2017) u kanuep (Sims u cap.,
2010), anmu u HeypoaerenepatuBue (Li u cap., 1998), undnamamnujcke (Liliensiek u cap.,

2004) u ayroumyncke 6omnectu (Ullah u cap., 2014).

1.4.3. Yaore Banheaujckor HMGB1

VY Banhenujckoj cpenunu, nporeun HMGBI1 octBapyje ymore y mpouecuma
uH(pIamanuje, HMYHCKOT  OJroBOpa, MWIpalMje, HHBa3Wje, MOpoiudepanuje,

mudepeHnujanyje, aHTUMUKpoOHe oa0pane u pereHepanuje Tkuea (Kang u cap., 2014).

1.4.3.1. HMGB1 n undaamanujcku oarosop

Haichao Wang ca capagnunuma je 1999. ronune HampaBUO BENUKH HCKOpPAK
otkpuheM na Banhenujcku nmporeuH HMGBI yyectByje y mHbnamanuju 1 uHdeKuuju.
[Tokazano je ma mporemH HMGBI1 umma ymory kacHor memujaTtopa ca HUTOKHHCKOM
akTuBHomIhy y cercu, koja je mpaheHa CUCTEMCKUM HH(IIaMAllMjCKUM OJTOBOPOM YCIEN
uHdpeknuje u3azpaHe Mukpobouma (Kang u cap., 2014a). Jlanac je mo3Hato Ja ce
Banhenujcku nporeud HMGBI1 cenektuBHO Besyje 3a pasznuuute peuentope (RAGE u
TLR) u na Ha Taj HauMH aKTUBHUpa Makpodare, MOHOLUTE, HeyTpoduie, eozuHoduie,
actpouure, pudpobIacTe, KepaTUHOLUTE, AeHApUTCKe henuje, henuje npupoaue youne, T
U eHjoTencke henuje u apyre aa npoaykyjy u ocinobahajy uurokune (TNF, IL-1a, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10), wuH¢namanujcku npoTenH Makpodara (eHr. macrophage
inflammatory protein — MIP), xemokuHe, anxe3uBHe MoJiekyie u (akrope pacra (Kang u
cap., 2014a). MonekynapHu MeXaHU3MH KOJU JI€KE€ Y OCHOBHM IpouH(pIamMaIujcke
aktuBHOCTH nipoterHa HMGBI1 yksbyuyjy akTHBaIMjy HEKOJIMKO CUTHAJIHUX ITyTeBa, Mehy
kojuma cy Hajno3Hatuju p38, ERK, JNK, JAK, STATI, Src, HSP27, EGR1 (Kang u cap.,
2014a). Camocranno, nmporeuH HMGB1 uma Hucky mnpouHdpiaManijcky akTHBHOCT
(Rouhiainen u cap., 2006), aiu oHa 1MocTaje U3pakeHa HAKOH HEroBOT Be3uBama 3a DAMP

nnu PAMP (amp. IL-1b (Hreggvidsdottir u cap., 2009), LPS (Hreggvidsdottir u cap., 2009),
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CpG-ODN (Hreggvidsdottir u cap., 2009), nunune (Rouhiainen u cap., 2006), JJHK wn
nykieoszome (Pisetsky u cap., 2011). ITokazano je na nporeus HMGBI urpa ynory BaxHor
Meaujatopa akyTHor omrtehema oprana miyha (Abraham u cap., 2000) u mo3ra (Agnello u
cap., 2002), ryoutka mankpeacHux octpBama (Matsuoka et al., 2010), muTockeneTHoOr
peapamxmana (Wolfson u cap., 2011), mopemehaja upesHe 6apujepe (Sappington u cap.,
2002), mopemehaja Gapujepe kpBHUX cymoBa (Wolfson u cap., 2011) u mpekaHuepo3HUX
nesnja (Dejean m cap., 2012), anu W y MHOTUM XPOHHYHUM HHGIAMAIU]CKUM U
ayroumyHckuM Oosectuma (Kang u cap., 2014a). CripeyaBame U3TydrBamba WA JISJI0Bamba
nporenHa HMGBI1 noBoau 10 3HadajHOT cMamema WH(IaMaIUjCKOT OJroBopa, MoBpee

TKUBa U CMpTHOCTH XuBOoTUIA (Kang u cap., 2014a).

1.4.3.2. HMGBI1 u heaunjcka murpamnuja

henujcka murpanmja, mpouec BakaH 3a Pa3BUTAK M OJp)KaBambe BHIIEhenHjcKux
opraHuzama, MpUCyTaH y MHOTUM (U3HUOJIIOMIKUM U maronomkuM crarbuMa (Ilina u Friedl,
2009), mocpenoBaH je MHTEpaklidjaMa XeMOKHMHa W ojAroBapajyhux peuenrtopa. bpojue
crynuje cy HaroBectwie na 6m nmporeuH HMGBI morao na, ka0 XeMOKHH, TTPOMOBHIIIE
murpanyjy Bume tunona hemmja (Degryse u de Virgilio, 2003), ykspydyjyhu Heypure
(Fages u cap., 2000), rnatke mumuhue henuje (Degryse u cap., 2001), muo6nacre (Fages u
cap., 2000), tymopcke henmje (Fages u cap., 2000), crenarne henuje jerpe (Wang u cap.,
2013), ennorenujanue henuje (Furlani u cap., 2012), kepatunonute (Ranzato u cap., 2009),
moHorute (Pedrazzi u cap., 2007), nennputcke henuje (Dumitriu u cap., 2006) u
Heyrpodune (Orlova u cap., 2007). Mexanuzam nenoBama nporenHa HMGBI1 ykibyuyje
curHanny tpancaykuujy npeko ERK (Degryse u cap., 2001), JNK (Wang u cap., 2013),
PI3K/AKT u Src (Wang u cap., 2013), Tparckpumnimonor perymaropa NF-kB, kao u
JejcTBO Ha mpousBonamy xemoknHa (Kang um cap., 2014a). OBa otkpuha ykazama cy na
murpanuja nocpenosana nporeuHoM HMGB1 nonpunocu perpyroBamy henuja ypohenor
umynurera (Degryse u cap., 2001) u crem henuja (Palumbo u Bianchi, 2004) o mecra
uH(pexuje, moBpene uiam pereHepamnuje Tkua (Degryse m cap., 2001), arepockiepose

HAKOH IOBpE/e KPBHOT CyJa, TPAHCEHJOTEIHE MHIrpallMje W MHBa3Wje U MeTacTazupama
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tymopa (Huttunen u cap., 2002). Cmarpa ce aa je 3a MUTpaIujy MocpeoBaHy IPOTCHHOM

HMGBIlonx kpyune Baxknoctu perientop RAGE.

1.4.3.3. HMGBI1 y perenepauuju TKkuBa

[Ipomec pereHepamnmje TKHBa IMOJpa3yMeBa HCTOBPEMEHO OOHABJbAHE BEITUKOT
Opoja CIOXEHHX CTPYKTypa, ITO oMoryhaBa TKHBY Jlla ce oOmopaBu on oiutehema.
Hexonuko TMHAMHYHKX TIpolieca JONMPUHOCE pereHepallyji TKHBa, YKJby4dyjyhu 3apacrame
pane, henujcky cMpT U IeaudepeHIujanujy, perpyroBame U npoimdepanujy crem henuja
(Kang u cap., 2014a). AxtuBupamem MAP kunaznor curnansor myrta, HMGB1 noncruue
pereHepanujy Muokapa u muoreHesy ckenetnux mumirha (De Mori u cap., 2007). Takobe,
OBaj TMPOTEHH TMOJACTUYE PErCHEpalMjy CIHTEeNa PErpyTOBAKBEM  CIUTENN]jATHUX
pOreHUTOpCKUX henuja g0 mecta TkuBHE moBpene (Tamai u cap., 2011), peapanxupame
UTOCKeNleTa y eHmorenujasiauM hemmjama tmiyha (Wolfson u  cap., 2011) u

nepuoAoHTanny perenepanujy (Wolf u cap., 2013).

1.5. IIporeun HMGBI1 u heamjcka empT

[lpema MoOp¢oOTOMKAM KapaKTepUCTHKaMa, W3BpPIICHa je OCHOBHA IMOJeNa
henujckux cmptu Ha TUn 1 henwjcky cMpT WM anmonTo3y, TUN 2 WK ayTodarujy u Tao 3
win Hekpo3y (hemmjcko yOucTBO). AmonTo3a M ayrodaruja JemaBajy ce Kako y
(U3MOTIOUIKUM, TaKO U Yy MATOJIOIIKUM YCJIOBMMA, JIOK C€ HEKpO3a jaBjba OHJA Kaja ce
henuja Hahe y ekcTpeMHUM HEPU3UOJOIIKUM yciaoBUMa. TOKOM amornro3e U ayrodaruje
henwja akTUBHO y4eCTBYje W yJake €HEeprujy, 300r 4era ce OBU MPOIECH HA3UBAjy JOIT U
nporpamupana hemujcka cMpt win henujcko camoybucrtBo. Ca spyre cTpaHe, HeKpo3a
npejcTaB/ba MAacHBHM TPOIEC, KOjU Ce jaBiba Yycienq IpyOor HapyluaBama hesmjcke

XOME€OCTase.
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1.5.1. IIporemn HMGBI1 y Hexkpo3u

Tepmun ,,HeKpo3a” MPBO Cy KOPUCTHIU MOP(oio3u aAa OM omucanyd HETmOBPAaTHO
omTeheme TKHBAa y TMATOJIOMIKMM YCIOBMMa KOje HEMa OJUIMKE aronTo3e W ayrodaruje
(Zong u Thompson, 2006). MehyTtum, HEekpo3a HHje MCKJBYYMBO CiIy4yajaH Ipoliec, Beh
MoOKe OMTH M 00JIMK mporpamupane henmjcke cMpTH, Kao y ciaydajy Hekponrose (Galluzzi
u cap., 2012). Mopdonomku, HEKpo3a ce OMIUKYyje helrjcKUM OTHULAEeM, MyLAkeM H
pacnagameM helujcKux opraHena. Y HEHO) OCHOBM Haylaze ce yBehaH HHMBO joHa
Kanujyma, creapame ROS, omreheme nunuanux memoOpaHna, Aectabuinn3aimja I13030Ma,
ociobahame IM3030MCKHX €H3MMa KOjU TOoYMBbY Aa pasrpabyjy cinobomHe hemnmjcke
kommoHeHTe (Zong u Thompson, 2006). Cu oBu ¢akropu Boge ocnodahamy HMGBI,
300r uera je oBaj MpoTeuH yecTto kopuinheH kao Mapkep Hekpose (Kang u cap., 2012a).
I'yourtak ynyraphemujckor HMGBI1 Takohe je oanmka M Hekpo3e Koja ce jaBjba Kao
nocjeauIa JelioBamba IUTOTOKCHYHHMX areHaca M HH(IaManujcKor cTuMmynyca. Heku
nojamy ceegoue M o Tome na Ou ryomrak HMGBI1 morao nma yrude Ha mpenasax
HEKPONTO3€ Y amonro3y, ykaszyjyhu Ha moryhy yiory oBOr MpOTeHHa y OallaHCHpamby

u3Mel)y pasnnuutux Bpcta henujeckux cmpti (Kang u cap., 2014a).

1.5.2. IIporeun HMGB1 y annonro3u

ArmonTo3a ce akTHBHpPA KPO3 Pa3UYMTE CUTHAIHE IyTeBE KOjU PE3YyiTYjy HHU30M
no6po AeduHUCAHUX OMOXEMU]CKMX (aKTHBalMje dWiIaHOBa mpoamnonTorcke Bcl-2
bamunmje, akTHUBalLM]je Kaclasa, cederma CyrncTpara) i MOp(OJIOMKHUX MpoMeHa (CTBapame
anonToTckux Tena). Besa usmelhy nporenna HMGBI1 u anonrto3e npoydaBaHa je Ha HUBOY
henmja xannepa. C jeqne crpane, 0Baj MPOTEUH MOXKe OMTH ociobohen u3 henuje kanmepa
TOKOM HEHOT yMHpama MPOIECOM aronTo3e Yy KacHWjo] ¢a3u, JOK ca Jpyre CTpaHe
Banhemujcku oxcunoann HMGB1 moxe moacrahm kacmasza-3aBucHy amnomntosy. Ilrta
Bumte, ynyraphemujcku HMGBI je, yommTeHo rienaHo, aHTHU-alONTOTCKH MPOTEUH Y
oaroopy Ha Buiie ctumyiyca (UV 3paueme, CD95, TRAIL, Casp-8, Bax) (Brezniceanu u

cap., 2003). IIporemn HMGBI wuma TpaHCKpUNLIMOHO 3aBHCHE (peryjaiuja TeHCKe
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excrpecuje Bel-2 dhamunmje mpoTenHa) U He3aBHCHE yiore (perynamuja ayrodaruje u pS3
Jokanu3anuje) y peryiamuju anonrode (Kang u cap., 2014a). Y Hekum cirydajeBUMa BHCOK
HuBo HMGBI1 mnojauaBa ocerspuBOCT henuja Ha amonTo3y, M3 4era MPOUCTHYE Ja OBAj

MIPOTEHH UTPa IBOCTPYKY YIOry y perynanuju anonrose (Guerin u cap., 2008).

1.5.3. llporemn HMGBI1 y ayrodaruju

Aytodaruja je eBOJIyTUBHO OYYBaH Ipelec KOjU ce jaBJba KOJ BEIMKOT Opoja BpCTa.
Yxibydyje TyT Jerpajamuje MOCpeOBaH JIM3030MHMa KOjH MOJApa3yMeBa (OpMUDPARBE
darodope, ayrodaro3oma, ayToian3o3omMa U Iporpecujy camor mnpoueca. Hacympor onmroj
ayrodaruju, cejeKkTUBHA ayrodarvja MnoApasyMeBa LUJbAHO YKIAmkamke OlITeheHnx
opranena, hemujckor nedpuca, Mukpoopranuzama u naroresa (Reggiori u cap., 2012). ¥
nporecy henmjcke cMpTH MMa JBOjaKy YJIOTYy: ca jelHEe CTpaHe IojadaHa ayrtodaruja
noBehaBa cocoOHOCT henuje ma ce omynpe ymupamy, JOK ca JApyre cTpaHe HEAOCTaTak
ayrodparuje Boau henmujckom ymupamy (Kroemer and Levine, 2008). Ilopemehaj y
oJlBUjamy ayTo(aruje urpa KJjby4Hy YJIOTY Yy 31paBiby U Oonectd Jbynu. [lanac ce
ayro(arvja uCHuTyje U y KOHTEKCTY ociiobahama, M3iydynBama U pasrpagmbe MPOTeUHA
HMGBI1 (Dupont u cap., 2011; Kang u cap., 2014a; Zhan u cap., 2012). IIporeun HMGBI1
takohe perymaume mpouec ayrodaruje Ha Bume HuBoa. Jemapuu HMGBI, kao
TPAHCKPHUIILIMOHU KO(AKTOpP, peryiuiie eKCHpechjy TIeHa 3aTyKeHHX 3a OJlp)KaBambe
TUHAMUKEe yHyTaphenujckor TpadukuHra TokoMm ayrodaruje (Tang u cap., 2011c).
[uronmnazmarcku HMGBI1 koukypuie nporenHy Bcl-2 3a mHTepakiujy ca mpOTEHHOM
Beclin-1, mro 3a y3BpaT mojicTude cTBapame ayTodarozoma MocpefoBaHUX MPOTEHHOM
Beclin-1. Banhenujcku HMGBI1 y penykoBaHoM cTamy MOJCTHYE ayTo(arujy Be3UBAHEM
3a RAGE penenrop (Tang u cap., 2010a). Ayrodaruja mocpenoBana nporenHom HMGBI
mojayaBa XeMope3ucTeHIHjy KauiepHux hemmja (Huang wm cap., 2012), cucremcky
uH(pamannjy TokoMm cerce (Yanai u cap., 2013) u moBpeny jerpe n3a3BaHy HUCXEMH]OM

(Shen u cap., 2013).
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1.6. HMGBI1 y unpaamanujcKum U ayTOUMYHCKHUM

0oJiecTMAa

1.6.1. Yiora nporenna HMGB1 Tokom cence

Cernca ¥ cenTUYKM IIOK MPEACTaBbajy TIaBHE KIMHUYKE Mpobdieme u Boxehu cy
pas3io3u 3a CMPT MalMjeHara y jeluHuIlaMa WHTEH3UBHE Here mupoM cBeTta (Angus and
van der Poll, 2013). Hajuemrhe y3pokoBano uHdekuujom ['pam HeratuBHUM OakTepHjama,
MOKE JIOhM 0 MpeKoMEepHOT WH(IAMAIHM]CKOT OATOBOpa JoMmahvwHa M T0jaBe MITETHOT
cunapoma cucremcke mHpamanuje (Vincent u cap., 2009). 'maBHa kommoneHTa ['pam-
HeraTMBHUX Oaktepuja je LPS koju mnoactude cekpeuujy pasiuyUTHX ,,paHUX’
npouHpraamanujckux nutokuHa (TNF-a u IL-1B) y mpBum caTtuma HakoH uH(eEKIHje
(Tracey u Cerami, 1993). HMGBI je jenan on ,,kacHUX TpoHH(IAMAINjCKUX IUTOKHHA,
CeKpeToBaH o1 crpaHe Makpodara 20 catu HakoH aktuBanuje LPS (Wang u cap., 1999). In
vivo, KOJ JbyIIU je NETeKTOBaH § caTH HAKOH MOYETKa JIETAIHE E€HAOTOKCEMH]e U Cerice,
HAKOH Yera HacTaBJba Jla pacTte, Ja Ou gocturao ruato muzmely 16. u 32. cara. Tokom
eHJI0TOKCEMH]e M cerce u3a3BaHe onekornHama, HUBo HMGBI1 undopmannone PHK y
paznuuuTUM TKMBUMa (Mumuhwy, jetpa, miuyha) je nosehan (Fang u cap., 2002; Lang u cap.,
2003). [laBamwe pekoMmOuHaHTHOT nporenHa HMGBI mumeBnma muzasuBa mnopemehaj y
dbyHKIIMOHKCaky opraHa mnoroheHux cemcom, mopemehaj ¢yHkuuje upeBHe Oapwujepe,
akyTHO omteheme uryha, jJeTanHo oTka3zuBame oprana (Andersson u Tracey, 2011; Wang
u cap., 2001). Hacynpor tome, npumena antu-HMGB1 anTuTena u npyrux MHXubUTopa
oor nporeuHa (etun nupysaT (Ulloa u cap., 2002), nukoruna (Wang u cap., 2004),
kBepueruHa (Tang u cap., 2009) wnn xopmona (uHcynuH (Hagiwara m cap., 2008),
BazoakTHBHM HHTecTHHAIHM nentuj (Chorny m Delgado, 2008)) mrtuti ox neraiHe
€H/IOTOKCEMHje ¥ CEeICe W3a3BaHEe IEKAITHOM JMTanujoM. MoXe ce 3aKJbydydTH Jla ce
nporenH HMGBI1 oanoskeno ocno6aha u 1a GyHKIIMOHMIIIE Ka0 KAaCHU MEIHJaTop Cerce u

CcTora npcCraBjba BaAX)XHY MCTY TCPAIICYTCKOT JACJIOBamhA.
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1.6.2. Yora nporenna HMGBI1 y omrehessuma nzazpanum

HCXEMMjOM

Hcxemuja/penepdysuja (enr. ischemia reperfusion - I/R) mpencraBiba maToomKu
npolec Koju IMojapa3yMeBa Hajlpe HarjalleHy XUIOKCH]y opraHa, npaheHy MOHOBHUM
YCIIOCTaBJbaEM JIOTOKA KPBH, YCIEI 4era JoJa3d 0 IojaBe CTepwiHe HH(pIamanuje.
Hcxemuja je Hajuemhe mociiequiia 3aderybeha KPBHOT Cyna, KoOje je TPHUCYTHO Y
TPaHCIUIAHTAIMjU OpraHa, TpayMH, MOKIAHOM ynapy, WH(GApKTy MHUOKapja, PeCceKIUju
jerpe (Kang u cap., 2014a). I/R uma 3a mocienuily HaKyIJbamke JICYKOIUTA W I0jav4aH
OKCHJIATMBHM CTpPEC HA MeECTy TIOBpene, INTO ToicThde ocinobahame Meamjaropa
uH¢uamarpje. OBH TpOIIECH JTONPUHOCE JIOKATHOM TKUBHOM omtehemy. CBe je Buiie
Joka3a o Tome 1a je ynpaso nporenH HMGBI1 Baxan menujatop omrehema jerpe (Kamo u
cap., 2013), cpua (Andrassy u cap., 2008), Oyopera (Chen u cap., 2011), kuumeHne
moxxauHe (Gong u cap., 2012), mo3ra (Huang u cap., 2013) u npesa (Tetteh u cap., 2013)
uzazBanuM I/R. Tlporeun HMGBI1 Takohe mnpencraBpa Ouomapkep omrehema KoJ
TpaHcIlaHTanuje jerpe u 6yopera xon sbynu (Kruger u cap., 2009; Tsung u cap., 2005).
Nuxubumnuja aktuBHoctu HMGB1 nomohy HeyTpamumiyher anTuTena joBena je 10
3HauajHOI cMamema omTehewa uzasBaHor /R, 1ok je nogaBame pPEKOMOMHAHTHOT
npoTenHa JoBeno Jo noropumama (Tsung u cap., 2005). Ornymrame nporenHa HMGB1
TokoM I/R y Be3u je ca curnanaum nyresuma ROS u jona kanuujyma (Tsung u cap., 2007),
JIOK j€ aKTMBHOCT OBOT NMPOTEHHA 3aBHCHA Off HEKOIMKO peuentopa, TLR4 (Tsung u cap.,
2005), TLRY9 (Bamboat u cap., 2010) u RAGE (Zeng u cap., 2009). Tperman HMGBI1
HeyTpaluIIyhuM aHTUTEIMMa 3HayajHO MNoOoJblllaBa CTAamke HAKOH HH(apKTa jeTpe,

OyOpera u mosra (Kang u cap., 2014a).
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1.6.3. Yaora nporenna HMGBI1 y 6osiectuma jerpe

Ocum y ucxemuju (Bamboat u cap., 2010), tpancrutantanmju (Ilmakunnas u cap.,
2008) u perenepamuju (Ogiku u cap., 2011) jerpe, mporeun HMGBI je ykibyueH y

Hekoauko 6osectu jerpe (Chen u cap., 2013b).

1.6.3.1. HeasikoxoJsiHa MacHa jeTpa

Heankoxonna macHa jerpa (enr. nonalcoholic fatty liver disease — NAFLD), jenan
oIl Hajuemhux y3poka XpOHHYHE OOJIECTH jeTpe, OJJINKYje ce MPUCYCTBOM HMH(IaMaIuje u
HAaKyIJbakheM MAcTH, IITO MMa 3a MOocienuily omreheme jerpe, ykibydyjyhu creatosy,
HEAJIKOXOIIHU cTeaToxenaTuTuc, ¢pudbposy u muposy (Day u James, 1998). Banhenujcku
HMGBI1 nojagaBa nH(pmamanujcku oaroBop u omreheme jeTpe TOKOM paHOT CTaujyMa
6onectu. Y oBoMm mporecy ydectByje TLR4-MyD88 curnamau myr (Li u cap., 2011).
Nuxnbunuja aktuBHocTH mporenHa HMGBI1 kopumhemeM HeyTpamuimnyhux aHTuTena
cMmamyje mpousBoAmy npounidiaamanujckux mutokuHa (TNF-o u IL-6) u mtutu on
excriepumenTanio uzazpanor NAFLD (Li u cap., 2011), mTo yka3yje Ha TO Jia MPOTEUH
HMGBI1 npeacrasma Be3y usMmely akytHor omrtehewma M uH(pIaAMaIMjCKOT OJroBOpa

TokoM NAFLD.

1.6.3.2. ®uodpo3a jerpe

®ubpo3za jeTpe, Kpajibu CTaAUjyM XPOHHYHE OOJECTH OBOT OpraHa, OJJIMKYyje ce
W3paKEHUM HaromuiaBameM Banhenujckor Marpukca (Friedman, 2008). In  vitro
eKCIIEpUMEHTH yKa3zanu cy Ha To na nporeuH HMGBI1 nonctuue crenarue henuje jerpe Ha
ymHOXaBawe (Kao u cap., 2008). [lraBume, TLR4-MyD88 u MAPK-NF-kB curnanuu
nyreBu HeonxonHu cy 32 HMGBI mnocpenoBany ¢ubposy (Wang u cap., 2013). Haume,
MOKa3aHo je Ja cy u Banhenujcku u yHyTaphenmujcku HMGBI1 no3utuBHu perynatopu

¢ubpose jerpe (Albayrak u cap., 2010).
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1.6.4. Yaora nporenna HMGBI1 y nacranky aujadereca

Hujaderec Tum 1/IT1, ayTOMMyHCKH WM jyBEHHWJIHU JIuja0eTec, jeé ayTOMMYHCKa
6osect. Omrehewme MoOcpeOBaHO ITUTOKMHMMA JOMPUHOCH TYyOWTKY [-henwja TokoMm
pa3Boja ayTomMyHcKor aujadereca. Hekposa mocpemoBana IL-1B, xao m NO-3aBHCHO
ocnobahame nporenna HMGB1 mory nonpuneru pa3Bojy mHcynutuca u Hactanky JT1
(Han u cap., 2008). IIpu Tom, ryourak RAGE u TLR4, kspyunux HMGBI1 penentopa,
naxuoupa Hacrajame [T1 (Li m cap., 2012). TokoMm TpaHCIIaHTaIMje MaHKPEACHUX
octpBana (Bpcte Tpermana obonenux ox [AT1) HMGBI1 nocpenoBanu undramaiyjcku
OJITOBOP MOYKE M3a3BaTH OJI0AIMBak-¢ TpaHCIUTaHTaTta, mocpenoBano TLR2 u TLR4 (Itoh u
cap., 2012). Ocum toxom IT1, HMGBI nocpenoBana na}pramanuja u1 aHTHOT€HE3a MOTY

OJIAKILIATH U HAcTaHaK aujabereca Tun 2 (Biscetti u cap., 2010; Skrha Jr u cap., 2012).

1.7. Iujaderec

Jujaberec mpeacraBiba CI0KEHW MeTa0oanuku nmopemehaj uuja je TaaBHA OaIMKa
NOBHIIIEH HUBO Iehepa y KpBH, OTHOCHO XuIleprivkeMmuja. J(ujaberec je jenaH oJ] TIaBHUX
y3pOYHHKA CMPTHOCTH Y CBETY Koju noralha oko 8% cBeTcke nomynaiuje, npu yemy je 6poj
obosenux y ctaJiHoM mopacTy. Pasnukyjy ce nBa tuna nujabereca, diabetes melitus tun
I/AT1 wnu wunHCcynuH-3aBHCaH nujaberec, u diabetes melitus tan 2/]1T2, uHCYIWH-
He3aBucaH nujaberec. MHcynun-3aBucan aujabderec (HAT1) je mopemehaj meraGonmusma
IJIyKO3€ KOra KapaKTepHIle CMameHa WIM MOTIYHO 3ayCTaB/beHa MPOU3BOAHA MHCYIMHA
n3a3BaHa JecTpykuujoMm Oera henmuja mankpeaca on cTpane ayroanturena (Mehers u
Gillespie, 2008). T2 Hacraje ycien HMHCYJIWHCKE PE3UCTEHIM]E, a TOBE3aH je ca
rojazHomhy u crapemeM (Wright u cap, 2006). HexonTponucana XumnepriimkeMuja KoJ
nujabeTHYHUX TalijeHaTta JOBOAM CE€ y Be3y Ca pa3BOjeM CEKyHIApHUX AWja0eTHYHUX
komruukanuja (Hunt u cap., 1988) T1j. omrehemnma, nucyHKIIMjOM U OTKA3WBAHEM
pa3IMuMTUX OpraHa, HapoyUTO Ouujy (peTuHomnaTHja), OyOpera (Hedpomaruja), HepaBa
(meyponatuja), cpua (MHGApKT MUOKap/a) U KpBHHUX CyloBa (cTepockiepo3a) (American

Diabetes Association, 2010; Stirban u Tschoepe, 2008).
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1.7.1. OxkcuaaTHBHM CTPEC KA0 MOCJIeIMIA XUIEePIrINKeMHUje

XpoHHYHA XHUIIEPTIUKEMHja TOKOM Jrjadbereca y3pokyje moBehano creapame ROS,
IITO BOJM HACTAaHKy OKCHIATHBHOT cTpeca. OCHM INTO HACTalM OKCHIATHBHH CTPEC
noBoau a0 omTehema henmja W pa3Boja CEeKyHIApPHUX JHjaOCTHMUYHUX KOMILUIMKAITH]a
(Jaganjac u cap., 2013), oH MOXXe UrpaTH yJOTy M Y HacTaHKy aujabereca, nenyjyhu Ha
nponajame NaHKpeacHux [-henuja koje cuHTeTHIry U ocinobahajy uncynun (Drews u cap,
2010).

VY ¢usnonomkuM ycioBuma, oapeheHa KonuyrHa CI1000AHUX KUCCOHUYHUX BPCTa
HEOITXOJIHA j€ 3a HOpPMAaJTHO (YHKIIMOHUCAkE OpraHu3Ma, uMajyhu y Buay Opoj U 3Hauaj
BUX0oBUX ynora. ROS ydecTByje y perynanuju yHyTaphenujckor mnpeHoca CHrHaia,
OJIUTpaBaky META0OIMYKUX MPOIeca y OPraHu3My U TOACTUYE TPAHCKPHIIIHU]Y TeHa KOjU
KOAMpajy TpPaHCKpHUMIMOHE QakTope BaxkHe 3a audepeHnujanujy, pasBoj W hemujcky
aJIXe3ujy, CUTHAJIHE MyTeBe U noBehany ekcrpecujy aHTHOKCUIaTUBHUX eH3uMma (Gomes u
cap., 2012). Crora je 3a HOpPMAIHO (YHKIIMOHUCAFE OPraHU3Ma BAXKHO OJPKABAHE
paBHOTe)Xe W3Mel)y cTBapama W YKJIamama CI000JHUX KHCEOHMYHUX BpCTAa. TOKOM
nujabeTeca, XPOHMYHO TMOBUIIEHHM HHUBO TJIYKO3€ JOBOJM [JO IPEKOMEPHOI H
HekoHTponucaHor HacTtajaa ROS (Fakhruddin u cap., 2017), Te ce kao mocneaniia Takse
HEpaBHOTEXE y henuju jaBjba OKCHJATUBHU CTpeC KOjU MMa WTEeTHO aejctBo (Pizzino u
cap., 2017). Cnobonue Bpcre kuceonuka (O, H,O,, OH', 10;") cy u3y3eTHO peakTUBHU
MOJIEKYJIH KOjU y OHMOJIOIIKMM CHUCTEeMUMa MOAM(DUKY]Yy CTPYKTYpHE U (YHKIHOHAIHE
MoJeKyne (unuje, HykiaenHcke kucenune u npotenne) (Leung u Nieto, 2013) (cnuka 1.6).

[TocToju Hexomuko MmexaHuzama kojuma ce ROS ocnobaha y henwju: mojauana
rmukomm3a (Vind wu cap., 2012), ynyraphenujcka akTHBalMja TIOJHMOJICKOT TIyTa
(Williamson u cap., 1993), ayrookcunanuja raykose (Wolff u cap., 1991), npotenn kunaza
C zaBucna aktuBanja NAD(P)H okcuamaze (Inoguchi m cap., 2003), nojaganu ¢uiykc
xekcozamuHckor nyra (Rolo u Palmeira, 2006), ¢opmupame Kpajmux MpoaykaTa

nosuiene rukanuje (AGE) (Giacco u Brownlee, 2010), nojauana excrpecuja RAGE
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peuentopa (Giacco u Brownlee, 2010) u Heensumarcka riukanuja nporeuHa (Ceriello u

cap., 1992) (cnuka 1.4).
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Camka.l.4. TloBe3aHOCT HacTaHKa OKCHIAaHaca, aHTHOKCHIATHBHE AKTHBHOCTH, OKCHJIATHBHOT
cTpeca W OKcHIaTHBHOT omrtehema TokoMm nujabereca. Ilpeysero u mpunaroheno uz Chikezie u
cap., 2015

—

Heensumarcka riamkanmja je ClioHTaHa peakiyja Koja ce ojBHja umelhy riaykose u
aMUHO Tpyre npoTenHa u3 koje Hactajy [lludosa 6a3a u crabumuuju AMagopu MpOAYKT
(Aronson u Rayfield, 2002). AyrookcuaanujoM AMaJopu HpoJyKaTa HAcTajy Kpajwmu
nponayktu nosuiieHe rukanuje (AGE) (Rolo u Palmeira, 2006). I'TyKOTOKCHYHOCT je
JojaTHO HarnamieHa BesuBameM AGE 3a oarosapajyhe peuentope, yuMe ce MpoOMOBHIIIE
OKCUJIATUBHM CTpeC yHyTap henuje, U TO: aKTHUBALMjOM IOJHOJICKOT MyTa, aKTUBAI[U]OM
nzopopmu nporenH kuHaze C u tpanchopmumyher dakropa pacta f (TGF-B). Takobe,
aKTUBUPAJy C€ M IMYTEBH MOBE3aHU ca helnjCKUM CTpecoM, Kao IITO Cy jeAapHH (akTop
NF-«kB, p38, wmwuroren axrtuBupajyhe mnporemH kuHaze, NH2-repmunanne JUN
KHMHa3e/CTpecoM aKTHBHMpaHe MpOoTerH KuHaze u xekcozaMuH (Evans u cap., 2003). Ycuen
aktuBauuje NF-kB nonmasu no nmosehamwa excnpecuje paznnuutux nurokuHa (Palsamy u

cap., 2010).
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EnekTpoH-TpaHCIIOPTHH J1aHAIl Y MHTOXOHApUjaMa Takohe je BakaH m3Bop ROS.
Cwmarpa ce J1a MpeBeIrKO aHTaKOBakEe MUTOXOHpHja pe3yiTyje cTBapambeM ROS y paHoj
¢da3u nujabereca, aduM M KacHMje TOKOM HACcTaHKa AWja0CTHYHHMX KOMIUTMKaiuja. Tokom
nujabereca, yciel OKCHAATUBHOI CTpeca MUTOXOHJIpHje MPEKOMEPHO IPOU3BOJIE
CYNEpOKCU/IHE paJuKale Yy EHAOTeNTHHUM henMjaMa KpPBHUX CylOBa M MHOKapAWjyma
(Nishikawa u Araki, 2006). OkcugaTUBHU CTpEC MMa yJOTy MEAHjaTopa y WHCYJIUHCKO]
PE3UCTEHIIM]U ¥ HEHOM HAlpeIoBamy Ka ITYKO3HO] MHTOJICPAHIIUjU U TI0jaBU JaujabeTeca
(Evans u cap., 2003). Ilopen Tora, OKCHIATHBHH CTpeC OCIabJbyje aHTUOKCHJIATHBHH
CHCTEM 3allTHTe OopraHm3Ma. Tako hemwje TkuBa, ycien HEMOTYhHOCTH Ja ce aJeKBaTHO
cymporcraBe moBehaHoMm Opojy cIoOOTHMX KHCEOHHMYHHX BpCTA, IMOCTAjy IOMJIOKHH]jE
OKCHJIATMBHOM ollTehemy Koje AupekTHO moraha hemmjcke makpomosekyine. ROS moxe
yTULATH ¥ HAa Moaudukanujy Hykineoruna ynyrap JJHK monekyna (Ahsan u cap., 2003) u
CYyI(QXUAPWIHUX Tpylma MPOTEHMHAa W H3a3uBaTH (parMeHTanujy puOOHYKICONpPOTEHHA
(Waris u Alam, 1998).

Kako Ou ce cmnpeunno okcuaaTuBHO oinTeheme, opraHuzaMm CajapKu CHUCTEM
aHTHoOKcuaatuBHe 3amrture. OBaj og0paMOeHHM CHUCTEM 3allTUTe O0yxBaTa €H3UMCKY U
HEEH3MMCKY KOMIOHEHTY (ciuka 1.5).

1) En3zuMcka  KOMIIOHEHTa  AHTUOKCUJATMBHOI  CUCT€Ma  Halla3y Cce Yy
MUTOXOHJIpHjaMa, ITUTOIUIa3MU W BaHNEIWjCKOM MPOCTOPY, HA MECTUMa Ha KojuMa Ce
ocnobaha HajBuIIe cTOOOAHUX paauKana. YuHe je aHTHOKCUAATUBHU €H3UMHU CYMEPOKCH]T
mucmyTasa (eHr. superoxide dismutase - SOD), katanasa (enr. catalase - CAT), rimyraTion
nepokcugaza (enr. glutathione peroxidase - GSH-Px), rayraTtmoH peaykrasa (eHT.
glutathione reductase - GR), rimyraruon C-tpancdepasa (enr. glutathione S-transferase -
GST).

2) HeeH3uMCcKYy KOMIIOHEHTY CHCTEMA YUHE:

- Bucokomomnekylncki ~ €HJOT€HHM  aHTHOKCHIaHCH  (TpaHC(epuH,  TepUTHH,
xanToryiobus (eHr. haptoglobin - Hp), xemonekcuH, anoymuH)

- Huckomonekyincku eHJoreHd aHTHOKCHIaHTu (raytaThoH (eHr. glutation - GSH),
ButamuH 1, Buramun E, yOMKBHHOH, [-KapoTeHHU, JIUIMOWYHA KHCEIHHA, OUTUPYOUH,

¢daBoHOMIM, MOKpahHa KUCENINHA).
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Burammum Llem E
B-kapoTeH

CuZnSOD

Tunuaxmk aeocnoj

~ MnSOD, ImyTaTwoH nepokcuaasza, GSH
Buramun E, B-kapoteH

Cauxa 1.5. Ilprka3 eH3MMCKOT aHTHOKCHIATUBHOI CHCTEMa M HAj3HAYajHUjUX HECH3MMCKUX
aHTHOKCHJaHaca  opranu3Ma. lIpeyseto u  mpunaroheno  ca  https:/www.news-
medical.net/health/Antioxidant-Enzyme-Systems.aspx

1.7.1.1. AHTMOKCHIATUBHH €H3UMHU

Cynepoxcua mmcemyrtaza (SOD). IlpencraBma mnpBy JAMHM]Y oaOpaHe of
c1000IHUX pajKaa, Katanusyjyhu npeBoheme CynepokcH aHjoH paguKana 10 BOJOHUK
MIEPOKCH/Ia M KHCEOHHKA.

0, *-+ 0y - + 2H+ — H,0; + O,
Boponuk nepokcup 1ajbe HeyTpaIHIy [NIyTaTHOH NEPOKCH1a3a M KaTajasa.

[Toctoje Tpu m3zodopme cymepokcun aucmyrasze: Oakap-uuHk SOD (CuZnSOD),
MPEBACXOJHO CMEIITeHa y IuToruiazMu hennja, maaran SOD (MnSOD), nokanu3zoBaHa y
mutoxoHapujama hemmja u Banhenmwjcka SOD (EC SOD) koja cBojy OHOJIOIIKY YJIOTY
o0aBJsba y BaHhenujcKoj CpeTuHH.

VY jerpu nujabeTHYHUX TaloBa M3MepeHa je cMameHa akTuBHOCT SOD (Manna u cap.,
2010). Cmarpa ce ma Om cMameHa aKTHBHOCT OBOTI €H3MMa y OyOpe3mma Moria aa

JOTIPUHOCH Pa3Bojy Aujadbernyne Hedpomaruje (Fujita u cap., 2009).
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Karanaza (CAT). En3um npucyran y cBUM TKMBHMa cucapa, Ipu yemy HajBehy
AaKTUBHOCT HCIOJbABA y JeTpU M epUTpoUMTHMA. YHyTap henuje cmemTeHa je y
IEepOKCM30MHMa W MHTOXOHJpHjaMa TI/e KaTajiu3yje peakuujy mnpeBohema BOJOHUK
HEepOKCHUIA 10 BOJIC U KHCEOHHKA.

2H202 — 2H20 + 02
Koncrantao nosumiena aktuBHOCT CAT yTBphena je y cpiy, aOpTH 1 MO3Ty T1jabeTHIHUX
nanoBa. Hacympor Tome, cMameHa aKTHBHOCT OBOI €H3MMa JETEKTOBaHA j€ y jeTpH U

OyOpe3nma nrjadeTHYHUX )KUBOTURba (Maritim u cap., 1999).

I'nyratnon nepoxcuaasa (GSH-Px), rayratuon peaykra3a (GR), riyrarnon
C-tpancepaza (GST). Opa Tpu eH3UMa 3ay3UMajy IEHTPATHO MECTO y OKBUPY
[JIyTaTHOH PEJOKC ULUKIyca KOjU TpEeACTaB/ba TJIaBHH IIyT PEIyKIHje OpraHCKUX
xuaponepokcuaa. GSH-Px, y mnpucycTBy peayKOoBaHOI TIJIyTaTHOHAa Kao JaBaolia
eIeKTpOHa, KaTanu3yje peAyKIHjy BOJOHUK TMEPOKCHAAa N0 BOAE WJIM OPraHCKHUX
xujaponepokcuaa y ankoxoi. AktuBHouthy GR omoryhena je cramHa pereHepaiuja
penykoBaHor riayratuona, oyayhu nma GR pemykyje okcumoBanu riyratroH (GSSG) y
peaykoBanu rinyratuol (GSH) y npucyctBy penykoBanor NADPH.

H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG
LOOH + 2 GSH — LOH + H,0 + GSSG
GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP' + H'

GST je eH3uM mpucyTaH KoJ CBUX aepoOHHMX opranuzama. Koa cucapa je nmpucyran
y CBUM TKMBHUMa, a HajBehy akTUBHOCT UMa y jeTpu. OBaj €H3UM KaTaju3yje KObYrauujy
PEIYKOBAHOT TIIYyTaTHOHA MPEKO CYAPXUAPWIHHUX TpymHa, ca eIeKTPOPHIHNM IEeHTpUMa
pa3NMYUTUX CyIcTpara, Mehy mHMa KCEHOOMOTHIIMMA WIIM SHIIOTEHHM eNeKTpoduinMa,
Ka0 M NMPOJYKTUMa OKCUJATUBHHUX omITehema opranuzma. opMupameM KOmbyrara HacTajy
XUIpOGUIHN MeTaboJIMTH KOjU MOory OuTH m3nydeHu u3 opranusma (Buetler u Eaton,
1992). Toxom aujabereca aktuBHOcT GSH-Px mosuiena je y jetpu, OyOpesuma, aopTtu,

NaHKpeacy, KpBU U L[PBEHUM KPBHUM 3pHIUMA, JIOK j€ Y CpLly U PETHHHU cMameHa (Maritim
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u cap., 2003). AKTHBHOCT TIJIyTaTHOH pEAyKTa3e CMameHa je y PETUHU M IUIa3MH, a

nosehana y cpiy aujabeTnuHux xKuBoTHIBA (Maritim u cap., 2003).

I'myratnon (GSH) je jenan on HajBaXHUjUX HECH3UMCKHX aHTHOKcHAaHaTa. To je
TpunenTuy (y-riiyTaMuiI-IIUCTEUH-TIUIMH) KOjU c€ jaBjba y THoJ-peaykoBaHo] (GSH)
dopmu u cyndpun-okcunoBanom (GSSG) obmuky (Flenley u cap., 1987). Oxo 95%
yHyTaphenujckor rIyTaTioHa Hajas3u ce y peaykoBaHoM o0nuky. KibydaH je y mpoiecuma
CHHETE3€ W pa3rpalie NPOTEeHHA, HACTAHKY JE30KCHPUOOHYKICOTHIHUX MpPEKypcopa, y

PEIyKIIMOHUM IPOLIECHMA, Ka0 M Y pEryJaliji aKTUBHOCTH CH3HMA.

1.7.1.2. XanTorjJo0MH Ka0 AaHTHOKCHUIAHC

XanrornoOuH mpunaga rpynu akyTHO-(a3sHUX MPOTEHHA U MMa BUCOK a(pUHUTET
Be3MBama XeMorinoonHa. beroBa cuHTe3a U cekperyja o cTpaHe xenaromnura nosehana je
TOKOM akyTHO-(azHor onroopa (Gabay m Kushner, 1999). V cramuma mnoBuIlICHE
XEMOJIM3€, XEMOTJIOOMNH MOCTaje M3pa3uTO TOKCHYAH yCiel MPOOKCHAATHBHUX OCOOHMHA
XeMa, Koju ydectByje y DEHTOHOBO] peakiuju U3 Koje, Kao MPOU3BOJ, HACTA]y PEaKTUBHE
BpPCTE€ KHCEOHHKA. Y OBaKBUM YCIIOBUMa XalTOIJOOWH Be3yje CIOOO0JHU XEMOIJIOOMH U
TpaHCIOpTyje Ta A0 jeTpe u makpodara (Watanabe u cap., 2009). Ha oBaj Hauun
XanTorjaoOMH INTUTH OpPraHM3aM O] HACTaHKa OKCHAATUBHOI omiTehema MoCpeoBaHOT
reokheM. OcuM Kao AaHTHOKCHJIAHC, XaNTOIJOOMH WMa aHTUUH(IaMalujcke |

uMyHOMoaynaTopcke kapakrepuctuke (Gabay u Kushner, 1999).

