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YTUIIAJ BAHREJINJCKOI' XEMOI'VIOBUHA KCEHOI'EHOI' IIOPEKJIA HA
OYHKINJCKA CBOJCTBA ME3SEHXUMCKHUX REJIMJA IN VITRO

Caxerak

HctpaxknBama 00yxBaheHa 0BOM JTOKTOPCKOM JUCEPTAIMjOM MMaJIa Cy 3a IHJb I00Hjame
nojaTaka o yTuiajy BaHheaujckor xeMoriioonHa Ha (pyHKIIMjCKa CBOjCTBAa ME3CHXMMCKHX hennja
in vitro. CBumCKH ¥ roBelju XeMOTIIOOMH KOpHITNEHH Cy Ka0 MOJIe] KCEHOT'€HUX, JIAKO JTOCTYITHUX
XeMOTJI00MHAa, KOjU TOKa3zyjy BHCOK CTENEH XOMOJOIHje ca XyMaHuM xemorjoOomHom. Kao
aJIeKBaTHU heMjCcKM MOJAEN CHCTEMH OAa0paHu Cy JICYKOIMTH mepuepHe KPBU HYOBEKA M
me3eHxuMcke MatuuHe hemmje mepudepne xpsu yoBeka (IIK-MMMH), kao henuje ca xojuma
BaHhenMjcku XeMOTJIOOMH MOXE JIOhHM y KOHTaKT IPH MHCTpPaBacKyJapHO] xemoym3u. JlogaTtHo,
yTUIAj XeMOTJI00MHA MCTIUTaH je U Ha yetupu henmjcke nmuauje ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u
C2C12 xoje npeacraBibajy yHHGOpMHH]E MoJien cucteMe y ogHocy Ha [IK-MMh 3a nmpoydaBame
XOHAPO-, OCTEO-, AJAUIO- U MUOTEHE3E.

JloOujeHu pe3yaTatu Mokasyjy Ja BaHNeNHjCKH XeMOTJOOMH MMa 3HayajaH yTHI] Ha
(GyHKIMjCKa CBOjCTBa ME3CHXMMCKHMX hemmja, KOjU 3aBUCH OJf BPCTE€ OpPraHM3Ma U3 KOT je
XEMOIJIOONH H30JI0BaH, NMPHUMEHEHE KOHIIEHTpalyje W Tuma henwja Ha KojuMa je edekar
ucnuTHBaH. Banhenwjcku XeMmoriioOMH MOMYNHINE BHjaOMIIHOCT, CIIOCOOHOCT anaxe3uje |
NPOIYyKIMje  pEaKTUBHUX  BpCTa  KHCEOHWKA  HMCIUTHBAHMX  JICYKOIIUTa, Kao W
npoiudepanujy/nudepeHnujanujy onpene/beHuX MaTHYHHX henuja xemaromoese. JlogatHo,
MOKa3aHo je na Banhenujcku xemMorinoOuH y konuentpauuju onx 0,1 uM octBapyje edekar Ha
BUjaOMITHOCT, MUTPATOPHU ¥ UMYHOMO/IYJIATOPHH KalalUTET ME3CHXUMCKHUX hennja u nHxubupa
IBbUXOBY JAU(EpeHIrjalujy Ka XOHIPOTreHOj, OCTEOTeHOj, aJWIOTeHO] M MHUOTEHO] JIMHUjH,
Moayumryhu ekcripecujy cnenuguIHIX TeHCKUX MapKepa.

OBu pe3ynTatu ponpuHoce 00JbeM cariefaBamy yTHIaja BaHheINjCKOI XeMOrIo0uHa y
yCIIOBMMa WHTpPABaCKyJapHE XeMOoJIM3e Ha (PU3MONIOTH]y ME3eHXMMCKHX helja, Kao U HeroBe
NOTEHLUjaJTHEe MTPUMEHE Kao JUjeTEeTCKOT CYIUIEMEHTAa MU aJUTHBA MEIHjyMa 3a KyJITHBALHUjy
henwuja.

KibyuHe peuu: CBUCKH U TOBehU XxeMorio0uH, Me3eHXUMcKe henuje, BujabUIIHOCT, MUTpaIja,
XOHJIpOT€HAa, OCTEOTeHa, a/IUMIOTeHa, MHOTeHa TudepeHIjalrja, IMyHOMOTyIaIuja

Hayuna o6aact: buonoruja
¥Y:ika HayuHa o0Jact: buonoruja henuja u TkuBa
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EFFECT OF EXTRACELLULAR HEMOGLOBIN OF XENOGENEIC ORIGIN ON
FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF MESENCHYMAL CELLS IN VITRO

Abstract

The main goal of this doctoral dissertation was the investigation of the effect of
extracellular hemoglobin on the functional properties of mesenchymal cells in vitro. Porcine and
bovine hemoglobin were used as models of xenogeneic, readily available hemoglobins, showing
a high degree of homology with human hemoglobin. Human peripheral blood leukocytes and
human peripheral blood mesenchymal stem cells (PB-MSCs) were selected as adequate cell model
systems, since extracellular hemoglobin may come into contact with these cells during
instravascular hemolysis. In addition, the effects of hemoglobin were also tested on four cell lines
ATDC5, MC3T3-E1, 3T3-L1, and C2C12 as more uniform model systems compared to PB-MSCs
to study chondro-, osteo-, adipo-, and myogenesis.