1.8. 3Hauaj jeTpe y oap:kaBamy IIyKO3HE XOMeOCTa3e

JeTpa urpa xkJbydHy yjory y perynauuju mertadonusma yribeHux xuzpara. tbeno
HOpMaTHO (DYHKIMOHHCAKE HEONMXOAHO je 3a OJpKaBamke HUBoa Inehepa y KpBU U
KOHTHHYHPAHO CHa0JeBame JAPYTrUX OpraHa JOBOJAHOM KOJMYMHOM TIIYKO3€ Kao H3BOpa
eHepruje.

JeTpa xopHCTH TIIYKO3Yy Ka0 MU3BOP €HEPTHje, MMa MOTYNHOCT HEHOT CKIIAIUINTEHha

Y BUAY TJIMKOI'CHA, Kao U CIIOCOOHOCT de novo CHHTE3€ TIYKO3€ U3 HCYIJbCHOXUAPATHUX
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peKypcopa TOKOM Ipolieca rimykoneorenese (Gavin u cap., 1999). henwmje jerpe nocenyjy
cnennruyHe MEMOpaHCKe PelenTope 3a HHCYJINH, IPEKO KOjuX MHCYIMH oMoryhaBa yHoOC
u kopumiheme riyko3e. [JIyko3a 3aTuM Moke OMTH ymoOTpeOJbeHa Kao W3BOP CHEpruje
(Mporec TIMKOIU3e) WM YCKIQJUIITCHA y BUAY HOJMMEpa TIMKOTEHAa KOJl KUBOTHHbA.
WHCYnUH TMOACTHYE CUHTE3Y TJUKOTeHa, ajl je KalalUTeT HEroBOr CKJIAIUINTeHha Y
TKHBHMMA OTpaHUYeH, UMajyhu y BUIy Ja ce paad O TIIOMa3HOM MoJjekyiy. [IpexomepHo
HaroMujiaBame TIJIMKOTeHa Yy jeTpu youeHo je kon 80% mamujeHata o0OJeNUX O]
nujabereca (Stone u Van Thiel, 1985). V3 To, kox 40-70% nujabeTMuHUX mNanujeHaTa
J07a3d 10 HaroMmiaBamka MacTH y jeTpu. MacHoha ce y jeTpu CKIAIUIITH y (OpMH
TPUTIIMIEPUIA U MOXKE C€ JaBUTH Kao IOcieanlia noBehaHor TpaHCIopTa MacTH y jeTpy,
nojayaHe CHMHTe3¢ MacHohe Ha HHMBOY jeTpe M yClell CMambeHe OKCHIIAIM]Ee WIH YKIIamhamba
macHohe u3 jerpe (Gavin u cap., 1999). Heankoxonnu crearoxenatutuc (eHr. nonalcoholic
steatohepatitis — NASH) je o0imk MacHe jeTpe Ijie ce yclea HaroMuiiaBama MacHoha jaBiba
noOynapaa uH(pmamanuja u crearonekposa (Bhatt u Smith, 2015). Iujaberec nmosehaa
PH3UK O] TI0jaBe CTeaTOXEMaTUTHCA, KOJH MOXE HampeaoBaT 10 Gpudpo3e u mupose jerpe
(Loomba u cap., 2012).

Cnexkrap OHMOXEMHJCKMX IIpOMEHa Ha HHUBOY JeTpe KOje ce JellaBajy TOKOM
nujadereca, CIMYHE Cy NMpOMEHaMa TUMWYHUM 3a 0O0JIeCTH jeTpe, MOYEB OJI CEKpEIHje
U3MEHCHUX €H3MMa jeTpe, Ma CBe /IO pa3Boja XEeMaTOLETyJIapHOT KapIuHOMa W
TEpPMUHAJIHOT OTKa3uBama jeTpe (Mavrogiannaki u Migdalis, 2013). [IpBu 1 Haj3Ha4ajHUjU
MoKa3aTeJbu TpOIeHe omTehema jeTpe Cy HUBO alaHUH TpaHcamuHasze (eHr. alanine
transaminase - ALT), acmaprat TpancamuHaze (eHr. aspartate transaminase - AST),
ankanse (ocdartase (eHr. alkaline phosphatase - ALP) u y-rimyramun tpancnentuase (€Hr.
y-glutamyltranspeptidase - GGT) (Nannipieri u cap., 2005).

Henocrarak uHcynuHa yTHue Ha mnoBehame CHHTE3€ XOPMOHCKH OCETJ/bHBE JIMIIA3E Y
MacHOM TKHBY, IITO Ja’be€ BOAHM 10 moBehama numomms3e u moBehama nupkymuiryhux
CI000JHUX MAacCHHUX KHUCEJIMHA KOje C€ HaIloCJIeTKy HaroMuiaBajy y jerpu. OBu mpouecu
JI0BOJIe /10 TMoBehaHOr yHOca JIMMONPOTEHMHA HUCKE T'YCTHHE M CHHTE3€ TPHUIVIMLIEpHUIA
(Mohamed u cap., 2016). ¥ ucto Bpeme, MOBHUIICHU TIyKaroH crpedaBa ociobahame

Tpurnuepuaa w3 jerpe. Crora, HaroMwiaBamke MacTH y JeTpH JiellaBa Ce€ YCle[
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HEPABHOTEXKE y Yy3WMamy, CHHTE3H, ociobahamy M OKCHIANMjH CIOO0OJHUX MAaCHHX
kucenuHa Ha HUBOY jerpe (Cohen u cap., 2011). Takohe, moBehan HHBO aTUNIONUTOKKWHA
JOTIPHHOCH T10jaBM MHUTOXOHJIPH]JCKOT OKCHJATUBHOT CTpeca W JOBOIM J0 HACTaHKa
CJI000THUX pajMKalia U rnepokcuzoma. [loBehame MUTOXOHAPHCKOT OKCHIATHBHOT CTpeca
n3a3uBa MytanuoHa omrehema Ha HUBOY Mmojekyna JIHK, a ctBapame ROS moxe Outn
OKHUJa4 HH3a MTETHUX eeKaTra Ha HUBOY MUTOXOHJIPH]CKOT PECITUPATOPHOT JaHIa. TakaB
MITETHH IHUKJIYC EKCIOHEHIMjaJlHO C€ II0ojayaBa JI0 HHMBOAa Ha KOM HE MOXE OuTH
HEYTpaJIMCaH HOPMAIHUM (PHU3UOJONIKUM MEXaHW3MHMa, 300T 4Yera JoJia3d 10 I0jaBe
omrehema jerpe (Garcia-Compean u cap., 2009). HekpoTnuHu XenaTOMUTH, aJId U OHU TIO]T
uH(pIamManujoM, ociiobahajy HEKOJIUKO THUIIOBA XEMH]CKHUX MEAHMjaTopa KOjU IMOACTUIY
crenatHe henuje Ha Mpou3BOAKY (hakTopa pacTa BE3UBHOT TKHBA W KOJIareHa, yCie] uera
J07la3d JI0 HaroMuiaBama BaHhenujckor maTtpukca Tj. ¢gaBopuzoBama (ubpose (Garcia-

Compean u cap., 2009).

1.9. ¥Y3pouu omirehema jerpe y aujaderecy

1.9.1. OkcuaaTuBHM CTpPeC Kao y3pok omrehema jerpe

CrBapame oxcupanata, kakaB je O, HO,, OH opn crtpaHe akTUBHpaHHX
KyndepoBux henuja, cmarpa ce mpecyaHuM 3a HactaHak omrehema jerpe (Wei u cap.,
2010). Kyndepose henuje, mo3zHate M Kao Makpodarud jeTpe, Cy JEIAWHU TUI
HEeMapeHXUMCKUX henuja Koje JONpHHOCE OJp)KaBamky HHTErpuTeTa henmja jerpe.
Mehytum, oBe darouurtapre henmje takohe moanexy 1ejCTBY OKCHIATUBHOI CTpeca KOjU
CTBapajy cycenHe henuje, anu U CONCTBEHMM HMYHCKMM peaknujama (Robbins u cap.,
2010). ITpexomepna mpoxaykmuja ROS moke mpoy3pokoBaTH HEMOBpaTHE OKCHIATHBHE

Mo udUKaLMje JIUNKIa, TpoTenHa U yribeHux xujapara (Leung u Nieto, 2013).
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1.9.1.1. Oxcupanmja nporenHa

Oxcuanyja mpoTerHa MoIpasyMeBa lbUXOBY KOBAJICHTHY MOJU(HUKAIH]Y, HACTALY
JUPEKTHUM JenoBabeM ROS WM WHAMPEKTHOM peakUWjoM CIOPEIHUX MPOJyKaTa
okcunatuBHOr crpeca (Shacter, 2000). IIpekomepHa mpou3BOAmba CIO0OTHUX pauKajia
JOBOJY 10 YHAaKPCHHUX HHTEpakiuja u3Mely pa3iuuuTHUX MPOTEHHA, ald U MPOTEHHA U
JUMAJA, ITO 3a MOCIEANIlY UMa IIPOMEHY CTYKTYpe B (yHKIHje MPOTeHHA, YCIel BhUX0Be
pasrpajgme WM HapyllaBamka aMHHOKHcenuHCKe cekBeHile (Shacter, 2000). Ilrterne
MOCIICANIIE HACTAINX TMPOMEHA YKJbY4y]y MHXUOWIIM]Y €H3MMATCKe U Bedyjyhe QyHKIHje
poTenHa, noBehany MOJI0KHOCT arperaiuju, pe3uCTEHIN]y Ha IPOTEOau3y, noBehan uim
CHIDKEH henmjcku yHOC M poMemeHy uMyHorenoct (Ahmed u cap., 2004; Shacter, 2000).
[{ucTeMH W METHOHWH CIajajy y HajOCeT/bUBHjE aMHHO-KHCEIMHE KOje MOory OuTh
Moau(duKoBaHe O] CTpaHe cBUX okcuaupajyhux Bpcra (Shacter, 2000; Zuwata-Jagielto u
cap., 2009). bynyhu na je ynpaBo IIUCTEMH KOJ BEJIMKOT Opoja METa0ONUYKUX €H3HMA,
KHMHa3a, pocdaTaza U TPAaHCKPUMNIMOHUX (PaKTOpa KJbydHA pe3ujiya, CIen Ja OKCUJATUBHE
Moau(duKanyje KojuMa TOJUIekKE JOBOJE N0 IMPOMEHa (YHKIIMOHATHUX CBOjCTaBa M
aktuBHOCTH mporenHa (Shacter, 2000; Zuwata-Jagietto u cap., 2009). HctpaxuBama cy
nokaszajia Jla Cy CEepyMCKE KOHIIEHTpalllje OKCHIOBaHMX IPOTEHHA JaKO IOBUILEHE Y

ciyuajy aujabereca (Witko-Sarsat u cap., 1998).

1.9.1.2. Okcuganuja macTu

Jlunuana nepokcumanuja je (GeHOMEH KOjU MpaTH MaTOreHe3y MHOTHUX 000JhEHa,
ykibyuyjyhu u aumjaberec (Nishigaki u cap., 1981). JlunugHna mepokcumamnuja moraha
CTPYKTYpY JIMIHJIA U TIPEICTaBIba MpBY MTeTHY nocneauiy aejctsa ROS (Toborek u cap.,
1992). IMonmunre3acuhene cnoboaHe MacHe KHCEIHWHE, KOje ylia3e y cacTaB MeMOpaHCKHX
dbochommnuma, 300r CBOJUX BUINECTPYKUX JBOCTPYKHX B€3a, M3Y3€THO Cy OCETJHhHBE Ha
nejctBo cnoboanux paaukana (Nowak, 2013). Peakuujom nunuaa 1 XuApOKCUIT paguKana,
caM MOJEeKyNl JHMHUJA TIOCTaje pajuKan, KOju y TMPHUCYCTBY KHCEOHUKA TMpeNa3h y
nepokcupaaukai. [lepokcupaankan, caM Mo cebW jako peakTHBaH, pearyje JaH4aHO ca

cienehuM MOJIEKYJIOM JIUIKUA, IPU YeEMY HacTaje XUAPOIEPOKCHA U HOBH JIUITUIHU
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panukan. Pe3dyntar oBHX peakldja je HAaCTaHAK BHUCOKO PEAKTUBHUX IIUTOTOKCHYHUX
JTUNHUIHUAX pajiKana Koju, yciea CBoje OIMUCcKe Be3e ca JIPyruM JMnuauma ouomemOpana,
MMajy CIIOCOOHOCT Jia JJaHYaHO CTBapajy HoBe junuaHe nepokcuzae (Mylonas u Kouretas,
1999). Ha Taj HauMH oJBHja ce JIaHYAaHA peakilfja JIMIHIHE Tepokcuaanuje. Hacramm
XUJIPONEPOKCUIM UCIIOJbaBajy MTeTaH edekaT Ha henuje, Kako TUPEKTHUM JI€jCTBOM, TAKO
U KpO3 JIerpajiaiyjy 10 BUCOKO TOKCHYHHMX XHIPOKCHII-pagukana. Kao Kpajibu IpoayKTH
JUMATHE TIEPOKCHIAIMje HACTajy pEaKTUBHH QIICXUAHM, MaJlOHAUANIeXu] (eHT.
malodialdehyde - MDA) u 4-XxuIpoKCHHOHEHANT , KOjU UMa]y UTOTOKCUYHU U MyTarcHU
edekar (Ayala u cap., 2014).

OxcuioBaHM JMNUAM YTUYy Ha henujcKy (QyHKIHUjy jep ce HaroMmiaBajy yHyTap
henujcke MeMOpane, noBojaehu 10 WEHOT Iypema U pemehema QyHKIHje MeMOpaHCKHUX
penentopa (Halliwell u Chirico, 1993), mto moxe aoBectu 10 uHduamanuje u hemujcke
Hekpo3e (Sebekova wm cap., 2002). IlpucycTtBo nunuaHe mepokcuaanuje, mnpahexe
noBehanuM HHBOOM JIUIUAHUX Tepokcuaa u MDA y mmasMu, cepymMy W TKHUBHMA
nujabeTUYHUX TalfjeHara, cMarpa Ce jaCHHM I[I0KaszaTrelbeM pasmepa omirehema Ha
TKUBHOM M heJMjCKOM HUBOY W jeJJHMM O] TJIaBHHX Y3POYHHUKA I0jaBe aTepoOCKIepo3e U
npyrux aujabernuyHux komrukandja (Shao u Heinecke, 2009).

Ko manujenara ca HEaJIKOXOJIHOM MAacHOM JE€TpOM, JIUTUIHA TIEPOKCUIAIN]a Jaje
WHULIUJAJTHA UMOYJC 3a ocinoOahame umHPmamanujckux meaujatopa kao mro je TNF-q,
MPEeKO aKTUBAIMje AJAUMOIMTOKMHA M JAPYIrUX CUTHAIHUX MyTeBa. OBaj IITETHU ITUKIYC
JIOBOAM JI0 AKTUBAIMje CTENaTHUX henMja W jJajbe Ka mnpoiudepalnuju M CHUHTE3H
KOJIar€HO3HUX CYICTAaHLU Koje (aBopusyjy ¢puOpo3y. OBaj Kopak KJby4daH je y CBUM
npoiiecuMa XpoHHYHOT omtehema jetpe (Moreira, 2007).

[loBumeH HHMBO IUOUAHE TMEpOKCUIAIMje  TpeAcTaBjba Be3y  H3Mehy

XUIMEPriuKeMuje U OKCUIaTUBHOT cTpeca TOKOM aujadereca (Asmat u cap., 2016).
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1.9.2. Undaamanmja kao y3pok omrehema jerpe

Nako je nrdnamalyja mpBEeHCTBEHO KOPUCTaH MPOIIEC KOJU C€ aKTUBUPA KaKo O ce
MOBpaTWia HapylleHa XOMeocTa3a TKMBa, y CllydajeBUMa KaJa je HbEH HWHTCH3UTET WU
Tpajame MPEKOMEpPHO, OHa JoBOoAM 10 omrtehema. Y aujaberecy, MPUCYCTBO XPOHUYHE
uH(pIaManmje HUCKOT CTerneHa moBehaBa pH3WK Ol pa3Boja WHCYIMHCKE PE3HCTEHIIH]E,
KapJIMOBaCKyJIapHUX KOMIUIMKalMja W Tpobiema ca OyOpesuma (Downs u Faulkner,
2015a). C 063upoM Ha TO Ja je TJIABHU U3BOP UUPKYIUIIYNHX IUTOKMHA U aKyTHO-(ha3HUX
NPOTEHHA, jeTpa MPeCTaB/ba CACTABHU JIE0 MMYHCKOT CHCTEMa Koja JONPUHOCH KOHTPOIU
cucremcke uHpaamanmje (Bode u cap., 2012) V agujaberecy, XpoHUYHA XHUIIEPTIUKEMU]a
CTBapa ycClIOBE KOjU MPOMOBHIIY IMOBpEJE XEMaroluTa, a uHdIaMannja Moxke mnoBeharu
PHU3UK 0]1 pa3Boja 000JbeHa jeTpe MOMyT UPO3€E, XEMaTUTHCA, KApIIUHOMA U HEJIaKOXOJIHE
macue jerpe (Loria m cap., 2013). Koxg manujenara wu ca ATl u ca AT2 mokasano je
yBehaHo mpucycTBO ponH(IaMaINjCKUX [IUTOKWHA y UpKYyIanuju, npe ceera TNF-a, IL-
1B u IL-6 kao u akyTHO-(pa3HUX MPOTEHHA MOMYT XaNTOrI00NHA, anda-2 MakporiodynuHa
U JIpyTUX, KOjU c€ MPUMapHO CHUHTeTHIIYy Yy Xematouutuma. [loznato je ga TNF-a, y
3aBUCHOCTH O] CBOj€ KOHIEHTpalHWje, MOXKE MMATH WIM 3alUTUTHE WM IUTETHE e(eKTe.
OBo je mokazaHo koja akyTtHe noBpene jerpe (Dong u cap., 2016), rae meroBo noehano
npucycTBo mnokpehe HM3 yHyTaphenujckox jorahaja Koju pe3yiaTHpajy akTHBAlLlMjOM
aronto3e, TUna hemujcke CMpTH Koja ce mosehaBa Ko jeTpe AMjaOeTUYHOI MaroBa
(Petrovi¢ u cap. 2017). Ilpema Dasu u Jialal-(Dasu u Jialal, 2011), Bucox HHBO riyKo3e
TOKOM aujabeTeca MHAyKyje mH(pmamanujy, npaheny yBehanom mpoayKiidjoM HUTOKHUHA,
Kpo3 yBehany aktuBHOCT TLR penentopa u HU3BOJHUX CUTHAIHUX ITyTE€BA KOjU JOBOJIE /10
aktuBupama NF-kB  TpaHckpumiuoHOr peryinatopa, OHTHOT 3a HMHIYHIHOWIHY
TPAaHCKPHUILIMJy TeHa 3a pa3jIMyuTe I[MUTOKMHE, aKyTHO-(pa3He NpOTeHHE U
AHTHOKCHJIaTUBHE €H3HMMeE. 3]paBa jeTpa caap’Kh HHM3aK HHUBO paznuuutux TLR, mok y
MATOJIONIKUM YCJIIOBHMA Jioja3u 70 yBehama muxoBor mpucyctBa. [loBehan nuBo TLR4

noTBpheH je Ko MmoBpeie jeTpe TOKOM JeIMMUYHE XeMaTeKTOMUje Kao U UCXeMHUje, Te je
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VKJbYYEH Yy YKIamame CHIOTOKCHMHA, Y TMPOU3BOAKBY MNPOUH(IIAMAIM]CKUX U

aHTUMH(IaAMaIFjCKUX IUTOKMHA, Kao 1 y cTBapame ROS (Schwabe u cap., 2000).

C o03upom Ha TO na je MH(IIaManuja jefaH o]l IJIaBHUX €THOJOMKHX (akTopa y
pa3Bojy W MPOTPECHjH MOBPEIe TKUBA MOBE3aHUX Ca AMjabeTecoM, BaXXHO j€ MCTPAKUTHU
jabeTecoOM-UHyKOBaHE CUTHATHE MyTEeBE KOjU OJprKaBajy WH(IAMAINjCKO OKPYKEHE U
UIECHTU(OUKOBATH EHIOTEHE YYCCHUKE KOjU OM OWIM TOTOAHM TEPANMjCKU IHJHEBU 3a
KOHTpoJIy HWH(pIamManuje W BHoMe mnocpenoBaHux omrehewma. Tum mpe mrTo ce Opoj
obostenux oj nqujabereca ctaHO yBehaBa, a ca mpoay)aBameM TyKHUHE KUBOTA 000JICITHX

noBehaBa ce ydectanocT KaCHUX KOMIUIMKAIMja qujadbereca.
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2. XUITIOTE3A U IUJBEBU UCTPAKUBAIbBA

Enporenu Monekynu MOry UMaTH Ba)kKHY YJIOTY y TI0OjaBH U Pa3BOjy KOMIUIMKAIIH]ja
y MHOTUM XPOHHYHUM OOOJbeH-MMa YKJbyuyjyhu u pamjaberec. JemaH on €HIOTEHHX
MPOTEUHA KOjU TOCIESABHX JICIIeHH]a TTOCEOHO OKYyNUpa MaXmky HUCTpaKWBaya, a ddja je
ouosorrja cnabo m3ydaBana y naujaderecy je HMGBI. [lo cama je mokazaHo ga ce OBaj
MIPOTEUH, MPBEHCTBEHO OKapaKTEPHCaH Kao MpoTerH Koju ce Besyje 3a JIHK u uma yrory y
OJIp’)KaBamkby XPOMATHHCKE CTPYKTYPE M TPAHCKPHIIIW]jH, y TATOJIOMIKUM CTalkbUMa MOXKE
Hahu w y Banhenwjckoj cpemuHHU, TIe ce TOHAama Kao MPOMHGIAMANN]CKH [UTOKUH U
aKTUBAaTOp HMYHCKOr cuctema. Y Banhemmjcky cpeanny HMGBI nocneBa macuBHO,
ocnobahameM U3 HEKPOTWYHHX, omTeheHMX M cTpecupaHux henuja, WU aKTUBHOM
CeKpelrjoM U3 akTHBHpaHWX HMMyHCKux hemuja. Mako HMGBI uma kibpydHy ynory y
AKTHUBALMjJU WMYHCKOT OJI'OBOpAa W WHUIMjAIlMjH pENapaTHUBHUX MEXaHU3aMa, hEroBa
MpeKoMepHa akyMylalldja y HUPKYJIalHuju Wi BaHNENHjCKOM MHPOCTOPY TKHMBAa pEeMETH
XOMEOCTa3y U MOKe JOBECTH JI0 IPOrpecHje OpraHcKux omrehema u 601ecTu.

WNucynun-3aBucan aujaderec tuna 1 ([AT1) je mopemehaj merabonm3ma riaykose
Kora KapakTepuille XUITOMHCYIMHEMH]a, U3a3BaHa JAeCTpyKinjoM OeTa-henuja maHkpeaca, u
XUIEprinKeMuja. JeTpa, Kao jeiaH o IMJBHUX OpraHa JejoBama HHCYJIWHA, 3ay3uMa
BaXHO MECTO Yy peryialiju XoMeocTa3e riyko3e. XUMOUHCYITUHEMHja U XUIIEPTIUKEMH]a,
TJIaBHE KapakTepUCTUKe aujabereca, y3pOKyjy TMOjaBy METa0OJMYKOT U OKCHJIATUBHOT
cTpeca KOje MpaTh CTamke XPOHUYHO ciabe uH(Iamanuje, MTO 3ajeTHO TOTMPUHOCH
HACTaHKY Y MPOTPEeCcUju JereHepatuBHUX nopemehaja u nucdyukmuju jerpe. C 063upom Ha
TO Ja y YCJIOBMMAa OKCHIATHUBHOT CTpeca XeMmaTOIUTH M3 KyinType henuja wusnydyjy
HMGBI, 3a ouekuBaru je na y aujaberecy, TOKOM OJrOBOpa Ha CTPECOT€HE CUTHAJE W
henujcka omrehema, OBaj MPOTEUH MOKe OUTH XPOHUYHO CEKPETOBAH U U3 XEMaTOLUTA, T€
CaMHUM THM MO>K€ MIPE/ICTABJbaTH BaXKaH MapaKpruHU MeaujaTop AuchyHKIH]e jeTpe.

Ocnob6ahamy HMGBI1 u3 crpecupanux henmja npeTxoau BHeropa TpaHCIOKaluja u3

jenpa y uuromnasMmy. Cmarpa ce JAa OBOM IPENacKy HapOYUTO JIONPUHOCE CTPYKTYpHE
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monupukanuje, tuna amnermwnamuje u gochopunanuje. buonomke dynkuuje HMGBI1
MPOTEUHA 3aBUCE OJ1 HeroBe henujcke Mokanu3alyje, nHTepearyjyhux mapTaepa u perokc
cTama. Y YCJIOBHMa OKCHJATHBHOI CTpeca OBa] PEIOKC-CEH3UTHMBAH MPOTEHH MOMJIEKE
OKCHJAlMjHU, Kao TakaB, MOCPEJICTBOM CBOJUX MHTepakiuja ca perentopom TLR4, moxe
MOKPETAaTH pa3IMuUTe YHYTaphelujCcKe CHUTHAIHE IyTeBe KOjU BOJAE MPOIYKIHjU
npouH(pIaAMaIHjCKUX IMTOKUHA, WH(IaMaIIjH, aonTo3u UK npoiudepanuju. Ha ocHOBY
OBUX Ca3Hama IOCTAaBJbEH j€ OMILITH [UJb OBE JOKTOPCKE AUCEpTallhje — HCTPAKUTU
noHamame HMGB1 nporenna y henujama jerpe maroBa ca eKCIEPUMEHTAITHO W3a3BaHUM
AT1 w yTBpIUTH HErOB IONPUHOC Yy TATOJOMIKMM IIpOMEHaMma jeTpe y YCIIOBUMA
mujadereca.

3a ocTBapuBame€ OIIITET IMJba IOCTaB/BEHU CYy IMOjeAMHAYHU ILHUJbEBH, KOjU
nojpa3symeBajy Aa ce Ha mozen cucremy JT1 n3a3zBaHor MHjeIUpameM jeAHOKPATHE J103€
CTPEINTO30TOIMHA, ¥ BPEMEHCKOM TEPHOJY Ca HAjU3PAKCHHUJUM CTETICHOM OKCHJIATUBHOT
cTpeca, nH(pIamanyje u CTpyKTYpHHUX IPOMEHa y jeTpH, KOJ MyXjaka mamosa coja Wistar,

UCIIUTA]y:

1. CyGhenujcko u Banhenujcko npucycrso nporenHa HMGB1
TunoBu NpUCyTHUX CTPYKTYPHUX MOAM(PHUKAIMja

Nurepakunje HMGBI1 nporeunna ca TLR4 penentopom henuja jerpe

nall

Honpunoc HMGBI1/TLR4 oce y akTuBauuju HpouH(IAMAIM]CKUX CHUTHAJTHUX

nyTeBa, Kao M MPOAYKIHMJU MpOMHGIIAMAIMjCKUX LUTOKHHA M aKyTHO-(a3HUX

pOTEUHa.

5. Hompunoc HMGBI/TLR4 oce aHTHMOKCHIATHUBHO] OJIOpaHM KpoO3 YTHLA] Ha
peryianmjy ekcrpecuje aHTHOKCUIaTUBHUX €H3UMA.

6. Ytuunaj HMGB1/TLR4 oce Ha pereHepaTHMBHHM KalallUTET jeTpe AEJIOBamkEM Ha
nuksmH D1/p21 myT.

7. VYtuuaj cMamewa HuBoa Banhenujckor HMGBI y jetpu, TpeTmMaHoM 1jabeTUUHUX

naroBa AaHTHMOKCHAAHCOM MEJIATOHMHOM WM TPETMAaHOM HHXHOUTOPOM H-EroBe

CeKpelyje - eTUI MUPYyBaToM, Ha MH(IAMAalMjCKU, OKCUJATUBHH, PEreHEPaTUBHU

KaIrauuTeT jeTpe u omrehema.
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3. MATEPUJAJI U METOIE

3.1. Kopunrthene xemujcke cyncrasiie

3.1.1. CtenTo30TOLIUH

Hujaberec Tun 1 ([T1) je u3asuBaH TpeTUpamEM KHBOTHEA CTPEHTO30TOIMTHOM
(Streptozotocin — STZ, MP Biomedicals llc). Ctpenro3oTonuH je pacTBapaH y CBEXeM
HaTpujymM-uutpatHoM mydepy (0,01 M, pH 4,5) u onmax HakoH pacTBapama HHjelHpaH
KUBOTUHAMa, JeIHOKPAaTHO, MHTPANEPUTOHEANHO, y 103U ol 65 mg/kg TenecHe mace.
[TaioBu cy cmarpanu qujaOeTHYHUM YKOJIMKO MM j€ HUBO TIIyKO3e Y KpBH Ono m3uam 20

mmol/l 48 catn HakoH uHjerupama STZ.

H
g OH
OH
HO
HN._ .C
/N.‘N,,O

Cauka 3.1. Xemujcka CTpyKTypa CTPENTO30TOLMHA

STZ npencraBiba JepuBaT HUTpozoypee. bynyhu na je Ttokcuuan 3a [ henmje
NaHKpeaca, KOPUCTH ce 3a J00ujame KUBOTHHCKUX Mojena nujadereca. STZ ynasu y
henwjy nmpeko mIyko3HOT TpaHcnopTepa Tuna 2. YHytap henuje ce CoHTaHO pasiiaxe, mpu
yeMy HacTajeé PEaKTUBHM METHUJIKapOoHWjyM joH koju ankwiyje JIHK u nmoBogu no
HapyllaBamba HEeHEe CTpykTrype. Takohe, HakoH Tpermana STZ jaBma ce mnosehana
nedochopmranmja ATP, mto goBoaM 10 cTBapama peakTMBHUX Bpcta. Kao mocnenuia
HacTa WX JielllaBamka Jloja3d [0 JecTpykiuje [ henmja maHkpeaca HEKPO30M,

XUNouHCynuHeMHuje U xunepriaukemuje (Lenzen, 2008).
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3.1.2. MejaToHMH

Tperman menaronunHoM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kopumhex je y
IUJbY CMamkeHha OKCHIATHBHOT CTpeca M HBhUME W3a3BaHOT olTehema jeTpe Kol maoBa ca
nujaberecom. Menatonun (eHr. N-acetyl-5-methoxytryptamine), XOpMOH KOju Jydu
enu@u3a, OCUM CBOj€ TMPHUMApPHE YIOTe y peryialuju IUPKaJAUjaTHOT pUTMaA, MOKa3yje
CHAXAaH AaHTHOKCUJATHBHU TOTEHIWjald. lma CHocOOHOCT IUPEKTHOT YKIIamama
peaktuBHUX Bpcra, mTutd JHK w® Momudukyje aKTHBHOCT TNPOOKCHUAATUBHUX U

AHTUOKCHJIaTUBHKUX eH3uma (Anwar u Meki, 2003).

HsCO

T \«CHS
O

Cuauka 3.2. Xemujcka CTpYKTypa MeJIaTOHHUHA

VY TpermaHy KHBOTHIA KOpHUIINEH je pacTBOp MeNaToOHWHa, mpumpemad y 1%
€TaHoNly, Ha HeIeJbHOM HHBOY. M3 nuTeparype je TO3HATO Ja ce IHEBHA INpPUMEHa
MenaTonnHa y no3u ox 0,2 mg/kg tenmecHe mace mokasaia Kao epUKAacHA y 3allITUTH
maroBa ca aujaberecoM of okcuaatuBHOr crtpeca (Montilla u cap., 1998). Crora je y
TpeTMaHy MENaTOHMHOM KopuillheHa OBa /1033, WHjelUpaHa UHTPANEePUTOHEATHO, jeTHOM
nHeBHO, Y 9:00 yacoBa. TpeTman je 3amodver Tpu JaHa npe uHjenupama STZ U HaCTaB/bEH

J€ CBaKOJIHEBHO, JI0 Kpaja eKCIIepUMEHTATHOT TIepHo/Ia.

3.1.3. ETua nupyBat

Etun mnumpyBar, gepuBar mnuporpoxkhaHe KHCEIHHE, TO3HAT jeé IO CBOM
aHTUUH(]IIaMaIMjCKOM JeloBamky, u3Mel)y ocTajor W TyTeM CIpedaBama aKTHBHOT

ocnobahama nporemHa HMGB1 u3 henuja (Kim u cap., 2016).
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Canka 3.3. Xemujcka CTpyKTypa €THII THpyBaTa

VY nnspy naxuouimje aktusHe cekpennje HMGB1 nportenna, nanoBu cy TpeTupanu
€TWJI TUPYBAaTOM pacTBapaHoM y PunrepoBom pactBopy koju caapxku Na (130 mmol/l), K
(4 mmol/1), Ca (2,7 mmol/L) i Cl (139 mmol/L), y ¢unanuoj 3anpemunu ox 400 pl. Etwun
NUPYBaT j€ UHjelHpaH jeJHOM JHEBHO, MHTpariepuTOHeanHo, y 1o3u oa 80 mg/kg Tenecue
Mace, TIOYeB O JIECEeTOr JlaHa HaKOH MHIyKIHje aujabereca. TpeTMaH je HacTaBJbeH 0

Kpaja UCIHUTUBAHOT IEPHOAA.

3.2. EkcnepuMeHTAJIHE dKUBOTHH€, EKCIIEPUMEHTAJIHE
rpyne v mpoToKoJ

3.2.1. EkcnepyMeHTAJIHE KUBOTHH>€

VY ekcniepuMeHTaIHOM pajay KopHIIheHU Cy MysKjalu aqOMHO maioBa coja Wistar,
crapoctu 2 mecena, mace 190-210 g, y3rajanu y rajunuiuty MHctuTyTa 3a Omojomika
uctpaxuBamwa ,,Cuauma CrankoBuh” y beorpagy. XXKuBotume cy TrajeHe TMOJ
KOHTPOJIMCAaHUM yCIIOBUMA, Ha TemriepaTypu ox 20 no 22°C u ca JTHEBHO-HONHUM PUTMOM
o1 12 cartu. CBe ekcriepuMeHTalIHE MPOLEeype KOje Cy CIPOBe/IeHEe Ha )KUBOTHHAMa y OBOJ
Te3u cy onoOpeHe ox crpaHe Etnukor komurera MHCTUTYTA 3a OMOJIOIIKA MCTPAKHUBaMKa
»Cunuma CrankoBuh” (6poj omoOpemwa: 02-15/10), y ckiany ca NpONMCAHUM E€TUYKUM
Hopmama (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, o6jaBmsen ox crpane US

National Institute of Health).

3.2.2. EkcriepuMeHTAJIHE TpyIie

[TaioBu KkojuMa je MHAYKOBaH AujabeTec HACYMHUYHO Cy MOJIEJbEHH y TPU Tpyle

KOje Cy )KpTBOBaHe ekanutoBameM aBe (D2), uetupu (D4) u ocam (D8) Hexesba HaKOH
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uHjerupaa STZ. Hakon wuHaykuuje naujabereca, CBakOgHEBHO je mpaheH Opoj
NPEXHUBEIUX jeAUHKH, OK jé HUBO TIIYKO3€ y KPBU M TeJIECHA Maca >KHBOTHIbA MEpEeHa
JEAHOM HEZEJbHO, KAaKO KOJ JMja0eTUYHUX, TAKO M KOJ KOHTPOJHHMX J>KUBOTHHA. bpoj
TaroBa 1o rpynu u3HOCcHo je 15.

Hakon mro je moka3aHO Ja KOHTPOJIHM MAalOBU HHjEUUpPaHU (PU3HOIOIIKHM
pacTBOPOM, HaTPUjyM-LIUTpaTHUM Irydepom, 1% etanonom uinu PUHrepoBUM pacTBOpOM,
HE [10Ka3yjy 3Ha4yajHe pas3jiiKe y MOorjely UCIUTUBAHUX MapaMeTapa MPUKa3aHUuX y Te3H,
dopmupaHo je mect ekcrepuMeHTanHux rpymna: (K) - koHTponHa rpyma TperupaHa caMo
¢uzomomkum pactBopoM, n=15; (D4) - nmujabermuna rpymna, n=15; (K+M) - rpyma
KOHTPOJIHUX MAaIloBa TPETUPAHUX MenaToHUHOM, n=15; (D4+M) - rpyna amjabeTHyHHX
namoBa TpeTupaHux MenatoHuHoM, n=15; (K+EP) - rpyma KOHTposHUX ©amosa
Tpetupanux erui-nupyBarom, n=10; (D4+EP) - rpyna nujabeTuuHux mamoBa TpeTUpaHa

eTwi-nupyBaTom, n=10.

3.2.3. IIporoko.a

KoHTponHu u TpeTtupaHu mamoBU Cy MepeHM U ojpehuBaH je HHUBO IIIYKO3€ U3
y30pKa KpBU JOOHMjeHOI M3 pElHE BEHEe NaloBa, KopullhemeM pydyHOr IIIyKOMeTpa
(GlucoSure Plus, Apex Biotechnology Corp, Taiwan). IlaoBu cy XpTBOBaHH
JEKaluTaujoM, IpU 4YeMy j€ jellaH J1e0 KPBU CaKyIUbeH Yy eNpyBeTy paau JaoOujama
cepyma. CakyrbeHa KpB OCTaBJbEHA j€ Ha COOHO] TEMIIEPATypH Jla KOaryjulle, a 3aTUM je
neHtpudyrupana Ha 4000 x g y Ttpajamy ox 15 mmuyra. Cepym, A00MjeH Yy BHIY
CylepHaTaHTa W3HAJ Tajora KpBHMX henuja, yyBaH je Ha -80°C panu JajbuX aHaIu3a.
Jpyru neo KpBM cakymjbaH je Yy €NpyBeTe ca aHTUKoaryiaHcoMm xemapuHom (1000 IU
xenapuHa). Hekoarynucana xpB je nentpudyrupana Ha 4000 x g y Tpajawy on 15 Munyra.
[Tna3ma, y BUy cynepHaTaHTa U3HAJ Tajora epuTpolLurTa, YyBaHa je 3a JlaJbe aHaJu3e Ha -
80°C. VY3opuu cepyMa KopHIINEHH Cy 3a MEpeme KOHIEHTpalldje WHCYJIMHA, ajJaHHhH-
(AST), n acmaprar- (ALT) amuHOTpaHcdepaza, Kao M 3a aHaIU3y HHUBOA MPOTEHHA
HMGBI. TIInazma je xopumhena 3a wmepeme KonmeHTpanuja HyO,, Oz_ u

MaJIOHIHUAJIACXHAA.
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Hakon 0p3e u3onamnuje, oaqmMax 1o ACKanuTalHjd, MEPeHa je mMaca jeTpe. 3aTuM je
y3UMaH JIeO jeTpe paju JlaJbe MPUIPEME XUCTOJOMIKHUX Tpernapara, KOMET eceja, YKYIMHUX
XoMoreHara TkuBa u cyohenujckux ¢pakmuja. Ocrarak TKMBa je 3aMp3aBaH M YyBaH Ha

-80°C.

3.3. MeToae

3.3.1. OnpehuBame KOHIEHTPALMje HHCYJIMHA Yy CEPyMy

KonnenTpanuja nacyanHa y cepyMmy ojapehBaHa je eH3MMCKUM UMYyHOECEjOM (CHT.
Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA), npema npuiaoXeHOM yIyTCTBY
npousBohaua (Mercodia Rat Insulin ELISA, Uppsala, Sweden). [Ipouienypa ce 3acHuBa Ha
JUPEKTHO] CEHJBUY TEXHHIM Y KOjO] C€ KOPHUCTE JBa MOHOKJIOHCKA aHTHUTENA Koja Cy
cnenn(ruyHa 3a pa3IUYNTE AHTUTEHE JETEPMHHAHTE MAIlOBCKOT MHCYJIMHCKOT MOJIEKYJa.
3a BpeMe MHKyOaluje, HHCYJIMH U3 TECTUPAHOT y30pKa pearyje ca jeHe CTpaHe ca aHTHU-
MHCYJIMHCKUM aHTUTENIOM KOje je Be3aHO 3a JHO OyHapuha y MHUKpPOTHUTap IUIOYH, a ca
Jpyre CTpaHe ca aHTH-WHCYJIWHCKAM aHTHTEJIOM KOHYIOBaHHUM ca TEPOKCHIAa30M peHa
(enr. horseradish peroxidase — HRP) xoje ce ngerexryje peakmujom ca 3,3°,5,5°-

terpametuidensuanaom (TMB).

TokoM ekcriepuMeHTa Cy Ha MHUKPOTHUTAp IJIode OOJIOKEHE AHTUTEJIOM Ha HWHCYIHH,
JojaBaHa ofroBapajyha pasOnakema CTaHIapJa ¥ HCHMTHBAHU Y30pIHM CcepyMa Yy
TpurMkary. [Ipeko BHX je HaJuBaH pPacTBOP EH3UMCKOT KOmYyraTa (IepoKCHAa30M
KOFYTOBAaHO MOHOKJIOHCKO aHTH-MHCYJIMH aHTUTeNo). HakoH qBOYacoBHE MHKyOamuje Ha
coOHOj Temmeparypu OyHapuhu cy ucnupaHd mydepoMm 3a ucnupame ner myra. Hakon
nocienmer, y Oynapuhe je 1ogaBaH cyrncrpar U nuHKyOupan 15 munyra. HakoH npekuaama
peakiuje HaJluBameM ,,cTon™ pactBopa, y ELISA untauy je mepena amncopOania Ha 450
nm. Ha ocHOBY craHmapiHe KpWBE BpPEAHOCTH CTaHJApia, OYHTAaBaHE CY BPEIHOCTH

o/roBapajyhux KOHIIEHTpalllja UHCYJIUHA Y UICIIUTUBAHUM CepyMuMa, uzpaxene y pmol/l.
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3.3.2. OnpehuBame konuenrpanuje ALT u AST

AxtuBHOCcTH amuHOTpaHcdepaza (ALT wu AST) cepyma oxapehuBane cy
kopuitheweMm ontuMmu3zoBaHe cranmapaHe kuHetwuke Meroae IFCC (enr. International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine).

[Ipunuun MeToie 3aCHUBA C€ HA YMILEHUIM J1a y npucyctBy AST, a-keToriayrapar
pearyje ca L-acniaprarom u gopmupa L-rmyramar u okcanoanerart, 10K y npucyctsy ALT,
o-KeToriyrapar pearyje ca L-amanuHom u ¢opmupa L-rimyramart u nupysat. MHIuKaTOp
peaKIiifje KOPUCTH OKCaloaleTaT, OJJHOCHO MUPYBAaT 32 KWHETHYKO oJpehUBambe MOTPOIIHE
NADH (auxkotuHamup aneHuH auHykineotun). Oxcunanuja NADH ce onpelyje npahemem
cMmamema ancopbanie Ha 340/380 nm y BpeMeHy Koje je MPONOPIHMOHATHO aKTUBHOCTHMA
AST, onnocHo ALT y cepymy. JloOujene Bpennoctu 3a AST u ALT wuspaxaBane cy y
jenuaunama/mutpy (U/).

3.3.3. OapehuBame konuenrpaumje IL-6 u TNF-a y cepymy

Konnenrpanuje IL-6 u TNF-a y cepymy oapehuBane cy €eH3UMCKUM UMYHOECE]OM
(ELISA) mnpema mnpunoxeHoM ynyTcTBy mpousBohaua (3a IL-6 (R&D systems,
Minneapolis, MN), 3a TNF-a (TNF alpha Rat ELISA Kit, Thermo Scientific)).
[TpuHIMI MeTo/ie eH3UMCKOT UMYHOEceja 3a oipehuBame KOHLIEHTpalija 00a NCITUBAHA
LUTOKMHA 3aCHMBA CE€ HA JUPEKTHO] CEHJBUY TEXHUIIM Y KOjO] MOHOKJIOHCKO aHTHUTENO Ha
oaroBapajyhu mpoTeuH, KojuM je 00JI0KeHO THO OyHapuha y MUKpPOTHUTAap IUIOYH, BE3yje
IL-6, omnocHo TNF-a 13 crangapaa uiam y3opka. 3a UCIUTHBAHU MIPOTEHH CE€ 3aTHUM Be3yje
Jpyro OMOTHH-KOBYrOBaHO aHTHUTENo koje he Besaru crpentaBuauH-HRP, xoju Hakon
JI0/TaBama CyIcTpaTa 3a MepoKCUIasy /1aje 000jeHn MPOIYKT Yrja ce arcopOaHiia Mepy Ha
450 nm U y IUPEKTHO] je KopelalMju ca KOJMYUHOM OoJroBapajyher mporernHa y cepymy
jeTpe marosa.

CBH pacTBOpH Cy IPUIIPEMaHH MpeMa YIyTCTBUMa IPOn3Bohaya, HEMOCPEIHO Ipea
ynotpeOy u TemnepupaHu Ha coOHOj Temnepatypu. 3a ojnpehuBame koHueHTpauuja IL-6 u

TNF-a xopuuthene cy MUKpoTUTap Iiode OO0JIOKEHE oAroBapajyhum aHturenom. Y
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onrosapajyhe Oynapuhe Mukporurap mioda aojaBaHu cy, o Beh yrBpheHom pemocrneny,
CTaHJApAX W UCIHUTUBAHHU y30puH (cepymu) y 3ampemuuu ox 100 pl, y Tpurmmmkary. Y
OyHapuhe je 3aTUM J107aBaH PacTBOP OMOTHH KOMWyrara (OMOTHHOM KOHYTOBAaHO aHTHTEIIO
Ha IL-6, omnocHo TNF-0) m mHKyOuMpaHo nBa cata Ha coOHO] Temmeparypu. Hakxon
U3BpIlIEHE MHKyOauuje cBu OyHapuhu cy umcnupanu ner myra ca mo 300 pl mydepa 3a
ucnupame. Hakon mocnenmer ucnupama gogaBaHo je mo 100 pl crpentaBumun-HRP y
cBaku OyHapuh m mHKyOMpaHo 15 muHyTa. Peaknuja je 3ayctaBibeHa nomaBamem S50 pl
oarosapajyhe kucenune, HakoH 4era je y ELISA uutauy mepena ancopOania Ha 450 nm.
Ha ocHoBy ancop6aniu crangapaa ¢popmupane cy cranaapase kpuse 3a [L-6 u TNF-a, ca
KOjUX Cy OYMTaBaHe BpeIHOCTH oaroBapajyhmx xonuenrpanuja IL-6, ogaocHo TNF-a y

HCIIMTUBAHUM CEPYMHMaA U U3PAKCHE Y pg/rnl

3.3.4. OnpehuBame KOHIEHTPaNKje CYNIEPOKCH/I AHJOHA, BOAOHUK

MEPOKCHUAA U MAJOHAHAJICXHUAA

3.3.4.1. OnpehnBame KOHIEHTPaLHje CYNIEPOKCH/I AHjOHA

Cynepokcuy aHjoH pajuKaid y IUJIa3MHU JIETEKTOBaH je CHEKTPO(GOTOMETPH)CKOM
meronoM 1o Auclair u Voisin (Auclair u Voisin, 1985), koja ce 3acHuBa Ha peaAyKIHjH
HUTpPO IJIaBO TeTpasonujyma (eHr. nitroblue tetrazolium — NBT) ox ctpane cynepokcun
aHJOH pajauKaiga, KOJU TOM HpPUIUKOM (opMHpa TaMHU HECONYOMJIHU TPELUIUTAT
nudopmaszaH. Y KBaplHY KMBETY 3a aHAJIM3Y JI0JlaBaHa je peakioHa cMella Koja cafpxu 1
mM NBT (pactBopenor y 0,05M ¢ocharnom nydepy pH 8,6 ca 0,1 mM EDTA) u 0,1
mg/ml >xenaTuHa Koju dopmaszaH ofpkaBa y pactBopy. Pemykuuja NBT koja 3amounmme
nomaBameM S0 Wi Tutazme OemnexeHa je CreKTpo(OTOMETPH]CKHA Kao TPOMEHa arcopOaHIie
Ha 550 nm ToxkOoM mer muHyTa. [IpepauyHaBame je BpIIEHO TaKoO IITO j€ OJl MPOMEHE
aricopOaHIle y30pKa oAy3MMaHa MpoMeHa amcopOaHIie cierne npode, pasiuka je JesbeHa
kopekuoHuM ¢akropom (0,015) u 3anpemunom miasme (0,05 ml), a 3aTum je nobujena

BpeaHocT nesbena ca 1000 majyhu pesynrat y nmol NBT/ml mnazme.
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3.3.4.2. OnpehnBame KOHIeHTPaNKje BOAOHUK MEPOKCUAA

Konnenrpanuja Bomonuk mnepokcuaa (Hp,O,) y muasmm  onpehuBana je
cnekrpodoromerpujckom metonom 1o Pick u Kiesari (1980). 3acHuBa ce Ha okcuaanuju
denon mnpeeHor ca H,O, y mpucycTBy mnepokcuaaze peHa kao karanmzatopa. U 0,1 ml
y3opaka jgomaBaH je 1 ml pactBop ¢enon npsenor (140 mM NaCl, 10 mM kanujym-
docharnor mydepa, pH 7.0, 5.5 mM nexcrpose, 0.1 g/l denon upsenor, 8.5 U/ml (50
pl/ml) mepoxcunasze pena). Cmema je memiana Ha Vortex-Memanuiud U UHKyOupana 10
MUHYTa Ha COOHOj Temrieparypu. HakoH MCTeka OBOT BpeMeHa peakiija je 3aycTaB/beHa
monaBareM 1 N NaOH, nox pH cagpxkaja y empyBetama Huje mojemieHa Ha 12.5.
Arnicopbaniie yzopaka cy MepeHe crnekTpodoromerpujcku Ha 610 nm. Konuenrtpauwmje
H,0, cy ounTaBane ca oarosapajyhe cranmapane kpuse 3a H,O, u uzpaxapane y nmol/ml

Iasme.

3.3.4.3. OnpehuBame koHUeHTpanuje Magonauasaexuaa (MDA)

WHTEeH3UTEeT IMNKIHE IepoKcuaanuje oapehuBaH je y y30piumMa mia3zMe U YKYITHHX
xomorenara o metonu Ohkava u capanuuka (Ohkawa u cap., 1979). [lpunnun meroze je
0a3upaH Ha CIEKTPO(HOTOMETPUJCKOM OJipehuBamy MPOM3BOJAA JUIHUIHE TEPOKCUIAIIH]E,

manonauangexuna (MDA) u TnobapoutypHe KUCeIHe Y KUCENO0j CpeuH Ha 532 nm.

3a Mepemwe ManoHauanaexuna y rmiazmu y 250 upl mmasme momaBano je 125 pl
Tpuxyiop-cupherne kucenmune (28% TCA 'y Boau), BOPTEKCOBaHO, a 3aTUM
neHtpudyrupano 10 munyra Ha 3000 x g. Hakon nuentpudyrupama, cynepuataat (200 pl)
je mpebamuBaH y 4uCTy eneHaopd enpyBery u gonaBaHo je 50 pl TuoGapoutypHe
kucenute (1% TBA y 0.05N NaOH), BoprekcoBaHo, a 3aTUM MHKyOHMpaHO 15 MuHyTa Ha
95°C.

3a Mepeme ManoHauangexuaa y TKuBy, 10% XoMmoreHaty TKHBa jeTpe
npunpemsbeHoM y 1,15% pactBopy KCI (0,1 ml) momaje ce 8,1% SDS (0,2 ml), 20%
CH3;COOH, pH 3,5 (1,5 ml), 0,8% Bonenu pactBop TBA (1,5 ml) u 0,7 ml dH,0. Cmema

je uakyoupana Ha 95°C jenan caT, a 3aTuM oxJialleHa Ha coOHY Temnepatypy. OxinaheHoj
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cMmern oaaje ce 5 ml n-6yranona u nmupuauHa (15:1, v/v) u 1 ml dH,0, y3 jako Memmame.
Y3opuum ce nenTpudyrupajy 15 munyra va 3000 X g, nmpu uemy ce cTBapajy JBa clioja.
KoHnentpanuja THOOapOUTYpHE KHcCenWMHE — pearyjyhe cyrncranie (eHr.
thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) mepu ce y 060jeHOM ¢J10jy Ha TajlacHO]
nyxuHd 532 nm. Kao crangapa ymotpebsbaBa ce TETPaMETOKCUIIPONaH (MaJlOHAIJIEXU]
TEeTpaMeTHJI ameTan). BpemHocTH KOHIEHTpaldja MAVOHAMAIACXUAA y HCIUTUBAHUM
y30piuMa Iuia3Me Hu3pakaBaHe cy y nmol/ml, a y XxoMmoreHatuma TKuBa y nmol/mg

IIPOTCHUHA.

3.3.5. OnpehuBame JTHK omrehema y jerpu maioBa meToaom

komet eceja (enr. SCGE — Single Cell Gel Electrophoresis)

Crenen omrehewa JIHK y henujama jerpe oxpehuBan je ankaJHUM KOMET €CEjOM
o Meronu (Singh u cap., 1988). YV komer ananusu xopumihene cy henmje jerpe modujene
ycuTHhaBameM TkuBa y xiagHom HBSS mydepy ( 0,14 g/1 CaCl,, 0,4 g/l KCl, 0,06 g/l
KH,PO,, 0,1 g/l MgCl,x6H,0, 0,1 g/l MgS04x7H,0, 8,0 g/l NaCl, 0,35 g/l NaHCOs3, 0,09
g/l Na,HPO4x7H,0, 1,0 g/l D-rnyxo3e) koju je cagpxkasao 20 mM EDTA u 10% DMSO
(numetmncyndokeun). Jerpa je cedyeHa Hajupe Ha KpynHe komazae. Hakon cierama
HCEYEHUX KoMaja, mydep y KOMe je TKUBO CEYEHO je YKIIOmeH. Ha nceueHo TKuBO je 3aTum
J0J1aT CBEeX Mydep U 11e0 MOCTYIAK je MOHOBJbEeH. Y ciefehemM Kopaky jeTpa je yCUTH-eHa
Ha (uHe Komaauhe U u3 cycnensyje je ysumano 10 pl mo yzopky. Caku y3opak henujcke
cycnensuje memad je ca 75 pl 1% LMPA (enr. low melting point agarose — LMPA) u
nperemiiepupad Ha 42°C. PaBHOMEpHMM HakamaBambeM Y30pIHM CY pa3jiMBaHU Ha
NPETXOAHO MNPUIIPEMIJbEHE MHKPOCKOICKe Imtouuiie. [Ipunpema muiouune mnojapasymena
npekpuBame miounie 1,5% arapo3om Koja HaKoH cylema (popMupa TaHaK CJI0j Ha KOJU ce
HAaHOCHU y30pak. Arapose cy mpasbeHe y PBS mydepy (20mM Na,HPO,, 10mM KCl,
70mM KH,PO,, 340 mM NaCl, pH 7.4). Hakon Hanomema y3opka pactBopeHor y LMPA
Ha MHUKPOCKOIICKY IJIOYHILY, TOCTaBJba C€ NMOKPOBHO CTAKJIO M IMpenapar ce uHkyoupa 10
MHUHYTa Kako OM ce araposa CTerja. 3aTMM Ce IOKPOBHO CTaKJIO YKJIama U HaHOCHU CE€ jOUI

jenan cioj 1% LMPA, koju ce kao 1 y IpeTX0AHOM KOpaKy MOKPHUBA MMOKPOBHUM CTaKJIOM.
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Haxkon cre3ama arapose MoHOBO C€ yKJama MOKPOBHO CTakJI0. MUKPOCKOIICKE IJIOYHIIE Ce
3aTHM CMEIITAjy y XJaaaH mydep 3a mm3y. (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI,
1% Triton X-100, 10% DMSO, pH nydepa 10,0) Tokom aBa cata nHa 4°C. Hakon
TU3Upama, MUKPOCKOIICKE IUIOUUIIe Cy MoTamaHe y mydep 3a enekrpodopesy (300 mM
NaOH, 1mM EDTA, pH nydepa 13,0) Tokom 30 munyra Ha 4°C. Y 0BOM KOpaKy OJBHja
ce nenarypaumja JIHK nHa 06asnom pH. Ilnouune cy mame cMmemTaHe y CHCTEM 3a
enexktpodopesy, koja je Tpajana 30 muayTta npu Harmony ox 0,01 kV u jaumnu crpyje on
139 mA. Ilo 3aBpmieHOj enexTpodopesu, IUIOUHUIEe Cy HCIIPaHe TPH IyTa 10 NeT MUHYTa y
nydepy 3a nHeyrpammzanujy (0,4 Tris-HCl pH 7,4) u obenexxene 00joM 3a HYKJIECHHCKE
kucenmnHe SYBR GREEN 1 (Sigma Aldrich, S 9430). Komere cy BusyanusoBaHe U
dororpaducane nomohy rmyopecuentnor mukpockomna Leica DMLB (yBehame 40x) koju

je moBe3an ca CCD kamepom.

Komerte cy knacudukoBaHe BU3yeTHOM METOJOM y meT kateropuja: 0, 1, 2, 3 u 4.
Kareropuja 0 oOyxBara henuje 6e3 omrehema, kareropuje 1, 2 u 3 oOyxBarajy henmje ca
KpaTKoM, cpeamoM u ayraukoM murpanujom JJHK, nok kareropuju 4 mpunanajy hemuje ca
BeoMa BelMMKMM omTehemnma (Mana riaBa M Ayradak pen komere). Kpantudukaruja
mapamerapa = KOMeTa  BpIIEHa  je  ymoTpeOoM  KOMIjyTepcKor  Iporpama
TriTekCometScore  Freeware v1.5. IIpukasaH je mapamerap ,,0MHB® MOMEHT (IIPOH3BOL
npouenta ykynue JJHK y peny u pacrojama nsmely nenrapa mace riiaBe M pernHux peruja

komete). CBe BpeIHOCTH U3paXKeHe Cy apOMTpapHUM jeTUHHIIaMa.

3.3.6. Mepeme aKTUBHOCTH €H3UMA AHTHOKCUIATHBHE 3alTUTE Y

jerpu

AKTHBHOCT aHTHOKCHJATHBHUX €H3MMa y jeTpu MepeHa je Kopuuthewem 10%
XOMOI'€HaTa CBEXeE JeTpe, MPUIPEMIBEHOM Y CYKpo3HOM mydepy (250 mM cykpose, | mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4) u uentpudyrupanom va 100000 x g, Tokom 90 Munyra,

Ha 4°C. JlobujeHu cynepHaTaHTH YyBaHHU cy 3a cieaehe ananuze Ha -80°C.
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3.3.6.1. OnpehuBame akTuBHOCTH KaTtajaase (CAT)

AxtuBHoct CAT je ompehena mo meronu Beutler (Beutler, 1982). Metona ce
3aCHUBA Ha Mepemy crenena aerpaganuje HoO, aktuBHOmhy KaTanasze NpucyTHe Y Y30pKY.
Peakmuja ce ogurpaBasia y HHKyOalMoHoO] cMemn koja je ykibyuuBana TE mydep pH 8.0
(IM TRIS -HCI pH 8,0, 5mM EDTA), xomorenar jerpe u 10 mM H,O,.

VY crakneny kuBery cumnato je 1,5 ml moxemenor pacrsopa H,O, y TE nydepy u y3opax
(5-10 pl). Peakmuja je 3amoummana qo/aBambeM y30pka y mydep, a maja armcopOaHIe je
npahen cnektpodoromerpujcku Ha 230 nm, TOKOM TpU MUHYTA, HAa TemnepaTtypu oxa 25°C.
Kako Ou Oumno u3berHyro cTBapame Mexypuha ycien ocinoOahama KHCEOHHKAa TOKOM
peakije, HeonxoaHo je na konuentpauuja H,O, uznocu tauno 10 mM. Konuenrparuja
H,0, onpehusana je mepemem amcop6banne 0,9 ml 1 M TE nydepa, pH 7,0 (pa3dnaxen
JECTHJIOBAaHOM BojJiIoM y onmHocy 1:10) m Ha Taj HaumH noOujeHa je amcopOanma Al. Y
cnenehem kopaky je momasano 0,1 ml 30% H,O, (pa3bnaxkeH AecTUIOBAHOM BOAOM Y
onnocy 1:100) u mepeHna je amncopbanua A2. BpenHocT MUIMMOJIAPHOT €KCTUHKIIMOHOT
KoeduirjeHTa 3a BoAoHUK mepokcua Ha 230 nm um3Hocum 0,071, MOK je KOHIEHTpaluja
pasbnaxxeHor BoJoHUK Tmiepokcuaa c=141 mmol (A2-Al). PactBop H,0,, xoHIIeHTpauje
10 mmol, nobujan je pa3biaxkuBameM BOJOHUK IEpPOKCHIA JECTUIOBAHOM BOJOM Yy
onHocy ¢/10. AxtuBHocT CAT u3pakaBaHa je y jeIMHHUIIAMa MO MUJIMIPaMy MpOTEUHA
(U/mg npoteuna). JeauHuia akTUBHOCTH KaTajlaze JepUHUCAHA je Kao Opoj MUIMMOJIOBA

H,0,; penykoBanux y munyty (mmol H,O,/min).

3.3.6.2. OnpehuBame aKTUBHOCTH CYNEPOKCH/I TUCMYTAa3e

AKTUBHOCT eH3uMa cynepokcua aucmyrtasze (SOD) onpehuBana je enuHeppruHCKOM
metonoMm (Misra u Fridovich, 1972). Metona je 3acHoBana Ha crocodoHoctu SOD,
IPUCYTHOT Y Y30pKYy pacTBopeHoM Yy 50 mM Hatpujym-kapbonatnom nydepy pH 10,2, na
WHXUOMpa ayrookcunanujy enunedpruna. Cmameme Op3uHE ayTOOKCHIAIM]E aJpeHaInHa,
3aBUCHE O]l CYNEPOKCHJ aHjoH paaukaisa kora ykiaama SOD, mnpahena je
CHEeKTPO(POTOMETPHUjCKU. Y CTaKJIEHY KHUBETY 3a OYMTaBam-€ J10/1aBaHo je 3 ml HaTpujym-

KapOOHATHOT Mmydepa, y30pak U KOJUYMHA MOICHICHOT pacTBopa aapeHanuHa. [Ipomena
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ancopbaniie mpahena je cnektpodoromerpujcku Ha 480 nm, Ha Temmeparypu ox 25°C,
TokoM 10 mMuHyTa. OunTaBame je BPIICHO HAa CBAKM MUHYT. 32 M3pauyHABaHkE BPEIHOCTH
SOD xopumiheHa je BpeIHOCT pOMEHe arcopOaHIle y30pka mpema ciernoj npoou (3 ml
HaTpHjyM-KapOoHaTHOT mydepa + KonuynHa enuHeYpPHHA YMja je MpOMEeHa ancopOaHIe y
orcery on 0,020 mo 0,022). Jenununa aktuBHOCcTH SOD neduHUIIE ce Kao KOJIMYHMHA
eH3uMa koja uzasuBa 50% HHXUOHIMje ayTOOKCHUIAIMje enuHePprUHa y JIMHEAPHOM eIy
npomene ancopOaniie. AktuBHocTr SOD 3a TKHBO jeTpe NpeAcTaBibajy YKYIHY aKTHBHOCT
cynepokcua aucmyrase, kojy unHe CuZnSOD u MnSOD. AKTHUBHOCT je M3paxkaBaHa Y

jeauHMIIamMa 1o MuiMrpamy nporenHa (U/mg nporenHa).

3.3.6.3. OnpehuBame aKTUBHOCTH TJIyTATHOH-S-TpaHcdepa3ze

AKTHBHOCT eH3uMa  TiyratuoH-S-tpancdepaze (GST) oxppehuBana  je
CHeKTPO(OTOMETPH]CKH, IO METOIU KOjy cy onucanu Habig u capagaumm (Habig u cap.,
1974). Metona je Oasupana Ha peakuuju 1-xyopo-2,4-munutpodenzena (CDNB) ca
cynpxuapunaom (-SH) rpymnom peaykoBaHor rayratuoHa (GSH) koja je karanu3oBaHa
GST, npucyrHom y y30pky. Peakimona cmermia caapxkana je 0,5 M docdarau nydep pH
6,5 (KH,PO4 u K;HPOy4), 30 mM CDNB y aectuinoBaHoj Boau, NMPBO j€ HHKyOMpaHa Ha
37°C, Tokom 5 munyta. Peakuuja je 3amouera JojaBambeM XomoreHata jerpe u 20 mM
GSH.

VYV kBapliHy KMBETY 3a O4YMTaBame jojaBaHo je 1,5 ml necrunmoane Boxe, 0,1 ml
CDNB, 0,6 ml d¢ocdarnor nydepa u 0,3 ml GSH. Peakiuja je 3amounmana gonaBambeM
xomorenara jerpe u GSH. [Ilpahewme mnpomene amcopbanue mnpaheHo je
CHEKTPO(POTOMETPHU]CKHU MpeMa CJIeroj MpooH (CBU pacTBOPH Kao 3a aHAIMU3Y, OCHUM y30pKa)
Ha TajacHoj nykuHH ox 340 nm, Ha Temneparypu on 25°C , cBakux 30 cekyHIU, TOKOM
Tpu MuHyTa. AKkTUBHOCT GST y TKHBY jeTpe u3paxkena je y HaHomosnnMa GSH yTporenum

y MUHYTY Ha mg npoTterHa (nmol GSH/Mun/mg nporenna = U/mg npotenHa).
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3.3.7. llpunpeMa yKymHOI XOMOI€HATA jeTpe

[Tpema meronu Choi m Waxmana (Choi 1 Waxman, 1999), tkuso jerpe (200 mg)
XOMOTEHH30BaHO je y CTaKJIEHOM XOMOTreHu3epy Ha yeny y 0,6 ml oxnahenor mydepa koju
je camgpxkao 10 mM Tris-HCI pH=7,6, 1 mM EDTA, 250 mM caxapo3y, npoTeasHe u
docdarazne uaxuodurope (5 mg/ml anporuauna, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVOs;, 5 mg/ml
aeynentuHa). XomoreHat je ueHtpudyrupan 20 munyra Ha Op3unm ox 3000 x gy
Eppendorf 5415 R uentpudyru, nHa 4°C. CymepHaTaHT KOjH TPEICTaBJha YKYITHH
NPOTEUHCKU €KCTPAKT MpedadeH je y HOBY eNpyBeTy, ATMKBOTHPAH je, a 3aTUM YyBaH Ha -

80°C 3a nasbe Kopuiheme.

3.3.8. M30aanuja cyOhennjcknx nporenHcKux Gppakumja

3a u3onanujy cyohenujckux ¢pakuuja nporernna kopuithen je Subcellular Protein
Fractionation Kit for Tissues (Thermo Scientific, CAl). [Ipouenypa uzonamnuje pahena je
npema ymyrctBuMma npomsBohaua. 200 mg TKMBa jeTpe HEXHO je HCIPAHO y JIEACHO
xnagaoM PBS. Hakon yknamama BHIIIKAa TEYHOCTH, TKHBO J€ YCUTH,GHO Ha KoMmaiauhe, a
3aTUM IpedaueHo y MpeTXoHO oxjial)eHn xoMoreHu3ep. XoMoreHusaiuja je spiiesa y 10-
20 3aBeciaja y JIEIEHO XJIAJHOM IUTOIUIa3MAaTCKOM €KCTPAaKIMOHOM Tnydepy (eHr.
cytoplasmic extraction buffer — CEB), kome je mpeTxoaHo 0JaT KOKTeN MpOTea3HUuX U
docdarazaux uaxuduropa (5 mg/ml anporununa, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVOs, 5 mg/ml

JICYNEeNTHHA).

IMoctynak cy0heanjckor ppaknuonncama nporenHa

Ilenuspka (cacTaBHU /1€0 KUTA) j€ CTaB/beHA Yy KOHUYHY eNpyBeTy 3anpemMute 15 ml
KOja ce Hajaswia Ha jeny. HakoH mpeOanuBama MPEeTXOAHO MPUIIPEMIBEHOI XOMOTIeHAaTa
TKUBa y €MpYyBETY ca IeAUbKOM, BPIICHO je meHTpudyrupame Ha 500 X g y Tpajamy o1
et muHyTa. JloOujeHn cymepHaTaHT (IMTOIUIa3MaTcKa (pakiyja) 3aTuM je mpebadeHa y
YUCTY, MPETXOIHO oxJal)eHy enpyBeTy Ha Jieay. Y MPeocTald Talor je HAKOH TOTa CHUIlaH
JeIeHO XJIQJHU MeMOpaHCKM eKCTpakIMOoHM mydep (eHr. membrane extraction buffer —

MEB), koMe cy NpeTX0AHO 10AaTH MpoTea3Hu nHXuOuTopu. HakoH BopTekcoBama cmelie
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y Tpajamy OJ] IeT CeKyHIU Ha HajBehoj Op3uHU, BpIIeHa je nHKyOanuja y3 01aro myhkame,
TOKOM JeceT MuHyTa, Ha 4°C. Tlocne moHOBHOr IEeHTpUyTHpama Yy Tpajamkby Ol IeT
munyTa Ha 3000 X g, noOujeHn cynepHaTaHT (MeMOpaHcKa dpakinja) mpedadeH je y YnucTy,
OpeTXoAHo oxJjaheHy empyBeTy Ha jeay. Y NPEeocTald TaJOT CHUIIAH je JICACHO XJIaIHH
jenapuu ekcrpakuuoHu mydep (eHr. nuclear extraction buffer — NEB), kome cy nperxoiHo
JOJIaTH TIPOTea3Hu MHXUOUTOpH. CIennio je BOPTEKCOBAakE CMEIe O METHACCT CeKYHIU
Ha HajBehoj Op3uHM, 3aTUM MHKYyOaIMja oa TpuaeceT MmuHyTa Ha 4°C, y3 Omaro myhkame.
Haxon nentpudyrupama y Tpajamy o netr munyta Ha 5000 x g, cynepHatanT (comyOmiHa
jenapHa ¢paknuja) je mpebadyeH y YHCTY, NMPETXOAHO oxyaleHy empyBeTy Ha Jjemy. Y
MpPEeocTalld TaJloT je 3aTHM J0JlaBaH XPOMATHH-Be3yjyhu eKkcTpakiuoHu mydep Koju je
nobujen nogasameM 5 pl 100 mM CaCl, u 3 pl mukpokokanue nykiease (300 jequnuia) y
100 ul NEB mydepa. Hakon BopTekcoBama cMmenie Ha HajBehoj Op3uHHM, TIETHACCT CEKYH/IH,
ernpyBeTa ca caap)kKajeM je MHKyOuWpaHa TPHAECeT MHHYTa Ha coOHOj Temreparypu. OBaj
Kopak npaheH je BOpTeKCoBameM, a 3aTUM U IeHTpudyrupamem Ha 16000 x g, y Tpajamy
on mer muHyTta. JloOMjeHM cymepHATaHT NpeACTaB/ba XPOMaTUH-Be3yjyhy Qpakiujy.

N3onoBane ¢pakuuje cy gyyBane Ha -80°C 3a gajpe aHanm3e.

3.3.9. M3o1anuja coryOniHe jenapHe nporenHcke gppakuuje

ConyOunHu jemapHU TPOTEMHM XEMaTolUTa TaroBa HM30JIOBAHH Cy IO METOIU
Gorskog u capannuka. (Gorski u cap., 1986). Metoaa je 3acHoBaHa Ha U30JIALU]H jeslapa y
nydepy ca HUCKOM KOHIIEHTPAlMjOM COJM M BHCOKOM KOHIIEHTPALlMjOM caxapo3e H
rmiepona. Y mydgepy OBaKBOT cacTaBa, je/ipa Cy JeIMHE CTPYKTYpe KOje C€ TAI0KE TOKOM
TPUIECETOMUHYTHOT THeHTpudyrupama. Y [uJby CIpedaBama JIelioBama EHIOTEHUX
HyKJiea3a TOKOM H30JIalfje, JBOBAJEHTHU KaTjoHM ce Ykiamajy nomohy EDTA wu
3aMemyjy MOJUaMMHOM crepMuanHoM. OBaj MOCTyHak clipedyaBa JEJOBabe EHIOTCHUX
HyKJiea3a Ha XpPOMaTHH, YHje je OJAp)KaBamke y HEHAPYIICHOM CTalkby BaXXHO 33 HErOBO

MOTIYHO yKJIamamke y KACHH]eM KOpaKy u3oJjalyje.
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Hakon Bahema, jeTpa je XoMmoreHu3oBaHa Ha Jeay y nydepy 3a xomoreruzanyjy (10 mM
Hepes pH 7,6, 25 mM KCIl, 5 mM MgCl,, ImM EDTA, 1 mM cnepmuauna, 1 mM
denunmeruncynounundiayopuna (PMSF), I mM autuorpurtona (DTT), 10% riuuepona, 2
M caxapo3za). [locne mpoBiauema Kpo3 JBOCTPYKH CIIOj CTEPHIIHE ra3e, XOMOTEHAT je
HACJIOjeH Ha jacTyde oj mydepa 3a xomoreHusanujy. Hakon nentpudyrupama y Tpajamy
on tpunecer munyra Ha 72000 x g Ha 4°C (Beckman Coulter L7-55, potop SW 28,
[lIBajiiapcka), Ttamor mAoOWMjEHUX jemapa j€ PECyCleHIOBaH y cMmemu Imydepa 3a
xoMoreHusanujy u riauneposa (y omHocy 9:1, v/v). Ilocme OGmaror XoMOTreHHM30Bamba
XOMOTEHAT je HAcJOjeH Ha jacTyde M MOHOBO HeHTpudyrupan (rotor SW 28, 72000 x g,
Tpuznecer MuHyta, Ha 4°C). Jempa cy 3aTuM Ju3MpaHa XOMOTEHU30BAaHBEM Yy CBEXKE
npunpemibeHoM nusupajyhem nydepy (10 mM Hepes pH 7,6, 100 mM KCl, 5 mM MgCl,,
0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 10% raunepon). Y muby yKiIamama
XpOMaTuHa, y CYCHEH3HW]y je, y3 CTaJHO Mellame, yKamaBaH pactBop 4 M aMOHHjyM-
cyndara (NHy),SO4 o punanue xonnenrpamuje ox 0,36 M. XpomaTus je obapaH TOKOM
JeAHOYacOBHOT LieHTpUdyrupama Bucko3Hor iu3zara Ha 82000 x g Ha 4°C y poropy Ti-50.
VY 01BOjeH cymepHaTaHT je A0JaBaH YBPCT aMOHHUjyM-cyndar n0 (GuHaIHe KOHIIEHTpaluje
on 0,3 g/ml. Hakon pactBapama amMoHHjyM-cyndaTa, y LHWJbY HCOJbaBama MPOTEHHA
BpIIleHa je WHKyOaiuja Ha Jnenay y Tpajamy on 20-30 muHyTa. JemapHu NpOTEMHU Cy
obopenu nentpudyrupamweMm (82000 x g, 30 munyra, 4°C, Ti-50) u nobujeHu Tayor je
pactBapan y mygepy 3a aujanusy (25 mM Hepes pH 7,6, 40 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1
mM EDTA, 10% rauuepon) M IujanusupaH je NMpeko Hohu Hacmpam mydepa ucTor
cacraBa. Jlujanmsupanu y3opak je neHtpudyrupan (mukpopyra MLW THI12, 9300 x g,

net MuHyTa, 4°C). CynepHaraHT je aTuKBOTUPAH U uyBaH Ha -80°c 110 ynorpebe.

3.3.10. OnpehuBame KOHIEHTPAIHje MPOTEUHA

Konnenrpanuje nporenna oapehusane cy merogom Lowry u capannuka (Lowry u cap.,
1951). Y3opak nporenna 3anpemure 5—10 pl pazdnaxen je BogoM 70 GuHATHE 3alpEeMUHE
ox 200 pl m momeman ca 1 ml cBexxe mpunpemsbeHOT pacTBopa koju caapxu 1 ml 1%

CuSOy4, 1 ml 2% K-Na-taprapata u 98 ml 2% Na,COs; y 0,1 N NaOH. Cwmema je
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MpoMeIiaHa W WHKyOHMpaHa TETHAeCT MUHYTa Ha COOHOj TemIepaTypH, MOCJie Yera je
y3opuuMa nonat PonuHOB peareHc paszOnaxkeH y omgHocy 1:2 (v/v). Hakon Tpumecer
MHHYTa MHKyOaIje Ha COOHOj TeMIepaTypHt, MepeHa je arcopbania y3opaka Ha 720 nm,
Hacrpam  ,.ciene mpobe Ha crektpodoromerpy  (Shimatzu UV-160, Jaman).
Konnenrpanuje mporemHa ouyuTaBaHe Ccy ca crapaapaHe mpase (A720) y dyHKuuju
KOHIIEHTpaIlMje TpoTenHa, Jo0ujeHe oapehuBamem  amcopOaHie  CTaHAAPIHHUX

KOHIIEHTpaI1ja CepyMCKOT al0yMHHA TOBEYETA.

3.3.11. Esxexrpodopercke TeXHUKE 32 pa3iBajambe IPOTEHHA

3.3.11.1. EaxekTpogopercko pa3aBajambe NPOTeMHA MO/ JeHaTypuiny hum

ycaosuma — 'immnuncka SDS-PAGE

3a pa3aBajakbe M KapakTepusalujy MpOTEeMHa IpeMa MOJEKYJICKUM Macama,
KopuIheHa je TeXHUKA jeTHOAMMEH3HOHATHE eJIeKTpodopese y MOJUAKPUITAMHUTHOM Telry
y TPHCYCTBY HaTpujyM-monermicyiadpara u rmmnuHa (rmunuacka SDS-PAGE). Oy

meroay nocrasuo je Laemmli 1970. ronune (Laemmli, 1970).

Enextpodopesa je Bpuena y Bio-Rad cucremy (Mini-PROTEAN 11, Electrophoresis Cell.
Cat. Num. 165-2940). Za pazaBajame nporerHa kopuirhen je 12% noiavakpuiiaMuaHu red,
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, 0,05% amonujym-nepcynpar (AMPS) u 0,1%
TEMED (rerpamerunenaunamun). HakoH mnonmmepusaiyje, Ha Tel 3a pa3liBajambe
MpoTenHa HalMBaH je 4% Tell 3a CKOHIIEHTpUcaBame y3opaka, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8,
0,1% SDS, 0,05% AMPS u 0,1% TEMED. Kao enexrponuu nydep kopuuthen je Tpuc-
ek nydep, 0,192 M rounun, 25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 1 0,1% SDS (Laemmli,
1970). Ilpotennu cy pactBapanu y nmydepy 3a y3opke koju caapxu 2% SDS, 0,0625 M
Tris-HCI, pH 6,8, 5% p-mepkanroeranon (B-ME) u 8,8% rmmmepon. Y nydepy 3a y3opke
IPOTEHUHU Cy JCHATYypHCAaHHU 3arpeBameM Yy Tpajamy ol Tpu MuHyTa Ha 95°C. Kpo3 ren 3a
CKOHIIEHTpUCaBame enekrpodopesa je tekna npu Hamony ox 0,12 kV, a xpo3 rem 3a

pasnBajatbe Ha 0,15 kV. Kao wmumukatopcka 0Ooja ymorpebspaBan je 0,1% pactBop
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Opomdenon wiaBor y mydepy 3a y3opke. [1o 3aBpmieTky enekrpodopese, TeloBu ¢y 00jeHr
Komacu (enr. Coomassie) miaBUM WM Cy KOpPHUIINEHH 32 IMPEHOC eNEeKTPO(OPETCKH

pa3lIBOjEeHHX MPOTEHHA Ha MeMOpaHe.

3.3.11.2. /IBoauMeH3HOHAJIHA ejieKTPodope3a NpoTenHAa HA

MNOJIHAKPUJIAMH/IHOM IeJjry

JBogumeH3roHaHa ren enekTpodopesa je komOuHamuja n3oenekTpodokycrupama
(ME®) u SDS-PAGE Beprukanne enekrpodopese (O’Farrell, 1975). Tlocrymak
moJipa3ymMeBa €IIeKTPOPOPETCKO pa3liBajambe MPOTCHHA Y JBE AWMMCEH3HWje, Hajupe Ha pH
IPaJMjeHTy Ha OCHOBY H30CICKTPUYHUX Tauaka — H30eleKTpodoKycupame (mpBa
TUMEH3Mja), a 3aTUM Ha MOJUAKPUIAMHUIHOM Treiy y npucyctBy SDS-a mo Mosiekyinckum

Macama (Ipyra TuMeH3H1ja).

3a pasnaBajambe MPOTEMHAa Yy MPBOj JUMEH3MJU IOJ JI€jCTBOM EJIEKTPUYHOI I10Jba,
KopuirheHu cy KOMEpIHjajTHH T'eJIOBH Y OOJIMKY Tpaka ca umoomucanuM pH rpanujeHTOoOM
3-10 (DryStrip pH 3-10 NL Amersham/LIFE Sciences GE Healthcare). ¥ npBom xopaky
BpILIEHA je pexuIparanuja Tpaka. Cmena 3a pexuaparanujy, punanse 3anpemune 125 pl 3a
NojeIMHAYHy Tpaky, caiapxana je nydep 3a pexunparauujy (4% CHAPS, 8M ypea),
MPOTEUHCKHU y30pak koju ce aHammsupa (30 pg), kao u 40 mM DTT, 2% IPG nydepa u
0,002% o6pomdenon mnasor (BPB), koju cy nomasanu npen ynorpedy. MukyOamuja Tpaka
y nydepy 3a pexujparalujy BpIleHa je y Tpajamby Of ABajeceT catu. Pexuapatucane
TpayMlile MOoCcTaBbaHe Cy 3aTUM Yy anapat 3a uzoenekrpodokycupame (Ettan™ IPGphor™ 3
Isoelectric Focusing System, GE Healthcare). Hakon uzoenektpodokycupama, cieano je
KOpak eKBWIMOpaluje KOJu TMpeAcTaBba TMPUIIPEMY Tpaka 3a JIBOJAMUMEH3UOHY
enexkTpoopesy. ExBunnbpanuja je Hajupe BpiieHa uHKybanujom tpaka y DTT nydepy 3a
exBunuOpanujy (6M ypea, 2% SDS, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 29,3% rnuuepon, 1% DTT)
y Tpajalkby OJ NeTHaecT MHHYTa, a 3aTHUM jJoIl meTHaecT MuHyTa y [AA nydepy 3a
exkBuHOpanujy (6M ypea, 2% SDS, 75 mM Tris-HCI pH 8,8, 29,3% rnunepomn, 4% 1AA).
Hakon exBunuOpamuje, Tpaka ca TNpOTEMHHUMA Y30pKa, pa3ABOjEeHHUM Ipema

U30€NIeKTPUYHO] TaukH, CMELITaHa je y amapar 3a enekrpodopesy (Mini-PROTEAN 11,
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Electrophoresis Cell. Cat. Num. 165-2940), y mwpy pasaBajama HpOTEHMHA W TpeMa
MOJIEKYJICKO] MacH. 3a pa3jBajame nporenHa kopuiiheH je 12% monuakpuiaMuIHu Te, 0
npouenypu omnucanoj y mnornariby 3.3.11.1. Ilo 3aBpmieTky enexktpodopese, T'eioBH Cy

6o0jern Commassie IIaBUM WK Cy MPEHOIICHH Ha MEMOpaHe.

3.3.11.3. bojem-e NpoTenHA HA NMOJMAKPWIAMHUJAHOM rejy cpedpom

Mertone Gojema mpoTerHa colmMa cpedpa, HAKOH eNeKTPO(OpeTCKOr pas3jiBajama
SDS-PAGE, 06a3upajy ce Ha pemykinuju joHa cpeOpa Be3aHUX 3a OOYHE JIaHIIe
aMHHOKHCEIIMHA Yy MeTalHO cpebpo. bojeme mporemHa cpebpom mpyxka MoryhHOCT
nerekuyje 0,1-1,0 ng npoteuna.

bojeme nporenna cpedbpom paheno je mo moaudukosanoj merogu Henkenshovena
u Dernicka (Heukeshoven u Dernick, 1985). ITo 3aBpmetky SDS-PAGE ren je moraman y
¢ukcatuB (10% rnamujanna cupherna kucenuna/30% eTaHod) y KoMme je UHKyOupaH
Hajmame 180 MunyTa. HakoH Tora ren je ucnupas Hajiupe 10% eranonom (2x10 munyta), a
3atuM jAectuinoBanoM BojgoM (3x10 wmmmyTa). Ilpe Oojema cpebpom H3BpIIEHA je
censutuBu3anuja rena dapmepoBum penyrepom (0,15% xamujym ¢epunujanun, 0,5%
NayS,0;3x5H,0, 0,05% Na,COs;) y Tpajary on 10 cekyHau, HAaKOH 4era je Tel UCIUpaH
BojioM (3x10 mMunyta). bojeme rena BpuieHo je TokoM 60 munyta y 0,1% pactBopy cpedpo
HuTpaTa. HakoH KpaTkor ncnupama BOJOM pa3BHjaHa je 00ja peIyKInjoM Be3aHor cpedpa
y pasBujauy (2,5% NayCOs3anx./0,02% ¢opmannexun). Peaknuja je 3aycraBibeHa
nortanameM rena y 1% pactBop cupherHe kucenune. HakoH 5 MuUHYyTa T€JI0BH Cy HCIHPAHU

BoJIoM (3x10 MuHyTa) y K0joj cy uyBaHu Ha +4°C.

3.3.12. IIpenoc nporenHa Ha MeMOpaHy

Hakon pasnBajama Ha SDS-PAGE, mporennu cy mnpeHetm Ha ojaroBapajyhe
MeMOpaHe TMOJ] yTUIajeM eJeKTpuuHe cTpyje mo metoau Burnettea (Burnette, 1981).
Kopumthene cy PVDF memOpane (enr. polyvinylidene difluoride, Hybond-P, RPN303F,

Amersham Pharmacia Biotech, ), xoje cy onTumm3oBaHe 3a mpeHoc mpoTenHa. [IpeHoc
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npoTeWHa BpIIEH je y MuHHM amapary 3a TpaHcgep (Bio-Rad, Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell). Hakon enexrpodopese, ren u memOpaHa Cy MHKyOUpaHU
TpUJECET MUHYTa y XJagHoMm mydepy 3a tpanchep (25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 192 mM
runuH, 20% Metanon). ['en m MeMOpaHa cy 3aTHM IOJIOKEHU Yy CEHABUY OJ (uirep
nanupa (Whatman 3MM) u cynhepa u nocraB/beHH y anapart 3a tpanchep. [lox yrumajem
KOHCTaHTHE CTpyje npeHoc je umao npexo Hohu Ha 0,03 kV m 40 mA. Ilo 3aBpiieHOM
Tpancepy memOpana je obojena Oojom Ponceau-S (1% Ponceau-S y 5% cuphetHoj
kucenuHu), a ren Coomassie IUIaBUM paju IMPOBEpe HCHPABHOCTH TOKa TpaHcdepa u

enekTpodopese. MemOpaHe cy najbe KopuirheHe 32 UMyHOOJIOT aHAITU3Y.

3.3.13. UmyHO00JI0T aHAIM3a IPOTEUHA

HmyHonomika 1eTexiyja npoterna pahena je mo moaudukoanoj meroau Towbin u
capagauka (Towbin m cap., 1979). MemOpaHe ca TpeHETUM MPOTCHHUMA HAJIpE CY
UCIMpaHe JBa /10 TPH IyTa, y Tpajamy oA JeceT MuHyta, y 0,2 % pactBopy Tween 20 y
TBS nydepy (20 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl), ckpaheno TBS-T. Hakon
UCIUpamka, TMPOTEMHH Ha MeMOpaHu cy OJOKMpaHU  YETPJECETHETOMUHYTHUM
uHKyOupameM y 5% HemacHOM MIieky pactBopeHoM y TBS-T mydepy, Ha coOHOJ
TeMmIeparypu, y3 Jlarano myhkame. MeMmOpaHe Cy 3aTUM HCIIpaHe ca Tpu Op3e HM3MeHe
nydepa u Tpu nyra no 15-5-5 munyra y TBS-T nydepy. Hakon tora memOpane cy
UHKyOUpaHe ca MpUMapHUM aHTHTEJIOM pa30iakeHUMM y oaroBapajyhem omHocy ca 3%
MJIEKOM/cepyMOM TroBedeTa, pactBopeHoMm y TBS-T nydepy, 90 munyra Ha coOHOJ
Temneparypu y3 jaraHo myhkame. Ilo 3aBpiieHoj uHkyOanuju, memOpaHe cy UCIpaHe ca
Tpu Op3e u3MmeHe nydepa u Tpu nyra no 15-5-5 munyra y TBS-T mydepy. 3atum cy
UHKYOUpaHEe ca CEeKyHJapHUM AaHTUTEJIOM KOjé jeé KOHIbYIOBAaHO IEPOKCHUIA30M peHa Yy
onrosapajyhem paszbnaxemy, y pactBopy 3% wmueka y TBS-T, 60 munyra Ha cOOHO]
Temmneparypu y3 jaraHo myhkamwe. HakoH jenHocaTHe WHKyOaluje, HeBe3aHa CEeKyHJIapHa
aHTUTENA Cy OJICTPa-eHa UCIIUPabEM, NeT IyTa 1o neT MuHyTa y pactBopy TBS-T. Hakon

Tora, paleHa je Bu3yaiuzanuja Harpal)eHHX KOMILJIEKCa AaHTUTEH-aHTUTEN0, OojermeM

59



MemOpane symuHon pearencom (Western Blotting Chemiluminescence Luminol Reagent,

Solution A and Solution B, Santa Cruz Biotechnology, sc-2048, CAJl) u craBhameM MO
¢unmoBe (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, RPN3103K, CAJl) npema

ynyTcTBuMa npousBohava. Kpantudukamnuja nporenHa je ypahena y nporpamy (Phoretix

v1.1) 1 u3pakeHa penaTUBHUM jeAMHUIIAMA.