The obtained results show that extracellular hemoglobin has major effect on the functional
properties of mesenchymal cells, which depends on the species of organism from which
hemoglobin was isolated, hemoglobin concentration used and the type of cells tested. Extracellular
hemoglobin modulates viability, adhesion and synthesis ability of reactive oxygen species of
leukocytes examined, as well as proliferation/differentiation of committed hematopoietic stem
cells. Furthermore, at a concentration of 0.1 uM extracellular hemoglobin had the effect on
viability, migratory and immunomodulatory capacity of mesenchymal cells and inhibited their
differentiation toward chondro-, osteo-, adipo- and myogenic lineages, modulating the expression
of specific gene markers.

These results contribute to a better understanding of the effects of extracellular hemoglobin
during intravascular hemolysis on the physiology of mesenchymal cells, as well as its potential
applications as a dietary supplement or cell culture media additive.

Key words: porcine and bovine hemoglobin, mesenchymal cells, viability, migration,
chondrogenic, osteogenic, adipogenic, myogenic differentiation, immunomodulation

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Cell and Tissue Biology
UDC number:



Cappixaj

R4 - Yo 72 2
L G310 041 (010 71 TP P PP PR PP PRPT 2
1.1.1. TIOJAM XEMOTITIOOMHA ...c.vvveervreeitesaiteesiteesbeeessbeeessbeeessteesssbeesssbeeessbeesssbeesssbeesnsseesnsseenns 2
1.1.2. UcTopHjaT IpOyYaBAEHA XEMOTIIOOMHA .. ..c.vverviiriiiietiasresieesteesesseesre e s s ene e sneenens 3
1.1.3. CTpyKTypa i OMOCHHTE3a XEMOTITIOOMHA .....ccvvivriiiesriasresieesteassesseesseenesieesneenesneesreenens 4
1.1.4. OYHKIIHJE XEMOTIIOOTHA ....vvveervvreetriesstreessreessteeessseessseesssseesssssesssseesssseesssneessssessnssessnns 7
1.1.4.1. Yi0ra XeMOTJTIOOMHA Y TIPEHOCY TACOBA .....veesviastisieereasresieesseasnesseesseenesseesseennesnnenns 7
1.1.4.2. XemornoOuH cucapa y eKCTPANEITIHJCKO] CPEIHMHM ... veevirurereeresieesieensesseesieanens 11
1.1.4.3. Yora XxeMOTJIOOMHA Y UMYHCKOM OJITOBOPY +vvvvvrerurersssreesssnesssnessssseessseesssneesnsns 17
1.1.4.4. Ynora BaHhenujcKOr XEMOIJIOOMHA Yy pa3IUYUTAM TATOJOIIKAM CTamkbuMa U
OOJTECTHIMA ...ttt bbb bbb bbb e bbb bbb b e b e b e nb e 19
1.1.5. XeMornoOuH y OGMOTEXHOIOMIKUM UCTPAKUBAELIMA. ......veervreanreesireanreessneaseessnesnseessnes 22
1.1.5.1. IlpeHOCHOII KHCEOHHUKA HA 0A3H XCMOTIIOOHMHA ........eeveereiieieesnreenieeateesieesnseesenes 22
1.1.5.2. XeMOrnoOMHHN OECKUUMEHHAKA Y OMOTEXHOTOTHIH «..veevveevreeieesnreasressnneesnnesneesenas 26
1.1.5.3. XeMOrIoOuH U3 KIAHUYHE KPBH Y OUOTEXHOIOTHH «...vvnvveereeesnreareesnneesneesneennnes 27

1.2. Renujcku MOJENN 32 HCIIUTHBAKE eeKaTa BAaHNEIIH]CKOT XEMOTTIOOMHA «...o.vvenveeeverieene 29
1.2.1. MATHYHE REITHJC. ... veiueiiiie ettt ettt e e 29
1.2.1.1. XeMaTOMOETCKE MATUYHE NEITHJE ....ccvveivieiiiiiiiesiie st 30
1.2.1.2. Me3eHXUMCKE MATHYHE NETIHIJC ... .vevveuviiieiieiesiie ettt 31
1.2.1.2.1. 3Bopu ME3EHXUMCKUX MATHYHHUX NETIHJA .. veevviiiieiiiieiiesiie e 32
1.2.1.2.2. ®ynknujcke KapakTepUCTUKE MM A.......coooiiiiiiiiii e 34

1.2.2. JIEyKOIMTH MEPUPEPHE KPBH .. ..eeererienreeieeasreessreareessneaseessneasneessesassesssnesssesssnsansessnsanns 35
1.2.2.1. MOHOHYKIEAPHE NETIHJC .....c.viiviiiiiiiiiie ittt 36
1.2.2.2. TTonuMOPGHOHYKIEAPHE NEIHJE ..ot 38