Ta6ena 3.1. [Tonanu o npuMapHUM aHTUTEIMMA KOPUIINEHUM y UMYHOOJIOT aHAIN3H

MouJekyJicka

AHTHIEH maca (kDa) Iopexkno IIpousBohau Pazonaxeme
HMGB1 29 3eyje Abcam 1:1000
HMGB1 29 MHulllje Cell Signaling 1:3000
CAT 60 3eyje Abcam 1:1000
CuZnSOD 19 KO3je Santa Cruz 1:750
MnSOD 25 3edje Santa Cruz 1:1000
TNF-a 26 MHUIITje Abcam 1:200
IL-6 25 Ko3je Santa Cruz 1:400
ALeTui-mu3uH 3eyje Cell Signaling 1:1000
TLR4 95 3eyje Abcam 1:500
p38 38 3euje Santa Cruz 1:1000
p-p38 38 3euje Santa Cruz 1:750
ERK1/2 44,42 3euje Santa Cruz 1:1250
p-ERK 1/2 44,42 Ko3je Santa Cruz 1:750
JNK 46,54 MHUIllje Abcam 1:1000
p-JNK 46 Ko3je Santa Cruz 1:750
NF«B p65 65 3euje Cell Signaling 1:1000
p- NFkB p65 65 3euje Santa Cruz 1:750
JAK1 130 3euje Santa Cruz 1:1000
p-JAKI 130 Ko3je Santa Cruz 1:1000
STAT3 91,86 3eyje Cell Signaling 1:2000
p-STAT3 91,86 3eyje Cell Signaling 1:1000
HO-1 32 KO3je Santa Cruz 1:5000
Nrf2 60 3edje Abcam 1:400
Hp-B 45 3eyje Abcam 1:8000
pS3 53 3edje Abcam 1:1000
p21 21 3eydje Santa Cruz 1:1000
Huknun D1 36 3edje Santa Cruz 1:100
B-akTuH 40 3edje Abcam 1:1000
Jlamun B 68 KO3je Santa Cruz 1:1000
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3.3.14. Ko-umyHOnpeuunuTamuja npoTenHa

NMyHonpenunuTaiyja ce KOPHUCTH 3a H3ydaBamke OHWOXEMHjCKMX OCOOMHA U
HOCTTPAHCJIAIMOHUX MOAM(UKAIMja MPOTeHHa, Ka0 W NPOTEHH-IPOTEHH HHTEPaKIHja.
Mertoza je 3acHOBaHA HAa WHTEPAKIUjU JKEJbEHOT MPOTEHHA ca OAroBapajyhuM aHTHUTEIOM
mro oMoryhaBa m3ABajame MPOTEHHA W3 NMPOTEHMHCKE (pakuuje win hemujckor nmsara.
Hacramn xommuiekc u3mel)y mporenHa W aHTHTeNa W3ABaja ce momohy crenmduyHor,
HECOJyOMJIHOI TNPOTEHMHAa KOjU MMa CIIOCOOHOCT BE3MBama AaHTHUTENA, O3HAYEHOI Kao
[Ipoteun A, omuocHo Ilporenn G. IIporennu A m G KOHjyroBaHU Cy ca HECOTYOMIIHUM
MaTPHUKCOM, arapo3oM uim cedapozoMm. LleHTpudyrupamem ce mo0Hja Talor y KoM ce
Hajla3M KOMIUIEKC aHTureH-aHtureno-lIlporemn A/G. U3 rtanora ce anturen ocinobaha
KyBameM y nydepy ca SDS. Hapennum nentpudyrupameM n3Baja ce CylnepHaTaHT ca
UMYHOIIPEIUITUTOBAHUM IPOTENHOM, Ka0 ¥ POTEHHUMA KOjH Ce Hajla3e y MHTEPAKIUjU ca
BUM. Jlasbe ce Moxe mpucTynuTH pasasajamy nporernna SDS-PAGE meronom u mparehoj

I/IMYHO6J'IOT aHaJIU3H.

HNmyHomnpenunuranuja paheHa je mo ycioBHMa OIMMCAaHUM KOJI YCKOKOBHNh U capaJHuKa
(Uskokovi¢ u cap., 2012). IIporenrcku y3opak xomoreHnata (200 pg) uHkyOupa je ca 2 ug
npumapsor muuijer antTi-HMGBI1 antuTena y xnaaHom nygepy 3a UMyHOIIPELUITUTALN]Y
(10 mM Tris HCL, pH 7,6, 4 mM EDTA, 10% rauuepon, 50 mM NaCl) y koju cy nogatu
uHXuOuTOpU mpoteasa u ¢ocdarasza (5 mg/ml anporununa, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVO;,
5 mg/ml neynentuna), y ¢unannoj 3anpemMunu of 800 pl. MHky6anuja ca aHTUTENIOM je
u3Bohena mpeko Hohu Ha 4°C. Ha xommieTHy cMmenry nocie uHkyOamuje je moaato 50 pl
UCIPAaHUX arapo3HuX KyriHia, KymioBaHuxX ca mnporenHoM A/G. HWukyOamuja je
HacTaBJbeHa jemad cat Ha 4°C Ha potupajyhoj mmarpopmu. Hakon mHKybOammje y3opak je
neHtpudyrupan Ha 9300 x g, jenan MuHyT, Ha 4°C. CynepHaTaHT je NaXJbUBO OJUIMBEH, a
TaJIOT Kyryinia ucnupan net myra ca 500 pl oxmahenor mydepa 3a UMyHONIPELUITUTALIH]Y.
[Tocne mocneamer ucnupama CynepHaTaHT je MaKJBUBO YKIIOHEH, a Ha TaJor je 1oaato S50

ul mydepa 3a yzopke (2% SDS, 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% B-mepkantoeranomn, 8,8%
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rimtepon). Tamor je BoprekcoBan u 3arpeBan Ha 100°C, necetr munyta. HakoH 3arpeBama
y3opak je neHtpudyrupan Ha 9300 x g, meT MUHYTa Ha COOHO] TemrepaTypu. Jooujenu
CyIIEpHATAHT je mpebdadeH y HOBY MUHU enpyBeTy. HakoH oBakBe mpumnpeme y3opak je Ouo

CIPEMaH 3a HAHOILICHE Ha I'ell U 3a eIeKTPOoOPETCKO pasiBajarbe.

3.3.15. M3o1anuja riiMKONPOTENHA

VY uuipy u3oJanuje TIAUKONPOTEHHA M3 KOMIUIEKCHE MPOTEHHCKE CMEIIe TKUBHHUX
xoMmoreHara jerpe, kopuuihen je Glycoprotein Isolation Kit, WGA xut (Thermo Scientific,
CAJl). OBaj kutr omoryhaBa M30JI0Bamk€ INTIUKONPOTEUHA U3 KOMIUIEKCHUX MPOTEHHCKUX
cMmemia rnomohy arinyTuHUHA, JieKTUHA nmeHudHe kiaune (WGA), uMoOMIM30BaHOr Ha
araposu. JIeKTHHH Cy MPOTEHMHH KOjU MMajy CEJeKTHUBHH apUHHUTET 3a YIJbCHE XHUIpaTe.
WGA nexktuH BHCOKMM aduHHUTETOM Be3yje N-amerun riayko3amuH (eHr. N-acetyl
glucosamine — GIcNAC) u GIcNAC TtepmuHanHe cTpyKType, Hajuenthe mpucyTHe mely
CEepYMCKMM U MEMOPAHCKUM IIIMKOIPOTEUHHUMA.

[Toctymak je cnpoBesieH mpema yrmyTcTBUMa mpousBohaua. [IpBu kopak, mpumpeMa
y30paka, mojipazyMeBaiia je paz0onaxuBame 1,5 mg nmporenHa, IUTOIIA3MATCKE U jelapHe
dpakuuje henuja jerpe, y nydepy 3a Be3uBame/Ucnupame, y ogHocy 4:1 (v/v). 3atum je
npuIipeMaHa cBaka kojoHa fogaBameM 200 pl 50% xomorene cycnensuje WGA nekTHHA.
Hakon kopaka ucrnmpama JIEKTHHA My(epoM 3a Be3WBamE/HCIUpame, HA MPUIPEMIBEHY
KOJIOHY HAHOIIIEH je y3opak. MHkyOaruja y30pka Ha JEKTUHCKO] KOJIOHU Tpajayia je JeceT
MHUHYTa Ha cOOHO] TeMIepaTypH, y3 Melllakbe Ha poTaluoHoj miaardopmu. Jlasse je BpiieHo
neHTpudyrupame y Tpajamy o jeqHor munyrta Ha 1000 x g, kako 6u ce o0aIo HeBe3aHu
JIe0 y30pKa, a 3aTUM M JIBa UCHHUpama KopulihewmeM IMydepa 3a Be3UBAHE/UCIUPAE.
VYenegune cy JaBe WHKyOamuje y30pKa Yy JIGKTHHCKO] KOJIOHH, y Tnydepy 3a
BE3MBamE/UCIIUpame, KOje Cy Tpajane Mo MeT MUHYyTa, Ha COOHOj TeMIepaTypu, Y3
Memame, u3Mehy Kojux je BpLIeHO Hcnupame. HakoH uneHTpudyrupama, y HIHIBY
onbanvBamka HEBE3aHWX TPOTEHMHA, Ha JIGKTHMHCKY CMOJy Ca BE3aHHM NpPOTEHHUMA
nanomiero 200 pl mydepa 3a enymujy. Makybanuja y mydepy 3a enyiujy Tpajaia je aeceT

MHUHYTa, Ha COOHOj TeMIIEpaTypH, y3 Melllake Ha poTalroHoj miargopmu. [lo nukybanuju,
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BPILIEHO je HEeHTpU(yrupame, TOKOM KOT' je MPUKYIUbaH elyaT OoraT TIMKONPOTEeHHHUMA.
[IperxonHa 1Ba KOpaka Cy MOHOBJbEHA jOII jemaHmyT. JloOMjeHu emyaTu TIIMKONPOTEHHA

yyBaHu cy Ha -80°C mo ymotpeoe.

3.3.16. U301aumja poconporenna

3a w3onanujy ¢ocdonporenHa W3 TKHBA jeTpe maroBa KOpuImheH je KuT
PhosphoProtein Purification Kit, QTAGEN. Kur omoryhasa n3onanujy ¢ocdopunmcannx

MPOTEUHA, HE3aBUCHO O] BPCTE aMHHOKHCEIIMHE KOoja je Hocwmiall ¢pocdarHe Tpyrie.

[TpBu xopak moapazymenao je monaBame 875 ul CHAPS y 35 ml docdomnporenn-
musupajyher nydepa u nonasamwe 75 pl CHAPS y 3ml docdonporenn-enymonor mydepa,
kako 6u ¢unanna konuenrpanuja CHAPS y o6a nydepa uznocuna 0,25% (v/v). 3atum je y
5 ml anmkBoTa docdonporenn-mu3upajyher mydepa, koju cagpxu CHAPS (mpunpemisen
y IPETXOAHOM KOpPaKy), AOAaBaHa jeqHa Tabjera mporea3Hux MHxuouTopa (u3 kura) u 10
ul mTok pactBopa OGeH30HA3e, Koja AoBoau 10 aerpaganuje cBux ¢opmu JIHK u PHK
MoJieKynaa Koju O cMmeranm wu3onaumju - docdonporenna. ITomohy TissueRuptor
XOMOT€HM3€epa je 3aTUM, Ha Cpelilb0j Op3uHH, BplleHa xomoreHusanyja 30 mg TkuBa jeTpe
y 350 pl nydepa 3a muzupame. Creauio je pa3dnaxuBame 100MjeHnx XxoMorenara ca 1500
ul mydepa 3a nu3upame U MHKYOHpame XOMOTeHaTa y Tpajamy O TpHJeCeT MMHYTa Ha
4°C, y3 BOpTEKCOBamE€ Ha CBaKMX JeceT MHUHyTa. HakoH wHHKyOauMje BpILEHO je
ueHTpudyrupame xomorenara Ha 10000 x g, 4°C TokoM TpuJeceT MUHYyTa. 3a BpeMe
neHTpudyrupama mNOpUIpeMaHe cy KojoHe 3a npeuuithaBamwe QocdonporenHa
OJICTpambMBakbeM TEYHOCTH 3a OJp)KaBame KojoHa. Ha koioHe je 3aTuM, y LMIbY
exkBuiMOpucama, HanmuBaHo 1Mo 4 ml ¢ochonporenHckor mydepa 3a Jn3HUpame KOjU
canpxu 0,25% CHAPS. Ilo 3aBpuietky neHTpudyrupama ojpehruBaHa je KOHIEHTpalja
npoTenuHa A0OMjeHUX Jin3ara. 3aTUM je y3UMaHa 3allpeMHMHA Jin3aTta Koja caIpxku 2,5 mg
npoTenHa W TpuiarohaBaHa Ha (uHanMHY KoHueHTpamujy ox 0,1 mg/ml, monmaBamem

docdomporennckor mydepa 3a nusupamwe koju caapxu  0,25% CHAPS. Kopak
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pa30iiaxuBama y30paka HEONXOJaH je Y Wby OTKpUBama CBUX ¢Gocdo rpymna mpoTeHnHa,

YaK U OHUX CKPUBEHUX YHYTAp IIPOTEHHCKUX KOMIUIEKCA.

Jluzar je 3aTUM JlaraHo CUIAH y TOPH-H pe3epBoap KOJIOHE 3a mpeuuinhaBame
docthonporenna. Kopak mposnacka Jinzata Kpo3 KOJOHY TPajao je OKO IMeAeCeT MUHYTa H
n3BoheH je Ha COOHOj TeMIlepaTypd, IITO j€ TOBOJBHO BpEMEHa Ja Ce€ TOTOBO CBH
docdomnporennn Bexy 3a apuHHTETHY KOJOHY. [0 3aBpIIETKy OBOTr KOpaka KOJIOHA je,
300r eBeHTyalHO 3aocTaiux HedochopuaucaHux TMpoTerHa, ucnupana ca 6 ml
docdomnporennckor smsupajyher mydepa. Hakon mro je caB mydep mporrao Kpo3 KOJIOHY,
nonasano je 500 pul dochonporennckor enyuronor nydepa koju caapxu 0,25% CHAPS.
[To ckympamwy HpBOT elyaTa, KOpak eIylje je NMOHOBJbCH joml 4YeTupu mnyra. Hakon
onpehuBama KOHIIEHTpaIlM]ja CBUX eIyHpaHuX ¢pakiuja yrBpheHo je na je Hajsehu nmpuHOC
y ¢pakmujama 3 u 4. Jla Ou y3opak morao OuTu KopuimheH 3a WUMYHOOJIOT aHaim3e
HEONXOJHO je OWIO WU3BPIIUTH KOHIICHTPOBAaWmE Yy30pKa, KopuinhemeM Nanosep
yATpaQUITPAllMOHUX KOJOHA (CacTaBHU J1€0 KHTa) M ejlyaTa ca HajBehuM HpPUHOCOM
nporenHa. 500 ul mporewHCKe (pakiyje HAHOIICHO je y pe3epBoap Nanosep KOJIOHE.
Konone cy 3arum nentpudyrupane va 10000 x g, y tpajamy ox aecer muHyra. Hakon
neHTpudyrupama, CKOHIICHTPUCAHU Y30paK ce HaJla3ho Y KOMOPH 3a 3a/IpKaBare, OJJaKiIe

je y3uMaH U KopuuiheH 3a Jajbe aHalu3e.

3.3.17. IIpunpema TKMBA 32 XHCTOJOLIKY aHAJIMU3Y

OnMax HaKOH XPTBOBama y3WMaH je JIe0 jeTpe. 3aTUM j€ TKUBO (PUKCHpaHO Yy
byoHoBOM ¢QukcaTuBy (MMKpUHCKA KHCEIMHA: OapHM (popManuH : rianujaiHa cupheTHa
KucenuHa y ofgHocy 15:9:1) y tpajawy o1 48 catu. HakoH ¢ukcupama TKHBO je UCIHPaHO
y JIECTHJIOBAHO] BOAHW. YCIeauia je JAexXujpaTaiija TKHBa HETOBHUM MPOBIAYEHEM KpPO3
cepujy alkoxouia pactyhe koHIeHTpanuje, moues o1 30% eranoina, npeko 50%, 70%, 96%,
1o 100% etanona. Crnenehu kopak 610 je IPOCBETJbUBAKE TKUBA KOj€ j€ BPILIEHO APKABEM
TKMBa y KCUJIOJNY JBa IyTa y Tpajamy OJ] IeT 0 MeTHaeCT MUHYyTa. HakoH mpocBeT/bHBamba

TKMBa TPUCTYNAHO j€ KOpaKy KajylJbewka TKHMBa y mnapaduny. TkuBo ce cmemra y

64



3arpejanu mapaduH U ocTaBiba y Tepmoctary Ha 55°C y Tpajamy of jenHor cata. Hakon
UCTEKa TOT BPEMEHa, U3HOCH C€ M3 TEPMOCTaTa Ha COOHY TEMIIEpaTypy U OCTaBJba MPEKO
Hohu. YKalymbeHO TKHMBO C€ 3aTUM Hcella W3 napaduHa, MocTaBjba U IpuuBpiuhyje Ha
npsene kamyme. Ilpecenn TkuBa, ne6spuHE 5 um, AOOHjEeHH Cy CEYEHEM Ha MUKPOTOMY
(Leica, Hemauka), u mocTaB/baHM Ha MHKPOCKOICKE IUiouuile. HakoH cymiema miouuna,

Ipernapary cy OMIN COPEMHH 3a Jlajbe aHaIH3e.

3.3.17.1. XeMaTOKCH/INH-€03MH 00jerme XHCTOJOIKHX Npenapara

OBa Bpcra 0Oo0jema KOPHCTHM C€ 3a MPHUKA3UBakEe CTPYKTYPHUX NPOMEHA Yy
MOp(hOJIOTHjH jeTpe U MPUCYCTBa HEKPo3e. XeMaTOKCHIIMH je 06a3Ha (mo3uTuBHA) 00ja Koja
ce Besyje 3a Oazodpunne cyncranue (AHK, PHK) u naje TamHo mmaBo uiam JpyOMYacTo
obojeme. Eo3mH je kucema (HeraTuBHA) 0o0ja, Be3yje ce 3a amuIOPUIHE CYIICTAHIIC
(IpoTenHN) ¥ J1aje IPBEHO WK po3e 000jeme.

bojemy TKMBHHX Iperapara MpeTxoauia je aenapaduHU3alMja U pexuapaTanja
TkuBa. [Tnounne ca mpecennma TKMBa Hajupe Cy MPOBIaYeHE KPO3 KCHIION, a 3aTUM KpO3
cepujy ajkoxoja mnajgajyhe koHueHrpauuje u To Hajupe kpo3 100%, a 3aTum peaoM Kpo3s
96% u 70% etanon. Y moclenmeM KOpaKy pexuaparaiirje, TUIOYHIle ca Impenaparuma cy
Jp>)KaHe y BOAW 10 00e300jaBama. Yciueauso je 00jehe XeMAaTOKCHIMHOM, Y Tpajamby O
JEeAHOT MUHYTA, 3aTUM UCIUPAKE Y BOAU TOKOM MET MUHYTA, a IOTOM U 00jE€He €03UHOM Y
Tpajaky OJ NeT MUHyTa. Jlajbe ce MPUCTYNWIO AEXHMIpaTalijH, TaKo IITO Cy IJIOYMIE
MpPOBJIAYEHE KPO3 CepUjy ajKkoxoyia pactyhe KoHImeHTpauuje, peaoM kpo3 70%, 96% u
100% etanon, a 3aTUM Kpo3 Kcuiod. HakoH oBOr Kopaka CIEIWIO j€ MOHTHPAE
IOKPOBHOTI' CTakJja. 3a BU3yenu3alujy je kopuirheH cBemiocHu mupockon (Opton, Zeiss,

Hemauxka).

3.3.17.2. UMyHOXHCTOXEMHjCKO 00eJIe:KaBakh-¢ TKMBHHUX Ipenapara

NmyHno obGenexxaBamy TKHBHHX Tpemapara MpeTxoauia je nenapaduHu3andja u
pexuaparaiyja Tkupa. [Inouniie ca mpecermMa TKMBa HajIIpe Cy MPOBIAYEHE JIBA IMyTa KPO3

KCUJIOJ, a 3aTUM KpO3 CepHjy ajKoxoja najajyhe KoHueHTpanuje u To Hajupe kpo3 100%
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€TaHoJ, a 3aTUM pefoM Kpo3 96% u 70% ertaHon. Y mocienmeM KOpaKy pexujparanmje,
IUIOYMIIE ca TpenaparuMa cy JIpkaHe y Boau 10 obeszbojaBama. Ciemuo je Kopak
OTKpHUBamba EMUTONa KOjH je BPIICH 3arpeBameM IUIOUWIla Y MHUKPOTalacHO] mehHHIN,
NPETXOJHO YPOHEHUX y HaTpujyM-lutpatHu mydep (3-Na-murpar, AecTUIOBaHA BOJA,
Tween). OBaj Kopak MOHABJHAH j€ jOII JBa IyTa, MOCIE Yera je mpemapaT oxialhen. Hakon
xnmahema u ucnupama y PBS-y, usBpiieno je Onokupame mpemapata y Tpajamy on 60
MHHYTa, Y HOPMaJIHOM CBUECKOM cepyMmy (eHr. normal swine serum) (Dako, [lancka),
paszonaxeHoMm y docharnom nydepy (1:10). I[ToTom je HaAHOIIEHO MPUMAPHO AHTUTEIO,
cnenupuano Ha HMGBI1, Ha TkuBHU npenapar (KOHIEeHTpanuja anturena owia je 1:500).
Nuky6anmja nmpumapHor antuTena BpieHa je Ha 4°C npeko Hohu. Cnenehu kopak je Omino
ucnmpae y PBS-y TOokoM mer mMuHyTa, a 3aTHM je mpemapar TpeTupaH 3% BOIOHHUK
MEPOKCUIIOM y Tpajamy OJ NeTHaecT MuHyTa. Crneauna je uHKyOanuja ca cnenupuuHuM
CeKyHJIapHUM aHTUTENIOM y Tpajamy ox 60 munyta. Hakon jom jexnor ucnupama y PBS-y,
npenapar je Tperupad 3,3'-quamunob6en3uanaom (DAB). [1o ncnupamy npenapara y Bo1y,
HAHOIIICH je XeMaTOKCHINH y Tpajaky o 30 cekyHau. HakoH MOHOBHOT MCITUPamka y BOIH
CJICZINO je Tpoliec JAeXHUaparalyje mpenapara Ha MpeTXOIHO ONMCaH HAYWH, IOCIIE Yera je
MOHTHUPAHO TOKPOBHO CTaKJIO. 3a BHU3YyENIU3alH]y j€ KOpHIIheH CBETIOCHH MHUPOCKOI

(Opton, Zeiss, Hemauka)

3.3.18. CraTrucruuka odpajaa nogaraxka

CBe BpeIHOCTH U3paXEHE Cy Kao Cpelma BPEAHOCT + CTaTUCTUYKA TIpelka.
Paznuke usmely oarosapajyhux cpeamux BpeaHocTH oipehene cy momohy jemHoctpane
ANOVE ca post-hoc Mann-Whitney U tectoMm. P Bpegnoctn mMame ox 0,05 cmatpane cy

CTaTUCTHUYKHU 3Haqaj HUM.
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4. PE3YJITATHU

4.1. JlujadeTHYHH, OKCUAATUBHYA U MH(IAMALUJCKH CTATYC

nanosa y nepuoay ca J[T1

Ca nusbeM J1a ce 0Jped eKCICPUMEHTAIHN MIEPUO Y KOjeM CY IIPOMEHE Y OMIITeM
crarycy mnamoBa ca JIT1 HajuspaxkeHuje, HUCIMTHUBAHE Cy MPOMEHE TEJIeCHEe Mace,
OMOXEMH]CKOT, OKCHIAIM]CKOT W HH(]IaMaIjcKoTr craryca y apyroj (pa3BojHa (dasa),

YETBPTOj M 0CcMOj (cTabuiHa ¢a3a) Henesbu aujadeTeca.

4.1.1. TesrecHa Mmaca

Ha cnunm 4.1 npukaszane cy npoMmeHe TeiecHe mace namosa ca JIT1 y ogHocy Ha
onroeapajyhe BpeTHOCTH KOHTPOJHUX KUBOTHIbA HA KPajy IPyre, YeTBPTE B OCME HElleIbe.
Kon mamoBa ca JIT1 yowaBa ce 3HauajaH maj TeJeCHE Mace y OJHOCY Ha ojromapajyhe
KOHTPOJIHE BPEAHOCTH TOKOM HCIHMTHUBAHOT €KCIIepUMEHTamHOr Tepuoaa. Hajsehu man
3a0esekeH je y 4eTBPTOj HelelbU Kaja je TenecHa maca 30% (p<0,05) mama y ogHOCy Ha

oaroBapajyhy KOHTpOJIHY BPEIHOCT.

400 - N = K

300 A

200 +

TenecHa maca
(9)

100

0 2 4 8

Cauka 4.1. [IpomeHa TejiecHe Mace TaloBa ca MHAYKOBAaHUM JIHja0eTecoM TOKOM IEPHOo/Ia 01 0caM
Henesba. K — xoHTponHa rpyna, D2 — nujabetnyna rpymna KpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Hexpelbe, D4 —
IujabeTHyHa rpyma )XpTBOBaHA Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTnyHa rpyma *pTBOBaHa Ha Kpajy
8. Hemesbe o wHjenupama STZ. CBe BPENHOCTH Cy TPEACTAaBIBEHE Kao CpPEIma BPETHOCT *
craHjapaHa rpemika; a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTPOITHOM TPYIIOM.
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4.1.2. buoxeMujCcKu craryc

Jujaberec KapakTepHIle MPUCYCTBO CTATHE XUIIOMHCYIMHEMU]E, XUMEPTIUKEMH]E,
XHUIepxoJiecTepoieMuje W xumneprpurimiepunaemuje. OxppehuBameM  KOHIEHTpalmje
WHCYIIMHA y cepymy namoBa ca J[T1 (cnuka 4.2A), Beh y npyroj Henesbu 3a0€NeKeH je maj
3a oko 3 myta (p<0,05) kKoju ce Ha TOM HHBOY 3aapKao JO Kpaja ocMe Hexaesbe. llan
KOHIIEHTpAIlje MHCYJIMHA TPaTH MOpacT HUBoa riaykose (ciuka 4.2b) koju je Hajpehu y
4eTBPTO] Heaesbu aujabdereca (6 myrta, p<0,05). YV 4erBpTOj HEnmesbH 3a0ENCKEH je U
HajBehu mopacT KOHIeHTpaluje xonectepona (2 myrta, p<0,05) u tpurnunepuna (9,2 myra,

p<0,05).
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Canka 4.2. BHOXEMHjCKH CTaTyC MaroBa ca WHIYKOBAHUM JIHjabeTeCOM TOKOM MEPHOa O 0CaM
Henespa. (A) Ilpomene kounenrpamuje nHcynuHa. (B). [Ipomene konueHtpammje riykose. (B)
[Ipomene konueHTpanyje xonecrepoiua. (I') IlpomMmene koHIeHTpanyje Tpuranuepuaa y cepymy. K —
KOHTpOJIHA Trpymna, D2 — aujabeTrnyHa rpymna XKpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Henesbe, D4 — nujabetnuna
rpyna >kpTBOBaHa Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTruHa rpymna )pTBOBaHa Ha Kpajy 8. Helesbe 01
uHjenupama STZ. CBe BpeIHOCTH Cy MPEACTaBIbEHE KA0 Cpeha BPEAHOCT + CTaHAapAHa IPEIIKa;
a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIIOM.
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4.1.3. OKcHIATUBHHU CTATYC

Tokxom aujabereca, CTAIHO MOBHIIECH HUBO Iiehepa y KpBH J0BOIU 10 ToBehaHOT
CTBapama CJI000JHUX BPCTa KUCEOHUKA. Mepeme MPUCYCTBa CYNEPOKCH]T aHjOH pajrKalia
(O7") y mna3zmu narosa ca JIT1 moka3ano je \meroB mporpecCuBHU MOPACT MOYEB O IPYTe 10
OCM€ HeJleJbe HaKOH MHIAYKIHje Aujabereca, y OJHOCY Ha KOHTPOJHE BPEIHOCTH (CIHKA
4.3A). Hajsehu nopact xonnentpamnuje O, 3abenexeH je Ha Kpajy ocMe Henesbe (3 myTa,
p<0,05). YV uetBpTOj Henesbu Aujabereca koHuentpanuja O, yeehana je 2,8 myra (p<0,05).

Bononuk nepokcun (H,O,) y Banhenujckoj cpennau Moxe cTynutu y OEeHTOHOBY
PeaKIyjy u JOBECTH JI0 CTBapama XUAPOKCHII paiuKajia KOjU pearyje ca MaKpoMOJIeKyInMa
y3pokyjyhu muxoBo omreheme. Ha ocHOBY pe3ynrara npuka3anux Ha ciauiu 4.3b youasa
ce na je kouueHtpauvja H,O, TOKOM UCOTHBAHOT E€KCHEPUMEHTAIHOI MepHoJa Tpajama
nujabereca 3HAYajHO TMOBHINEHA. MaKkcUMallHA BPEAHOCT U3MEpPEHa je JBE HeleJbe HaKOH
unupama STZ u mosehana je 2,8 myra (p<0,05) y ogHOCY Ha KOHTPOJHY BPEIHOCT
(cmuka 4.3b). Hakon oBor mepuopa, konnenrpanuja H,O, mocreneno onaaa, mMaaa je u
nasbe yBehaHa y oJIHOCY Ha KOHTpOJIHY BpenHocT. OBo yBehame y 4eTBpTOj Hemesbu
nujabereca uzHocu 2 myta (p<0,05)

C o003upoM Ha TO Ja Cy JMIHIN, OJf CBUX MaKpOMOJIEKYJa, HajoOCETJbUBHjU Ha
JeNoBamke CI00OMHUX paauKalla, MepeHa je KOHIeHTpamuja manoHauanaexuga (MDA),
cTabUITHOT TMPOAYKTa JIMIHIHE TEPOKCUAALM]€ HW3a3BaHE JIejCTBOM  CIOOOJIHUX
krceoHnuHux Bpcra. Ha cimmm 4.3B youaBa ce moBehame koHieHTpanuje MDA y mmazmu
MUja0CTUYHUX I1all0Ba y CBUM WCIIHTHBAHUM BPEMEHCKMM IEpPHOIMMa y OIHOCY Ha
KOHTpoJHY BpeaHocT. Hajsehu nopact konuentpanuje (3,9 nyra, p<0,05) 3abenexeH je Ha
Kpajy 4eTBpTe Hefesbe nujadereca. HakoH oBor mepuona foja3u A0 Maja KOHIEHTpaluje
MDA, Tako 5a Ha Kpajy ocMe Hefesbe uMa BpenHocT 2,5 myrta (p<0,05) Behy y ogHOCY Ha

KOHTPOJIHY BPEIHOCT.
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Cauka 4.3. OxcupatuBHU cTaryc mamoBa ca STZ-uHIyKOBaHUM ujabeTecoM TOKOM IEpHUOoja O
ocam Henesba. (A) Ilpomene nmBoa O, y mnasmu. (b) Ilpomene nuBoa H,O, y mnasmu. (B)
[Ipomene auBoa MDA y miasmu. K — konTponHa rpyna, D2 — aujabetnuna rpyna >kpTBOBaHa Ha
Kpajy 2. Hexesbe, D4 — nujabeTruHa rpyma >KpTBoBaHa Ha Kpajy 4. Hemesbe, D8 — nujabernyna
rpyIa XpTBOBaHA Ha Kpajy 8. Hepesbe ol uHjenupama STZ. CBe BPEHOCTH Cy TPEJICTaBbEHE Kao
cpelba BpeAHOCT + cTaHzapAHa rpemka; a, p<0,05 y nopehermy ca KOHTPOITHOM IPYIIOM.
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4.1.4. Unduamanujckm cTaTyc

Pesynratu mpukazanu Ha cnuiy 4.4. TOKa3yjy CTATHCTUYKHM 3Ha4yajHO moBehame
KOHIIEHTpanyje npouHdaamanujckux nurokuHa TNF-o u IL-6, BaxHUX 3a TpoleHY
NPUCYCTBA XPOHUYHOT WH(QIIAMAIM]CKOT CTama, y CepyMy AMjadCTHYHHX TanoBa. JIBe
He/leJbe HAKOH WHAYKIHje aujabereca M3MEpPEH je MAKCUMAIHU TOpacT KOHIICHTpAIUje
TNF-a (9 nyra, p<0,05) y ogHOCY Ha KOHTPOJIHY BpeaHocT. HakoH npyre Henesbe, Oenexu
ce Omaru naja xoHneHtpanuje TNF-a. ¥V uwerBproj Heaemu je 8,3 myra (p<0,05) Behm y
nopehemy ca KOHTPOIHOM BpenHolhy, a Ha Kpajy ocMe Heaelbe 4 myTa (p<0,05).

Konnenrpanuja IL-6 y cepymy mamnoBa ca nujaderecom (ciuka 4.4b6) pacre mo kpaja
YeTBpTE Helesbe, Kana goctuxke Hajpehy BpemHoct, 4 myta (p<0,05) Behy y omHOoCcy Ha
KOHTpOJHY. HakoH 4eTBpTe Henesbe Oenexu ce Oiaru nan koHienrpauuje IL-6 Ha HUBO

KOju je y ocMo0j Henesbu Behu 3,7 myrta (p<0,05) y nmopehemy ca KOHTpOITHOM BpeaHOIIhy.
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Cauka 4.4. Iadnamanmjcku craryc namnosa ca STZ-uHIyKOBaHHM 1jabeTecoM TOKOM IEpHo/a
on ocam Henespa. (A) [Ipomene xormentpanuje TNF-a y cepymy. (b) I[Ipomene konnenTpamuje IL-
6 y cepymy. K — konTponna rpyna, D2 — nujabetnyna rpymna »KpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Henesbe, D4 —
nujabeTHdHa rpyma KpTBOBaHA Ha Kpajy 4. Hexesbe, D8 — nmujabeTnyHa rpyma KpTBOBaHA Ha Kpajy
8. Hemespe ox wmHjenmpama STZ. CBe BpemHOCTH Cy TpEACTaBIbeHE Kao CpeAma BPEOHOCT +
CTaHJapAHa rpeuika; a, p<0,05 y nopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIIOM.

4.2. CTpykTypHe 1 QYHKIIHOHAJIHE IPOMEHE Yy jeTpH

namona ca /IT1

Ca nmipeM Ja ce ofpend EKCIHCPHUMEHTAJIHM IEpPHUOJl Y KOjeM Cy IaTOJIOIIKe
npomMeHe y jerpu mnamoBa ca J[T1 HajuspakeHuje, HCHOUTHBAHE Cy IPOMEHE
GYHKIIMOHATHUX Tapamerapa jeTpe, meHe CcTpykType, mpucyctBo JIHK ormrehema,
OKCHJIATUBHOT cTpeca W WH(pIamamnmje y napyroj (pasBojHa ¢asa), 4eTBPTO] U OCMO]

(crabunna (haza) HenesbH Aujadereca.

4.2.1. Konuenrpanuje aMmuHoOTpancgepasa

Ca nuibeM J1a ce MCIuTajy npoMeHe (pyHKIIMOHAIHOT cTama jeTpe namosa ca J(T1,
npaheHe Ccy MNpoMeHe AaKTMBHOCTHM allaHMH amuHoTpaHcdepase (ALT) u acmaptar
amuHoTpaHchepaze (AST) y cepymy (tabena 1). OBe TpaHcaMHHa3ze KOpPUCTE cC€ Kao
CepyMCKH Mapkepu omtehema/mHpaamanyje jerpe. YOUYEHO je CTATUCTUYKUA 3HA4ajHO
yBehame akTUBHOCTH 00€ TpaHCAMUHa3e Y CepyMUMa CBUX MCHHUTHBAHUX JAMja0CTUYHUX
rpyna y OJHOCY Ha KOHTPOJIHE BPEJAHOCTU ILITO TOBOPH y MPUJIOT MOCTOjarkby XPOHUYHE
uH(pnamanuje jerpe. Hajsehe aktuBHOCTH 32 00€ TpaHCaMHMHA3€ 3a0€lIeKEHE Cy Y YETBPTO]

Henesbu aujadbereca u m3Hoce 2,3 myta (p<0,05) 3a ALT u 3,5 myta (p<0,05) 3a AST.
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Ta6ena 1. [Ipomene aktuBHOCTH amuHOTpaHcepa3a (ALT u AST) y cepymy narmosa ca

MH/IYKOBaHUM JIMjabeTecoOM TOKOM MEPHOAA O]l 0CaM HEJIeba.

K D2 D4 DS
ALT 48,542.9 111,246,5° | 173,4£104* | 138,5+8,4°
(U/l)

AST . . a
(U | 186712 | 262.518.4° | 452,5432.4° | 22374175

K — xonTpOaHa rpymna, D2 — nujabeTryHa rpymna )KpTBOBaHA Ha Kpajy 2. Henmelbe, D4 — mujabetnuna
rpyna >KpTBOBaHA Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTnyHa Tpyma KpTBOBaHA Ha Kpajy 8. HEJeIbe O
ujerupama STZ. CBe BpeIHOCTU Cy MPEACTaB/EEHE KAa0 CPeba BPEAHOCT + CTaHJap/Ha TPEIIKa;
a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIIOM.

4.2.2. XHCTONATOJIOUIKA AHAJIN3a TKHBA jeTpe AnjadeTHUYHUX

nmamoBa

Ha mnpecennma TKuBa jeTpe nujaOCTHYHMX TMaloBa yo4deHH cy mnopemehaju y
OopraHu3alju TKUBa jeTpe TOKOM Tpajama nujabereca (cnuka 4.5). HajymeuatsbuBuje
MpOMEHEe yOo4yeHe Cy Ha MpecelnMa jeTpe OujabeTUYHUX MaloBa >KPTBOBAHUX Ha Kpajy
YeTBpPTE€ HejAe/be, Kaja je XUCTOJOIIKOM AaHaJM30M [O0Ka3aHO Ja je HapylleHa
apXUTEKTOHHMKA TPEIulla, /1a Cy HejacHe rpaHulle henuja, n3pakeHo MPUCYCTBO XUAPOIICHE
nere”epanuje henuja (crenex 4, omrehewme >50%) (Tabena 2) u henujcke HEKpo3e (cTeneH
2, 3aCTYIJbEHOCT Hekpose 5-25%) (tabena 2). XuaporcHa JereHepaiiyja jaBjba ce ycien
U3MEHEHE MPONYCT/BUBOCTH henmjcke MeMOpaHe HacTane omrehemeM JUIMUAHOT
ABOCIOja, 300T Yera I0NasH JO HEKOHTPOJIHMCAHOT yiiacka Boje ¥ Na' joHa, mTo 3a
nocienuity uma 0yopeme henuje. Takohe, youeHa je qunaTaija CHHyCOU1a, TPOMHUHEHTHE
Kyndepose henuje u npucycrso 6unykineapuux henuja (ciauka 4.5). Ha npecenuma jetpe
naroBa )KPTBOBAaHUX Ha Kpajy ocMe Helesbe ujabereca, youeHa je peTpakiiyja [UTOoIa3mMe
ol Ta3MaieMe W Bakyonmsanuja (ctemeH 3, omrteheme 26-50%), TPHCYCTBO HEKpO3e
(cremeH 2, 3acTymJbeHOCT Hekpoze 5-25%) (rabena 2), BehmHOM KOMIOPHUMOBaHU

cuHycou i, Mame mpomuHeHTHE Kynidepore henuje.
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Cauka 4.5. Tlpecenu TKrBa jeTpe Nanosa. Penpe3eHTaTHBHE CIIMKE Tpeceka TKuBa jerpe marosa. K
— KOHTpoJnHa rpyna, D2 — nujabeTnuHa rpyma KpTBOBaHA Ha Kpajy 2. Heaesbe, D4 — nujabeTnyna
rpyna >KpTBOBaHa Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTnyHa Tpyma ®KpTBOBaHA Ha Kpajy 8. HeleJbe 01
uHjenupama STZ. Yeehame x40.
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Ta6ena 2. Crenen xuaporncHe aereHepaiyje hemmja jerpe namoBa 1 HEKpo3e TOKOM

nujabereca
K D2 D4 D8
Jerenepanmja 1 2 4 3
hesuja jerpe <5% 5-25% >50% 26-50%
Hexooma 0 ] 2 2
cKpo3 0% <5% 5-25% 5-25%

IIpomene cy ompehuBane mo meromu Lobenhofer n capamuauka (Lobenhofer u cap., 2006): 1 —
MUHUMaJIHE TpoMeHe (Mame on 5% henwmja, 2 — ymepene nmpomene (5-25% henmja), 3 — jake
npomene (26-50% henuja) u 4 — uarensusHe npomene (npexo 50% henuja). K — konTpoiaHa rpyna,
D2 — nujabGeTnuHa rpymna »XpTBOBaHA Ha Kpajy 2. Henesbe, D4 — mujabeTnyHa Tpyma >KpTBOBaHA Ha
Kpajy 4. Henesbe, D8 — mujabeTnyuHa rpyma KpTBOBaHA Ha Kpajy 8. Henesbe o uHjenupama STZ.

4.2.3. OKcHIaTUBHH CTATYC jeTpe

Jla 6u ce MOTBPAMIIO MPUCYCTBO OKCHAATUBHOI CTpeca y NUjabeTU4HO] jeTpH,
onpehuBaH je HUBO JUTIMIHHUX NIEPOKCH/IA Y XOMOTEHATUMA jeTpe M30JI0OBAaHKUX M3 TaroBa y
pa3IMYUTHM BpPEMEHCKMM Taukama. V3MepeHe KOHIEHTpalHje JUMUJAHUX TEePOKCHIA
3Ha4yajHO Cy IMOBUILEHE y JeTpH TOKOM Tpajama aujadereca (ciamka 4.6A). MakcumaiHo
nosehame, y 0IHOCY Ha KOHTPOJIHY BPEIHOCT, U3MEPEHO j€ Y JeTpU MaloBa HAaKOH YEeTHUPU
Henesbe o1 umberupama STZ (4 myta, p<0,05). Hakon oBor nepuoja, koHreHTpamnuja MDA
omaja, aJii UTMaK OCTaje 3HauajHO TMOBHIIECHA, TE HA KPajy OCME HeJeJhe MMa BPETHOCT OKO
3 myra (p<0,05) Behy y oJTHOCY HAa KOHTPOJIHY BPEIHOCT.

Ca uubeM Jia ce yTBpM CTETEeH aHTUOKCHIaTHBHE 3alITUTe y jeTpu nauosa ca JAT1
UCIUTHBAHE Cy akTUBHOCTH aHTHoKcuaatuBHux eHsuma (CAT, MnSOD, GST) y
XOMOTEHATHMa jeTpe TaIoBa.

AxtuBHocT CAT mnokasyje TeHAEHIH]Y OMaJamka TOKOM ILIEJIOT €KCIIEPUMEHTATHOT
NepuoJia, OCUM Y OCMO] HEJeJbH Kaja jeé HeHa aKTMBHOCT OJMCKAa KOHTPOJIHOM HUBOY.
Hajsehu nan akuBHOocTH CAT m3MepeH je Ha kpajy apyre Henesbe ox uaykuuje JT1, 3a

60% (p<0,05) y ogHOCYy Ha HEHY aKTUBHOCT y jeTpH KOHTPOJHHUX mamoBa. Ha kpajy
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gyerBpTe Heaesbe akTUBHOCT CAT je 21% (p<0,05) Hika y 0HOCY Ha KOHTPOJIHU HUBO, J1a
01 Ha Kpajy ocMe Henesbe Onna 6JIMcKa KOHTPOJIIHOM HUBOY (ciuka 4.65).
CraTHCTHYKKM 3HA4YajHa NPOMEHa HHBOa akTHMBHOCTH eH3uMa GST HHje yodeHa TOKOM

Tpajama eKCIIepUMEHTATHOT nepuoja (ciuka 4.6b).