B 178 3050 3 O PP OP R PPPTPUPRPPRN 42
R LY B0 0) U 7 Y (5 W e 1 ST TR PP PP 46
3.1. KOMEPIIMJAITHI PEATEHCH ... .. vveeureeureeseessreeseeasneesseessneassesssreesmeessneessesssneenmeesnneennesanneenneeanns 46
3.2. Menujymu u nydepu 3a KyITuBaiyjy henuja u aHanu3y heaujckux QyHKIH]A................ 49
R TR\ B U)o} (B ST P TP PR PR PR 50
R IR T B (5 Y (0] ) (013 1 PSPPI 50
3.3.2. ME3EHXUMCKE NEITHJ@.....ccviiiiiiiiiiiiii i 50
3.3.3. JIeyKOUUTHU MEPUPEPHE KPBU HOBEKR .....vvvvirrrerrensrisieestiaseiaseessesssesieessesnssseessessnessesses 50
3.4. EKCTICPUMEHTAITHU JIHBAJH ...vveeureessreeseessreesesasneesseessneessesasseessesssneessesssneessessnneessessnnessnessnns 51

3.4.1. Nzonammja, npeunnrhaBame U (U3NIKO-XEMH]CKAa KapaKTepH3allja CBUECKOT WU
WO 1110 A (S (0 1 (010 7 - TP PP PSPPI PP PR 51

3.4.2. UcniuTuBame HUTOTOKCUYHOCTH CBUECKOT U TOBEher XeMoryioOnHa ¥ MOTBp/ia b UXOBE
OMOJTOIIKE AKTHBHOCTH «...vevvisveesteastesteesseassesseessesssesbsebessaesbs e bt sss s s be e b e e sbe e b e s e e b e e b e b rs 52



3.4.3. HcnutuBame yTHLQja CBUEHCKOI M roeeher xemoryioOnHa Ha (QYHKIUjCKE

KapaKTEPUCTHKE ME3CHXUMCKHUX NETTHJA ....vvviiiiiiiiiiiii ittt 53
R I LY (55 1 311 OO PP P PP TP PR PP o4
3.5.1. M3onanuja v KapaKTEPU3AIN]A XEMOTIIOOHMHA ...vvvevvveeiureeesireessireeessseesssreesssseesssnesssseens 54
3.5.1.1. JIobujame CyCICH3H]€ MTAKOBAHUX CPUTPOIIHITA ..vvvervveesnrreessreeessnensssneesssneesssneesnsns 54
3.5.1.2. M3omnanuja v JeTUMHYHO MPEYUIITNABAHE XEMOTIIOOMHA ... 54
3.5.1.3. UcnutuBame cajapkaja MPOTEUHA Y Y30PIIUMA XEMOTTOOMHA ....vvvvrvvveeireesireennens 55
3.5.1.3.1. Enextpodopesa npoTenHa y moJIMaKprIaMHIHOM TeJTy ca JI0JaTKOM HaTpHjyM

D1 (0013107 81 03 21 1) - 1 - RO TP PRSP PRPPRPT 55
3.5.1.3.2. IB0CTEKTPUUHO POKYCHPAIDE ..vvverrvrrersiriessreiessiesesireesssenssseesssesssssessssesssnes 55
3.5.1.4. UcnuTuBame cagpikaja JUMHIA Y Y30PLUUAMA XEMOTTIOOMHA «...vcevvvvviieerinirenieennes 56
3.5.1.4.1. EKCTPaKIM]a YKYITHUX JIATTHIA .....eveveenrensrenseenessessseessesssesseessesnsssesssesssessesnns 56
3.5.1.4.2. OnpehuBame GPaKIIja YKYITHUX JTHITHIA «.cvvvenreenreenneeesseesnreesseesseessnesnseessns 56
3.5.1.4.3. MeTUIaMja MACHUX KHCEITHHA ....cevveerteessreaseessreasesssseessesssseessesssesssesssesssnes 56
3.5.1.4.4. AHanu3a MacHUX KUCEITMHA TACHO-TEYHOM XPOMATOTPAPHOM .....ccvvevvereenee. 56
3.5.1.4.5. OnpehuBame KOIUUNHE YKYITHOT POCPOPA ...vevveeveiiiiieriieriieeniiesiee e 57
3.5.1.5. ®OTOH KOPETAIMOHA CHIEKTPOCKOITH]Q ... .vvuvesreseesreasresseesesssesseessessnesseessessnesseennes 57
3.5.1.6. UV-VIiS CIICKTPOCKOTIH]A .......vevveveentanseesseasseassesseessesssesseessesssesseessesssesseesseassesseenes 57
3.5.1.7. UcnutuBame ciocoOHocTH penykiuje ABTS pamukama.......cccocovevveiiicieeiiieennne. 57
3.5.1.8. UcnutuBame caapikaja XeMOTrJI00MHA Y NENTHJCKAM KYATYPAMA ....vvvvvvenveenrerieennes 58
3.5.2. AHaIM3a RETHJCKIX DYHKIIHA. .c.veeuveveeieeiresteeieesesiee st esse e sne s sne e s e s e nes 59
3.5.2.1. UcnuTuBame yTuIaja XeMOTJI00MHa Ha BUJAOMITHOCT ReMHja ...veevveeieeicieee, 59
3.5.2.1.1. OnpehuBame BujadumHOCTH hemrja MTT TECTOM .....ccvevvvvieiiieiiiieeiee e, 59
3.5.2.1.2. OnpehuBame Bujadunnoctu npuMmenoM Hoechst JIHK obenexupaya........... 59
3.5.2.1.3. OnpehuBame Opoja BujabuinHux hennja 00jembeM TPUMIAH IUIABUM ............... 60
3.5.2.2. UcnuTtuBame yTulaja XeMoriaoOuHa Ha (QyHKIMJCKEe KapaKTEPUCTHUKE JIEYKOLIUTa
TEPUDEPHE KPBH UOBEKA ....vveurivieitiestiasetsteest et sseesseasessteessesssesseesbeasasssessbesnesssesneanesses e 60
3.5.2.2.1. AHanu3a afxe3uje JICYKOLUTA 3 TOMUCTUPCH ....covvveviriririieiiseesiee s 60
3.5.2.2.2. Ananuza npoAyKiuje ROS y TEYKOIUTHMA.........ccvierveieiiieeiiiee e e niiee e 60
3.5.2.2.3. Ananu3za nponudepanyje/audepeHuujanmje onpeaesbeHux MaTHuHuX henuja
XEMATOMOE3E MEPUDEPHE KPBH .....uveeereesreeinreasreesineaseessreareessesaneesmnesneessnsasseessnssnneessns 61
3.5.2.3. HcnutuBame yrTunaja XeMorjoOMHa Ha (YHKIUJCKE KapaKTepUCTUKE
ME3EHXHUMCKHUX NEITHJA....ccveiiiiiiiiiiiiiieii e 61
3.5.2.3.1. Anamu3a henujckor nukiyca [IK-MMR.......cooooiiii, 61
3.5.2.3.2. Ananuza kioHoreHor noteHuyjana [IK-MMMRA.......cooiiic, 62
3.5.2.3.3. AHanu3a crnocoOHOCTU MHUTPALIM)€ ME3CHXUMCKHX NeNHJa ....ocvvvveiiiiiiinne, 62
3.5.2.3.4. Ananu3a nudepeHInjarmoHOT MOTEeHIINjajla Me3eHXUMCKUX henyja ............ 63
3.5.2.3.4.1. XOHAPOTE€HA AUPEPEHLIMJALIMIA «...vverveenreereensreesneesnreassesaneesneesneessessneens 63
3.5.2.3.4.2. OcTeoreHa AUPEPEHIMJALTIIA ....vvevvivreireesrisieesreessesseesseesse s sreesressnesseesnes 64

3.5.2.3.4.3. AnunoreHa TUPEPEHIIMJALIMIA ...c.vveereernreerrerareesseesreesseesneesneesneessessnneens 65



3.5.2.3.4.4. MuoreHa TUQPEPEHIIHJALIMTA o ccvveerriereireeresieesteesesseesieesre s sseesre e sneeneas 65

3.5.2.3.5. Ananuza umyHomoayiaaTopHor kanarureta [IK-MMA ..., 66
3.5.2.3.5.1. UcnutuBame moxaynatopaor edpekra [IK-MMR Ha henujcku mukinyc u
anmonTo3y aTOTEHUX MHA ....ooiiiiiii 66
3.5.2.3.5.2. HUcnutuBamwe wmoxaynaropHor edekra [IK-MMA nHa npomudepannjy
AMOTEHUX MH ..o s 67
3.5.2.3.5.3. Ananm3a excnpecuje umyHomoaymnaropaux rea [IK-MMH.................. 68

3.5.3. AHAIIN3A CKCIIPECHJE TEHA ....vevvveuriasresseessesseesteeaseassesseesseassesseesseassesseesbeasnesbeenneannenneenns 68
3.5.3.1. M3omanuja yKYIHE PHK ......ccoooiiiiiiii s 68
3.5.3.2. PEBEP3HA TPAHCKPHUIIIIH]A ...cvvveesreeessreeessressssessssesssnessnsesssssesssssesssssesssssessssseesnsns 68
3.5.3.3. JlaHUaHA PEAKIIN]A TIOTIFIMEPA3BE +..vevvervrisreesressresseesesssesseesseassesseessessnssseesneenesseennas 69
3.5.3.4. Busyemuzanuja PCR mpousBosa enekTpodope3oM y arapo3HOM TEIIY ................ 72

3.6. CTATHCTAYKA AHAITH3A TIOIATAKA .. .eevererrrnsnsssessssesssssnnsseessesesssssnntesssesesssssnnnteeesesesssnnnreeees 12
O oS A1 6 2 - OO PR 74
4.1. U3onanuja, npeunithaBame U GU3NIKO-XEMHU)CKa KapaKTepH3alija CBUBLCKOT U roseher