Ha ocHoBy rpaduka Ha ciunu 4.6b yodaBa ce 3HA4ajHO OMalamke AKTHBHOCTH
MnSOD na kxpajy apyre Henesbe nujadereca, 30% (p<0,05), y mopehemy ca akruBHOIIhY y
jeTpu KOHTpOJIHMX TaioBa. Hakon npyre Hemesbe aktuBHOCT MnSOD pacre, anu je Ha
Kpajy 4eTBpTe Helesbe o1 uHjenupama STZ u gamme Ha 10% HIDKK y OJJHOCY HA KOHTPOJIHU

HUBO (ciuka 4.6b).
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Cauka 4.6. OkcuIaTUBHH CTaryc jeTpe mamoBa ca STZ-uHIyKOBaHMM JHjabETECOM TOKOM
nepuoga on ocam Hezesba. (A) Ilpomene xonuentpauuja MDA y jerpu maunosa. (b) Ilpomene
aktuBHocTH eHzuMa CAT, MnSOD, GST y jerpu. K — konTpoina rpyna, D2 — nujabetnuna rpyna
KpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Helesbe, D4 — nujabeTvyHa rpymna >XpTBOBaHa Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 —
nujabeTHYHa Tpyna >KPTBOBaHAa Ha Kpajy 8. Hemesbe on uHjenupama STZ. CBe BpPeIHOCTH CY
NpeACcTaBbeHE Kao Cpeba BPEAHOCT + cTaHAapIHa rpemka; a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTPOIHOM
TPYyIIOM.
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4.2.4. THK omrehema y henujama jerpe

[IpucycTBO NHNUIHE TEPOKCHIIAIM]EC M CHIDKEH HUBO aHTUOKCHJIATHBHE 3aIITUTE Y
jeTpu TokoM mqujabereca Mory y3pokoBatu mojaBy JJHK omrehema. 3a ananusy npucycrsa
JIHK omrehema xopumiheH je MeTo KOMET eceja, Koja ce 3aCHHBa Ha ToMe Ja omrehenu
nenosu [JHK, Tokom enektpodopeTckor pa3aBajama, MyTyjy U3 jeapa y mpaBily karoae (y
CMepy CTpYje) YMMe JI0JIa3H JI0 HAacTajarkba CTPYKTypa Koje U3IriieIoM nojcehajy Ha KoMeTe,
ca cjajuom riaBoM u pernioM. Kommuuna JIHK npucytHa y permy komere, ykasyje Ha CTENEH
JHK omrehema. ¥V cirydajy KOHTpOJIHE TPYIIE )KUBOTHIHA, HajBehn Opoj henmja omukoBao
Ce 0JICYCTBOM perna komeTe (ciuka 4.7A), U3 yera ce MOKe 3aKJby4UTH Jia Yy OBUM henujama
Hema JIHK omrehewa. Hacympor Tome, kon henuja jerpe mamoBa ca aujabeTecoM,
3anaxeHa je Benuka konmmumHa JIHK y pemy komera miTto yka3dyje Ha BHCOK HHBO
neosandaanx npekuga JIHK momekyna. Anaimsa “Olive” momenrta (ciuka 4.7b), xoju
npencTaBiba nmpou3soa nporeHTa ykynue JJHK y perry u pactojama uzmely nenrapa mace
[JIaBe U pErHUX pervja komere, ykasaia je Ha yBehame JIHK omrehewma y aujabeTndHoj
jerpu, u 1o 3a 19 myta (p<0,05) HakoH ABe Heaesbe nujadbeteca, 26 myta koq D4 u 12 myra

kox D8, y nopehemwy ca henujama jeTpe KOHTpOJIHE TpyTe KUBOTURA (cnuka 4.75).
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“0Olive” MOMEHT

Cauka 4.7. IHK omrehema y henujama jerpe nujabetnynux naiosa. (A) Penpe3eHTaTUBHE CIIUKE
JHK omrehema yrBphene meromom komer eceja. (b) I'padmuku npukas nponene JJHK omrehema
kopumhemeM “Olive* momenTa kao napamerpa JJHK omrehemwa [Ipukazane cy cpeame BpeJHOCTH
+ cranmapaHa rpemka ,,0live” MoMeHTa KomeTa, 1001jeHa U3 TpY He3aBHCHa eKkcriepuMmenTta. K —
KOHTpOJIHA rpyna, D2 — nujabeTnynHa rpymna >KpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Hemesbe, D4 — nujabernyna
rpymna XpTBOBaHa Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTnuHa rpyna *pTBOBaHA Ha Kpajy §. HElEJbE Of
umenupama STZ. CBe BpeAHOCTHU Cy NPEACTaB/bEHE Kao CPeArba BPEIHOCT + CTaHJapAHa IPEIIKa;
a, p<0,05 y nopehemy ca KOHTPOJIHOM IPYIIOM.
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4.2.5. Uuduamanujckm cTaTyc jerpe

Crame XxponnuyHe uH(pramanuje y nujaberecy kapakrtepwuine yBehaHo mpucycTtBo
nporHQIaMaIjCKUX MUTOKMHA W aKyTHO (ha3HUX mpoTewHa y mupkyiaanuju (Devaraj u
cap., 2007). Jerpa je rmaBHU U3BOP HMUPKYIUITYhUX IIUTOKMHA U aKyTHO (a3HHUX MPOTEHHA,
U CYIITUHCKU CacTaBHU J€0 MMYHOI' CHCTEMa C 003MpOM Ha TO Ja JOIPUHOCH KOHTPOIHU
cucreMcke uHbnamarnuje (Bode wm cap., 2012). Pesynraru npukazanu Ha ciunu 4.8
MOKa3yjy CTaTUCTHUYKM 3Ha4yajHO TMoBehame KOHIEHTpalje MnpouHpIaMalnjCcKiux
mutoknHa TNF-o u IL-6 y XoMoreHatnma jerpe nujabeTHYHUX TamoBa TOKOM MEPHO/Ia O
ocaM HeJesba. Y OAHOCY Ha KOHTPOJIHY BPEIHOCT, MAKCHMAJIHU TOPACT KOHIICHTpPALHje
TNF-a (5,1 nyra, p<0,05) uzmepeH je nBe Henesbe HAaKOH uHjenupama STZ (cnuka 4.8A).
VY 4eTBpTO] HenesbH KoHIeHTpanuja TNF-o je craTuCTUYKK He3HAYajHO CMambeHa y OJTHOCY
Ha Apyry Henelby u 4,9 myta (p<0,05) je Beha y onmHocy Ha kKoHTpOJIHY BpenHocT. Ha kpajy
OCMe HeJleJbe U3MEPEHN HUBO OBOT IMTOKMHA Y XOMOTE€HATHMa jeTPe j€ 3HaYajHO HUXKH O
HUBOA y 4YETBPTO] HeAesbH anu je u aasbe 1,9 myra (p<0,05) Behm y mopehemwy ca
KOHTpoJHOM BpeaHomhy (ciuka 4.8A). Hajsehm mnopact konnenrpauuje IL-6 y
XOMOT€HaTUMa jeTpe 3a0elie’KeH je y ueTBpPToj Heaesbu aujadereca (3,3 myra, p<0,05). ¥V
OCMO] HeJlleJbM JETEKOTOBAH j€ CTAaTUTHUYKHM HE3Ha4yajaH Iaj] KOHIIEHTpAIMje OJHOCY Ha

4eTBPTY Hegesby (ciuka 4.8b).
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Cauxka 4.8. Undnamarujcku cratyc jerpe narosa ca JIT1. (A) [Ipomene konueHrpamuja TNF-a y
xoMoreHaruma jerpu narosa. (b) [Ipomene konuenTpanuja IL-6 y xomorenatuMa jetpu namosa. K
— KOHTpoJNHa rpyna, D2 — nujabeTudHa rpyma KpTBOBaHA HA Kpajy 2. Henelbe, D4 — nujabetnyHa
rpynaxpTBOBaHa Ha Kpajy 4. Henesbe, D8 — nujabeTnyna rpymna )pTBOBaHa Ha Kpajy 8. Hellesbe 0
umenupama STZ. Ce BpeHOCTH Cy MPE/ICTaBbEHE Ka0 CPe/iba BPEIHOCT + CTaHIap/Ha TPEIIKa;
a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIIOM.

4.2.6. IIpucyctrBo HMGBI1 nporenna y cepymy u jeTpu mamona ca
AT1

[IpeTxoHO pUKa3aHU pe3yJTaTH yKa3yjy Ha MPUCYCTBO omTehema y jeTpu TOKOM
nujabeteca M mpHcycTBO XpoHuuHe uHpnamanuje. Kako omrehene henmuje ocnobabajy
HMGBI nporeunn y Banhenujcky cpeinny, y K0joj OH UMa YJIOTy aJlapMHUHA, HEKPOTHYHOT
MapKepa MM MponH(pIaMaTOPHOT IUTOKMHA, opeljuBaHa je HeroBa MPUCYTHOCT Y CEPYMY

U TKUBY jeTpe manoBa TOKOM nAujabereca (ciauka 4.9). MeromoM uUMyHOOJIOT aHanmu3e
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cepyMa KOHTPOJIHUX M TMAI[0Ba KPTBOBAHMX JBE, YSTUPH M OCaM HeJleJba HAKOH MHIYKIIH]e
nujabeteca, yrBpheno je mporpecuBHo yBehame Husoa HMGBI1 nporenna (ciuka 4.9A). Y
npyroj Henesbu nujabereca cepymcku HuBo HMGBI je 1,9 nyra (p<0,05) Behu y omHocy
Ha KOHTPOJIHY BPEIHOCT, Y 4eTBpTOj HenmesbH 2,4 myta (p<0,05), a y ocmoj Hemespn 3,3
nyta (p<0,05) (cnuka 4.95). UMyHOOJ0T aHanM3a yKyIMHUX XOMOTeHATa jeTpU MoKasajia je
na je makcumansa mnpucytHoct HMGB1 (2,5 myra, p<0,05) nerexktoBaHa y 4eTBPTOj
Henesbu aujadereca. Y apyroj Heaesbu HUBO npucytHoctn HMGBI1 Behm je 1,4 myra
(p<0,05) y omHOCY Ha KOHTPOJHY BPEAHOCT, a Y ocMoj HenesbH 2 myTa (p<0,05) (cimuka

4.95).
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Cauka 4.9. IMpucyrnoctr HMGBI1 nporenna y cepymy u jerpu marosa ca JIT1. (A) UmyHoGnot
aHaiM3a MpOTEHHA cepyMa M XOMOoreHara jeTpu nanosa Ha npucyctBo HMGBI1 tokoMm nujabereca.
(b) TI'padmuxkm mnpuka3 KBaHTH(UKAIMje JIETEKTOBAaHMX INpoMeHa. lIpukasaHu pe3yiTaTH
KBaHTH(HKAILIMje TPEICTaBIbajy Cpelliby BPETHOCT N0OWjeHy H3 HajMamke TPH HE3aBHUCHA
excniepuMmenTa. K — konTponHa rpymna, D2 — nujabetnyHa rpyma ;xpTBOBaHa Ha Kpajy 2. Hezaelbe, D4
— nujabeTnyHa Tpyma XpTBOBaHA Ha Kpajy 4. Hexesbe, D8 — nujabeTnyna rpyna XpTBOBaHA Ha
Kkpajy 8. Hexesbe on umenupama STZ. CBe BpeJHOCTH Cy MPEACTaBJbEHE Kao Cpellba BPEIHOCT +
cTaHaapiaHa rpeuka; a, p<0,05 y nopehemy ca KOHTPOJIHOM IPYIIOM.
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4.3. YHyrapheaujcka JoKaaIu3anuja U CTPYKTYpPHe

moaupurkanuje HMGB1 nporeuna y jerpu mamosa ca /[T1

Behnna  pesydarara — ucTpakuBama ~— OMOXEMHJCKUX,  OKCHUJATUBHUX U
uH}IIaMaIMjCKUX IapaMerapa y cepymy W jerpu mamoBa ca JT1, kao u pesynraru
XHUCTOJIOIIKE aHaim3e TkuBa jerpe, aHanuse JIHK omrehema u aHanmze mpucycrsa
HMGBI1 mporeunna, yka3yjy Ja cy HajuspakeHHje IMPOMEHE YOUCHE Yy y30plLMMa YETBPTE
Helesbe nujabereca. 300or Tora Cy 3a Jajha HCTPaKMBama, Koja Cy Yy Be3H ca
KapakTepuzalujom cTpykrype u ynore HMGBI1 nporenna y nujaberecy, kopumrheHu

y30pILIM MAI0Ba XPTBOBAHUX YETUPH Helesbe HakoH nuaykuuje AT1.

4.3.1. Yuyrapheaujcka jgokanusanuja HMGBI1 nporeuna y jerpu

nanosa ca /[T1

[Ipema nuteparypaum noaamnuma, uznacky HMGBI1 nporenna u3 akTHBUpaHUX WIH
cTpecupaHux henuja y BaHheNnujcKy CpeIuHy IMpEeTXOAM HeroBa yHyTaphenujcka
penokanu3anyja MOCpeloBaHa IOCTPAHCIAIMOHUM CTPYKTYPHHUM  MOJUQHKaIMjaMa
(Andersson u cap., 2014). Y uuspy yrBphuBama npoMeHa y yHyTapheinjckoj JoKalIu3auju
nporenHa HMGBI1 y nujaberecy, Hajupe je palleHa HMYHOXHCTOXEMHjCKAa aHaIu3a
TKMBHMX Impernapara jerpu. OBa ananu3a (ciuka 4.10) je mokazana je Aa ce TOKOM
nujabereca mporenH HMGBI penokanusyje u3 jenpa y nutoria3My xenarouura. JJok je Ha
npecerMa  JeTpd  KOHTPOJHHUX  JKMBOTHEA HMMYHOIO3MTUBHOCT WHTEH3MBHA U
CKOHIIGHTpUCaHa Ha HHUBOY jeJapa, Ha TIpenapaTMMa jeTpd [IujabeTHYHUX TaloBa

WHTEH3MBHA UMYHOIIO3UTHBHOCT JIETEKTOBaHA je YHyTap muToruiazme henuja.
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Cauka 4.10. imyHoxucroxemujcka aHanu3a TKuBa jerpe Ha npucytHoct HMGBI1 nmporenna. K —
KOHTpOJHA rpymna, D — aujaberuuna rpyna. Bpx ctpenune — umyHo000jeHOCT jenpa, cTpenuna —
UMyHO00O0jeHOCT IuTorIa3Me. Y Behame x40

NMyHOXUCTOXEMHUjCKM  JCTeKTOBaHA  yHyTaphenwjcka  peaucTpuOynuja u
akymynanuja HMGBI1 nporenna y nuroruiazmu henuja jerpu nauosa ca JIT1, notephena
j€ ¥ UMYHOOJIOT aHaJIM30M LUTOILIa3MaTCKOT, JeAapHOT U XpPOMATUHCKOT eKCcTpakTa henuja
jerpu (cmuka 4.11A). OBa anaaza yka3zana je Ha nmoBehame HmBoa HMGBI1 nporenna y
nuToria3Mu henwja jerpe nujabeTHUHUX mMaroBa 3a oko 2,5 myra (p<0,05) y omgHOCy Ha
KOHTPOJIHM HUBO U cMameme npucyctsa HMGBI1 y pactBopHOj jenapHOj ¢pakiiuju 3a 0KO
72% (p<0,05) (cmuka 4.11B). Takohe, oBoM aHanu3oMm je yrBpheHo yBehame mpucycrtsa
HMGBI mportenHa y xpoMaTHHCKO] (pakmuju jenpa y yclioBuMa aujadbereca 3a oko 2,6
nyta (p<0,05) y omHOCY Ha KOHTPOJIHU HUBO, IIITO MOXXE OWTH MOCIIETUIIA jauer BEe3UBakha

HMGBI 3a xpomaTtus koxa henmja koje ymupy mporecom amonrto3e (Magna u Pisetsky,
2014).
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Cauxa 4.11. Yuyraphenujcka peauctpubyunja HMGBI1 nporeuna. (A) MmynoOnor ananmsa
NPOTEMHAa LWTOIUIA3MATCKOI, jeapHOT M XPOMAaTHHCKOI eKCTpakTa hendja jeTpu mamoBa Ha
npucyctBo HMGB1 Ttokom nujabereca. (b) I'paduuxm mnpukas kBaHTuuKaiuje T0OUjeHHX
npomMeHa. [TpukazaHu pe3yaTatv KBaHTHU(HUKAIU]E MPEICTaBbaj]y CPEAbY BPEIHOCT M00UjeHYy M3
HajMame TPU He3aBUCHA ekcrepuMeHta. K — koHTponna rpyma, D — nujaGetnuna rpyma. Cse
BPEHOCTH CYy IPECTaBIbeHe Kao cpelliba BPeJHOCT + cTaHAapaHa rpemka; a, p<0,05 y nopehemy
ca KOHTPOJHOM TPYIIOM.
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4.3.2. CrpykrypHe moaupuxkanuje nporeuna HMGB1 y jerpu
namoBa ca /[T1

AnTepHaTHBHA JIOKaNHM3alyja MPoTeMHa Yy JIBa pa3iuuuTa henrjcka ojaesbka Mopa
OWTH TOABPrHyTa MPELUH3HO] KOHTPOJIM M MOpa OJroBapaTH alTEPHATUBHUM CTambUMa
nporenHa. OBa anTepHaTMBHA cTama Hajuemhe ce JOBOAE y Be3y ca MHPHUCYCTBOM
Pa3IMYUTUX TOCTTPAHCIANMOHUX MOAHM(HKalKja HAa TMPOTEUHY KOje MOTY JOBECTH [0
cTBapama pazmmuutux u3zopopmu. Kako dynkiuje HMGBI1 3aBuce on meroe hemmjcke
JOKanmu3ayje M OpOjHUX IOCTTPAHCIAMOHMX MOIU(UKaldja KOjuMa OBaj MPOTEHH
MOJITIeKE, aHATM3UPATN CMO Hajrpe npomeHe y npucyctsy HMGBI1 uzodopmu y henujama
jetpe y naujaberecy, a 3atuMm noteHuujanHy MmoaupuxkoBaHoctr HMGBI1 mnporenna

aneTunanyjom, pochopunannjom, rIMKO3UITALN]OM.

4.3.2.1. Anaau3a npucycrsa HMGBI1 uzodopmu y unronnasmu u jeapy heanja

jerpu mauoBa ca J{T1

3a yrBphHuBame KBAJMTATUBHUX W pEIATUBHUX KBAHTUTATHBHUX TIPOMEHA Y
npucyctrsy HMGBI1 wuszodopmu, mporennn umTomiasMarckor ¥ yYKYIHOT jeIapHOT
eKCTpaKkTa jJeTpH KOHTPOJIHUX H JAMjabeTUYHUX TAll0Ba Cy pa3dBajaHd METOJIOM
nBoauMeH3uone (2D) enextpodopese u motoM 0ojeHu cpedpom, Wi, HAKOH TpaHcdepa Ha
MeMOpaHe, MOJBPrHYTH MMYHOOJ0T aHanu3u. Kao mro ce ca ciuke 4.12 mMoxe BUAETH,
antui-HMGB1 antureno nerexrosano je m3odopMe y HMTOIIA3MATCKOM M jeJapHOM
€KCTPaKTy Kako KOHTPOJIHUX, TAKO U IUjaOeTUYHHUX IaloBa Ha HajMame 4-7 pasInuyuTHX
MecTa AyX rpagujeHta pH, ca ciMuHUM MOJIEKYJICKMM TeXHHama. Y IUToIuIa3Mu henuja
U3 KOHTPOJHE jeTpe AETeKTOBaHe Cy 2 JoOMHUHaHTHE u3odopme (obenexene ca 1 u 2) u join
nBe cinabo npucyrtHe (obenexene ca 3 u 4). Y nurorazmu henuja u3 jerpe aujadeTHIHUX
manoBa JI0JIa3u /0 Mamer cMamema MpucycrBa uzopopme | u 3HavajHor ysehama
npucyctBa u3odopmu 2, 3 u 4 y mopehemy ca KOHTPOJHOM TIpymnoM. Y jelapHUM
eKCTpaKTUMa KOHTPOJIHUX JETPHU JAETEKTOBAHO je 7 u30(hopMu, 011 KOjUX OHEe oOeNexeHe ca

1, 2, 3 u 4 ogrosapajy noszunuju nuromnazmarckux HMGB1 uzodopmu 1, 2, 3 u 4. Tlopen

85



OBHX JICTEKTOBaHE cy jomr 3 u3zodopme, obenexene ca 5, 6 u 7. Y jemapHOM E€KCTPaKTy
jerpu maroBa ca aujaberecoM yodaBa ce cMameHo npucyctBo HMGBI1 u3odopmu. Haxko je
neTekToBaHo Behe npucyctBo uzodopme 2 y nopehemy ca KOHTPOIHOM IpyIoM, 3Ha4ajHO
je cMameHo npucyctBo uzodopmu 1 u 3, gok ce uzopopme 5 u 7 He neTeKkTyjy. Ha ocHOBY
OBHX pe3yiTaTa MpeTHOCTaB/beHO je na 10 mpoMeHa y mpucyctsy HMGBI1 wuzodopmu
HajBepOBAaTHHUjE J0Ja3u yciel CTpyKTypHux moaudpukanumja HMGBI mporenna kako y

jeapy, IWTO MoKe OUTH pa3yior KHEroBor Mpejacka y HUTOIIa3My, TaKO U Y [IUTOIIa3MHU.
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Cauxka 4.12. Anammza npucyctsa HMGB1 u3zodopmu. IIpoTerHn nuToruiazMaTcKor ¥ jeaapHOT
exctpakra pasznasojenu 2D SDS-PAGE enexkrpodope3om n 06ojern cpedpom. UmyHOOIIOT aHanm3a
npucyctBa HMGB1 wm3odopmu y mmromnasmu u jexpy hemumja jetpm mamosa ca JT1. K —
KOHTpoOJHa rpyna, D — nujabetnyHa rpymna.
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4.3.2.2. Anermiaanuja nporenna HMGBI y jerpu nanosa ca /[T1

Bynyhu na je anerunanuja HMGBI1 y aktusupanum wmm crpecupanum henujama
KJbydHa CTpyKTypHa Momuukaunuja 3a npenazak HMGB1 nporeuna us jempa y
[UTOIJIa3My U oHeMoryhaBame meroBor yiacka y jenpo (Bonaldi u cap., 2003), Hajmpe je
WCIIUTHBAHO MPHCYCTBO oBe CTpykTypHe Momudukanmje wa HMGBI1 mporeuny.
NMyHOOIOT aHanM30M IMTOIIa3MAaTCKE U jenapHe ¢paknuje hemuja jerpe aujabeTHIHHX
namoBa, y3 kopuiiheme ofropapajyher antuTena Koje nperno3Haje aleTUINCaHe JIU3HHCKE
OCTaTKe, YOUEHO je J1a je KOJ MaloBa ca JAujabeTecoM OJHOC ALETUIMCAHOr M TOTAIHOT
HMGBI1 nosehan 1,9 nyra (p<0,05) y uuromnasmarckoj ¢ppakuuju u 1,5 nyra (p<0,05) y

jeapHOM €KCTpaKTy, y mopehemy ca KOHTpOITHIM BpeaHocTuMa (ciuka 4.1356).
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Cauka 4.13. Auerunanyja nporenna HMGBI1 y jerpu manoBa ca AT1. (A) UmyHoba0T aHanuza
NpOTeMHAa LWTOIUIa3MAaTCKOI M jeJapHOr eKCTpakTa heidja jeTpu mamoBa Ha MPHUCYCTBO
anerunucador HMGB1 tokom nujadereca. (b) I'paduuku npukas ogHoCa alleTHIMCAHOT M YKYITHOT
HMGBI. Ilpukazanu pe3yaraTtd KBaHTHU(HKALHUje MPEICTaBibajy Cpelby BPEIHOCT A0OHjeHy W3
HajMame TPU He3aBUCHA ekcrnepuMeHTa. K — koHTponHa rpyma, D — nujaGetnuna rpyma. Cse
BPEAHOCTH Cy IPEJICTaBJbeHE Kao Cpelba BPEIHOCT + CTaHAapAHa rpemka; a, p<0,05 y nopehemy
ca KOHTPOJIHOM IPYIIOM
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4.3.2.3. ®ochopunanuja nporeuna HMGB1 y jerpu nanosa ca IT1

@ocdopunanuja je apyra ctpykrypHa moaupukanvja HMGBI koja yruue Ha
IBEroBy Mpepacnoaeny umely jeapa u murormiazme (Kang u cap., 2009; Oh u cap., 2009).
KopumihemeM KoMepljalHOr KHTa W30JI0BaHU Cy (OCHOpHIMCAaHH TIPOTEUHH W3
IIMTOIUIA3MAaTCKOT eKCTpakTa hemua jerpe, a 3aTuM Cy jeaHake KoinuuuHe pocdonpoTenHa
U3 KOHTPOJIHE M JWja0eTUYHE jeTpe aHAIM3MpaHe MMYHOOIOT METOAOM y3 Kopuiiheme
onropapajyher anturena 3a HMGBI1 (ciuka 4.14A). Jlobujenu pesynrar, mpuKa3aH Ha
cmnu 4.14b, ykazyje Ha yBehame Qochopunanmuje HMGBI1 mporenna y muToriazMu
henuja jerpe nujabeTnyHux mamosa 3a oko 13 myta (p<0,05), y nopehemy ca KOHTPOJIOM.
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Cauka 4.14. ®ochopunaunuja nperensa HMGB1 y jerpu namosa ca IT1. (A) UmyHoOn0T ananuza
NpOTEeMHa LUTOIUIa3MaTCKOI €KCTPaKTa jeTpu mnamoBa Ha mnpucyctBo (ocdopunrcanor HMGBI
tokom aujabeteca. (b) I'paduuku mnpukas kKBaHTH(PHUKAIUje IACTEKTOBAaHUX (OCHOPUIUCAHUX
nzopopmun HMGBI. Tlpukazanu pesynratu KBaHTH(HKALUje TPENCTABIbajy CPElby BPEIHOCT
no0MjeHy W3 HajMame TpU He3aBHUCHa ekcriepuMeHnTta. K — xoHTposHa rpyma, D — amjabetuuna
rpymna, CBe BpeJJHOCTH Cy IPeJICTaBIbeHe Kao CPe/ihba BPEIHOCT + cTaHaapaHa rpemka; a, p<0,05 y
nopehery ca KOHTPOIHOM I'PYIIOM.
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4.3.2.4. 'muxo3nnanuja nporenna HMGBI1 y jerpu manosa ca IT1

XpoHnuHo noBehame HIUBOA TITYKO3€ Y KPBU J0BOAU 10 noBehama ¢urykca riykose
Kpo3 IyT OMOCHHTE3e XeKco3amMHuHa uyuju Kpajiu nponykr, UDP-GlcNAc, npexncrassba
CymcTpaT Kox Be3uBama [-H-anerunrnykozamuna (O-GIcNAc) 3a XUJAPOKCUITHE KHCEOHHK
OOoYHHMX JaHana cepuHa wiu TpeoHuHa. OBa O-TIMKO3MIAIM]a PETYIIHINE ITUPOKH PACIIOH
nmporenHa TMpeko uHTepdepeHuje ca dochopmwianujom. Hamuk docdopunaiuju,
perynuiine cTabUITHOCT, aKTUBHOCT M cyOhenujcky Jiokanu3aiujy nporenna (Issad, 2010).
Kon nujabereca je youeno mosehano mpucyctBo Ser/Thr- GIcNAc y perymatopHuM
OpoTeMHMMa Kao mocienuua moBehaHe ekcmecuje myTamuH: ¢pykro3a-6-gocdar
amuHoTpancdepase (Hanover u cap., 1999)

3a anamm3y O-GlcNAc rauko3mnoBanocty HMGBI1 Tokom nujabGereca kopumrhene
cy xosioHe 3a u3onoBame O-GIcNAc Momu(puKOBaHUX MPOTEWHA M3 IUTOILIA3MATCKHUX U
jemapHHX eKCTpakaTa jeTpH I1alloBa, a 3aTUM CY jeJaHKe KOJIMYMHE TIIMKOIPOTeHHA
aHaJIM3MpaHe UMYHOOIIOT METOAOM, y3 Kopulithewe antutena 3a HMGBI1 (couka 4.15A).
W3 nobujenux pesynrara npuka3zaHux Ha rpaduky (ciuka 4.15b), Moxe ce 3akJby4uuTd aa
je HMGBI1 y uuronnasmu henuja jerpe aujadbernynux mnamosa 2,2 nyta (p<0,05) Bume O-
GlcNACc rIIMKo31I0BaH y 0/IHOCY Ha KOHTPOJIHE y30pKe. Mely jenapHuM INTUKONpOTeHUMa

KaKO KOHTPOJIHUX TaKo U AMjabeTHUYHMX nanoBa Huje nerektoBaH HMGBI1 nporeus.
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Cauka 4.15. I'nukosunanuja nporensa HMGBI y jerpu nmanosa ca IT1. (A) MmyHnoOnot ananusa
NpOTEeMHA IUTOIJIA3MAaTCKOT eKCTpakTa jeTpu manoBa Ha mpucyctBo O-GlcNAc Trauko3ninoBaHor
HMGBI1 Toxom nujabereca. (b) ['paduuku npuka3 kBantupukanmje aeteKToBaHux nzopopmu O-
GlcNAc HMGBI. Ilpukazanu pesynraTH KBaHTH(UKAIMjE NPEACTaBIbajy CPEAlY BPEIHOCT
no0MjeHy W3 HajMame TpU He3aBHCHa ekcriepuMeHnTta. K — xoHTposHa rpyma, D — aujaberuuna
rpymna. CBe BpeIHOCTH CY MPEACTaB/LEHE Kao Cpe/iha BPEIHOCT £ CTaHAapIHa rpemka; a, p<0,05 y
nopehery ca KOHTPOJIHOM I'PYIIOM.
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4.4. ®ynkuuje HMGBI1 nporenna y IT1

3a anamm3y d¢ynkunja HMGB1 nporemna y jerpum mamoa ca JIT1, mopen
KOHTPOJHUX H JWjabeTHYHUX NamoBa, (GOpMHpaHe Cy U Tpyle EeKCHePUMEHTATHUX
KUBOTHIbA, KAKO KOHTPOJHUX TaKO W JUjabeTUYHUX, KOJ KOJUX j€ WHIAUPEKTHO
(XpOHUYHUM TPETMAHOM Ca AHTUOKCHUIAHCOM MEJIATOHUHOM) WJIM AUPEKTHO (XPOHUYHHUM
TpeTMaHOM ca uHxuoOuTopoMm cekpenrje HMGB1 — erun mnupyBatoM) HMHIYKOBaHO

cMameme Banhenujckor nmpucycrea HMGB1 npoeruna.

4.4.1. Yuyrapheiaujcka jgokanusauuja HMGBI1 y jerpu nanosa

TPETUPAHUX MEJTATOHUHOM HJIN €TUJI ITHPYBAaTOM

MMyHOXHCTOXEMHUJCKAa aHaJW3a TKUBHUX IIpenapara jeTpud H30JIOBAaHUX U3
KOHTPOJIHHX, AMja0CTUYHHUX U Tal[0Ba TPETHPAHUX MeJaTOHWHOM (ciuka 4.16A) mokazana
j€ la TpeTMaH KOHTPOJIHMX IalloBa HHjE JOBEO 0 MPOMEHA Y MMYHOITO3TUBHOCTH je/Ipa,
KapaKTepUCTUYHO] 3a KOHTPOJHE YCJIOBE, 3a PAa3IUKy O] IMjabeTUUYHUX MaloBa KoJ KOjuX
je cMameHa UMYHOIIO3UBHOCT Y LUTOIUIa3MM, a mnoBehana y jexpy. OBoM aHanuzom
YKa3aHo je Jla TpeTMaH MEJIaTOHMHOM YTH4Ye Ha 3ajpkaBamwe nporenHa HMGBI1 ynyrap
jenapa henmja jeTpu n1ujabeTUYHUX MAIOBa.

Ha cnuuyan HaumH, MMYHOXHMCTOXEMHjCKAa aHaJlM3a TKUBHMUX I[Iperapara jeTpu
U30JI0BAHUX U3 KOHTPOJIHUX, AUja0ETUYHMX U Mal[0Ba TPETUPAHUX €THII MUPYBATOM (CIIHMKA
4.16.b) mokazana je nma oaj mHxuoutop cekpenuje HMGBI1 noBomum mo 3ampikaBama
HMGBI1 nporeuna y jeapy henuja jetpu nujabeTHUHHX Malo0Ba, MAKO je JNETEKTOBaHa
ciaba MMYHOIIO3UBHOCT U Yy nuTomaasMu. OBOM aHAIM30M YKa3aHO je Ja TPeTMaH eTHI
nupyBaToM Takole yrude Ha 3aipxaBame nporeuHa HMGBI1 ynyrap jenapa henuja jerpu

I1jabeTUYHHUX MaIoBa.
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Cauka 4.16. Yayraphenujcka nokanuzannja HMGBI1 y jerpu manoBa TpeTHpaHuUX MeNaTOHHHOM
win et nmpyBatoM. (A) MMyHoxucrtoxemmjcka aHanmuza mnpucycrBa mnporenHa HMGBly
henujama jeTpe mamosa Tpetupanux meiaaronnHoM. (B) UMyHoxHcTOXeMUjcKa aHaIHM3a MIPUCyCTBaa
nporenHa HMGB1 y henujama jerpe manosa TpeTupaHux eTui nupyBatoM. K — KOHTposHa rpyma,
D — nujabernuna rpymna, K+M — KOHTpoiiHa rpyna TpeTupaHna MenaToHHHOM, D+M — nujabetudna
rpumna Tpetupana menatonnHoMm, K+EP — xorTponHa rpyna Tpetupana etui nupyBatom, D+EP —
ojabeTyHa Tpyna TpeTHpaHa eTWw1 NupyBaToM. Bpx crpenune — uMmyHooOojeHOCT jenpa,
CTpenuila — IMyHO000jeHOCT nuToruiazme. Y Behame x40
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VY unspy notBphuBama MMyHOXHCTOXEMH]CKH AETEKTOBAHUX IpOMeHa cyOhenujcke
nokanm3amuje HMGBI1 HakoH TpeTMaHa METaTOHWHOM WJIM €THJI MHMPYBAaTOM, BPIICHA je
MMYHOOJIOT aHalM3a jeJapHUX U I[MTOIUIA3MATCKUX EKCTpakTa henuja jerpe, anu u

YKYIIHUX XOMOTeHaTa jeTpe u cepyMa (ciuka 4.17).
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Cauxa 4.17. Pemuctpubynuja u yHyraphemujcka nokanmumzanja HMGB1 mpotenna. (A)
NmyHOONOT aHanmW3a TMPOTEHHA jeJapHOT E€KCTPaKTa, LUTOINIA3MaTCKOT EKCTPaKTa, , YKYIMHHX
xoMoreHara henuja jeTpu u cepyma mnainoBa TpeTHpaHuX MelaroHnHoM Ha npucyctBo HMGBI. (B)
I'padnukn npukaz kBaHTUHKanuje AeTeKToBaHMX Tpaka. (B) MmyHoOmor anammsa mpoTenHa
jeIapHOr eKCTpaKTa, LUTOIUIA3MATCKOT EKCTpaKTa, YKYIIHMX XOMoreHara hemuja jeTpu U cepyma
manoBa TpPETHUpaHUX eTua nupyBatoM Ha mnpucycteo HMGBI1. (I) I'paduuku npuxas
KBaHTH(HKalLMje NeTeKTOBaHUX Tpaka. IlpukazaHu pesynraTH KBaHTH(HKalLMje MPeCcTaBIbajy
Cpellby BpEeOHOCT NOOHMjeHy U3 HajMame TpU He3aBHCHA excrnepuMeHTa. K — koHTponHa rpyna, D —
njabernyna rpyma, K+M — KOHTpoJiHa Tpyna TpeThpaHa MelaToHHHOM, D+M — nujabetnduHa
rpymna Tpetupana MenaToHnHoM, K+EP — koHTposHa rpymna Tpetupana et nupyBaroM, D+EP —
aujabeTHyHa Tpyna TpeTHpaHa eTwil nupyBaToM. CBe BPEOHOCTH CY NpPEICTaBJbEHE Ko Cpelmba
BpeIHOCT + craHmapiHa rpemika; a, p<0,05 y nopehewy ca kontposHom rpymom; 6, p<0,05 y
nopehemwy ca a1jabeTHIHOM IPYIIOM.
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Tperman nujabeTMyHuX TamoBa MenatoHnHoM (cimuka 4.17A) noBeo je 1o
3HaYajHUX TpoMeHa Ha HuBOY mpucytHoctd HMGBI1 y cBuM ucnutuBanum henujckum
dpakumnjama U cepymy. MenaTOHMH je KOJA AWjaOCTHYHMUX I1alloBa JOBEO JO CMambEHOT
nznazka HMGBI u3 jeapa, o uemy cBemoun noBehame HHUBOA OBOT MPOTEHHA Yy jeIapHOM
eKCTpakTy 3a oko 3,9 myta (p<0,05), Ka0 U CMamkEHEe HEroOBOI HUBOA Y IUTOILIA3MAaTCKOM
excrpakty 3a 40% (p<0,05), y ogHOCY Ha BpeaHOCTH JOOHWjeHE 3a AMjabeTUYHY TPYITy.
JlerextoBano je Takohe u 3HayajHo (p<0,05) cMameme npucyctBa HMGBI1 y xoMorenary
jerpe (36%) u cepymy (30%) (cnuxa 4.17b) .

Tperman nujabetmuyHuMx mnamoBa eTwi nmpyBatoM (cimka 4.17B) mosehao je
npucyctBo HMGBI1 npotenna y jemapHom ekcTpakTy 3a oko 1,7 myra (p<0,05), kao u y
[UTOIJIA3MAaTCKOM eKcTpakty 3a 1,2 myta (p<0,05). OBe npomeHe npaheHe cy cMamemeM
nuBoa HMGB1 y xomorenary jerpe 3a oko 41% (p<0,05) u y cepymy 3a 31% (p<0,05), y
nopehemy ca aujadbeTHYHOM TPYIOM KHBOTHIA (cituka 4.171).

Ha ocHOBY mpuKkazaHux pe3yiraTa MOXe C€ 3aKJbYYHTH J1a 00€ BPCTE TPEeTMaHa JIOBOE J10

cmameHor npucyctea HMGBI npotenna y cepymy u jeTpu AMjabeTUYHUX NalloBa.

4.4.2. IIpoTeKTUBHHU e(peKTH MEJIATOHNHA M €THJ MUPYyBaTa HA

jerpy AujadeTHYHMX MAL0Ba

Ca mmsem ga HuBo mnpucyrHoctu HMGBI y jerpu u Banhenujckoj cpeaunu
KOPENUIIEMO ca MaTOJOLIKUM MpOMEHaMa JeTeKTOBaHUM Y jeTpu manosa ca JIT1, HakoH
TpeTMaHa JUja0CTUYHUX TMaloBa MEJIATOHWHOM WM €T TNHPYBaTOM, BpIIEHA je

XHUCTOJIOIIIKA aHaJIH3ajeTpe, Kao U lb€H OKCUAATHBHH U I/IH(l)J'IaMaI_[I/IjCKI/I cTaryc.

4.4.2.1 X¥CTOI0IIKA aHAJIM3Aa TKMBA jeTpe Auja0eTHYHNX Nal0Ba TPETHPAHUX

MEJATOHUHOM WM €TUJI ITUPYBATOM

XHCTOJIOIIKA aHaln3a jeTpe ,Z[I/Ija6eTI/I‘{HI/IX namoBa TpPECTHUPAHUX MCEIATOHUHOM

(cuka 4.18) mokasaia je 3Ha4ajHO MOOOJBIIAKE CTakha JETPE Y OJHOCY Ha CTAmkE jeTpe
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nujabetnyHe Tpyne. TpeTMaH MEIaTOHHHOM JIOBEO je 0 HOpMaliu3allije CTPYKTYpe jeTpe,

MHUHHMAaJIHE nerenepanuje henmja jerpe (crenen 1, omreheme <5%) 1 3HAYaJHOT CMambEHa

HeKkpo3se (cTeneH 1, 3acTymybeHoCT Hekpo3e <5% henuja) (Tabena 3).

Cauka 4.18. IIpecenu TkuBa jeTpe mauoBa. PernpeseHTaTnBHE CIHMKE IMpeceKa TKMBA jeTpe MaloBa
TpeTupaHux MenaroHnHoM. K — xonTponHa rpyna, D — nujaGernuna rpyma, K+M — koHTposHa
rpyna TpeThupaHa MenaToHuHoM, D+M — nujabeTnyna rpymna TpeTHpaHa MEJaTOHHHOM. YBehame

x40.

Tabena 3. YTumaj rpetMaHa MeJIaTOHHHOM Ha CTETICH XUIPOIICHE JereHepannje hemuja

jeTpe maroBa U HEKpo3e TOKOM jaujadereca

K D K+M D+M
Jerenepanmja 1 4 1 1
hesmja jeTpe <5% >50% <5% <5%
n 0 2 0 1
CRpO3 0% 5-25% 0% <5%
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[Ipomene cy oapehuBane mo metoam Lobenhofer m capagumka (Lobenhofer u cap., 2006):1 —
MHUHUMaJHE mpoMeHe (Mame ox 5% hemmja, 2 — ymepene mpomene (5-25% hemmja), 3 — jake
npomene (26-50% henmja) n 4 — naten3uBHe npomene (mpexo 50% hemuja). K — konTponna rpyma,
D — gmjabernuna rpyna, K+M — KoHTponHa rpyna TpeTupaHa MenaToHHHOM, D+M — nujabetudna
rpymna TpeTHpaHa MeTaTOHUHOM.

XUCTONOIIKA aHAJIM3a jeTpe nujabeTudHuX nanosa (ciauka 4.19) Tpetupanux eTu
UpPYBaTOM Takohe je oBesla 10 OuyBama CTPYKType TKUBA jeTpe, LuToIuiasma henuja je
XOMOT€Ha, MPHUCYTHA je MHHHMMAajdHa BakyoJu3alldja M 3HAYaHO € CMameH Opoj

HekpornuHuX U Kyndeposux henuja.

Cauka 4.19. IIpecernu TkuBa jeTpe manoBa. Pernpe3eHTaTHBHE CIIMKE NMpeceKa TKUBA jeTpe TamoBa
TPeTHpaHuX €T nupysatoM. K — koHTposHa rpyna, D — aujabetnuna rpyna, K+EP — konTponHa
rpyna TpetupaHa etun nupysatoM, D+EP — nujabernuna rpyma TpeTupaHa e€TWJI HHPYBaTOM.
Vsehame x40
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[ToGosbmiame  ommuTer CTamba jeTpe JAWjadCTUYHHMX TaloBa  TPETHPAHUX
MEJIaTOHMHOM MJTH €THJI MUPYBATOM U CMamEeHO MPUCYCTBO olTehema y B0j NOTBphEeHo je
W a”HaM30M TmpucyctBa Mmapkepa omrehema, ALT m AST, y cepymy. Tpermanu
MUja0eTUYHUX TAIoBa OMJIO MEJIATOHWHOM WJIM €THJI TUPYBATOM JOBENU Cy JO 3HAYajHOT
CMameha aKTUBHOCTH 00e TpancamuHasze. AKTuBHOCT ALT kxox TpeTupanux anjabeTHIHUX
naroBa cMambeHa je 3a oko 46% (p<0,05), a aktuBHOcT AST oko 39% (p<0,05) y nopehemy
ca mujabernunoMm rtpymom (tabema 4). AxktuBHocT ALT konm numjabeTmdHMX maroBa
TPETHPAHUX €TWI MUPYBATOM CMameHa je oko 43% (p<0,05), a akruBHOCT AST 3a ok0 54%
(p<0,05), y mopehemy ca nujaberuunom rpyrnom (tademna 4). U3mepene Bpennoctu 3a ALT
u AST ykasyjy Ha noOoJblllamkhe€ CTama jeTpe Ouja0eTMYHHMX IMaloBa TPETUPAHUX ETHI

MMUPYyBATOM.

Tab6ena 4. [Ipomene aktuBHocTH AST 1 ALT y cepymy aujabeTHUHHX HalioBa TPETUPAHUX

MCJIIATOHUHOM UJIU €TUJI ITUPYBATOM

K D K+M D+M K+EP D+EP
1(&[}1/;1)" 50,243,1 172,846,5* | 492424 | 923+114* | 57,9424 |982+12,8""
‘(A‘Us/rl[‘) 187,9£18,2 | 453,1422.4* | 189,9+12,4 | 274,8+13,5*" | 222,9+10,1 | 210,8+15,2°
K - konrponna rpyma, D — nujabermuna rpyma, K+M — KoHTponHa Tpyma TpeTHpaHa

MesnaToHuHOM, D+M — nujabetnuna rpyna tpetupaHa menaToHMHOM, K+EP — konTponna rpyna
TpetupaHa ertun nupyBarom, D+EP — nujabetmuna rpyna TperupaHa eTwa mnupyBatoM. Cae
BPEAHOCTH Cy IPEJICTaBJbEHE Kao Cpebha BPEJHOCT + CTaHAapAHa rpemka; a, p<0,05 y nopehemy
ca KOHTPOJHOM Tpymiom; b, p<0,05 y mopehemy ca qujabeTHIHOM TpyIIOM.

Ha ocHOBy npuka3zaHuX pe3ysiTaTa MOKE C€ 3aKJbYUMTHU Ja CMambEeHO BaHNENn)jcKo
npucyctBo  HMGB1 mnporenHa, y3pokoBaHO TpeTMaHMMa MEJNATOHUHOM WM  E€THI

MMUPYyBATOM, KOPCIIUIIC Ca MOOO0JBIIAKEM OIIITET CTaHpajeTpe
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4.4.2.2. OKcHIATHBHHU CTATYC jeTpe AMjadeTHYHUX MAL0BA TPEeTHPAHUX

MEJATOHUHOM WM €TUJI ITUPYBAaTOM

Kako je MenaToHMH aHTMOKCHJIAHC, a €TWUJI MUPYBAT HCIOJhaBa AHTUOKCUIATUBHE
edeKTe, OKCHIATHBHU CTATYyC jeTpe Auja0eTHYHUX MaloBa TPETUPAHUX METATOHHHOM WM
eTHJI NMUPYBAaTOM aHAJIM3HMPAH je MPEKO MPOMEHa y KOHIEHTPAIMjH PEaKTUBHHX BPCTa,
JIMITHATHE TIEPOKCUIAIN]E U aKTUBHOCTH MJIH €KCIIPECHje aHTHOKCUJATUBHUX €H3UMA.