D (S (o) M (010) 1 5 ¢ TR PP PRSPPI 74
4.2. IloTBpaa OMOOIIKE aKTUBHOCTH CBHEGCKOT U TOBEH)eT XEMOTIIOOMHA.........eevveevcieeveien 78
4.2.1. Cagpikaj CBUECKOT U roBeler xemornoOuHa y KyiaTypama XyMaHux henuja ............. 78

4.2.3. YTumnaj cBUBCKOT M roBeher xemornmoOwHa Ha mnpoiudepany]y/audepeHnnjanujy
OTpeIeJbeHUX MaTUYHUX henrja xeMaTonoes3e nepruPepPHE KPBU YOBEKA ........veerverreeerueennns 80

4.2.4. YTHuaj CBUBCKOT U ropeler xeMorjaoOnHa Ha aJXxe3MBHOCT JICYKOIMTa NepudepHe
0= B (0): 1) PP O PR PP PRPTRPR 85

4.2.5. Ytuuaj cBumckor u ropeher xemornobuna Ha mpoxnykuujy ROS y neykomuruma
TIEPUPEPHE KPBU HOBEKA ... rervveeureesereasreesieeasseessseasseessneasseessneasseessneessesssneessesssneessessneessesanneens 86

4.3. cnuTtuBame yTullaja CBUICKOT U ToBeher xeMornoOMHa Ha GyHKIIM]CKe KapaKTepUCTUKE
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA ...ttt 86

4.3.1. YTunaj cBUBCKOT 1 ToBeler XxeMorao0rHa Ha BHjaOMITHOCT Me3eHXUMCKHX henmja . 86

4.3.2. Ytunaj cBUBCKOr W ToBeher xemorinoOMHa Ha henujcKu IUKIYC W amoNTo3y
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA ..eeivriiiiiiiic e 91

4.3.5. Vtumnaj cBUBCKOT U roBeher xemorjoOwHa Ha AUGEPEHINjAIMOHN TOTECHIIH]aT
ME3EHXHUMCKHUX NEITHJA ..ttt 95

4.3.5.1. YTuuaj cBUmCKOT M roBeher xemoriioOMHa Ha XOHAPOTeHY IU(epeHIH]jalujy
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA.....ciiiiiiiiiii e 95

4.3.5.2. YTuuaj cBUmCKOr M roBehler xemorioOMHa Ha OCTEOreHy AMdepeHuujarujy
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA.....cveiiiiieiii it 97

4.3.5.3. Y1uuaj cBUBCKOr M ropeher xemorioOMHa Ha aJumNoreHy audepeHuujanujy
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA.....o.viiiiiiiie e 103



4.3.5.4. VYTtunaj cBUIBCKOr U roBeher xemornobWHa Ha MHOTEeHY AudepeHLujary]jy

1Y (TS5 0020 (0347 0. Q0 110117 - F SO PP PP 106

4.3.6. Y1uiaj CBUKCKOT W roeher xemorioOMHa Ha WMYHOMOJYJIATOPHHU TOTEHITUja
ME3CHXMUMCKUX MATHIHUX NEITHA .. .eiiiuiiiiiiiieisiiieisiiie sttt e e 109
4.3.6.1. Ytunaj cBumCckor u ropeler xemoraoouna Ha Mmoaynaropuu edexar [IK-MMh nHa
hemujcku nuxryc 1 anonTo3y anoreHuX MH ..., 109
4.3.6.2. YTunaj cBumckor u roeeher xemornodbuna va mogynatopuu epexar [IK-MMh Ha
nponudepannjy amoreHUX MHR ... 111
4.3.6.3. YTunaj cBUHCKOT U roeher xemMoriioOnHa Ha €KCIPECH]y KIMYHOMOYJIaTOPHUX