KonnenTpanuja cymnepokcuj aHjoH paaudKala W BOJOHHK IEPOKCHIA Y JeTpH
njabeTHYHNX MaroBa TPETHPAHUX MEIATOHMHOM cMameHa je 3a 59% (p<0,05), omHocHO
27% (p<0,05), y omHOCY Ha BpPEIHOCT KOHIICHTpAIUje CYNEPOKCH aHjOH pajauKaia u
BOJIOHUK TIiepoKkcuaa y jerpu aujabernyHux mamoBa (cnuka 4.20). 3mepena
KOHIICHTpAIlMja JHUMHIHUX TIEPOKCHIA Yy JeTpu IUjabeTUYHHMX I1alloBa TPETUPAHHUX
MeJIaTOHMHOM cMameHa je Takohe 3a 30% (p<0,05) y omHOCy Ha BpeaHOCT NOOHjeHYy 3a

jeTpy AujabeTUYHUX MaloBa.
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Cauxa 4.20. OKcUJaTUBHHU CTaTyc jeTpe IujabeTHMYHHMX IAloBa TPETUPAHUX MEJTATOHHHOM. (A)
YTHuaj TpetMaHa MenaToHMHOM Ha KoHueHTpauujy O,". (b) YTuuaj TpetMaHa MenaTOHHHOM Ha
koHneHTpanjy H,O,. (B) VYrtumaj Tpermana menaToHMHOM Ha KoHIeHTpaiujy MDA. K —
KOHTpOJHA rpyna, D — nujaGernuna rpyma, K+M — KOHTpoiHaA rpyna TpeTHpaHa METaTOHHHOM,
D+M — pgmjabermuHa rpyna TpeTUpaHa MenaToHMHOM. CBE BPEIHOCTH Cy IPEACTaBJbEHE Kao
Cpelliba BpeJHOCT *+ CTaHap/AHa rpemka; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTpomHOM rpynom; b, p<0,05
y nopehemy ca 1ujadeTHIHOM IPYIIOM.
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byayhu na MenatroHuH MoOXe MOIU(GUKOBATH AKTHBHOCT aHTHOKCHIATHBHUX
€H3MMa, UCTIUTUBAHO j€ JICJCTBO MEJIAaTOHWHA HA CHCTEM aHTHOKCHJIATUBHE 3aIITUTE jeTpe
IjabeTUYHUX Tall0Ba, MEPEHheM aKTUBHOCTH aHTHokcunatuBHux ensuma (CAT, SOD) y
XOMOreHaTuMa jeTpe namnona. Ha ocHOBY mpukaszanux pesynraTta Ha ciauiu 4.21 youasa ce
Ja je TpeTMaH JaujabeTUYHUX TarioBa MEeJIaTOHUHOM JIOBeO 10 mopacta aktuBHOCTH CAT 3a
1,2 myra (p<0,05) xao m ykymae SOD 3a 1,3 myra (p<0,05), y omHOCY Ha BpPEIHOCTH

U3MEpPEHHX KO IujabeTuyHe rpyre.
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Cauka 4.21. YTrnaj TpeTMaHa MEJIaTOHHHOM Ha aKTUBHOCTH aHTHOKCHUIATHBHUX €H3WMa Yy jeTpH
nanoBa ca STZ-uaaykoBanuM aujaderecoM. (A) Ilpomena akruBHocT CAT y jerpu mauosa. (b)
[Mpomena aktuBHOCTH SOD Yy jeTpu manosa. K — konTponHa rpymna, D — aujadernyna rpyna, K+M —
KOHTPOJIHA TpyIla TpeTHpaHa MenaToHuHoM, D+M — aujabeTtnyHa rpyna TpeTUpaHa MEJIATOHUHOM.
CBe BpEAHOCTH Cy MPEICTAaBJbEHE Kao Cpeldma BPEOHOCT + cTaHaapiHa rpemka; a, p<0,05 y
nopehewy ca KOHTpoJHOM TpyIioM; b, p<0,05 y nopehemy ca 1ujabeTHUHOM IPYIIOM.

Pesynratn Mepema akTUBHOCTH aHTHOKCUIATUBHUX €H3MMa Y JeTpH Juja0eTHUHUX
naroBa TPETUPAHUX €THII MUPYyBaToM Takohe mokasyjy aa cy aktuBHocTH CAT (cnmka
4.22A) n ykynnor SOD (cnuka 4.22b), nosehane 3a 17,3% (p<0,05), onnocHo 40,2%

(p<0,05) y mopehemy ca BpenHocTrMa qo0HjeHUM 3a aujabeTudHe namose (ciuka 4.22).
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Cauxa 4.22. YTunaj TperMaHa €THJ MUPYBaTOM Ha TPOMEHY aKTHBHOCTH aHTHOKCHIATHBHUX
eHsuma y jerpu mnamoBa ca STZ-unaykoBanum nujaberecom. (A) Ilpomena akruBHocTH CAT Yy
jerpu mauoBa. (b) IIpomena aktuBHoctu SOD y jerpu mamoBa. K — xonTponHa rpyma, D —
mujabetnyna rpyna, K+EP — konTponHa rpyna tpetupana etun nupyBatom, D+EP — nujabernuna
rpyna TpeTHpaHa eTHJ nupysaToM. CBe BPEIHOCTH Cy NPEACTaB/bEHE KAao Cpelma BPEIHOCT +
CTaHJapAaHa rpemka; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTponHOM rpymnoMm; b, p<0,05 y mopehemy ca
J1jaOeTUIHOM I'PYIIOM.

3a nmpomene y aktuBHOocTH CAT m SOD mory OuTH OATOBOpPHE M TNPOMEHE Yy
BUXO0BO] npucyTtHocTH (cnuka 4.23A). IMyHOOJOT aHanM3a yKYNMHUX XOMOT€Hara jeTpe
nrja0eTMYHUX MaloBa MOKasaja jeé TOTOBO JABOCTPYKO cMmameme (p<0,05) y excnpecuju
CAT (cnuka 4.23B) u nBoctpyko nosehame (p<0,05) y excpecuju MnSOD (cnuka 4.235),
ToK je HuBo ekcrpecuje CuZnSOD 0no HEenmpoMemeH y OJHOCY Ha KOHTPOJHY Tpymy. Y
nopehemy ca qujabeTHYHUM NaoBUMa, JUja0CTUYHHU MTAllOBH TPETHPAHH €THUJI TUPYBATOM
nokazanu cy nosehame ekcrpecuje nporenHa CAT 3a 1,5 myt (p<0,05) u cMmameme
excripecrje MnSOD 3a 30% (p<0,05) (cnmuka 4.236). 13 oBux pe3yntata Moxke ce

3aKJbYYHUTH Ja ¢y akTHBHOCT U ekcnpecruja CAT y xopenanuju gok aktusHOocT SOD mopen

ekcrpecuje oapehyjy u apyru gorahaju.
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Cauxa 4.23. VYTHnaj TperMaHa eTWI [HPYBaTOM Ha TIPOMEHY TNPOTEHMHCKOT HHBOA
AQHTHOKCHJATHBHUX €H3UMa y jeTpu manosa ca STZ-ungykoBanum nujaberecom. (A) myHoOGmnor
aHanM3a YKyNIHHUX XoMoreHata jerpu mnamoBa Ha npucyctBo CAT, CuZnSOD u MnSOD. (b)
I'padmukn npuka3 KBaHTUPHUKAIH]jE TETEKTOBAaHUX Tpaka. [Ipuka3aHu pe3ynTaTti KBaHTH(QUKAIIHje
MPEJICTaBJbajy CPEaby BPEIHOCT JOOWjeHYy W3 HajMame TPU HE3aBHCHA ekcrepuMeHTta. K —
KOHTpOJHA rpyna, D — nujabetnuna rpymna, K+EP — konTponHa rpyna Tpetupana €T IUPyBaToM,
D+EP — nujabetnuna rpyna TpeTupaHa eTwi nupyBatoM. CBe BPEJHOCTH Cy TpeCTaB/beHE Kao
cpeliba BPEeIHOCT £ CTaHapaHa rpeika; a, p<0,05 y mopehemy ca KOHTpOIHOM rpyriom; b, p<0,05
y nopehemy ca 1ujabeTHIHOM TPYIIOM.

Ha ocHOBy mpukazaHux pe3yiTaTa MOXeE Ce 3aKJbYYUTH Ja CMamkbeHO BaHNEIHjCKO
npucyctBo  HMGB1 mnporenna, y3pokoBaHO TpeTMaHWMa MEJIATOHUHOM WM €THI
MUPYBAaTOM, KOPEJHUIIIE Ca CMAakbEeHhEeM OKCUAATUBHOI CTpeca IITO HaBOJM Ha 3aKJbydyak Ja

0Baj cTpec JIexu y ocHoBHU yBehama excrnipecrje HMGB1 nmpoTtenHa kako y jeTpu Tako 'y

LUPKYJIALHUjU.
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4.4.2.3. Undaamanujcku cTaTyc jerpe 1MjadeTHYHUX NAL0BA TPEeTHPAHUX

€TUJI IMPYBATOM

Jlujaberec je crame crnabe, XpoHWYHEe MHQIAMalMje KOjy KapakTtepuine yBehaHo
IPUCYCTBO LUPKYIMIIYhUX NporH(IaMalMjCKUX LUTOKMHA M aKyTHO (a3sHUX NpOTEeHnHa
Yyyja je eKcrpecHja perynucaHa oBuM nurokuauma (Devaraj u cap., 2007). bynyhu na erun
nupyBaT NPUMapHO OCTBapyje aHTHHMH(IaMalnujcke edekre, IeIoM M MPEeKO CMambema
HuBoa HMGBI1 y Banhemnjckoj cpequnu (Ulloa u cap., 2002), ucnutuBaHo je 1ejcTBO
TpermMaHa et nupyBatroM Ha HUBO TNF-a m IL-6, ka0 u Ha HUBO aKyTHO-(a3zHOT
nporenHa xanrornobuna (Hp). MmyHoOnor ananmmsa XxomMoreHaTta jeTpe AujabeTHUYHHX
naroBa TPETUPAHUX €TUJ nupyBaToM (ciuka 4.24) nokasana je cMameme yBehaHor HuBoa
TNF-a 32 68% (p<0,05) u cmameme yBehanor auBoa IL-6 3a 53% (p<0,05), y mopehemy ca
njabetrmaHOM TpynoM. IMyHOOIOT aHaImM3a MpoTenHa YKYITHUX XOMOTeHAaTa jeTpe marnoBa
ca oarosapajyhum anturenom Ha Hp (cnuka 4.24A) noka3zana je 3HauajHO noBehame HUBOA
Hp-p cybjenunune y jerpu aujabernunux namosa (1,7 myra, p<0,05), y nopehemwy ca
KOHTpoJHOM BpeaHomhy (ciuka 4.24b). Hakon Tpermana nujaOeTHYHUX MAIoBa €THI

nupyBatom, HuUBo Hp-f cmamen je 3a 33% (p<0,05), y onHOCy Ha 1HjabeTUYHY TPYyIy.
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Cauka 4.24. Nndnamanujcku cratyc jerpe OujadeTUYHUX TMAloBa TPETHPAHHUX €TUJI MUPYBATOM.
(A) NUmyHOONOT aHanM3a yKyImHHX XOMOTeHaTa jeTpu manosa Ha mnpucyctBo TNF-a, IL-6 u Hp-f.
(b) Tpadmukm mnpuka3z KBaHTH(UKANMje JETEKTOBaHWX Tpaka. [IpWKa3aHu pe3ynraTu
KBaHTH(HKAILIMje TPEICTaBIbajy Cpelliby BPETHOCT NOOWjeHy W3 HajMamke TpPH HE3aBUCHA
excnepumenta. K — kxonrtpomna rpyna, D — nujabetmuna rpyna, K+EP — konTponna rpyna
TpetupaHa etun nupyBatom, D+EP — nujabetmuna rpyna TpetupaHa eTwa nupysatoM. Cae
BPEIHOCTH Cy TIPENCTaBJheHE Ka0 Cpeba BPEIHOCT + CTaHaapAHa rpemka; a, p<0,05 y nopehemy
ca KOHTPOJHOM rpymnom; b, p<0,05 y nopehemy ca nujabeTHUHOM rpymnom.
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Ha ocHOBy oBuX pe3yiTara MOXeE C€ 3aKJbYUHTH Ja CMameHO BaHhenujcko
npucyctBo HMGB1 nportenna, y3poKoBaHO TPETMaHOM ca €THJI IUPYBATOM, KOpEIHUIIE ca
cCMamemeM HH(IIaManuje jeTpe IITO HaBOAW Ha 3ak/bydak Ja yBehaHa ekcripecuja u
Banhemmjcko npucyctBo HMGBI npoTtenHa Moxxe J1a JONPHHOCH OJpKaBamby XPOHHYHE

uH(pIamanuje y nujadberecy.

4.4.3. Ynora HMGBI1 y unpaamanmju jerpe nanosa ca JIT1

4.4.3.1. Untepakuuje HMGBI1 nporenna ca TLR4 peunenropom

Banhemujcku HMGB1 wuntepakmujom ca TLR4 peuentopom Moxe MOKpeTaTH
uHduamanujcke nyrese y henuju (Yang u cap., 2015). Crora je Hajupe UCIIUTHBAH HUBO
TLR4 y yKymHUM XOMOT€HAaTHMa TKHBa jeTpe AMja0eTHUYHHMX IaloBa W JAWja0CTUYHUX
namoBa koJ kojux je Huso HMGBI1 cmameH TpeTMaHoM ca eTis mupyBaTtoM. MIMyHOOIOT
aHanuza ca oaromapajyhum antutenom Ha TLR4 mokazana je 3HauajHo moBehame HHBOA
TLR4 y jerpu aujaGeTnuHuX namosa 3a 5,5 nyrta (p<0,05), y nopehewy ca ausoom TLR4 y
JE€TpU KOHTPOJHUX XKUBOTHHA (cruka 4.25A). Hakon TpeTMaHa qujabeTHYHHX Tal0Ba €TUJ
nupyBatoMm HUBO TLR4 cmamen je 3a 42% (p<0,05) y omHocy Ha nujabeTHUHYy TPYILy
(cmuka 4.25A).

MeTosoM KO-UMYHONpEIUNUTAIM]e Jajbe jeé MCIUTHBaHAa WHTepakifja MpoTeuHa
HMGB1 wu peuentopa TLR4. Wmynonpenunurtanujy nporeuHa HMGBI, spueny
onrosapajyhum antutenom Ha HMGBI1 wu3 ykynmHux XxomoreHarta jerpe, InpaTuia je
UMYHOOJIOT aHayin3a AO0OMjeHHX Mpeuunurara ca onarosapajyhum antutenom Ha TLR4
(cnuka 4.25b). KBantudukaimjom 100MjeHUX Tpaka yodeHO je moBehame HHTepakiuje
u3Mel)y oBa /1Ba mpoTerHa Koj MjadeTHUHUX MaloBa, 3a 1,7 myta (p<0,05), y nopehemy ca
KOHTposiHOM rpymnoMm (cinuka 4.25b). Hacympor Ttome, maTepakiuja HMGB1 u TLR4
CMameHa jeé TOTOBO Ha KOHTPOJIHM HHMBO HAKOH TpeTMaHa AMja0eTUYHMX MAI[0Ba €THI

nupysaroM (ciuka 4.25b).
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Cauka 4.25. HUnrepakuuja nporenna HMGB1 ca TLR4 penentopom. (A) MmyHoO10T ananuza
NpoTeMHa YKYIHHX XOMOIeHaTa jeTpu mnanoBa Ha mnpucyctBo TLR4 Ttoxom nujabereca ca
rpa¢puukuM TpHKazoM JoOujernx npomeHa. (b) HMmyHoOmoT aHanM3a WMYyHONpEIMIIUTATA,
I00MjeHnX U3 YKYITHHX XOMoreHata jerpe y3 kopumhewme antu-HMGBI1 anTuTena, Ha npucycTBo
TLR4, ca rpaduukum mpuka3zoM noOujeHux npomeHa. Ilpukazanu pesynratu KBaHTH(HKaLHje
MPEJICTaBJba]y CPEIby BPEIHOCT JOOWjeHYy W3 HajMame TPU HE3aBHCHA ekcrepuMeHTa. K —
KOHTpOJIHa rpyna, D — nujabetnuna rpymna, K+EP — konTponHa rpyna Tpetupana €T IUPyBaToM,
D+EP — nujabernuna rpyna TpeTupaHa eTwi nupyBatoM. CBe BPEJHOCTH Cy NPEACTaB/bEHE Kao
Cpeliba BPEeIHOCT £ cTaHmapaHa rpeika; a, p<0,05 y nmopehemy ca KOHTpOIHOM rpyriom; b, p<0,05
y nopehemy ca 1ujadeTHIHOM IPYIIOM.

4.4.3.2. HMGB1-TLR4 nocpenoBana aktusauuja MAP kuna3a y jerpu

AujadeTMYHUX MAo0Ba

MAP xunaze (p38, JNK, ERK1/2) urpajy xipy4dHe ynore y yHyTapheiaujckum
norahajuma nocpenoBanumM TLR4 penentopom. Crora je MCIMTUBAHO Ja JIM NMPOMEHE Y
HuBoy uHTepakuuje usmehy HMGB1 u TLR4 ytuuy na aktuBarujy p38, JNK u ERK1/2 y

jeTpu aujabeTHUHMX naroBa. IMyHOOI0T aHamM3a MUTOIIIa3MaTCKUX eKCTpakaTa henuja
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jeTpe HUje OTKpHiIa HUKAaKBE IMPOMEHE y HUBOY YKYNHUX (OPMH OBUX MPOTEHHA y jETPH
IrjabeTHYHUX TaIoBa, 0e3 o03upa Ha TO Ja JU jecy WU HHUCY OWIIM TPETUPaHH eTHI
nupyBatoM (ciauka 4.26b). Mehyrum, kako ce cBe TpHM BpCTE€ KHHA3a aKTUBHUPAJY
docdopmanyjom, ca MUIBEM Ja CE€ HCIUTA HUXOBA AKTUBHOCT Yy jeTpH IMaloBa ca
njaberecom u no0OujeHe mpomMeHe pazymejy y koHtekcty HMGBI/TLR4 unrepakumje,
BpIIICHA j€ MMYHOOJIOT aHaiu3a Ha mnpucyctBo dochopunrucanux (opmu p38, INK u
ERK1/2 (cnuka 4.26A). Ilokazano je na je moBehan HuBo unrepaknuje nsmehy HMGBI1 u
TLR4 npahen mosehamem aktuBamuje p38 m JNK 3a 2 (p<0,05), omnocro 1,9 myra
(p<0,05), y numjabermunoj jerpu marnoBa (cimka 4.26B) y mopehemy ca KOHTPOIHUM
BpenHoctuma. Takolhe je merektoBana mosehana ¢ochopunanuja msopopmu ERK o 42
kDa u 44 kDa, 3a oxo 2,4 nyta (p<0,05), oqHocuo 1,7 myta (p<0,05). CMameme HHUBOA
untepakiyje m3meh)y HMGBI1 u TLR4 nakoH TpeTMaHa eTHJI MUPYBaToOM JOBEO je JI0
crarucTruku 3Ha4ajHor (p<0,05) cmamema aktuBanuje p38, JINK u o6e ERK m3odopme,
on 42 kDa u 44 kDa, 3a 1,7-, 1,3-, 1,2-, ogaocHo 1,3 nyTa, y nopehemy ca nujabeTHuHUM
nanopuma (cnuka 4.26B). Ha ciaumm 4.26I° nmat je u rpaduuku mpuka3 oOgHOCA

dochopmnncanux u ToranHux Gopmu p38, ERK1/2, INK.
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Cauxa 4.26. HMGBI1-TLR4 mocpenoBana axtuBauuja MAP kunHaza y jerpu aujabeTHYHHX
nmaroBa. (A) HmyHOONOT aHanmM3a IMTOIUIAa3MAaTCKAX eKcTpakara hemmja jerpwm marmoBa Ha
npucyctBo yKynHuX u ¢ochopmmucarnx dopmu p38, ERK1/2, JNK. (b) I'padhmuxu mpuxasz
kBaHTH(uKauuje nerekroBanux p38, ERKI1/2, INK. (B) I'padpmuku mnpukaz kBaHTH(HKaLUje
nerekroBaHux p-p38, p-ERK1/2, p-JNK1/2. (I') I'padmuku mpuka3 omgHOoca GochopmiricaHuX H
totamanx ¢opmu p38, ERKI1/2, INK. Ilpukazanu pe3yiaratd KBaHTH(HUKAIjE MPEICTaBIba]y
Cpelilby BpEAHOCT JO00HjeHy U3 HajMame TpU He3aBHcHa ekcnepumenTa. K — konTponHa rpyna, D —
njabetnyna rpyna, K+EP — konTponHa rpyna Tpetupana etun nupyBatom, D+EP — nujabernuna
rpyna TpeTupaHa eTuia nupyBaToM. CBe BPEIHOCTH Cy NPEACTaB/bEHE Ka0 Cpela BPEIHOCT +
CTaHJapAHa rpemika; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTposHOM rpynoMm; b, p<0,05 y mopehemy ca
JI1jaOeTUIHOM TPYIIOM.

4.4.3.3. HMGB1-TLR4 nocpenoBana akrusanuja jenapaor NF-kB p65 y jerpu

AujadeTUHYHUX MAL0BA

AxtuBanuja cBux MAP kunaza mocpemoBana TLR4 penentopom 3aBpiiaBa ce
aKTUBAIMjOM TpaHCKpumuoHor ¢akropa NF-kB p65 u meroBom TpaHciaokalnujom y jeapo
I/ YYeCTBYje Yy perylaluju eKCIpecuje MHOTUX I'eHa YKJbY4dyjyhu U OHE KOju KOAUPajy
uHamanyjcke urokuae TNF-a u IL-6, akytHO-(ha3au nporenH Hp n aHTHOKCHAATUBHU
ensume, CAT u CuZn/MnSOD (Bhatt u Ghosh, 2014). Ctora je uMyHOOJOT aHAIU30M
UCMHUTUBAHO Ja JM npoMeHe y HuBoy uHTepakuuje usmehy HMGBI1 u TLR4 yruuy Ha
aktuBaiujy NF-kB p65 y jetpu nujabetnunux namosa (ciauka 4.27A).

NMyHOOIIOT aHanmu3a jeJapHUX eKCTpakaTa OTKpuia je moBehaH HHBO YKYIHOT
nporeuHa NF-kB p65 y jenpy aujabermunux manosa 3a 1,5 myra (p<0,05) y oaHocy Ha
KOHTPOJIHY BpenHocT. TpeTmaH auja0eTHUHUX MaloBa €TWI MUPYBAaTOM HHje J0BEO 10
CTaTUCTHUKU 3HauyajHUX MpomeHa HHBoa NF-kB p65 y oaHocy Ha nujabeTuyHy rpymy
(cmuka 4.27B).

Ca mmibem na ce ucnura aktuBHocT NF-kB p65 y jerpu maroBa ca nujaderecom
BpILIEHA je MMYHOOJOT aHajlu3a Ha NpUCYCTBO (ocdopmincane GpopMe OBOI IMPOTEHHA.
[Tokazano je na je y henujama jerpe nujabeTHuHux naroBa HUBO (ocdopunucane hopme
NF-kB p65 nosehan 1,6 myra (p<0,05) Ha HUBOY jenpa, Y OJHOCY HAa KOHTPOJHU HHBO.
Hacynpor Tome, TpeTMaH eTWJI NUPYBaTOM CMamHO jé HUBO aKTHBHE (opme OBOT
IpoTEeHHA Y jesipy AujabeTnyHux maroBa 3a oko 30% (p<0,05) y ogHOCy Ha aAMjabeTUUHY

rpyny (ciuka 4.27b).
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Cauka 4.27. HMGB1-TLR4 nocpenosana akruBanuja jenapHor NF-xB p65 y jerpu aujabetnanunx
nanoBa. (A) IMyHOONOT aHaM3a jenapHUX eKcTpakaTa helmja jeTpy namoBa Ha IPUCYCTBO YKYITHE
u ¢ochopunucane popme NF-xB p65. (Bb) I'paduuku npukas kBaHTU(UKALKjE IETEKTOBAHUX
Tpaka. Ilpukasanu pesynrtatu KBaHTH(HKaLUje NPEACTaBIbajy CPEAlmY BPEAHOCT NOOHMjeHY H3
HajMame TPU He3aBUCHA excnepuMmeHTa. K — koHTponHa rpymna, D — nujabernyna rpyna, K+EP —
KOHTPOJIHA Tpylia TpeThpaHa eTua nupyBaToM, D+EP — amjabGernuna rpyna TpeTupaHa eTHI
nupyBaToM. CBe BpPEIHOCTH Cy NPEACTABJBEHE KA0 CPeAba BPEOHOCT + CTaHAapAHa Ipellka; a,
p<0,05 y nopehemy ca koHTposTHOM TpynoM; b, p<0,05 y mopehemy ca 11jabeTHIHOM I'PYIIOM.

4.4.3.4. HMGB1-TLR4 nocpenoBana akrtusunja JAK1/STAT3 curnaanor

NyTa y jeTpM NauoBa ca aujaderecom

STAT3 je jemaH oJ TJIaBHUX TPAHCKPUNIIMOHUX (aKTOopa YKIBYYEHUX Y
WHIyKOBaHY TpaHckpumniujy reHa 3a Hp (Grigorov u cap., 2000). IIpumapHo ce akTuBupa y
onrosop Ha IL-6 koju Be3uBameM 3a IL-6 mokpehe curnanHy kackagy aktuBanyje JAK
KMHa3a. Y HOBHUjJO] JMTEpaTypH omnMcaHa je W mnoBe3aHocT aktuBanje JAKI1/STAT3
CUTHaJIM3anMje mocpenacTBoM akTtupauuje peuentopa TLR4 ca HMGBI1 (Ying u cap.,

2013). Crora je cnenehu xopak ucTpakuBama OMO yCMEpPEH Ka MCIUTHBAKY KOpenaruje
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u3Mel)y mpomena y HuBoy nnrtepakuuja usmehy HMGB1 u TLR4 u aktuBamnuje curHaiHor
nyta JAK1/STAT3 y jerpu nujabeTHUHUX MAIoBa.

NmMyHOOIOT aHanmM3a NMMUTOIIA3MAaTCKUX eKcTpakaTa henuwja jerpe (cnmka 4.28A)
MoKasaja je J1a Koja AujabeTHYHMX IMamoBa gojasu Ao aktuBanuje JAKI, ¢ 063upom Ha 3,3
nyra (p<0,05) moBehan HuBO Qochopunucanoctu JAKI] y omHOCY HA KOHTPOJHH HHBO
(cmuka 4.28B). AxtuBanuja JAK1 mpahena je ysehanum npucyctBom dochopuimrcanux
STAT3 uzodopmu y jenapaum ekctpaktuma, u o0 STAT3 ox 91 kDa 3a 3,3 nyra (p<0,05)
u STAT3 onx 86 kDa 3a 2 nyra (p<0,05). Cmamwen HuBO uHTepakiyja nsmehy HMGBI1 u
TLR4 y jerpm aujaGeTHYHHUX TMaloBa TPETHUPAHUX ETHUJ MUPYBATOM IIPATH CMAbEHE
aktuBanuje JAK1 3a 20% (p<0,05) m cmameno mpucyctBo ¢ochopummcane STAT3
uzopopme ox 91 kDa 3a 25% (p<0,05) u pochopunucane STAT3 uzodopme ox 86 kDa 3a
32% (p<0,05), y nopehemy ca nujabetnunum nanosuma (ciuka 4.28b).

(v}

A B p-JAKI
LiuTonnasamaTcKu eKCcTpakT 60 - [ p-STAT3 p91
kDa 2 S p-STATS pBé
23
K D K+EP D+EP 53 apb
- 8 ab b
2s .
JenapHu eKcTpakT 28
hap P b £ 20 4
2'g
<

K D K+EP D+EP K D K+EP D+EP

Cauxa 4.28. HMGBI1-TLR4 nocpenoBana aktuBnmja JAKI1/STAT3 curHamHor myra y jeTpu
narnoBa ca nujaberecoM. (A) MMyHOONOT aHanw3a MUTOIDIA3MATCKUX €KCTpakara hemwja jeTpu
namoBa Ha mpucyctBo (ochopunucane dopme JAKI u jemapHux ekTpakata Ha TPHCYCTBO
tdochopunucane popme STAT3 nporenna. (b) I'padmuku npuka3 KBaHTUDHUKAIIN]jE TETCKTOBAHUX
p-JAK1 u p-STAT3. Ilpukazanu pe3ynraTu KBaHTH(UKALMjEe NPEACTaBIbajy CPEAmy BPEIHOCT
no0MjeHy W3 HajMame TPU He3aBUCHa ekcnepumeHTa. K — koHtpomHa rpyma, D — nujabernuna
rpyna, K+EP — koHTpomHa rpyna TpermpaHa eTun nmpyBatoMmM, D+EP — nmjabGernuna rpyna
TpetupaHa ety mnupyBaroM. CBe BpEOHOCTH Cy MPEICTaBJbEHE Kao Cpedma BPEeTHOCT =+
cTaHJapAHa rpemika; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTponHOM rpymnom; b, p<0,05 y mopehemy ca
JIjabETHIHOM TPYIIOM.
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4.4.3.5. HMGB1-TLR4 nnrepakumje, Nrf2 curnaguzanmja u eKCpuMHUpPaHOCT

HO-1y jerpu nujaGeTnyHNX nanoBa

CrayiHO mPUCYCTBO OKCHJIATHBHOT CTpeca KOjU MOJCTHYE WH(IAMAINjCKH OATOBOP
TOKOM Jijabereca, MOCIeANLA j€ CMabemha aKTUBHOCTH aHTMOKCU/IATUBHUX €H3MMa Al U
CMameHha TPAHCKPHIIIHje TeHa KOjU UX Koaupajy. Nrf2 je TpaHCKpUNIMOHU (BaKToOp KOjU
YUYECTBYj€ y peryalyji TPaHCKPUIIIHje aHTHOKCUIATUBHUX reHa, kao mto ¢y CAT u HO-
1, amu je mo3Hat u kao mHXuOMTOp akTHBHOCTH NF-kB p65 (Liu u cap., 2008). bpojuu
JI0Ka3Hu ToBope y mpuior Tome aa nosehan uuBo HO-1 mompunocu cMmamemy omrtehema
henuja u crumaBawy uHbnamanuje (Alcaraz u cap., 2004), kao 1 1a HETATUBHO PETYJIUIIE
HMGBI y cramuma undunamanuje (Park u cap., 2013). [la 6u ce ucnurano na au nosehan
HuBo nporenHa HMGBI Ttoxom amjabGereca nemyje HEraTMBHO Ha IIMTONPOTEKTUBHH
onropop, mojactumnameM wuHpIamamujckor myra (NF-xB p65), umyHoOmor meromom
aHanu3upan je HuBo Nrf2 y jegapHum ekctpaktuMma henuja jeTpe aujabeTUYHUX MAloBa,
kao 1 HuBo HO-1 y nuromnna3smarckuM ekctpaktuma u oapehusan je onHoc usmehy Nrf2 u
NF-«B p65 y jeapy (cnuka 4.29). IMmyHOOJI0T aHamu3oM je yrBpheHo na je HuBo Nrf2 y
IIUTOIUIA3MAaTCKOM €KCTPAKTYy jeTpe aujabeTHdHuX manoBa mosehan 1,25 myra (p<0,05) y
nopehemy ca koHTposHOM TrpynoM (ciuka 4.29A). Umajyhu y Buny ma NF-kB p65
HeraTuBHO perynuiie Nrf2, onpehen je ognoc Nrf2 u NF-xB p65 (Cnuka 4.29T'). Youasa
ce Ja WHUXOB OJHOC HHUje 3HAYajHO MPOMEHEH Ha HHUBOY IUTOILUIA3MATCKOT EKCTpaKTa
nujabeTUYHUX TaloBa, ynpkoc penaTuBHOM moBehawy HuBoa NF-kB p65 (1,4 myra,
p<0,05) y uwuromnasmarckoj ¢pakuuju. Y jeIapHOM €KCTpakTy JujabeTHdHe TIpyIie,
excnpecuja NF-kB p65 nosehana je 1,23 myra (p<0,05), mTo 3a pe3yiarar uMa CMameHme
Nrf2/NF-xB p65 omnoca 3a 34% (p<0,05), y nopehemy ca KOHTPOJIHUM BPEIHOCTHUMA.
Huo HO-1 y uwuromnaszmarckoj (pakiuju nujadbeTuyHe Tpylie je Ha HUBOY KOHTpOJIE.
TpeTMaH KOHTOJHHX JKMBOTHI-A €T NMHUPYBATOM HHje TOBEO /0 3HAYajHUX MpPOMEHa
Nrf2/NF-xB p65 onaHoca, kako y IIUTOIUIa3MAaTCKOj, TaKO U Y jelapHoj (pakuuju, A0K ce
HuBo HO-1 y muromnasmarckoj ¢paxmuju mosehao 1,3 myra (p<0,05) (cnmuka 4.29B).
TpermaHn nujabeTHUHUX KUBOTHIbA €TUJT MUPYBATOM JIOBEO j€ J0 cMamema HuBoa Nrf2 3a

29% (p<0,05) y mUTOIUIa3MaTCKOM EKCTpakTy, y mopehemy ca KOHTPOIHOM TIpPYIIOM.

111



Hacympor Tome, y jemapHoM ekctpakTy HuUBO Nrf2 ce mosehao 3a 50% (p<0,05) y
nopehemy ca kontponom. CxomHo tome, Nrf2/NF-kB p65 omHoc ce cmamuo 3a 23% (p<
0,05) y nuTormia3MaTcKOM eKCTpakTy, a nmoehao y jenapaom excrpakty 1,7 myra (p<0,05),
y nopehemy ca KoHTposoM. Tperman aujabeTHYHHX IAloBa €THI HNHUPYBATOM JOBEO j€ JI0
nosehama HuBoa HO-1 y nuToriasmMarckom ekcTpakTy jerpe, 1,4 myra (p<0,05), y ognocy

Ha BpeAHOCT KoHTpouie (ciuka 4.29B).
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Cauxka 4.29. Nrf2 curnanmzanuja u excripumupanoct HO-1 y jerpu amjadernunux maroa. (A)
HMyHOOJIOT aHaIM3a UTOIIA3MATCKUX eKcTpakaTa henuja jerpu mamnosa Ha npucyctso HO-1, Nrf2
u NF-xB p65. (b) UmyHOO0T aHanu3a jegapHuX ekTpakaTa henuja jeTpu mamoBa Ha MPHUCYCTBO
Nrf2 u NF-xB p65. (B) I'padmuku npukaz kantudpukanmje aerekropanux HO-1. (I') ['paduuku
npuka3 ogHoca Nrf2 um p-NF-xB p65 y mwurommasmu wu jenpy. [lpukazanum pesynraTu
KBaHTH(HKALMje TPENCTaBJbajy Cpelby BPEIHOCT [100MjeHy M3 HajMamke TPH HE3aBUCHA
excnepumenta. K — xonrtpomna rpyna, D — nujabetmuna rpyma, K+EP — konTponna rpyna
TperupaHa etun mnupysarom, D+EP — nujabetnuna rpyna Tperupana etwn nupyBaToM. CBe
BPEIHOCTH CYy IIPEICTaBIbEHE Kao cpelliba BPeAHOCT + cTaHAapaHa rpemka; a, p<0,05 y nopehemy
ca KOHTPOJHOM rpymnom; b, p<0,05 y nopehemy ca nujabeTHUHOM IrpymnoMm.
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Ha ocHOBy mnpukasaHux pesynraTa HCTpakMBama YyodaBa ce naa ysehaHo
Banhenujcko nmpucycteo HMGBI1 nporenna y nujaberecy u merose uHTepakije ca TLR4
kopenuiny ca yBehanom aktuBanjoM MAPK u JAK1 kxuHa3a m mHMMa mocpeaoBaHOM
aktuBanujoM NF-kB p65 u STAT3 tpanckpunimonux ¢axtopa, OJroBOpHHUX 3a yBehaHy
npoaykiujy TNF-a, IL-6 u Hp. HcroBpemeHo oH penykyje axkTHBHOCT Nrf2
TPAHCKPUIILIMOHOT (paKkTopa M JONPUHOCH CMambEHy MPOJIYKIHUje AHTHOKCUIATUBHHUX
ensuma. OBu pesynratu cyrepuiny na Banhenwjcku HMGBI1 monpuHOCH onpikaBamy
OKCHJIATHBHOT CTpeca W XPOHUYHOT MH(IAMAIM]CKOT CTama y jeTpH TOKOM Jujabereca, a

TUME JIONPUHOCU HACTAHKY U TIPOTpecHju omrehema y 1oj.

4.4.4. Yruuaj HMGBI1 Ha pereHepaTuBHM KanauuTeT jeTpe ManoBa

ca IT1

TkuBo jerpe aujabeTMYHMX MAlOBa TPETUPAHUX MEIATOHMHOM MM €TUI
NUPYBaTOM OJUIMKYje c€ OOJbUM OINIUTHM CTalkeM y OJHOCY Ha JAMjabeTU4Hy TIpyIly.
XuCTOMAToNONIKA aHajdu3a TKUBHUX IIpeceKka jeTpe IMoKaszaja je MPHCYCTBO JIBOjeAapHUX
henuja, xako y jeTpu aMjaOeTHUHUX MAlOBa, TaKO U y jeTpU AHjaOETUYHMX IaloBa
TPETUPAHUX MEJIIATOHMHOM MJIM €Tu nHupyBaTtoM (ciuka 4.18, ciuka 4.19), mro roBopu o
NPUCYCTBY pereHepanvje TKuBa jeTpe. Kako ca XHUCTOJNOIIKMX Mpernapara Huje Ouio
Moryhe KBaHTHU(UKOBATH pA3JIMKE Yy pEreHepaTUBHOM KamlalUTeTy aHaJU3UpaHu Cy
curHaHau myteBu KoHTposmcann HMGBI1/TLR4 ocom. M3 nuteparype je mo3HaTto na
MAP xunaze (p38, ERK1/2 u JNK) y npucycTBy OKCHIaTUBHOI' CTpEca MOTY J€JI0BAaTH Ha
akTuBalMjy p53-p21 myrta koju yTuue Ha 3aycraBibame henmjckor nukiayca y Gl dasum
(Deruabin u cap., 2016; She u cap., 2000). Kako npukazanu pe3ynratu y onesbky 4.4.3.2
nokasyjy nosehany aktuBanujy MAP kuHaza koJ nujabeTMYHUX MalloBa, UCIIUTHUBAHO j€
Ja 1 cMameme HuBoa Banhenujckor HMGBI y jerpu amjabeTMyHHX MaroBa Jenyje Ha
IpUCYCTBO MpoTenHa p53, p21, anu u nukiauHa D1, kibyuHor 3a npenasak henuje u3z G1 y S

¢dazy henujckor nuKIiIyca.
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4.4.4.1. E¢exart TperMaHa MeJIATOHMHOM WJIM €THJI IHPYBAaTOM HA HUBO pS3,

p21 u nuxiauna D1 y jerpu nanoBa ca qujaderecom

Ca nmipeM Ja ce UCHHTA JIeIOBambe TPEeTMaHa MENAaTOHMHOM Ha HHUBO P53y
jeapHOM eKCTpakTy henuja jerpe nujaOeTHUHUX IMaloBa, BPIIECHA j€ UMYHOOJIOT aHaIu3a
nmporenHa ca oxaroapajyhum antutenom Ha pS3 (cnmuka 4.30A). JloOujeHu pesyaTaTu
yKa3yjy Ha 3Ha4ajHO MoBehame HUBOA OBOT MPOTEHHA Y jeapHOM €KCTpakTy henwja jerpu
IvjabeTHYHUX maroBa, 3a 2,3 myra (p<0,05), y mopehemy ca KOHTpOJHOM BpemHoIhy.
Hakon tpermana nujabeTHYHMX IaloBa MEJATOHMHOM HUBO pS53 cmameH je 3a 20%
(p<0,05) y ognocy Ha aujabetuuny rpymy (cinuka 4.30A).

bynyhu na ycnen JIHK omrehewa nnaykumja nporeuna p21 ox crpane pS3 goBoau
0 3aycraBjbama hemujckor mukiryca (He wm cap., 2005), mmyHOOJIOT aHaAIM30M ca
onropapajyhum anTutenom 3a p2l HCIUTHUBAHO je¢ NENOBAaKkEe TPETMAHA MEJIATOHUHOM Y
jemapHoMm ekctpakty henmja jerpu aujabeTnyHHX mnaroBa. HakoH KBaHTH(HUKaIUje
noOujeHux Tpaka, BpenHocTd 3a p2l, mpukasane Ha rpaduky, yka3yjy Ha 3Ha4ajHO
noBehawe HMBOAa OBOI MPOTEHMHA Y JEIapHOM EKCTpakTy henuja jeTpu AujabeTHUYHHMX
naroBa, 3a 6,0 myra (p<0,05), y nmopehewy ca koHTporHoM BpenHoirhy (ciuka 4.30B).
HakoH TpermMana aMjabeTHYHMX MaloBa MEJIAaTOHMHOM HHMBO p21 cmameH je 3a 17%
(p<0,05) y ogHocy Ha nujabetnuny rpymy (cnuka 4.30b).

Kako muknuna D1 npeacraBiba HeonmxoaHu peryinatop npenacka hemuje uz Gl y S
¢azy henmjckor nuKITyca, MCIIUTUBAHO j€ JIEOBakEe TPETMaHa METTATOHMHOM Ha HUBO OBOT
IpOTeHHA y YKYMHOM XOMOTEHATy jeTpH AMja0eTHYHMX mnamoBa. MmyHOOnOT aHanmm3a
npoTenHa ca oxarosapajyhum antutenoM Ha nukiauH D1 (ciuka 4.30B), ykaszana je Ha
3Ha4ajHO ToBehamke HUBOA OBOT MPOTEHHA y XOMOTEHATY jeTpH N1jabeTUYHUX TaroBa, 3a
1,3 myra (p<0,05), y mnopehemy ca KoHTpoinHOM BpenHomhy. Hakon TpermaHna
IUjabeTUYHUX TaloBa MeNaTOHMHOM HUBO nukiuHa D1 mosehan je 1,7 myra (p<0,05) y

OJIHOCY Ha 1ujabetnuny rpyny (ciuka 4.30B).
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Cauka 4.30. YTunaj TpeTMaHa MEJIAaTOHMHOM Ha NpoirdepaTUBHY KanauuteT henuja jeTpe mamosa
ca [IT1. (A) UmyHoOs0T aHanM3a jelapHUX eKcTpakaTa henuja jeTpe maioBa Ha PUCYCTBO pS3 ca
rpadM4KUM MPHUKa30M AeTekToBaHuX Tpaka. (b) MMyHOOMOT aHanm3a jeqapHux excTpakara hemuja
jerpe manoBa Ha mpucycTBo p2l ca rpaduukuM mpHka3oM AeTeKToBaHMX Tpaka. (B) MmyHoOn0T
aHalM3a YKyIHUX XOMoreHaTa henmuja jerpe mamoBa Ha HpucycTBO IukimHa D1 ca rpaduukum
NPUKa30M JIETEKTOBAaHHX Tpaka. [IpukazaHu pe3yiTaTH KBaHTH(HUKAIMjEe TMPEJCTABIbajy CPEIbY
BpPEeIHOCT 100MjeHy M3 HajMamke TpU He3aBHCHa ekcrepuMeHta. K — kxoHTponHa rpyma, D —
nnjabetnyna rpyna, K+EP — konTponHa rpyna tpetupana etun nupyBatom, D+EP — nujaberuuna
rpyna TpeTHpaHa eTHi mupyBaToM. CBe BPEIHOCTH Cy NPEACTaB/bEHE KAa0 Cpedma BPEAHOCT *
cTaHJapAHa rpemika; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTponHOM rpymnom; b, p<0,05 y mopehemy ca
J1jabeTUIHOM TPYIIOM.
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Pesynaratu noOujeHu mepemeM HHBOA P53 y jemapHOM eKCTpakTy hemmja jerpe
IUjabeTUYHUX TalloBa HAKOH TPETMaHa €THJI MUPYBAaTOM YKa3yjy Ha 3HAUYajHO CMamCHE
IpHUCcycTBa OBOr mpoTeuHa, 3a 25% (p<0,05) y oagHocy Ha aujabeTuyHy rpymy (CiHKa
4.31A).

NmyHoOmoT aHanmm3a ca ofrosapajyhum antutenom 3a p2l ykasyje aAa HaKOH
TpeTMaHa J1ja0eTUYHUX MaloBa €T MUPYyBaTOM J0ja3u 10 cMamema HuBoa p21 3a 33%
(p<0,05) y ogHOCy Ha aujabeTuuny rpyny (ciauka 4.30b).

Ananmm3a mpoMeHe HuBoa IwkiamHa D1 (cnmmka 4.31B), ykasyje na je HakoH
TpeTMaHa JujabeTHYHUX TamoBa €TWI MUpyBaToM HHUBO ImkinHa D1 moBehan wak 2,8
nyta (p<0,05) y onHocy Ha nujabetnuny rpyny (ciuka 4.31B).