TEHA [TK-IMM R 111

I 17 (032 7o) 7§ T PRSPPI 115
5.1. XeMOrn00MH U30JI0BaH U3 KJIAHMYHE KPBU MMa OJUIMKE HATUBHOT XEMOIJIOOMHA............... 116
5.2. Edekar Banhenmjckor xeMmorioOMHa UCOUTaH je Ha ojarosapajyhum henujckum
1 (0 1 (<0 8710 : IR 116
5.3. NnaupextHu Aoka3u MOTBphYjy Ma je CTPYKTypa XeMorjoOuWHa ouyBaHa y henujckum
A0 00 0 11 PPN 117
5.4. XemornoOuH cMmamyje BUJAOMITHOCT MHA.......oooiiiii e 117
5.5. Xemornobun Moaynuiie agxe3uBHOCT 1 npoaykuujy ROS oz crpane xymannx MHA u [IMh
..................................................................................................................................................... 118
5.6. XemornoOuH MoayJuile poiudepany)y/audepeHiijaujy onpeae/beHuX MaTHIHIX hemmja
XEMATOTI0E3€ TEPUPEPCHE KPBU TOBEK +vvvvreisrrressrrresssrsesssesesseesssseesssessssessssessssseesssessssessnsns 119
5.7. XeMOTJI00MH MOJTYJTUIIIE BHjaOMITHOCT ME3CHXHUMCKHUX NEITHJA ...vvvvvieiiiiieesiie i 120
5.8. XeMorinoOuH MOyUIIE MUTPATOPHHU KalalUTET ME3CHXUMCKHUX NETHJa......cocvverveeinieennns. 122
5.9. XeMorno0OuH cMamyje JUPEPEeHINjallMOHH KAMAIIUTET ME3EHXUMCKHUX NeNuja ................. 123
5.10. Xemory00uH cynpuMupa XOHApOreny JudepeHIujannjy Me3eHXUMcKux henyja ........... 124
5.11. XemornobuH cynpuMupa OCTeoreHy AMQepeHLrjalnjy ME3eHXUMCKUX henuja .............. 125
5.12. Xemory00uH cynpuMupa aunoreHy 1udepeHnujaimjy Me3eHXUMCKUX henyja ............. 129
5.13. XemornobuH cynpuMupa MUOTeHY IudepeHujaujy Me3eHXUMCKUX henuja................. 130
5.14. HIF-1 moxe umatu ynory y 3amaXeHuM epeKkTuMa XeMOrjaoOuHa Ha TudepeHInjaln]jy
ME3EHXUMCKHUX NEITHJA....ceveiiiiiiiieiiee ettt ne e e 131
5.15. XemoruiobuH ytuue Ha umyHoMmoaynatopHu KarnamuTeT [IIK-MMRA.......oooiien, 132
5.16. 3aBPITHU KOMEHTAP PEBYIITATA. .+ .vveureesrersnreesseesnreessesanneesseessneassesasneessessneessesansessnesssneensees 133
0. BAKIDYULIH ...t tatete ettt aste ettt ekt e 4t o4t e 4 s bt o4 h bt o4 st oo H e 4o R e e e R bt e ek e e e R b e e e R b b nn e 136
R 2 1<) T2 o PP PPN TR 140

B TIPHIIOBH ..o 172



VBOJI




VYBox
1. YBoa

1.1. XemorJ100uH
1.1.1. Ilojam xeMor100MHA

Hcropuja xMBOTa Ha TUTAHETH 3€MJbU YCKO j€ MOBE3aHa Ca CBOYIMjOM JIOCTYITHOCTH
KHCEOHMKA y BeHOoj atMochepu. [lojaBoM 1ujanobakTepuja, Koje Cy MOTJIE 1a KOPUCTE CHEPTH]Y
Cynna 3a ¢oTocuHTE3y U ocliobah)amke KUCEOHHMKA, 3al0UYeT je MPOIeC OKCUTEeHAIje 3eMJbUHE
atmocdepe. XKubotae dopme ce Behe cnoxeHoctn (ykibyuyjyhu Bumehenmjcke opranusme,
KAYMEHaKe, CHcape M YOBEKa) MOTY Ja KOPUCTE KHMCEOHHK Kao KPajibd aKIENTOp y eIeKTPOH
TPAHCIOPTHOM JIaHIly Y MUTOXOHJIpHjaMa, 3aXxBasbyjyhu mpoTenny xemorinoouny. Ha oBaj HauuH,
XEeMOTJIOOMH y4ecTBYje y Tpoiecy koju o0e3behyje eneprujy 3a merabosmzaM aepoOHHX
opraHu3ama M y OCHOBH j€ CBUX HBUXOBHUX XHBOTHHX mpoiieca (Coates, 1975; Quaye, 2015).