VYBehano mpucyctBo mporenHa p5S3 u p2l y nujabeTnyHO] jeTpu YyKaszyje Ha
CMameHU pereHepaTuBHU mNoTeHIMjan hemmja jerpe. Kako je moka3aHo Aa W TpeTMaH
MEJIATOHMHOM, Ka0 M TPeTMaH €T MUPYBAaTOM, KOjUM je cMameH u3nazak HMGBI u3
henuja, cH>KaBajy HUBO OBUX MPOTEHHA, a HCTOBpeMeHO MoBehaBajy MpucycTBO HIMKIMHA
DI, moxe ce 3ak/by4yuTH Ja BUCOK HUBO Banhenujckor HMGBI1 pompuHOCcH cTUIIaBamy

pereHepaTUBHOT KanauTeTa jeTpe.
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Cauxa 4.31. YTunaj TperMaHa eTWJI NUPYBaTOM Ha nponudepaTHBHU KanauuTeT henuja jerpe
nanosa ca [IT1. (A) UMyHOOn0T aHanu3a jenapHux ekcTpakara heiuja jeTpe mamoBa Ha IPUCYCTBO
P53 ca rpaduukuM npuKkazoM JieTekToBaHux Tpaka. (b) IMyHOOJI0T aHanmm3a jenapHuUX ekcTpakara
henuja jerpe mamoBa Ha mpucycTBO p2l ca rpadUUKMM NPHKA30M NETEKTOBaHMX Tpaka. (B)
HmyHoOnOT aHanmu3a yKynmHUX XOMOreHaTa hendja jerpe manoBa Ha HpucycTBo nukiauHa D1 ca
rpadM4KUM TPUKA30M JEeTEKTOBaHUX Tpaka. [Iprka3anu pe3yiaraTi KBaHTU(UKAIIY]E TIPEICTaBIbajy
Cpelliiby BpEHOCT JOOMjeHy M3 HajMame TPU He3aBHcHA excriepruMenTa. K — koHTponHa rpyna, D —
nnjabetnyna rpyna, K+EP — konTponHa rpyna tpetupana etun nupyBatom, D+EP — nujabernuna
rpyna TpeTHpaHa eTHi mupyBaToM. CBe BPEIHOCTH Cy INPEACTaB/bEHE KAa0o Cpedma BPEIHOCT +
cTaHjapjaHa rpemika; a, p<0,05 y mopehemy ca koHTpomHOM rpymom; b, p<0,05 y mopehemy ca
J1jabeTUIHOM TPYIIOM.
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5. ITMCKYCHUJA

OKcUIaTUBHY CTPEC M BbUME y3pOKOBaHa MH(]IamMalyja MOTy HMaTH BaKHY yJIOTY Y
10jaBU W TIPOTPECH]H THjadbeTUYHUX KOMIUIHKaIja u 6onectu jerpe. C 0063upomM Ha CBOje
MeTabOoIMYKe aKTHBHOCTH, jeTpa MoKasyje nmopehany oceT/bUBOCT Ha CIIOOOIHE pauKaie U
IpeJCcTaB/ba jeJHO OJ TJaBHUX MECTa HHXOBOT JaenoBama (Sanchez-Valle u cap., 2012).
Jok cnabuje mpucycTBO CIOOOAHHX pajuKaia MPOMOBUIIE NpEKUBJbaBame henuja u
OIOpaBaK, lUXOBA MIPEKOMEpPHA WM CTalTHA TPOAYKIMja PEMETH XOMEOCTa3y U JOBOIH JI0
noBehama OKCHIATUBHOT CTpeca KOjH MOXKE JIOBECTH HE caMoO JI0 JEeCTPYKIHje
MakpoMoJieKyna u omrehema henrja Beh u 10 mopemehaja cCHTHATHUX MyTeBa KOjH BOJIE
uHuamanuju, pereiepaunju u henujckoj cmpru. [loznato je nta HMGBI1 nporeun no ceom
U3NacKy U3 omrteheHux wim crpecupanux hemuja JOMpUHOCH pa3Bojy MHGIaMalrje IpeKo
CTHMYyJIMCamkha UMYHCKHX henmja Ha ocnobahame nmponH(IaMannjckux QUTOKMHA. Mame je
MO3HATO J]a M U Ha KOjU HAYMH OBAj MPOTEUH Jellyje Kao YHyTaphelujCKu TMOCPEIHHUK
henujckor oAroBopa Ha cTpec y HeMMYHCKUM henrjama MomyT XenaTounura.

Hocanamma uctpaxuBama Ouonornje HMGBI1 mnporemna, u3 yrima merose
eKcrpecuje, yHyTaphenujcke TpaHcloKanuje u ociiobahama y BaHhenujcKy cpeauHy, y
pa3IMYUTHM TATOJOMIKMM CTalkbUMa OpTraHW3Ma, JIOBella Cy /0 OTBapama HOBe 001acTu
UCTpaXHBamka y TpaHCIalMoHO] MenuiuHu y kojoj HMGBI1 mnpencraBiba nmoTeHIMjaIHy
TEpaneyTCKy MeTy [JelioBama, ald W y MOJIEKYJapHOj OMOJIOTHjU TJe OBaj, OJ] CKopa
OKapaKTeprCaH CHTHAJTHU MOJEKYJ, IONPHHOCH pETyJalfji aKTHBHOCTH Pa3IHIUTHX
CUTHAJIHUX ITyTeBa M mporeca. Y aujaderecy oOmonmoruja HMGBI1 mnporewna je cmabo
u3zyyaBaHa. CTora, y OBOj JIOKTOPCKO] JMCEpTalMju aHaJM30BaHa j€ IOBE3aHOCT
napameTrapa OKCHAATUBHOI cTpeca, MH(]Iamaluje U pereHepanuje jerpe IujabeTHUHuX
naroBa ca nonamamweM HMGBI1 npotenna. [lokazano je ga y henmjama jerpe maroBa ca
JAT1 HMGBI1 npotenn 6uBa cTpyKTypHO MOAU(DHUKOBAH aleTHIaujoM, pochoprialnjum
U O-GIcNAcC TTTUKO3WIAIN]OM IITO KOPEJHILE HEroBOM IMPENacKy U3 jepa y HUTOIUIa3My

xernaronura u noBehameM merose IMPUCYTHOCTHU Yy CCPYMY H YKYIIHUM XOMOI'CHATUMa
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jerpe. PenatuBau ryourak HMGB1 npotenna u3 jenpa xemarouuTa Takohe xopenuiie ca
HUBOOM okcumaTuBHor crpeca, JIHK omrehewem, npucyrHom wuHpramanujom, u
MopdosomKkuM ¥ (QYHKIMOHATHUM IpOMEHama jerpe. Pesynaratu cmamema HMpUCYCTBA
HMGBI1 mnporenna y BeHheNHMjCKO] CpeauHH, MOCTUTHYTH TPETMAHOM JHjabETHYHUX
ManoBa AaHTUOKCUIAAHCOM MEIATOHWHOM WIIM WHXHUOUIIMjOM HEroBe CEKpeIHje, YCIe.n
TpeTMaHa eTWJI NUPYBaTOM, HaBOAe Ha 3ak/pydak naa Banhemujcku HMGBI npoteun
JTOTIPUHOCH omTehemy jeTpe y AujadbeTecy oJpikaBameM CTama XPOHWYHE HHIamaluje,
CTHIIABAaKCM aHTHOKCUAATHBHE OA0paHe U CTUIIABAKEM pereHepalyje.

[TonasuimTe UCTpakMBama y OBOj JOKTOPCKO] JUCEPTAIHMjH 3aCHOBAHO j€ HA TOME
na tokom JIT1 mporemn HMGBI moxe pocmern y BaHhenmjcKy CpenuHy MacMBHO H3
HEKpOoTCKuX U omreheHnx henuja M3I0KEHHX OKCHUAATHBHOM CTPECy, alld M aKTHBHUM
ocnobahameM U3 aKTUBUpPAaHUMX HMMYHCKMX henmwja, an W HEUMMYHCKUX henuja.
[IpernocraBmeno je na ocnoboherm HMGBI1 Moxe mpeacraBibaTH BaykaH MapaKpUHH
MeAWjaTop TojaBe MUChYHKIMjE jeTpe y aujaderecy Koja ce jaBJba Kao IOCIeIuIa
yCIIOCTaBJbamka 3a4apaHor Kpyra xponnuHor ornymramba HMGB1 u3 Kyndeposux henuja
M XeTIaTOLHTa YCIIe/ AeJI0Babha er30reHNX M €HIOTCeHNX CTPECOTeHHX CUTHAJIA Y KOje Claaa
u cam HMGBI.

Ocnob6ahawy HMGBI1 u3 crpecupanux henuja npeTxoau merosa TpaHClIoOKaluja u3
jeapa y LMTOIUIa3My, IOCpPEIOBaHAa CTPYKTYpPHHM Mojau(uKamujamMa OBOT TPOTEHHA.
CwMmatpa ce na kucenu, kapookcu-repmuHannu kpaj HMGBI1 y najsehoj mepu nonpuHocH
IPOMEHU TPOAMMEH3MOHAIHE CTPYKTYpe OBOI NpoTenHa uyuHehu je nocTymHujoM 3a
WHTEpaKkiuMje ca meropuMm Jsmranguma (Stott u cap., 2010). Ilokazamo ce na
MOCTTpaHCIANMOHe MOAM(UKAIM]je TOMYyT aleTuianyje, Metwianuje u dochopuianmje
ynpassbajy HMGBI1 henujckom nokanuzauujom (Bonaldi u cap., 2003; Ito u cap., 2007;
Youn u Shin, 2006). Tako je yodyeHO Ja je HAaKOH aKTHUBAaIMje MOHOLMTAa M Makpodara
HMGBI xunepanerwircan y OKBUPY MeCTa OJrOBOPHUX 3a jefapHy TpaHciokanujy (NLS
JIOMEHA) | J1a je oBaj nporiec nocpeaoa aktubanujoM JAK/STATI curnamuor myta (Lu u
cap., 2014). Ilokazano je u na xunepanerunucane HMGBI1 penokc uzodopme, u3oiaoBaHe
U3 3IJ100HE TEYHOCTH MallMjeHaTa ca JYBEHWJIHHM HJIMONATCKUM apTPUTHUCOM, 3HAYAjJHO

KOpENHIy ca TpUCYyTHOM uH(pIamanujoM, ykaszyjyhu Ha 1o ma ce HMGBI akTuBHO
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U3ITydyje TOKOM OBe OoJiecTH | Ja mocenyje npouHpuamanujcke ocoomne (Lundbick u
cap., 2016). Xunepanerunanuja nu3uHa yHyrap NLS goMeHa momepa paBHOTEXKY OJ TOTa
na je HMGBI mnperexxHo jemapHd TPOTEMH Ka HErOBOM HAaroMuiaBamy YHYTap
nuToruiazMe, crnpedaBajyhu monoBHu ymazak HMGBI1 y jempo (Yang u cap., 2013).
[Tokazano je na moBumieH HuBO anermwiucaHor HMGB1 y cepymy mnammjenara ca
aleTaMUHO(EHCKUM  TPOBamkbeM jeTpe TpejacTaBjba cneuuduyan Oumomapkep 3a
npeaBuhame KIMHUIKOT nexoaa (Antoine u cap., 2012). Takohe, mo3naro je xa je HMGBI,
ociioboheH HakoH penepdy3uje Ko MUIIIEBa, Ka0 U 0Haj 0CI000N)eH in vitro U3 Xernaronura
U3JIaraHuX OKCHUIATHBHOM cTpecy, xurepanermimcad (Lamkanfi u cap., 2010). Cmarpa ce
Jla je XuIepameTuianmja MocIeInia CMakbeHe aKTUBHOCTH XHCTOH JiealleTuias3a, Koje He
yCcreBajy J1a y JOBOJbHO] MEpH YKIIOHE alleTHJI IpyIe ca JU3WHCKUX pe3uaya. Pesynraru
OBE JIOKTOpCKE JucepTaldje IOKazyjy Ja TOKOM aujabereca 3HAYajHO pacTe HHBO
anernwircanor HMGBI1 y TkuBy jeTpe W 1a je OBakaB NMPOTEHH NPETEKHO 3aCTYIJBEH y
UTOIUIa3MaTCKoj ppaknuju (ciuka 4.13).

Panuje ce cmarpano ga je camo anetwiandja nporenHa HMGB1 onroeopna 3a
IEroBY TpaHcloKalujy. MehyTtum, mokazano je na je docdopuianuja tTakohe BakHa 3a
perynaiujy cekperuje u yHyTaphenujcke JoKajau3aluje OBOTI MPOTeHMHa M Jla jé OHa
nocpenoBaHa aktupHouthy nportenH kuHaze C (Oh u cap., 2009; Youn u Shin, 2006). In
vivo je moka3aHo na je dochopmranuja cepuna yayrap NLS nomena mporemna HMGBI
nosehana HakoH TperMaHa TNF-a u ga yruue Ha npenazak HMGBI1 y nuronnasmy u Ha
BEroBo Jajke ocnobahame u3 henamje (Youn u Shin, 2006). YTBpheHo je na ce ekcrnopt
nporeuna HMGBI1 u3 jenpa nemasa nocpenctsoM CRM1 3aBuchHor nyra (Bonaldi u cap.,
2003b). Crora 6u ¢ochopunanuja moria aa yruue Ha unrepakiunjy HMGB1 u CRM1 y
CMepy OJaKIllaBama eKCIopTa U3 jepa. ¥ HeCTUMYJIUCaHUM ycioBuMa, nporenH HMGBI
ynasu y jeapo y3 nomoh KAP-1 umnopruna. Mehyrum, 3nauajuu yneo HMGBI1 Huje y
CTamky Jla TMOHOBO yhe y jeApo YKOJIUKO j€ TPETXOAHO OWO H3BE3€H Yy IUTOIUIa3My
3axBasbyjyhu docopunanuju (Youn u Shin, 2006). N3 npukazanux pe3yaraTa yodyaBa ce
na je yBehano npucyctBo HMGBI1 nporenna y muroruiazmu henuja jerpe manosa ca JT1

HpahCHO noBehanuM HHUBOOM (I)OC(I)OpI/IJII/IcaHOCTI/I OBOTI" [IPOTCHUHA, IITO I'OBOPU Yy MNPUIIOT
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VTHIIA)y OBE BpCTE NOCTTpaHCIAlMoHEe Moaudukanuje Ha penokanusanujy HMGBI
NPOTEHHA U3 je[Ipa y HUTOILUIa3My TOKOM Aujadereca.

dochopunanyja onpeh)eHUX aMHUHO KHCEITHMHA MOXKE JIOBECTH JI0 TPOMEHE JIOKAITHE
mapyke MpOTerHa, U TO Y 3HauajHHjo] Mepu oj amerwianuje. OBakaB edekar TUPEKTHO
yIH4Ye Ha NPOMEHY H30CJIEeKTPHUYHE TadyKe MNPOTEHHA. 3aHUMJBMBO j€ Ja ce MecTa
dochopmnanuje Hamaze ynyrap HMG nomena koju wumajy mehycoOHO pazmuuute
dbyHKIIMjEe: TOMEH A HWHTeparyje ca TpaHCKpUIIIMOHUM (pakTopuma, moHamajyhu ce kao
manepoH, J0K noMeH B ydectByje y caBujamy monekyna JJIHK (Rowell u cap., 2012). Ca
Ipyre cTpaHe, yapyxeHno nejcteo HMG momena u kucenor, KapOOKCH-TEpMUHATHOT, Kpaja
npoTenHa Moxyiumie adpuHUTET BesuBama nporenHa HMGBI1 3a pasmuunre cymncrpate
(Knapp u cap., 2004). OtkpuBeHo je na mecta mogudukanuja ynyrap HMG nomena mory
CTYNaTH y UHTEPAKIHjy ca KucenuM periom nporerna (He u cap., 2015).

[Toctrpancnanuone MomuduKanuje MPOTeHHA aajy MoryhHoct hemuju ma Op30
OJITOBOPH Ha YHYTPAIIE U CIOJbAIIE CHTHAJIE KPO3 TUPEKTHY U JUHAMUYHY KOHTPOILY
dbyuknuje nporenna. Monudukanuje Tuna anerunanuje U docdopunanuje ouie cy y
KIDKA MHTEPECOBakba MHOTOOPOJHHX HMCTPAXKUBAaKa NPETXOMHUX JeleHuja. Mehytum,
nopej OBUX J00po MpoydeHHX Mojau(dukaluja, Mocroje 1 MHore apyre, ynja GyHKIUja U
NPUCYCTBO y HOPMAJHUM M MATOJIOMIKMM CTalbuMa TeK MOYWEbEe Ja OWBa pacBeT/haBaHA.
Mehy wuma je u O-GIcNAc riaukosunanuja, HEKaHOHCKA IUNIMKO3WJIAlMja Koja
nojJpasymeBa JjojiaBambe N-aleTHIrTyKO3aMHUHCKOT ocTaTka Ha O-TIIMKO3UAHY Be3y cepruHa
WIM TpeoHUHa yHyTaphenujckux npoTenHa. Pasnmkyje ce o CBUX JApYyrux oO0iauKa
TIIMKO3WIIAIje TI0 TOME IITO Ce JelIaBa HMCKJbYYMBO YHYTap IMTOIUIa3ME W jepa |
npeJcTaBiba TUHAMAYaH, Op3 MpoIlec, KOju ¢ MOKe MOHOBUTH BUIIIE ITyTa Y TOKY JKUBOTa
HOJIUIENTHIA, Y Pa3IMYUTOM OOMMY M Ha pa3IMYUTUM MecTuMa Ha MoJekyny (Yang u
Qian, 2017). UcnutuBame O-GlcNAc Moaudukanmje HapoyuTo je BaKHO jep je MmoKa3zaHa
noBe3zaHocT u3Mehy pemehema O-GIcNAc xomeocTase u maroreHe3e XpOHUIHUX OOJIECTH,
yKJbyuyjyhu nujaderec, kapauoBacKyiapHe nopemehaje, HeypoaereHepaTuBHa 000Jbeha U
KaHiep. TOkoM MpoTekie NBe JAelieHuje, moctano je jacHo na je O-GlcNAc jemna on
Hajuemhux MOCTTpaHCIAMOHUX MOJAU(UKAIMja YHYTap LUTOIUIA3MATCKOT M jelapHOT

kommaptmMana (Hart m Akimoto, 2009). Mmajyhu y Bumy ma je HuBOo O-GIcNAc
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rIIMKo3WiIanyje nosehan y pas3nuyuTUM TKUBMMAa y HpuUcycTBY xumepriumkemuje (Liu u
cap., 2000), ka0 ¥ YMIHLEHUILY Ja je OBaj BUJ MOJAU(DUKAIM]E HAPOUUTO 3aCTYIUbEH KOJI
NPOTENHA YKJbYYCHHX Y NMPEHOC CHTHaja, OJrOBOP Ha CTPEC M €HEPreTCKH MeTadosn3am,
WCIIUTUBAHO j€ TMPHUCYCTBO OBOr THna moaudukanuje xoa mnporeuHa HMGBI y jerpu
JI1jabeTUYHHX TAIoBa.

Crnuyao kao y ciuydajy ¢ochopunanuje, cnenmudpuuna ¢ynkmuja O-GlcNAc
MoaudUKaIje 3aBUCH HE caMO O] BPCTE MPOTEHHA, Beh U 0J1 IO3UIIM]e 3a KOjy Ce€ IIIMKaH
Besyje. Ha ocHOBY OpojHHX CTyAMja JOHET j€ OMIITH 3aKJbYYaK Jia cy riaBHe ¢pyHKuje O-
GlcNAc rnukosmnanyje crnpedaBame (ocdopuianmje, MOAYNIAlHja MPEHOCAa CUTHANA,
CHUTHAJIHUX ITyT€BAa M TPaHCKpHUNIHje y oaroBopy Ha ctpec (Hart u Akimoto, 2009). Osa
BpcTa MoAudUKaIuje BaXHa je U 3a peryiaucame Gopmupama IPOTEHHCKUX KOMIUIEKCA U
NPOTEHH-NIPOTEHH HHTepaknrja. CBe je BUILE J0Ka3a KOju roBOpe y Mpuior Tome 1a je O-
GlcNAc rnuko3wnanyja Baxan (akrtop y oaroBopy henmje Ha pemeheme NpoTEHHCKE
XOMEOCTa3e y OJroBOpPY Ha OKCHUIATHBHU CTPEC, CIPEYaBABEM arperanvje u Jerpanammje
NPOTENHA U OJIAaKIIaBalk-EM BUXOBOT IIOHOBHOT MPaBHIHOT caBHjama (Yang u Qian, 2017).
O-GIcNAc rauko3wianyja npoTeuHa jelaH je oj HajOpkux oarosopa henuje Ha ctpec
(Hart u Akimoto, 2009). Ha npumMepy HEKOJIMKO peryiaaTopHuX nporeuHa, nomyt NFkB-
Rel u Sp1, mokazano je na O-GIcNAc moaudukaiyja yruie Ha lbUXOBY TPAHCIOKAIIH]Y U3
nuroruiazme y jeapo (Majumdar u cap., 2003). [{o caga Huje OMIIO mMojaTaka o TOMeE Ja Ju
nporeuH HMGBI1 nomnexe O-GIcNAc moaudukanuju, Mako OoHa IOKaszyje CIOXKEHY
JUHAMUYKY HHTepakuujy ca pocopunanmjom, c 003upoM Ha TO J]a Ce MOXKe JeIIaBaTh Ha
CBUM MecTuMa Ha kojuma je moryha u gochopunamnuja (Hart u Akimoto, 2009). V okBupy
OBOT' HCTpaxuBama mnokazaHo je na HMGBI1 y nujaberecy mommexe O-GIcNAc
IVIMKO3WJIALMJU U Kako je JEeTeKTOBaHO meHo mnpucyctBo Ha HMGBI1 mnopekiom u3
IIUTOIUIa3ME aji He W jepa, MPEeTHocTaBjba C€ Ja je OBaj MPOTEHH IJIMKO3UJIOBAH IO
MpeacKky y LHUTOIIa3My, Kao W Ja OBa] BUA MOAU(UKAIM]Ee JONPHHOCH HETOBOM
3aJpXKaBamky Yy IMUTOTUIA3MHU.

JIBOIMMEH3HOHAIHOM TOJMaKpWIaMUIHOM Ten aHanu3zoM npucyctsa HMGBI1
u30OpMH YOUYeHE Cy KBAaJMTAaTUBHE M KBaHTUTaTUBHE IMpomeHe. [Ipe cBera youeHo je

3HAYajHO CMameme U ryouTak npucycrta nojenuaux HMGBI1 uzodopmu, Ha oapehenum
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BpPEIHOCTUMA H30CNEKTPUYHE Tauyke, MOPEKJIOM M3 jeJJapHUX y30paka jeTpe ImaioBa ca
mujaberecom. Mako Huje Omwino Moryhe yTBpAWTH BPCTY CTPYKTYpHE MoauduUKanuje Ha
yO4eHUM Hu30(popMamMa, BOeHM JUTEepaTypHUM MOJalKMMa, IPUCYCTBO oApeheHux Tumona
MoaudUKalMja je J0Ka3aHO NMPHUMEHOM TEXHHMKAa HMMYHOOJOT aHanmu3e (ciauka 4.12), u
apunureTHe xpomarorpaduje (ciuxe 4.14 u 4.15).

Y cBUM J0CajalllbUM HCTPAXHMBAIbUMA yIIOTE€ TOMEHYTUX CTPYKTYpHHX
moaudukanmja HMGB1 nporemna cy BpiieHa Tako Ja je MCHUTHBAH YTHIQ] CBaKe
MoauduKalyje IojeuHaYHo. 300r Tora je OWIO TeNIKO 3aKJbydUTH Ja JIU OBE
MoauduKanuje peryaumy cyohenujcky nokammsannjy HMGBI1 ucroBpemeno wim je oH
pa3nuuuTo MOAM(HUKOBAH HA HAYMH 3aBUCAH OJl THIAa henuje WM BPCTE CTPECOTEHOT
ctumyiyca. C o03upoM Ha To Aa jenapHa jokanuzanuja HMGBI1 BepoBatHO nenyje kao
KJbYUYHU peryjJaTOpHM MexaHu3aM y Be3u ca BanhenujckoM ¢ynkuujom HMGBI,
HeonxoaHa je mHTerparuBHHja ctyanja HMGBI1 mocr-tpancnanmjckux moaudukanyja,
Koja Ou JorpuHena 00JbeM pa3yMeBamy perynainuje IUuTocoiiHe Tpanciokamuje HMGBI1
npe meroBor ocinobahama wu3 henuje. Mmajyhu y Buay ga mnocTTpaHCIalloHE
monupukamnuje opkectpupajy HMGBI1 aktuBHOoCcTH, on henmjcke mnokanuzanuje 10
Banhenujcke ¢QyHKIUje, W cTOra Jenyjy Kao KJbY4HM (YHKUMOHATIHU TpPEKUJay.
JerexToBane ctpykrypHe Moaupuxanuje Ha HMGBI1 y jerpu manosa ca JIT1 ykasyjy Ha
CIIOKEHOCT M PAa3HOBPCHOCT MEXaHM3aMa KOjUMa je MOAYJIMCAaHa Kako (QyHKIMja U
TpaHCJIOKaIMja, TaKO BEPOBATHO M CTAOMIIHOCT M MHTEPAKLMja MPOTEHHA Ca PAa3InYUTUM
MOJIEKYJIMMa Y OJroBopy Ha cTpec curHaie. Y nujaderecy HMGBI1 nporens je akTHBHO
TPAHCIIONHPaH U3 jeapa y HUTOIUIa3My U JETEKTOBAHE CTPYKTYpPHE IIPOMEHE Cy OUYHTIICIHO
y ¢yHKuuju henuwjckor oAroBopa Ha MPUCYCTBO CTPECOTEHUX CUTHAla y aujadberecy u
IUMa H3a3BaHUM olTehemMa jeTpe.

OKcuIaTUBHU CTpPEC j€ jeAaH O] KJbYUHUX (PakTopa KOjU yTUUY Ha TPAHCIOKAIH]y
nporeuHa HMGBI u meroBo ocnmobahame wu3z hemmja (Tang u cap., 2011Db).
UmynoxucroxemujckoM (cnuka 4.10) u umyHo6510T aHanu3oM (cinuka 4.11) nokaszaho je na
y henujama jerpe nmarosa ca J[T1 nonasu no peauctpudyuje jenapuor HMGB1 mporenna.
JloOGpuM 11enoM oH mpenasu y IUTOIUIa3My alld j€ YOUSHO M 3HayajHO MoBehame HeroBor

MPUCYCTBAa y XpOMaTUHCKO] (pakuuju. [IpucycTBo y XpoMaTHHCKO] (ppaKIUju TOBOIU CE Y
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Be3y ca hemujama Koje Cy y amonTo3W, MPHCYTHO] y JeTpH TMaioBa ca JaujadeTecoMm
n3a3BaHuM ctpento3otormHoM (Petrovié u cap., 2017). ¥V henujama xoje ymupy mporecom
amonto3e HMGBI1 ocraje uBpcTO Be3aH 3a KOHJEH30BAaHM XPOMATHH YCJIEA OIIIITE
JeareTuiaije XMCTOHa Uy BaHNeNNjCKy CpelMHy MOXe JOCIIETH TeK MO IMPEacKy OBHX
henuja y Hekpotrcke. Y chydajy oBe, cekyHmapHe Hekpoze, HMGBI ce y Banhenujckoj
cpenuuu Hama3u BesaH 3a JJHK wim nykneozome. U cnobonan u komruiekcoBan ca JIHK
nin Hykieozomuma, HMGBI1 octBapyje cBoje ynore npeko pazmuuutux TLR perenTopa.
Kako je HMGBI1 penokc-ceH3uTHBaH MPOTEHH, MPUCYCTBO CIO00MHUX pauKalia JTOBOIH
o mpomeHe penokc ctakba HMGBI ycien okcumaTuBHUX MOAUQUKAIM]ja ITUCTCHHCKIX
ocraraka Ha mosunujama 23, 45 u 106 u tume onpelyjy merose Banhenujcke yHkuje.
HMGBI ce moxe Hahu y Tpu pa3iuuuTa peloKc cTama (pPeayKOBaHO, MOIY-OKCHIOBAaHO
Wi JUCYN(PHUIHO U TOTIYHO OKCHJIOBaHO) Koje onapelyyjy Tpu riaBHE yriore OBOT
NpoTeuHa: y WHQIIAMAIUjHU, XEMOTAKCHjH W WUMYHOJIOIIKO] TosiepaHiuju (Yang u cap.,
2012). YV ocnoBu, popmupame nucyndpuanor mocra uzmehy Cys23 u Cys45 u npucyctBo
penykoBaHor Cysl06 je HEONmXoAHO 3a MPOAYKIIM]Y IMTOKMHA KOja je TMOocpeloBaHa ca
HMGBI. Camo oBakas, nosy-okcunoBan HMGBI1 ucnosbaBa ynory npouHdguiamariyjckor
LUTOKHHA U caMO y 0BOM JucyiduaHoM penokce crawy, HMGB1 moxe na aktuBupa TLR4
(Gunasekaran u cap., 2016). V jerpu mamoBa ca aujabeTecoMm JeTeKToBaHa je Beha
npucytHocT TLR4 kao u merose unrepakuuje ca HMGB1 nporennom. Panuje je nokasano
Jla cMameme npucyctBa Banhenujckor HMGBI1 npoTenHa TpeTMaHOM ca aHTHMOKCHIaHCOM
MEJIAaTOHMHOM JIOBOJIM JI0 CMamema HUBOA ekcrpecuje M uHrepakuuja uzmely TLR4 u
HMGBI npotenna u aa je oBo npaheHo cMameHUM MPUCYCTBOM HEKPO3€ U alomTO3e Y
jetpu (Petrovi¢ u cap., 2017). Pe3yntaTu oBe JOKTOpPCKE IHCEpTaIM]e MOKa3yjy Ja TpeTMaH
nja0eTHYHUX MaloBa €T MUPYBaTOM Takohe TOBOJM 10 CMamema HE caMO eKCIpecHje
Banhemjckor HMGBI1 nporenna, Beh u excnpecuje TLR4 y xomorenaruma jetpe, a TUMe
U 10 CMamelka HHBOA MHHUXOBE WHTepaknuje. Kako eTwn mupyBar UCHoJbaBa
AHTHOKCUIAaTHBHE e(deKTe, Ka0 W MEJAaTOHWH, JOOMjEHW pe3yJNTaTH CYrepulry Ja ce
CMambelheM HHBOA OKCHJATHBHOT cTpeca cMamyje cekpeunja HMGBI1 nporenna, kao u To

na je Besanu HMGBI mnporeun 3a TLR4 y nujaGeTnuHO] jeTpu HajBepOBaTHUjE Y
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TUCyn(UIHOM PEIOKC CTamy, U Ja Takas, mpeko TLR4, moxke NONpHHETH NPOIYKIUjU
IUTOKMHA Y IMYHCKHM U HEMMYHCKHM henujama jetpe.

N3 nuteparype je mosnato ma cy HuBou TNF-o m IL-6 y xpBuM mamujeHara ca
WHCYJIMH 3aBUCHUM Jujaberecom mosehanm (Devaraj u cap., 2007). Ucro Tako crame
uH(pamanuje Koy manujanera ca 6mno AT1 wmm T2 xapakrepuiie moBehaHo mpucycTBO
aKyTHO-(ha3HUX TpPOTEeMHA KOju ce mpumapHo cuHtetuiy y jerpu (Downs u Faulkner,
2015). TNF-0 mpencraBba BakaH 160 MMYHCKOT cucTeMa, ociobahajy ra akTuBUpaHe
uMyHcke henuje, MoHOIIMTH, Makpodaru u henuje npupoaHe youiie, a yrude Ha aKTHBHOCT
T u B mumdonura (Hotamisligil u cap., 1995). [lenyje u BaH MMYHCKOT CHCTEMa Kao
WHXUOWTOp JIMMIONIPOTEMHCKE JIMIa3e, ajld IOACTHYEe U TMOBehaHO HarommiaBame
[NIMIEpoJa y agunoluTiMa, YTHuyhu Ha 1ojaBy MHCyIuHCKe pesuctennuje(Makhatadze,
1998). IloBehan uuBo IL-6 cmarpa ce (akTopoM pHU3MKa 3a HACTaHAK WHCYJIMHCKE
pesucrenimje u aujadereca (Wang u cap., 2013). Mako ce umyHcke, eHnoTenHe henuje u
QJIMTIONUTH CMATpPajy TJIaBHUM U3BOpoM IL-6, moka3aHo je 1a XemaTouuTH Takohe umajy
criocoOHOCT mpou3Boame 1uToknHa TNF-a u IL-6 (Norris u cap., 2014; Takano u cap.,
2012). C o03upom Ha TO J1a jeTpa MpeacTaBiba 3Ha4ajaH U3BOP HUPKYIUIIYhHX [IUTOKHHA,
QM U aKyTHO-(a3HUX MPOTEHHA, cMaTpa c€ OMTHUM KOHCTUTYEHTOM MMYHCKOT CHCTeMa
KOJU JIONIPUHOCH KOHTpOiM cucteMcke mHpnaamanuje (Bode u cap., 2012). YV nujaberecy,
XpOHMYHA XUMEpPrIMKeMHja CTBapa ycJOBe KOju noBoze a0 omTehema Xemarorura.
WNudnamanuja koja ce jaBjba y TAKBUM YCIOBUMa MOke yBehaTu pu3uk oJ1 pa3Boja 0osiectu
jeTpe TokoM Tpajama nujadereca (Loria u cap., 2013). Mako IL-6 uma kibyuHy ynory y
HOpMaIM3aluju (QYHKIMOHUCAkha JE€TPE HAKOH IMOBPENE TKMBAa U MPEACTaBJba MPBU Of
¢dakTopa KOjU MOJACTHYY XEMaTOLMTE Ha MPOAYKILHU]Y aKyTHO-(pa3Hux nporeuHa (Gruys u
cap., 2005; Taub, 2004), xponnuHo u3znarame jerpe IL-6 Moxe BoauTH Ka moBehaBamy
NOBpeEJIe U MojayaBamy mpoiieca anonrose (Jin u cap., 2006). Pesynratu npukazanu y oBoj
TIOKTOPCKO]j aucepranuju motBphyjy 1a HMGBI1 y 3HauajHOj Mepu JOPUHOCH OJpKaBakhy
WH(]IaMaljCKOT CTamka y AWjadCTHYHO] JeTpU KpO3 YTHIA] Ha ToBehame MPOIyKIIHje
npouHpramanujckux mapkepa - nurokuHa TNF-o, IL-6 (ciuka 4.24) u akyTHO-¢azHOTr
npotenna Hp (cnuka 4.24). Haume, nosehana untepakiuja HMGBI1 ca TLR4 (cnuka 4.25)

y aujabetuyHoj jetpu Boau aktuBauuju MAPK (ciuka 4.26) u JAKI curnanne kackane
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(cmuka 4.28), mTo MMa 3a TOCIEAUIlY aKTUBALM]y W jenapHy TpaHciokanujy NF-kB p65
(cmuxa 4.27) u STAT3 koju Cy KJbyYHHU TPAaHCKPUIIIMOHU akTuBaTtopu rexa 3a TNF-a, IL-6
u Hp-B. TNF-a u IL-6, ocnobohenn mon yrunajem HMGBI, MexaHW3MOM IO3UTHBHE
MOBpaTHE CHpere, HajBepoBaTHHU]je MOACTHYIY aajbe ociaobahame HMGBI1 u3 hemnja jetpe,
noBojehyn Ha Taj HaUMH 10 TOjadaBama WHGIamamujckor oarosopa (Lu u cap., 2008).
3amaxeHo je u ga aktuBanja HMGBI1/TLR4 oce Bomu cmamemy HuBOoa Nrf2 y jempy
(cmuka 4.29b). Umajyhu y Buay na Nrf2 ydecTByje y perynaiuju eKCrpectje MHOTUX TeHa
3a aHTUOKCUJATHBHE €H3MMeE, Ka0 MOCJe/INla lerOBOI' CHIKEHOT IIPUCYCTBA Y jeApy jaBiba
Ce CMambeHhe EKCIIPEcHje HEKMX O] OBUX €H3MMa, Kao Ha MpUMep Kataiase, ITO JOIPUHOCH
onpxkamwy WM nosehawy HHMBoa okcupatuBHOr crpeca. llpucyctBo ROS opapikaBa
ocnobahame HMGBI1, noBoxehu no nojauaBama mHGpIaMalnjckor oAroBopa u omrehema
jetpe. Y mpwior ToMme, pe3yiTaTd OBE JOKTOPCKE MucepTaluje Moka3yjy Ja ce y
pa3nuuuTHM BepeMHCKMM Taukama TokoMm JIT1, ca ocnumammjama, y jeTpu oap:kaBa
noBehano mpucycTBo Cyrnepokcua aHjoH panukana (cimmka 4.3A), BOJAOHUK IMEPOKCHIA
(cmuka 4.3b), nunuaHe nepokcuaanuje, yBehane mpoaykuuje nutokuna (Hapouuto IL-6),
kao u Hp, mro cBe xopemnuiie ca HuBooM npucyrHor HMGBI1 u gerekToBaHnuM rpoMeHama
y jerpu, momyT npucytHe Hekpose, omrehewa JHK u mnpucycrBa perenepaumje.
Evankovich u capagaumu (Evankovich u cap., 2010) nokazanu cy aa ocno6ahame HMGBI
MOKe OUTH MHAYKOBAaHO M o7 cTpaHe camor TLR4, ¢ 003upoM Ha TO J1a je MmoKa3aHo Ja je
TLR4-3aBucHo cTBapamke ROS y ncxeMu4Hoj jeTpu, oAroBopHo 3a ociobaharwe HMGBI1 y
Banhenujcky cpenuny. Cmameme HuBoa HMGBI1 y cepymy u jeTpu anjabeTHYHUX TaloBa
HAaKOH TpeTMaHa eTWJ MUPYBaTOM, JIOBEJO je 1O CMamemha IUTOKHHCKE aKTUBHOCTH
HMGBI mTo je umano 3amTuTHU edexat Ha AujadeTHdHy jeTpy. OBakaB 3akJbydax
JIOHECEH jeé Ha OCHOBY aHaiu3e HH(pIaManujckor craryca jerpe (cinuka 4.24), meHe
cTpykType (cnuka 4.19), buoxemucjkux napamerapa omrehema, ALT-a u AST-a (tabena
4) u OoJber aHTHOKCHJIATHBHOT cTaTyca (ciuka 4.22). OBu pe3ynTaTtd TOBOpE y MPHUIIOT
TOME Ja CTereH ouTehema jeTpe TOKOM aujabereca KOpeNluile ca HUBOOM MPHUCYTHOCTU
Banhemujckor HMGBI1 u meroBux, mnpe cera, npouH(pIaMalyjcKuX J€jcTaBa, MITO J1ajbe
ynyhyje Ha 3akJby4ak Jja O ce crpedaBame ociobalama oBOr MpoTerHa U3 henumja MOrio

pa3MarpaTty y KOHTEKCTY CMamema omrehema jeTpe TokoM aujabereca.

126



VY dokycy oBe TOKTOpCKE AHceTanrje cy OUu pe cBera MOJICKYJIapHU MEXaHU3MU
kojuM Banhemujckn HMGB1 nonpunocu omrehewy jetpe y aujaderecy. CBe Buile g0Ka3a
rOBOpU y HPUJIOI TOME Ja je eTWJ NUpPyBaT BUIIE()YHKIMOHAIHU 3AIUTUTHHU areHc,
crioco0aH /a yOnaxku TKMBHa owmTehema M3a3BaHa pazauuuTuM crpecopuma (Lee u cap.,
2017). Mexanu3Mu KOjU JIe)K€ Y OCHOBHU IbETOBUX AHTUMH(IAMALHUJCKUX H
AHTUOKCHJIATUBHUX e(eKaTa Cy pa3IuduTh. YKIbYUyjy clipedaBame ociobahama nmporenHa
HMGBI1 (Shin u cap., 2015); cmameme TpoayKiyje MpouH(IaMaIdjCKUX ITUTOKHHA,
npeko uaxuouimje STAT curnmandor myra 3aBucHor onx mpucyctBa ROS (Kim wu cap.,
2008) wmu npeko maxuOmunuje BesuBama NF-kB p65 3a IHK (Han u cap., 2004); kao u
NOJCTHIAkEe TpaHciokanuje Nrf2 TpaHcKpumuuoHOT (akTopa M3 LUTOIUIA3ME y jeApo
henuja, npahene yBehanom excnpecujom rena 3a HO-1 (Kim u cap., 2013). Pesynratu oBe
JIOKTOpPCKE AMcepTalyje MoKasyjy a Cy y CBU OBH MEXaHU3MHU YKJbYYEHH Y J€JI0BaE €TUI
nypyBara Ha jeTpy AMjadeTHYHHX TanoBa. McToBpeMeHo, TOOMjeHH pe3yiTaTH CYTepHITy
na je crmpedaBame ociobahama nmporemHa HMGBI1 nmpumapnau porahaj mpeko xora eTHi
nupyBaT cHikaBa akTuBHOCT STAT3 u NF-kB p65 tpanckpunimonux ¢akrtopa, yBehasa
jenapny excnpecujy Nrf2 y jenpy henuja jerpu u excnpecujy HO-1.

Nudnamanmja je cmokeH mporec ¢ 003MpoM Ha TO Ja je peryjucaHa CJIOKEHUM
uHTepakiMjama u3Mmelly 1numrokMHa u  (QakTopa ca  NpouH(IAMAIUjCKUM U
anTuuH(IamManujckuM nenoBameM. Cmatpa ce na Banhenujcku HMGBI1 urpa nentpanny
yJaory y mnpouHGaMalMjCcKUM peakiyjaMa jep MOXe yTULATH Ha moBehaHo cTBapame
OpojHUX TpouHGIAMAIM]CKUX MeIujaTopa O]l CTpaHe pa3IMYuTuX henuja, UCTOBPEMEHO
UHAYKYjyhu corncrBeHo ocinobahame U3 akTUBHpaHUX MOHOIMTa U Makpodara. Mehyrtum,
HEKH o] MpouHQIaMaIijCKUX MeIujaTopa Koju ce npoaykyjy y oaropopy Ha HMGBI, kao
mro je Hrp. IL-6, Mory uMatu U aHTMHH(IaAMaIjCKO J1ejCTBO, yKa3yjyhu Ha Moryhy kako
npouHpIamManujcky, Tako W aHTuuHGuamanujcky yiaory HMGBI. Xanrtornobun je
aKyTHO-(a3HM TPOTEHH KOjU C€ NpHUMapHO cuHTeTuiie y jetpu. KoHuenTtpauuja oBor
IpOTEeMHa y LMPKYIALMjU pacTe HAKOH YCIocTaBjbama HH(IaMalnuje W OIMITe je
npuxBaheHo 1a OH MMa mpuMapHO aHTuUH(uamanujcko aejctBo (Bode um cap., 2012).
Excnpecuja rena 3a Hp je mpuMapHo perynucana HuTokuHuma, tuna IL-6, uuju perientopu

Nocpeayjy y akTHBAIMju TpaHCKpUMNIMOHUX peryiaropuux nporeuHa STAT3 u C/EBP B

127



(Bode u cap., 2012; Shin u cap., 2015). Pesynratu uctpaxuBama OBE TOKTOPCKE
JycepTanyje mokasyjy na nosehan HuBo nporenHa HMGBI y nujabetnunoj jerpu mpatu
noBehaHa TPOyKIMja XanToOTJI00MHA, IOK CMameme nprucycTtBa Banhenujckor HMGBI,
HAKOH TpeTMaHa JujabeTUYHUX MaloBa €TUJ MUPYBAaTOM, KOPEIHUIIe ca CMambemheM HHUBOA
xanroriobuHa. /lerekToBaHe MPOMEHE Y HUBOY XalTOIIOO0MHA KOPEIHUIy U ca IPOMEHOM
HuBoa uHTepaknuje usmMelly HMGBI1 u TLR4, ca aktuBHomhy HuzBognux MAPK u JAK
KMHAa3a, Kao W ca akTtuBHomhy perynatopHux nporenHa NF-xB p65 m STAT3. Yang u
capamgaunu (Yang u cap., 2017) cy mokazanu jJa ceKperdja XanTorjaoOuHa Wid mberose 3
cyOjenunmIe nenyje kao aktuBan HMGB1 anTaronuct, crioco6an ia ce Besyje 3a HMGBI1
¥ MHXUOMpa WeroBa NpouHQIamManujcka nejcTa, nocpenpoBana TLR4 penentopom. Onu
Cy TOKa3alH Ja XanTOIVIOOMH MOKE BE3MBATH KaKO PEAYKOBaHY, TakKOo M TUCYIDUAHY
¢dopmy nporenna HMGBI, koja HacTaje moJ yTHliajeM OKCHAATUBHOI CTpeca U Y4ecTBYyje
y aJb0j MPOAYKIUjU nuToKMHA. 13 oBora mpouctude na HMGBI1, crumynucamem cuarese
U ceKkpenmje xanToriioduHa y amjaderecy, Moxe (HopMUpaTH HETaTUBHY MOBPATHY CIIPETY
U THME MOTEHIIMjaJIHO CMAamHBATH COINCTBEHY MpOMH(IaMaIjcKy aKkTUBHOCT. MehyTum,
pe3yNTaTH OBE JIOKTOPCKE TUCEpTallije CYrepuIly Ja jeé XamnTorioOWH HajBepoBaTHH]E
HEJOBOJPHO eduKacaH y AujadeTHyHHM ycioBuMma. OOjamimeme MOXe JeKaTH y
TJIMKO3UJIAIM]U  XallTOTJIOOMHa, BeoMa MPHUCYTHO] y nujaberecy, Koja HajBepOBaTHH]E
HapyIaBa Be3yjyhH KamamuTeT XanTorioOWHa 3a Apyre MOJIEKYJe, CAMHUM THM U HeTrOBe
¢yHkuuje. Y mpuwior oBoMe roBope M pe3yiaraTH HcTpaxuBama Spiller u capagHuka
(Spiller u cap., 2017) koju cy mokazanu Ja je y KpBU AMjaOCTUYHMX MalMjeHaTa
XanToraoOuH riauko3wioBaH Ha au3uHy 141. Takohe, Asleh u capamuumm (Asleh u cap.,
2005) cy yTBpAMIM Ja TJIMKO3WJIOBAaH XEMOIJIOOMH HHje y CTamy Ja Ce Beke 3a
XanTorjaoOMH yuMe OHeMoryhaBa HeroBy 3alITUTHY (DYHKIM]Y HaclpaMm OKCHIATHBHUX
omrehema y3poKOBaHUX MPUCYCTBOM CJI000JHOT XEMOITIO0HHA.