C 003upoM Ha HaBeIeHY (QYHKIIH]Y XEMOTJIOOMHA, HE Yy/H IITO j€ 0Baj IPOTEHH IIPUCYTaH
y CBHM IIapCTBUMA XHBHUX OpraHu3aMa — O]l apxea 1 0akTepHja J10 )KUBOTHIbA U YoBeKa. Mehytum,
HErOBa CTPYKTYPA, @ CAMHUM TUM H YJIOTa, Ce KOJI PAa3IMYMTUX OpraHh3aMa BHIIECTPYKO PA3IUKY]Y
(Hardison, 1996; Frey & Kallio, 2003; Hoy & Hargrove, 2008). V tiapcTBy )KHBOTHIbA, 3a0€IEKEH
je y cnenehum ¢unymuma: Platyhelminthes, Nemertea, Nematoda, Annelida, Vestimentifera,
Pogonophora, Echiura, Phoronida, Arthropoda, Mollusca, Echinodermata u Chordata, omHocHO
HpoILIECHE CY J1a je MPUCyTaH y oko 33% naHac mo3HaTux kiaca xuBotuiba (Weber & Vinogradov,
2001). Kox apxea (Freitas et al., 2004), 6akrepuja (Frey & Kallio, 2003), nujanodakrepuja
(Thorsteinsson et al., 1996), anru (Filina et al., 2019), xBacua (Oshino et al., 1973) u
HenerymuHo3Hux Omibaka (Hoy & Hargrove, 2008; Wang & Hargrove, 2013) nponahenu cy
XeMOorJIoOuHu y (opMH jeAHONaHYaHUX TJIOOMHA ca jeAHHM JoMeHoM. [lomaTHO, XUMepHU
rJI00MHU KOjU ce cacToje oA N-TepMHHAIHOT TIOOMHCKOT AoMeHa M C-TepMUHAIHOT PeloKC-
AKTUBHOT MPOTEHHCKOT JIOMEHA, O3HAYCHH Kao (JIaBOTIOOMHHU, OTKPUBEHHU Cy KOJ OakTepuja
(Frey & Kallio, 2003; Ferreiro et al., 2013) u xBacua (Panja et al., 2016). Ckpahenu (eHr.
truncated) xemori00MHH KOju HMMajy 2-Ha-2 XEIUKC CTPYKTYpy HNPUCYTHH CYy KOJ OakTepwja,
jennohenujckux eykapuora u ousbku (Weber & Vinogradov, 2001; Frey & Kallio, 2003; Hoy &
Hargrove, 2008). XemornoOuHu OecKHUMEmaka O0yXBaTajy YHTaB CICKTap Pa3IUIUTHX
CTPYKTypa IO4YEB 0]l MOHOMEPHUX ITIOOMHA /10 MYJITHCYOjeIMHUYHUX IPOTENHA U EKCIIPUMUPA]Y
Cce Ha pa3zIMYUTUM JIOKalMjaMa y OpraHusMy, YKJbydyjyhH IHUTOIIIa3My jeAHONheIMjCKuxX
opraHusama, TeJecHe TE€YHOCTU WM creunduyHa TkuBa U henuje Bumehennjckux opraHuzama
(Frey & Kallio, 2003). Jour yBek HelOBOJbHO HCIHUTaHE KBAaTEpPHEPHE CTYKType XeMOIJoOMHa
OeckmuMemaKka MOTY Ce TIOACTUTH Ha HEKOJIMKO Pa3IMUUTHX TPyIa: MOHOMEPHH jeTHOIOMEHCKA
XeMOIJIOOMHM, UMEpU U TeTpaMepu YHyTaphelnujcku XeMOIJIOOMHH, MYJITHCYOjeIUHUYHH
JTBOJTOMEHCKH XeMOTJIOOMHH, MYJITUCYOjeTMHIYHHU U MYJITHIOMEHCKH XEMOTJIOOWHU U TUTAHTCKH

eKCTpalenyJapHi XeKcaroHaaHu aBociojuu xemornobunu (Garlick, 1980; Vinogradov et al.,
1986; Zal & Rousselot, 2014).

BapujabuiHocT cTpyKType MOJEeKyla XeMOTJI00MHA KO/ PAa3IMUUTUX OpraHu3aMa MOXKe
OoutH amanTanuja Ha ciennduyHe QyHKIMje Koje 00aBsbajy UM IMIMPU CIEKTap YCIOBA )KUBOTHE
CpeZMHEe y OJJTHOCY Ha OHE Y KOjUMa JKMBE KHUMEmalu. Y nopehemy ca KHuMemaluMa, Mambe ce
3Ha O MOBE3aHOCTU CTPYKType U (husmnosoike GyHKIMje XeMorioouHa apxea, OakTepuja, ajiry,
IJbMBa, OMJbKM M OeckmuMmemauka. Kox BehnHe OBHMX oOpraHu3amMa IOCTOJU KOH3HCTEHTHA
GyHKIM]a XeMOTJI00HMHA KO0ja ce orjie[ia y peBep3uOMITHOM Be3uBamy krceonuka (Hardison, 1996;
Frey & Kallio, 2003). MehyTum, XeMOTII00MHY pa3IUuUTHX OpraHU3aMa MOTY OCTBApUTH U HEKE
cnenuduune ynore, momyt ontuuke (Burr et al., 2000), ynore y emopuorenesu (Trewitt et al.,
1986) wimm myramy (Wells et al., 1981). Yak ce u Ta NPWIMYHO KOH3EpPBUCAHA YJora
XeMOTJIOOMHA y TIPEHOCY KHCEOHWKa KOJl Pa3IMYUTHX OpraHW3aMa OCTBapyje Ha pa3IndyuTe
HauWHe, aly 4ecTo mojapasymeBa (popmupame henamja (Ha mpuMep epUTPOLUTA) UIU CTPYKTypa
(uBOpOBa Ha KOpeHHMa OnJbaka Koje PuKCcHUpajy a3oT), Y KOjuMa je KOHIIEHTpaIfja XeMOTrI00nHa
Bucoka. Hacynpot Tome, ko1 opranuzama nomyt 6akTepuja, XeMorJIoOuH HUje 0/1BOjeH y 3aceOHe

2



VYBox

henuje win yHyraphenujcke KOMIIapTMaHe, ajld ce MPETIOCTaBiba J1a Takohe ocTBapyje yiory
JOTIpeMara KHCEOHHKA Kao Kpajier akIenTopa eeKTpoHa, y yciaoBuMma xumokcuje (Hardison,
1996; Frey & Kallio, 2003).