AxtuBupann STAT3 Takohe mocemyje kako mpouwHbpIaMaIUjcKe Tako U
aHTHUHH(IaManrjcke akTuBHOCTU. OH ce mpuMapHo akTuBHpa ctumyinanujom JAK/STAT
nyra, nocpeactsom IL-6 penenropa. AxtuBanuja kuHaza JAK1 u JAK2 neomxozana je 3a
dochopunanujy THpo3uHCKUX ocrataka Ha STAT3, mweroBy aummepusanujy U

TpaHciokamujy y jeapo (Wang u cap., 2013). Ilopen peuentopa 3a IL-6, aktuBaruja
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STAT3 moxe 6utu nocpenoBana u TLR4 penentopom (Yasukawa u cap., 2003). Hauwme,
aktuBupanu TLR4 y cramy je na nzazose aktuBauujy ERK, INK u p38 MAP kunasa, xoje
dochopuumry STAT3 Ha cepuny 727, 3a KOjU je TTO3HATO JIa j€ HEOMXOaH 3a MMOCTH3AMmE
MakcuManHor TpaHcaktuBanuoHor kamanurera STAT3 (Decker m Kovarik, 2000).
HcTtpaxuBama y OKBHPY OBE JOKTOPCKE JHCEpTalyje IMoKazaaa cy jAa yBehane
unrepakje HMGB1 mnporemna ca TLR4 y nujabermunoj jerpu mnpatud moBehana
aktuBainja JAK1 u dochopunammja STAT3 Ha cepuHCKHMM ocTanuMma. AKTHBaIHja
STAT3, dochopwiannjoM, OJ K/BYYHOI j€ 3HAuaja 3a HOPMAJHO OJIBHjambe
uH}amanujckor oarosopa. Mmak, npoxyxena aktuBHOCT STAT3 Moria 6u 1a TOnpuHOCH
XPOHUYHO] MH(IAMaNHjy, TMOACTUIIAEM OJ[p)KaBama MOBHIIEHOT HWBOA HU3a NMPOTEHHA
KOjU y4ecTBYjy Yy MH(pIaManujckoM npouecy, ykibyuyjyhu u cam STAT3 (Wang u cap.,
2013). Takohe, STAT3 Moxke cTUMynUCaTH €KCIIpecHjy OpojHUX €PEeKTOPCKUX T'€Ha KOju
3ay3BpaT CTHUIIABAjy €KCIpecHjy mpouHdIamanujckux reHa. Mehy muma je u Bcl3, koju
HETraTUBHO yTHue Ha BesuBame NF-kB p65 3a IHK u npoxykuujy TNF-o (Kuwata u cap.,
2003), anu u cymnpecop npoTerHa HUTOKUHCKOr curHaiuara 3 (SOCS3), koju crpeuaBa
uH(pIaMaIjCKU OJITOBOP MOKPETHYT Be3uBameM 1L-6 3a IL-6 peuentop (Yasukawa u cap.,
2003). ITIpema Wang u cap. (Wang u cap., 2013), npoxyxkena akruBaiuja STAT3 3axteBa
CTaJTHO MOHaBJbamke (hochopunaimje Koja je mocpeaoBaHa de novo CHHTE30M U CEKPEIjoM
IL-6. Pesynratu oBe noKTOpcke nucepranuje ykazyjy aa HMGBI1 ngonpunocu oBom
npoliecy Kpo3 CUTHaJIHe MyTeBe akTuBupane npeko TLR4 penenrtopa. [Tokasano je aa cy, y
nujabetnuHoj jerpu, nosehame HHBoa HMGBI1 n meroBa mHTEpakimja ca peLenTopoM
TLR4 npahene mnosehanom @Qochopunanujom JAKI, kao u mnosehawem HuBOa
dochopunucanux STAT3 uzodopmu y jenpy. Ca npyre crpane, cMamemhe HuBoa HMGBI
y I1jabeTU4HO] jeTpH MaloBa, HAKOH TpPEeTMaHa €TUJ MMPYBAaTOM, MpaheHo je CMambemheM
dochopunanuje JAKI u cmamemem aktuBHOcTH STAT3. Ilpema Kim u capamnuimma
(Kim u cap., 2008), mexanmzam wunxuouimje STAT3 erwn mupyBaroM jaBjba c€ Kao
pesynrar uaxudunuje JAK2 kunaze. OBaj mojgaTak HaBOJIW HABOJW Ha 3aKJbydyak J1a €THJ
nUpyBart, Koju je cMamHo ociobahame nporenna HMGBI1 y jetpu nujabeTHuHux narosa,

Ka0 M HUBO HeroBux HHTepakuuja ca TLR4, HajBepoBaTHUje cMambyje HUBO aKTHUBAIHje
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JAK1, noBonehu no cmamema aktuBHOCTH STAT3, a THME U 10 CHUXKaBama CKCIpecHje

uHdpnamanujckux resa (IL-6, TNF-o, Hp) unjy Tpanckpunumjy perynume STAT3.

CBu curHamau nyteBu koju Boje ox TLR4 peunenrtopa Bome akrtuBauuju MAP
KMHAa3a W TPaHCKPUIIIMOHO peryinaTopHor mnpotemHa NF-kB. Takohe, TNF-a moxe
IPEHOCUTH CUTHAJIE MPEKO PA3IMYUTUX pelenTopa Ha MOBpLIMHU henujcke meMOpane,
aktuBupajyhu cBe Tpu Bpcte MAP kunaza u NF-kB p65 (Sabio u Davis, 2014). ¥V okBupy
OBE JIOKTOPCKE AMCepTalyje moka3ano je aa je nosehana matepakuuja HMGBI ca TLR4 y
jerpu maroBa ca aujaberecom mpahena mosehanom aktuHouthy NF-kB p65 u meroBum
HaroMuiaBameM yHyTap jenpa henuja jerpe. Y jenpy, oBaj MPOTEUH YUECTBYje€ Y KOHTPOIIU
eKcripecuje Hu3a MHGIaMalKUjCKUX TeHa KOju Koaupajy uutokuHe momyt IL-6 u TNF-a,
YHja je eKCIpecHja o] 3Hadaja 3a aKyTHO (Da3HW OATOBOp OpraHu3Ma. BakHy KOMITOHEHTY
aKyTHO (ha3HOT OArOBOpa YMHH M ToBehame HHMBOA XanTOrNIOOWHA y OJrOBOPY HAa
OKCHJIaTMBHU cTpec M uMHAYKuMWjy amontose (Lorenzo u cap., 2011). Heke crynuje cy
nokazasne aa NF-kB p50/p65 xereponumepu umajy U aHTUUHGIAMAaIU]CKy YIOTY KOja ce
orjena y TUPEeKTHO] HHXUOWIIM]H SKCIIPEeCHje MPONH(IIaMaIlijCKUX TeHa, alld U JICjCTBY Ha
eKCIPEeCcHjy WIHM aKTUBHOCT aHTHHH(Iamanujckux nurokuHa (Greten u cap., 2007). YV oBoj
JIOKTOPCKOj TUCEPTALMjU MTOKA3aHOo je Jja TPeTMaH AWja0eTHYHUX MaIloBa €T MUPYBATOM
u cMmameH HuBO uHTepakunja HMGBI1 ca TLR4, y 3HauajHOj] MepH CHMXKaBa aKTHBALU]y
MAP kunaza (cnuka 4.26), Hakymbame (ochopunucanor NF-xB p65 y jenpy (cnmka
4.27), kao 1 HUBO XanToriobuHa y jetpu (ciuka 4.24), Majga HETOB HUBO OCTaje M J1aJbe
3HAuajHO TOBUIIEH Yy OJHOCY HAa HHUBO KOJ KOHTponiHEe rpymne. Moryhe objammeme 3a
OBaKaB pe3yJTaT MOXe OUTH y TOMe Ja eTWJ nupyBaT, cMamwyjyhu Huso HMGB1/TLR4
MHTEpaKIMje, 1 HkbUMa MOCPENOBaHy akTHBalMjy U akTuBHOCT NF-kB p65, ctumynuiie
TPAHCJIOKAIM]y TPaHCKPHUIIMOHOT peryiaropHor mnpotenHa Nrf2 y jempo, rae oOBaj
IPOTEUH TMOJACTUYE EKCIPECHjy IeHa YKJbYYEHHX Y OATOBOP Ha OKCUAATUBHHU CTpEC H
uHduamanujy. [Ipema Thimmulappa u capagauuuma (Thimmulappa u cap., 2002), ren 3a
XarnTorJI00MH MOXKe OMTH jefaH O]l TeHa y YM]j0j TPAHCKPHUIIIIMOHO] PeryJalliju YIeCTBY]e
Nrf2. Mehytum, jomr yBek HUje pa3jallilbeHo Ha Koju HauuH Nrf2 mompuHocH ekcrpecuju

Hp rena, mako cy Zhao u capaguuuu (Zhao u cap., 2009) mnokazamu ga Kox
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EKCIEPUMEHTATHUX JKUBOTHEbA KOj€é CY HAaKOH MOXJIAHOT KpBapema TpETHpaHe
cyndopadanom, mo3HaTUM akTuBaropoM Nrf2, nona3u A0 3HAYajHOr TOpacTa HHUBOA
XanTorIo0MHa Ha HUBOY KPBHE ILJIa3Me.

Hanac je mo3HaTo na je ogHoc jemapHor Nrf2 u NF-kB p65 kiby4yHH e1eMeHT Koju
onpehyje HUBO HMH(QIAMAIMjCKOT OJIrOBOpa M OKCHIATUBHU cTaTyc henmja W TKuUBA.
[MperocraBiba ce ga Nrf2 uw NF-«kB myreBu wunHxubOupajy jemHu npyre Ha
TPAHCKPUIILIMOHOM HHUBOY KpO3 IMPOTEUH-NPOTEHH WHTEPAKIMje WU JIEIOBAEM IPEKO
ceKyHIapHuXx npeHocuona curuana (Wardyn u cap., 2015). Cmatpa ce na Nrf2 nenyje xao
aHTUMH(IIAMaIMjCKa KOMIIOHEHTa 300r CBOr MHXMOHMpajyher nenoBama Ha MPOAYKIH]Y
[IUTOKMHA, Koja je mocpenoBad ca NF-kB p65. YV jerpu nujabeTHYHUX IMMaroBa 3amaXkeH je
3HauajaH naja npucycrtsa Nrf2 y jeapy, anu u nosehame HuBoa IL-6 1 TNF-a, mto roBopu
y mpuiIor ToMe Ja npexomepHo ocnobahame HMGBI1 noBonu no cmamema Nrf2/NF-kB
p65 omHoca, yrnuyhu Ha CTUIIaBamke AHTUUH(IAMAIM]CKOT MOTEHIMjaja TujabeTHdHe
jerpe.

Cmameme Nrf2/NF-kB p65 oaHoca y jeTpu AujabeTHYHHMX MaIjoBa KOpENIUIIe U ca
CTHIIIaBalkbeM aHTHOKCUAATUBHOT MOTEHIMjana, cyieh 10 YOUeHOM CMamehy aKTUBHOCTH
U eKCIIpECHjH KaTallaze, Yiju TeH je npumapHo perynucad ca Nrf2 (Liu, Qu, u Shen, 2008).
Moryhe je 1a 0BO cMameme, y HEKO] MEpH, JOTIPUHOCH U CMamkhehy HUBOA EKCIIPECH]je FeHa
3a HO-1, ¢ 003upom Ha To aa je yBehame Nrf2/NF-kB p65 onnoca y jerpu nujabeTuyHMX
naroBa TPeTUpPaHUX €THJI MUPYyBAaTOM MpaTuiio u nosehame HHMBOA KaTanase, anu u HO-1.
[Topen youenor maga axtuBHOcTH ykynmHe SOD y jerpu mamosa ca JIT1, pesynratu
MPUKa3aHu y OBOj JIOKTOPCKO] AMCEPTAIM]U TOKA3adu Cy Ja y UCTUM jeTpama, pellaTUBHU
HuBO ekcnpecuje CuZnSOD octaje ckopo HeEmpoMemeH, oK je ekcmpecuja MnSOD
3HayajHo yBehana. I'en 3a CuZnSOD je yecTo KOHCTUTYTHBHO €KCIPUMHUpPAH M HE TaKo
JaKo MOJUIOKAH MHAYKIHjH, 32 pasnuky oa reHa 3a MnSOD (Miao u St. Clair, 2009).
VYoueno ysehawe mnpucyctBa MnSOD y jerpu aujabeTMyHHMX mamoBa Morjio Ou ce
oOjacHutu yBehanum mnpucyctBoM u aktuBHouthy NF-kB p65 y jenpy hemmja jerpwm.
Haume, mosnato je na ce TpaHckpunuuja reHa 3a MnSOD ysehaBa y oaroBopy Ha
okcuaatuBHU cTpec U npucyctBo IL-6 u TNF-a (Miao u St. Clair, 2009). Takohe, 6pojue

ctynuje cy uneHtudukoBaie NF-kB p65 kao K/byyHH TPaHCKPUMNLMOHU (axKTop Yy
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aktuBanuju rera 3a MnSOD (Miao u St. Clair, 2009). Cxoano Tome, yBehame Nrf2/NF-kB
p65 omHOca y jeTpu nujabeTUYHUX TMAlloBa HAKOH TPETMAaHA €TWUJI MUPYBATOM TMpaTd U
cMameme HuBoa MnSOD. OBu pe3ynratu HaBoJe Ha 3akJby4ak aa Banhenujcku HMGBI,
aktuBupambeM MAPK curnamaux myreBa moOCpeiCTBOM CBOjux HHTepakiuja ca TLR4,
JOTIPUHOCH CTHUIIIABalhy aHTHOKCHIATUBHOT TIOTEHIIM]jala y YCIOBUMa Aujadereca.

Youeno Hecnarame u3Mmely neTekToBaHMX HHUBOa ekcrpecuje SOD eHsuma u
akTuBHOCTH ToTanHe SOD, wmorno Oum, Takohe, OuTu mocnenuua MPUCYCTBA
nocTTpancinanuonux moaudukanuja Ha CuZn- u MnSOD. [Ipema unuh u cap. (Dini¢ u
cap., 2013) ob6a oBa SOD en3uma, kao u katanasza, cy O-GlcNAc IIMKO3MIOBaHN y jeTpH
manoBa ca aujaberecoM m3a3zBaHuM crpenTto3oronHOM. O-GIcNAc rnukosunanmja je
JUHAMHYaH MPOIIeC KOjH MOXKe Jia HapyIIHu paBHOTEXY ca O-docdopumnaiijom, HEraTUBHO
yruunhy Ha QyHKuMje nubHUX npotenHa (Zachara m Hart, 2004). O-dochopunamnuja je
nerektoBana koj aktuBHHX SOD en3uma (Yamakura m Kawasaki, 2010). Ha ocHoBy
mureparypHux moxparaka, O-GIcNAc rnmmkosmnanuja Memajyhm JIOKalnHy CTPYKTYpPY
nporeuHa ytuue u Ha edexrte (ocdopunanmje u/miam Moxe ASTUMUYHO HIIM KOMILIETHO
OJIOKHMpaTH KaTaJTUTHUKE TOMEHE U aKTUBHOCT aHTUOKCUJAATUBHUX CH3UMA.

Pereneparyja jetpe je HeonmxoJaH MpoOILEC 3a ONOPaBaK M MOHOBHO YCIIOCTAaBJbamkhE
HOpMasiHe (YHKIMje TKHBa jeTpe HakoH omTehewma. OBaj mpolec ce 3aCHUBA Ha CII0XKEHO]
uHTepakuuju henuja jerpe (xemaronura, KyndepoBux, CHHyCOMTATHUX, €HIOTEIN]aTHUX,
CTENaTHUX M MAaTUYHHX henuja) W JAPYruX opraHa (TUpPOUIHE >KIe3[e, MaHKpeaca,
ayTOHOMHOI' HEpBHOI' cucTeMa U Jp.). PereHepanuja TkuBa jeTpe 3aBUCH Ipe CBera oj
nponudepanuje xemaronura, Yykbydyjyhu ¢asy wuHunmjammje, mnpoiudepanuje u
TepMUHalLIMje. XEeNmaToIUTH Cy CTUMYJIHCaHU Ha mpoiudepanujy U hemujcku pact of
ctpane Kyndepoux henuja koje ocnobahajy uutokune IL-6 u TNF-o, npu uemy jenny oxa
KJby4HHUX ynora y oBuM npouecuma urpa IL-6/STAT3 anmu u TNF-o/JNK curnamau myt
KOJU perynuiny nponudepanujy xenatonuta npeko mukiaua D1/p21 myra (Fujiyoshi u
Ozaki, 2011). Ctynuje yka3yjy Aa je pereHepaiyja jeTpe HaKOH TOKCUYHE MOBPEAE Camo
JIETUMHUYHO MTPONOPIIMOHAHA TOBpeau. VIHTeH3UBHU]j€ IOBpeie MHXUOUPA]y pereHepanujy
U yTU4y Ha IPOrpecujy MOBpeje, a Kao IJIaBHU Pasjior HABOJM ce OJoKaga y KIbYYHUM

npopereHepatuBHUM curHaiHuM nyreBuma (Mehendale, 2005). Hexku ox mux cy p38
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MAPK wu IL-6 curnanau nurteBu. [lokazaHo je na je MHXUOWIIMja pereHepanuje jeTpe y
BE3U ca cMamemeM excnpecyuje mukinaa D1 u aktuBanujom IL-6/STAT3 curnanxor myra.
CranHa akTHBaIgja OBOT IyTa KOPEJHIIE ca WHAYKIUjoM p21 W MHXHOWIMjOM HUKIMHA
D1. ¥V nmumjaberecy jerpa Tpnu omtehema, a Ha OCHOBY XHCTOJIOIIKE aHajIM3a Ipernapara
jerpe u mpucyctBa henuja y neo0u Moke ce 3aKJbYYHTH Ja je€ pereHepalja IpHUCYTHA.
OBakge henuje yodeHe cy U y mpermapaTiuma jeTpe I1ujadeTHIHUX MaIloBa TPETUPAHUX STHIT
NUPYyBaTOM WM MelaToHMHOM. Mako Huje Omio Mmoryhe pas3ivKoBaTH KamanuTeT
pereHepaimje y OBUM y30pliiMa XUCTOJIOIIKOM aHaJIH30M, IMYHOOJIOT aHAIN3€E EKCIIpecHje
p21 u nuknuHa D1 ykaszane cy na je mpucyctBo p21 Behe y y3opruma aujabeTudse jerpe y
nopehemy ca jeTpoM mMamoBa TPETHPAHUX €THUJI NMUPYBATOM WM MEJAaTOHMHOM, TOK je
cutanyja ca muKiIMHOM D1 oOpHyra. OBH pe3yiTaTtd Takolje KOpENuIly ca HHBOOM
aktuBanuje IL-6/STAT3 curHamHor nmyTta y HCOMTUBAHUM y3opuuma. J[oObujeHu pe3ynraTu
yKa3yjy lla je pereHepainmja jerpe AujadeTHYHUX IamoBa ciaduja y mopehemy ca OHOM
HAKOH TpeTMaHa JMja0eTHYHUX ITall0Ba areHCMMa KOjU CMambyjy BaHNEIUjCKy eKCIPECH]y
HMGB1 mnporenna, cyrepumyhn na oBaj TPOTEHMH  JIONPHHOCH  CTHIIABaKY

PEreHCPaTUBHOI KAllAUTCTA Y ,I[I/Ij a6eTecy.

Pereneparja jeTpe mpeiacTaBba CIOXKEHM NpPOLEC U MOXKe OUTH HOKpeHyTa
CMamkEeHhEM Mace TKUBA YCle[ XenmaTeKTOMHje, TpaHCIUIaHTaIje, alu M  yclel
CEeKYHJIapHOT CMamkEelha Mace jeTpe, HacTale Kao mocieauia hemmjcke cMpTy U omrehema
ycies 6onectu jerpe. Y MaToJOMIKUM CTalkbiMa PEreHepaTHBHHU MPOLIECH Y JETPH AelaBajy
ce yrnopeso ca HacTaHkoM omtehema Te je, ¢ 003MpoM Ha JIeTEKTOBAaHE IPOMEHE CTPYKTYpe
y jerpu naujabermyHux mamnoBa u yrBphene aktuBamuje IL-6/STAT3 u TNF-o/JNK
curHanHor nocpeactsoM HMGBI1/TLR4 unTepkuuja, Ouno 3a ouyekuBatd na HMGBI
NPOTEHH, Ha HEKH HA4YMH JONPUHOCH PEreHEepaTHBHOM KamalHTETy jeTpe y YCIOBHMA
nujabereca.

henujckn 1mUKIyC CTPOro je KOHTPOJUCAH HAM3MEHUYHOM  EKCIIPECH]jOM
oaroBapajyhux mukivHa U nukirH 3aBucHuX kuHa3a (CDK). henwjcku nmukiyc moaesbeH
je y uetupu daze: G1 daza, daza cunrese (S), G2 dhaza u daza mutoze (M). Xenatorutu

TokOoM (paze mHMLMjanMje mpenasze u3 ¢aze mupoBawma (GO) y da3zy Gl. Kacny dazy Gl
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OJUTHKYj€ TIOCTOja-¢ KOHTPOJIHE TauKe, TOKOM Koje henuja orydyje o HacTaBKy henujckor
nukiyca (Loyer u cap., 1996). Excnpecuja nuknuaa G1 ¢ase omoryhasa nposnasak henuje
KpO3 KOHTPOJHY TauykKy WU ynaxkeme y cienehy, S ¢dazy muknyca. Huxkmunu G1 dase
ykIbyuayjy mukiauH D u E, anu u excripecujy nukinna D1 koju je perynucan of cTpaHe
STAT3 mporeuna (Li u cap., 2002). ¥ 0BOj IOKTOPCKO] IUCEpTallMjUd MOKA3aHO je 1a
cmameme ocnobahama mnporemna HMGBI1 ycrmen Tpermana ertuna mupyBaToM WM
MenaToHHHOM (cimka 4.17), m10BOaM 10 3HAYajHOT TMopacTta HUBoa IukimHa D1 (cimke
430B u 4.31B) y TkuBy jerpe nujabetnyHux mnaroBa. MHayknuja mukiauHa DI je
HAjTIOY3JIaHUjU TIOKa3aTesb HampenoBama henmmjckor mukiayca kox xemartonurta (Fausto,
2000). Hanme, kama xenaTONUTH €KCIPUMHUPAjy MUKIMH D1, MOXe ce 3aKJbYy4YHuTH Ja Cy
PO KOHTPONHY TaukKy (aze Gl u na ce uukiyc HacTaBsba Ka ¢aszu JJHK pennmukanuje
(Fausto, 2000). Crora cy neTekToBaHe MpOMEHE y HUBOY IukiuHa D1, moapykane 60sbuM
XHMCTOJIOIIKMM Hajaa3oM TKMBa M cMamemeM aktuBHocTd ALT m AST, mokasareiba
no0oJbIIIaHe pereHepayje jerpe Ko A1ujabeTHIHNX MaoBa TPETUPAHUX STHII ITUPYBATOM.
Kako je u3mepenu HuBo mukianHa D1 y jeTpu nujabeTHYHUX ManoBa TPETUPAHUX ETHI
NUPYBATOM HJIM MEJIaTOHMHOM Ouo BumiecTpyko Behu oa HuBoa nukivHa D1 u3mepenor
KOJI Tja0eTHYHE TPyIe, HEJBOCMUCIIEHO je MOoKa3aHo Ja cMameme Banhenujckor HMGB1
¥Ma MO3UTUBHO JI€JCTBO HAa Ipornaraiujy heiaujckor mukiyca nocpeoBany HMKIMHOM DI.
OpnnocHo, moxe ce mpernoctaButd 1a HMGBI1 HeratuBHO yrHue Ha mpoiudepaTuBHU
noteHuyjan henmja jerpe.

Kako Oucmo wucnuramu kojum Mexanmsmom HMGBI1 genyje Ha mporec
pereHepaiiyje, aHalM30BaHU Cy MpOTeMHU P53 u p2l, rIaBHU aKTepU y HETaTHUBHO]
KoHTposin mponudepanuje hemmja. M3 nmureparype je mO3HATO J1a TYMOpP CYNPECOPHHU
NpoTeuH pS53, MoJ yTHIAjeM T€HOTOKCHYHOI CTpeca, peryiuile 3aycTaBjbambe NelnjcKor
nukinyca (Menendez u cap., 2009). Ca npyre crpane, npoteuH p21 GyHKIHOHHIE U Kao
CEH30p M Kao e(eKTOp paszIHMuUTHX AaHTUIPOIU(EpaTUBHUX CHTHANA, W TIOCPEIHHK je Y
3aycTaBjbarby NENHMjCKOT MHKIyca TocpenoBaHoM mporenHoM pS53. Ilo3nato je ma
uaykija p21 wakon JIHK omrehewa nosehaBa HuBo mpucyctBa p21-D1/CDK4

koMmIutiekca. Kao nuxubuTop MUKINH 3aBUCHE KuHa3e, p21 cnpeuasa npenazak Gl y S dazy
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henujckor nukiyca BesuBameM 3a Komiuieke mukinH D1/CDK4, uaxubupajyhu mHUXOBY
KMHA3HY aKTUBHOCT Y OAITOBOPY Ha OpojHe crymyiyce (Wu u cap., 1996).

PesynTtatu oBe OKTOpCKe IucepTanyje Mokasyjy Jla TOKOM Jujabereca 1ojas3u /10
3HavajHor nmoBehama HuBoa P53 (cnuke 4.30A u 4.31A) u p21 (cnuke 4.30b u 4.31b) y
jenapHoj ¢pakmuju TkuBa jerpe. OOjammeme OM MOTIIO JieKaTh y ToMe jaa moBehana
unrepakija HMGBI1/TLR4, kpo3 noBehame aktuBHocTH MAP kmna3za, mocebno p38
(Xiao m cap., 2015), JNK (Lorin u cap., 2010) u ERK (Drosten u cap., 2014), moxe
yrunaty Ha Gochopunanujy Tj. aktuanujy pS3 y ycimoBuma ctpeca. C 003upom Ha TO Ja
p53 HemoBpaTHO MHXHOUpaA TporpecHjy hemujckor nukiryca mpeko pS3/p21/Rb curnamaor
nyra, AoBoxehmu mo ryoutka nposmdepatuBHor noreHnujana hemmja (Deryabin u cap.,
2016), moxe ce 3akbyuntu ga nporeuH HMGBI, akTtuBHpameM CHTHaIHHMX IyTeBa
HU3BOHO on peuentopa TLR4, moxe yrunaTu Ha akTHBauUMjy NpoTenHa pS3, npaheny
aKTHBAIIMjOM TIpOTerHa p2 1, mTo 3ajeTHO UMa HeraTuBaH eeKkar Ha MPOIeC pereHeparyje
TKHBA jeTpe.

Pesyntatu oBe  JOKTOpCKe  JucepTaluje  HEJBOCMUCIEHO  HarjaulaBajy
pasHoBpcHOCT aenoBaka HMGBI mnporenHa Tokom nujabereca M CIOXKEHOCT HErOBOT
yTunaja Ha pazMepy omrehemwa jerpe. Huso ocno6ohenor HMGBI, xao u ¢pyHkunonanna
untepakuuja n3mehy HMGBI1/TLR4, IL-6 u TNF-a curHanHux myreBa, HajBepOBaTHU]E
onpelyjy Kpajibu MCXOJ (PU3HOJOMIKUX OJATrOBOpPa MOJCTAKHYTHX JCJIOBAEM IMPOTEHHA
HMGBI. Vnpkoc omnucanuMm antuuH(ramanujckuM yinorama HMGBI1 u  ydecHuka
HMGBI1/TLR4 curHanHux myTeBa, y 11jaOETUYHO] jeTpU NMPHUCYTHO j€ CTAamkEe XPOHUYHE
uH(paamanuje. Y ctamy 3a Koje je KapaKTepucTHuaH BUcOK HUBO Banhenujckor HMGBI,
aHTUUH(]IIaMalMjCKa JejCTBa Cy OYHUIJITHO HajjadyaHa MpouHQIamMaIijcKuM, Koja
npeBianaBajy kao mocieauna cranHo aktuBupane HMGBI1/TLR4 oce. McroBpemeHo,
aKTUBHOCT OBe oce oHemoryhaBa edukacHy CHHTE3Yy IOjeIMHUX AaHTHOKCHIATHBHUX
€H3MMa YHMMe JIONPUHOCH cJabujoj AaHTHOKCUIATUBHO] 0AOpaHH, HCTOBPEMEHO
nonpuHocuhu crnabujoj pereHapanuju jerpe. Ha ocHOBY oBora Moryio Ou ce 3aKkJby4uTH J1a
6u mpesennuja ocnobahama HMGBI wnmu 6noxkupame HMGB/TLR4 oce, moriu OutH
epuKacaH MexaHHM3aM y IWJbY CTHUIaBama HH(IaMaIyje y3poKOBaHE aujabeTecoM H

ycrnopaBama HBOME IocpeoBaHe nmporpecuje omrehema jerpe.
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Cauka 5.1. [ToTeHuujanHu MOJeN 3ajelHUUKE perynanyje myresa nairaManmje, aHTHOKCUIATUBHE
onOpaHe u pereHepanuje oji crpane Banhemujckor HMGBI1 mpotenna y henujama jerpe Tokom
EKCIEpUMEHTAIIHO U3a3BaHor Aujadereca Tuna 1.
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6. SAKJbYUILIA

Crpenro3oronmHoM u3aszead J[T1 kox maroBa kapakrepuine yBehaHo NMpHCYCTBO
HMGBI1 nporenna y cepymy u jerpu. OBo yBehame je y Kopelamuju ca
OKCHJIATHBHUM U WH(IAMAIMjCKUM CTaTyCOM OpraHM3Ma, Kao U OKCHJIATHBHHUM U
uH}IaMaIMjCKUM CTarycoM jeTtpe, y ®oj npucytHum JHK omrehemnma u

ACTCKTOBAHUM CTPYKTYPHUM U (bYHKI_II/IOHaJ'IHI/IM IIpoMcHama.

henuje jerpe mamosa ca [T1 kapakrepurie 3nauajan ryourak HMGBI1 nporenna
U3 jelpa M HEroBa akymylandja y HUTOIUIa3Mu. Pa3nmke J00WjeHE aHAU30M
NPUCYCTBA CTPYKTYpHHX MoAM(HKalMja Ha jeJapHOM U IMTOILIA3MATCKOM
HMGBI yxa3zyjy na cy y aujaberecy aunerwnanuja, ¢pochopunanuja u O-GIcNAc
[JIMKO3WIIAllja HajBEpPOBATHUjE OJIOBOPHE 3a aKkTHBHY TpaHciokamujy HMGBI1
NPOTEHHA U3 jeJpa, W/WIN HEroBO 33/Ip)KaBambe y IIUTOIUIA3MHU U ITOTOM U3J1a3aK U3

henmja.

Ha npucyctBo Banhenujckor HMGBI y jerpu namosa ca JIT1 yka3zyje mosehan

HUBO MHTEpAaKI1ja OBOI MpOTeHHa ca MeMOpaHckuM perentopom TLR4.

Cmamewe HuBoa Banhemujckor HMGBI y jerpu, MHAMPEKTHO — TPETMaHOM
JIja0eTHYHUX MalloBa aHTHOKCHIAHCOM MENATOHMHOM MM JUPEKTHO — TPETMaHOM
MHXUOUTOPOM HETOBE CEKpelHje — €TUJ IMPUBATOM, KOPEJIHILIE Ca CMaHbEHEM
HUBOA OKCHJIATUBHOT CTpeca y jeTpu, ca cmamemeM HuBoa JIHK omrehema, ca
CTHIIaBakbeM HHQIJIaMalMje U ca HOPMAaJIH3alMjoM CTPYKType U (yHKIHje jeTpe,
mro yka3dyje ga HMGBI mnporenmH aonmpuHOCHM HAacTaHKy W/WIM TPOTPECUjU

omrehema jeTpe y aujadbeTecy.
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S.

N3yuaBama MOJEKyIapHHX MexaHuzama jaenoBara HMGBI1 mportenna y jerpu
naroBa, ykadyjy na y naujaberecy, HMGBI1 nompunocu oppkaBamy crama
XpoHMYHE  HWHIaAManUje  Kpo3  YTHIA] Ha  yBehawme  mpoaykiuje
npouHdamanyjckux nutokuHa TNF-o u IL-6 u cuHTe3€e aKkyTHO-(ha3HOT MpOTEeHHA
xanrorinobuna. Ilosehan wuBo wuHTepakimja usmely HMGB1 u TLR4 vy
nujabetnynoj jerpu Boau aktuBanmju MAPK/NF-«B p65 u JAKI/STAT3
CUTHAJTHUX IyTeBa, IITO MMa 3a mocienuny ysehame jemapHor npucycrBa NF-kB
p65 u STAT3 koju Ccy KJby4HU TPAHCKPUIIIMOHU akTUBaTOpH reHa 3a TNF-a, IL-6
u xamrornobun. Cmameme Banhenmmjckor mpucyrsa HMGB1 goBoau 10 cmameHe
aktuBaimje MAPK/NF-xB p65 u JAK1/STAT3 curHamHux Kackaaa, W Mame

npoaykuuje TNF-a, IL-6 u xantornobuHa.

[Tonctunamem NF-kB p65 undnamanujckor myra, HMGB1 nenyje HeraTuBHO Ha
[IUTONIPOTEKTUBHH OATOBOpP y jeTpu maroBa ca JIT1 onemoryhaBamem akTHBHOCTH
Nrf2 mnporemHa, OATrOBOPHOr 3a CTHINABamke WHOIAMAIUje W MPOAYKIH]Y

AHTHOKCUJAaTHUBHUX CH3HUMaA.

CMameme jenapHor MIPUCYCTBA Nrf2, MIOCPEJICTBOM aKTUBaLHje
HMGBI1/TLR4/MAPK curnamHor myra, uMa 3a MOCIEAHUI]y CMamEemhe HUBOA U
aktuBHocTH CAT, a BepoBaTHO M U3MEWmEHY akTUBHOCT reHa 3a HO-1. Ha oo
yKa3yjy pe3yiaTaTu rie, cMameme Banhenujckor npucyrBa HMGBI1 nooau 1o
yBehama jenapHor npucyctBa Nrf2, a Tume u yBehawa HuBoa He camo CAT, Beh u

HO-1.

OnemoryhaBamem ojaronapajyhe mpoaykiuje ¥ akTUBHOCTH AHTUOKCHIATHBHUX
emsuma CAT wu HO-1 y gumjaberecy, HMGB1 nompuHocH cMameHO]

AHTHOKCHJIaTUBHO] OJI0paHy U O/ipKaBamy CTamba OKCUIATUBHOT CTpeca.

[TpucyctBo nBOjenapHUX henMja Ha XMCTOJOIIKUM IpernapaTiMa jeTpe U MOBUIICH
HUBO IuKiIMHa D1 y ®0j ykazyjy na je y jerpu maunoBa ca JT1 mpucyrHa

perenepaunja. Mnak, kako je HUBO nukinHa D1 y nujabeTnyHO] jeTpH 3Ha4yajHO
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10.

11.

HIDKA y mopehemy ca OHUM y jeTpH AWja0eTUYHUX TaloBa TPETHPAHHX ETHII
NUPYBaTOM HJIM METAaTOHMHOM, MOXE C€ IMPETIIOCTAaBUTH Jia jeé pereHepaTuBHU

KamaruTeT jeTpe y nujaberecy cMarmbeH.

Kako axtuBupana HMGBI1/TLR4 oca Bonu aktuBanuju STAT3 u JNK curnamux
nmyTeBa, OJrOBOPHUX 3a mpoiudepanujy henuja jerpe npeko mukaud D1/p21 myra,
cmameme Banhenujckor mpucyctBa HMGBI mporenna y jerpu aujaGeTHUHHX
nanoBa TPeTHPAaHUX €TUJ NHMPYBAaTOM WIM MEIAaTOHMHOM, HMMa 3a IOCIEIUILY
CMalmelhe aKTHUBallMje IIOMEHYTHX IIyTeBa, CMameme yBehaHor mnpucycrsa
HETaTHUBHHUX perynatopa hemujckor mukimyca, mpotenHa p53 u p2l, m momaTHO
yBehamwe mpucycrBa mukiaunHa D1. Moxke ce 3akbyuntn ja yBehaHO NMPUCYCTBO
Banhenmujckor HMGBI1 y nujaGerecy mocpeactBom peuentopa TLR4, HeratuBHO
yruue Ha mnponudepaTHBHM TMOTEHLHMjad henuja jeTpe W CTUIIaBa MPOLEC

pereHeparnmje.

JlobujeHn pe3yaTaTd HCTpakuBama yKa3yjy Ha pPa3sHOBPCHOCT U CIOXEHOCT
yrunaja HMGB1 mnporenna Ha pasmepy omrehema jerpe. Huo ocmobGohenor
HMGBI, kao u ¢pynkunonanna unrepakurja usmehy HMGB1/TLR4, IL-6 u TNF-a
CUTHAJIHUX IIyTeBa, HajBepoBaTHHUje ojnpelyjy Kpajiu wucxol (HU3HOIOUIKUX
oaroopa nojactakuytux AenoBakbeM HMGBI1. Crora 6u, npeBennuja ociodahama
HMGBI1 wm 6nokuparme HMGB/TLR4 oce, mornu Outn edukacan MexaHuszam y
Wby CTHILIaBama MH(pIamalnuje y3pokoBaHe AujaberecoM, yBehama Kamanurera
AHTUOKCHUJIATUBHE OjI0paHe M pereHepaiyje, Kao M yclopaBama IPOrpecHje

omrehema jerpe.
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buorpagmja

Codwuja JoranoBuh CrojanoB polena je 17.12.1985. roa. y Jaroguau. OCHOBHY IIKONY U
I'umuasmjy ,,CBetozap Mapkosuh* 3aBpmmia je y Jarogunu. OcHOBHE cTyauje Ha buomomkom
¢dakynrery YHuBep3ureta y beorpany, cmep monexyiapHa Ouonordja u Gpusmonoruja, ymnucana je
2004. rox. JlurutoMcku paj, TON HACIOBOM ,,YTHIQj €CTPAAroNa Ha MHUTPAaTOpHE CHOCOOHOCTH
cuHIIuoTpodoodmacra®, ypahen y maboparopuju Opceka 3a hemumjcky Omonorujy MucTuTyTa
Kupu (UMR 144 Centre National de la Recherche Scientifique, Department of Cell Biology,
Institut Curie, Paris, France) u y ma6oparopuju llenTpa 3a mpenxkInHHYKa TeCTUPama aKTUBHUX
cyncranny, MHcTuTyTra 3a Oumomorujy u exonordjy, lIpupomHo-mMaTeMaTHYKOT —(aKynTeTra,
Yuusepsurera y Kparyjesity, onopanmna je 2011. roz. ca onenom 10, yume je 3aBpurnia OCHOBHE
CTyauje ca mpocedHoM oreHoM 9,06 m crTekia 3Bame J[WIUIOMHpaHu MOJEKyJapHU OHONOT U
¢uznonor. Mcre roguHe ynucana je JOKTOpcke cTyanje Ha bruomomkom dakynrery YHHBEp3UTeTa
y beorpany, cmep MozekynapHa Ouonormja eykapuota. Opx 2012. roa. 3amocieHa je Kao
UCTpaXXuBad NpuIpaBHUK, a ox 2013. rog kao wucTpakmBad capagHuk Ha Opjesbemy 3a
MoJIeKyJIapHy ouosiorujy MHcTuTyTa 32 OMOJIOIIKA HCTpaxkuBamba ,,Cunuia CtaHnkoBuh”, y OKBUPY
npojexra ,,CUrHaJHU MOJICKYJIH Yy nujaberecy: wuieHTH(HKAIMja MOTCHIIMjaTHUX OHOJIOIIKUX
MapKepa YKJbyYeHHUX Y MOJU(UKAIN]y W MHTETPallKjy CUTHAIHUX MyTEBa y IHJbY MPEAUKIHUjE
WHTEpBEHIIUje Y Aujaderecy, moTnpojekart ,,Ekcripecuja u curnanne ynore nporenna HMGBI1 y
mjabetnynoj jetpu” (Op. 173020) dmHancHpaHOT 0J cTpaHe MHMHUCTapCTBa MPOCBETE, HAYKE M
TEXHOJIONIKOT pa3Boja PenyOinke Cpouje.

o nanac je o0jaBuia 7 pazoBa y 4yacomucuma MeljyHapojHOr 3Hauaja ¥ MMa 3 CaolllTeHha Ha

Mel)yHapoIHUM CKYIIOBHMA.



N3jaBa 0 ayTopcTBY

[Tornucanu-a  Codwuja Josanosuh CrojaHoB

Opoj namekca _ M3013/2011

H3jaBibyjem
Jla je JOKTOPCKa MCepTallHja Mol HACJIOBOM

Kapakrepusanuja crpykrype u ¢pynknnje HMGBI1 nporenna y jerpu nanosa

TOKOM €KCIHIEPUMEHTAJHO U3a3BaAHOT zmjaﬁeTeca THna 1

® PC3YyJITaT COIICTBCHOI' UCTPAKUBAUKOI pajiad,

® J1a IpeJUIOKeHA JHCepTalja y HeJMHA HU Y JeJOBIMA HUje Onia MmpeajiokeHa 3a
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Nme u ipesume aytopa _ Codwuja JoBanoBuh CtojaHoB

bpoj nnnekca M3013/2011

Cryaujcku nporpam MosnekynapHa 6uonoruja

Hacnos pana ___Kapakrtepu3zanuja crpykrype u ¢pyukunje HMGBI1 nporenHna y jerpu
IIA110BA TOKOM eKCIIepUMMEHTATHO W3a3BAHOI AnjadeTeca Tuna 1

MenTop np Becna MapTtunoBuh u nip 'opyiana Matuh

[Mornucanwn/a

U3jaBbyjeM Ja je mTaMmiaHa Bep3Huja MOT JIOKTOPCKOI pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEP3HjU KOJy caM TMpejiao/aa 3a 00jaBbuBamke Ha MopTalny JMruTajaHor peno3uTopujyma
Yuusep3urtera y beorpany.

Jo3BosbaBam n1a ce o0jaBe MOJU JTUYHM TOJAIM BE3aHM 3a JI0OHMjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME W Tpe3uMe, TOJIMHA U MECTO pohiema u IaTyMm ondpaHe
pana.

OBu NMYHU NTOJIALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHULlaMa AUTUTalIHe OMOIuoTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnnkanujama Y HuBep3urera y beorpany.

MMoTrnuc noxkTopanga

¥ Beorpazy, 7.5.2018. \/ Seandault Lir
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Osnamhyjem YuuBep3utercky Oubmuoreky ,,Cero3ap MapkoBuh® ma y Jlururamau
peno3utoprjyM YHHUBeEp3uTeTa y beorpamy yHece MOjy IOKTOPCKY AHCEPTANH]y IO
HaCIJIOBOM:

Kapakrepusaunuja crpykrype u ¢pynkunje HMGBI1 nporenna y jerpu nanosa

TOKOM €KCIIEPUMEHTAJHO U3a3BaHor aujadereca Tuna 1

KOja je MOje ayTOPCKO JeIO.
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@AyTopCTBo — HEKOMEPIIMjaTHO — IETUTH TIOJl UCTUM YCIIOBUMA
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1. AyropctBo - Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITABALE JIeNa, 1
npepajie, ako ce HaBeJe MME ayropa Ha HauuH ojJpeheH ox crpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIICHIIE, YaK ¥ Y KoMeplrjaiaHe cBpxe. OBO je HajcI0001HU]ja OJ1 CBUX JTUICHITH.

2. AyTOpcTBO — HEKOMEpIHUjarHo. J[03BOJbaBaTe YMHOKaBame, AUCTPUOYIU]Y U jaBHO
CaoIIITaBamke JieNla, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha HayMH oxapeheH ox cTpaHe
ayTopa WM naBaona Jurenne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjalHy yrnoTpeOy nerna.

3. AyropctBo - HekoMmepuujaaHO — 0Oe3 mpepazxe. Jlo3BosbaBare yMHOKaBarbe,
TUCTpUOYILIM]y U JaBHO CaoIIITaBame Jeja, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIrKoBamka HiM ynorpeoe
Jieia 'y CBOM JIeJly, aKo Ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa HiH
naBaona yuneHne. OBa JHIEHIIA HE 103BOJbaBa KOMEpUHUjaIHy yHnoTpeOy nena. Y oaHocy
Ha CBE OCTaJIe JIMICHIIe, OBOM JIMICHIIOM Ce OrpaHnyaBa Hajehu oOuM mpaBa Kopuihemwa
nena.

4. AyTopcTBO - HEKOMEpLUMjalHO — JENUTH TMOoJ HCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBate
YMHOXaBamwe, NTUCTPUOYINjy U JaBHO CAOIIITaBame Jiea, U mpepaje, ako ce HaBeae UMe
ayTopa Ha Ha4YMH ojpeleH oJ CTpaHe ayTopa WJM JaBaolla JIMIICHIIE W aKo ce Ipepaja
TUCTpUOyrpa TMOJ HCTOM WM CIHMYHOM JuieHnoM. OBa JUIeHIIa HE J103BOJbaBa
KOMEpIHjaliHy yroTpely J1ena u mpepajia.

5. AyropctBo — 0e3 mpepane. /lo3BosbaBaTe yMHOXKAaBambe, IUCTPUOYLM]Y M JaBHO
caoIIITaBame Jena, 0e3 IpoMeHa, MPeodINKOoBaba WIN ynoTpede Jiena y CBOM Jely, ako
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4yWH ojapeheH ox cTpaHe ayropa WM jgaBaoia juineHie. Opa
JUIIEHIIA JJ03B0JbaBa KOMEPIIMjAJIHY yIIOTpeOy ena.

6. AyTOpCTBO - JETUTH MOJI UCTUM yciaoBUMa. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKABamwe, AUCTPUOYIHN]Y
U jJaBHO CaOIITaBamke JIeNla, U Mpepajie, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha Ha4uH oapeheH ox
CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMIEHIIE W aKo ce Ipepajga IUCTPUOyHpa MOJ MCTOM HIIH
CIMYHOM JiuiieHioM. OBa JIMIIEHIIA J103BOJhbaBa KOMEPIMjaIHy YIoTpeOy Jena u mpepaja.
CnunyHa je copTBepCKUM JHUIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