1.1.2. UcTopujaTt npoy4aBama XeMOIr100MHA

Kon xuumemaka, XeMOTJIOOMH je€ METAIONPOTEHH EPUTPOIIMTA ca OCHOBHOM YJIOTOM Y
NPEeHOCY KUCEOHWKa OJ IuIyha MM IKpra 10 TKHBa, y Kojuma he Outm mckopumihen 3a
MeTaboaruKe mporiece. [IpBr eKcriepuMEeHTaIHHA HaJla3!h O XeMOTJIOOMHY JIaTUpajy ¢ moueTka 19.
Beka (Engelhard, 1825) xazaa je mokaszano 11a je oHOC I'Bokha U IPOTEUHCKOT Jiejia XeMOTJI00MHA
HEKOJIMKO BPCTHU cucapa WIeHTHYaH. Ha OCHOBY OBOT MojiaTka M3pavyyHara je MOJIEeKyJIcKa Maca
xemornoouHa, kao n x 16000, rae je n 6poj aroma reoxha mo MoJekyiny xemorioduHa (1aHac
no3Haro aa m3Hocu detupu) (Engelhard, 1825). OBaj 3ak/byuak HHje HaWIIa0 Ha pa3yMeBambe
Hay4HE 3aje/IHUIIe TOT BpeMeHa, ¢ 003MpOM Ha UMI-EHHILY Ja BehrHa HCTpaXXiBaya HUje BepoBaa
Ja MO)Ke Iocrojath Toiauko Benukud Mouekyn. Hinefeld (1840) je caywajuo wu3Bpinmo
KPHUCTAIHM3ALM]y XeMOTJI00MHA 13 KpBU KHIIHE rimcTte. OBO OTKpHuhe OMMcaHo je y leroBOM eIy
“Der Chemismus in der thierischen Organisation” (,,Xemu3aM y opranu3aliyju )xuBoTHba ). bria
je To mpBa KpUCTaJM3aIlMja MPOTeHHA WKaga ypaheHa, u Tek he kpajem 19. Beka ncrpaxuBadu
MIOYETH JIa OBY METO/Iy MaCOBHH]jE KOPUCTE Yy CBpXe MpeuniihaBarma npoterHa. Bohr u capaaauiu
(1904) moxkasanu cy na apUHUTET KUCCOHHKA 3a BE3WBarbe 3a XeMOrIoOWH 3aBucu oa pH wu
KOHIIEHTpaluje yribeH-quokcuaa. OBaj penomen ocrahe o3HayeH y yriOeHUIIMMA XeMaTOJIOTHje
u Ouoxemuje kao ,,bopoB edekar®. [lecer ronnHa KacHUje, OMMCAHO je BE3UBAE KICEOHHKA 32
XEMOTJIOOMH Kao paBHOTE)KHA pEaKiMja ca MOHOIMCIEPrOBaHUM XEMOTJIOOMHOM, Y KOjOj
KOHCTAHTa BE3WMBamba 3aBUCH OJI KMBOTHICKE BPCTE M3 KOje j€ XEMOINIOOWH M30JI0BaH
(Christiansen et al., 1914). Cto roauHa HaKOH MPBUX €KCIICPUMEHTATHHUX Hajla3a 0 XeMOTJIOOHUHY,
noTBpheHO je Ja je MOJIEKyJIcKa mMaca xemorioOmHa 65 kDa mepemeM OCMOTCKOT MPUTHCKA
pacTBOopa XeMOIJIOOMHA U TI0Ka3aHO Jia je BE3WBamhE KMCEOHHMKA 32 XEMOTJIOOWH KOOIepaTHBaH
npoiiec (Adair, 1925). UcrpaxuBama yruiiaja pH Ha KpuBy Be3nBama KHCEOHHKA 32 XEMOTJIOONH
(Henderson, 1920) u otkpuhe ma je rBokhe y MOJIEKY/Iy XEMOIJIOOWHA 32 aMUHOKHUCEIUHCKE
ocTaTKe TJIOOMHCKHX JlaHalla Be3aHo KoopauHaTHBHMM Bezama (Conant & Scott, 1926),
NPETXOIMIN Cy MpBOj ycmemHoj cuute3n xema (Fischer & Zeile, 1929). TpomumeH3noHaiHa
CTPYKTypa MOJIEKyJa XeMOTJIOOMHa TMOTBpheHa je kpuctamorpadujom X 3panMa ol CTpaHe
Perutz u capagnuka (1960). XemorioOWH je Tako MOCTa0 MPBH HPOTEHH ca ojapeheHoM
TPOJUMEH3MOHATHOM CTPYKTYPOM M 3a 0BO oTKpuhe nozaesbeHa je HoOenosa Harpana 3a xeMujy
1962. rogune. O Tazma na 10 AaHac, XeMOTJIOOMH OCTaje je1aH O]l HajBHIIE H3yYaBaHUX MIPOTEHHA
3a KOra MHTEpeCcOBame UCTpaKMBaya He jermhaBa. 300r BUCOKE KOHLIEHTpPAlUj€ y epUTPOLUTHMA,
KOjU Cy M CaMH MHOTOOpOJHU y KPBH, XEMOIJIOOMH j€ peNaTUBHO JIaKO AOCTynaH y Behum
KOJIMYMHAMa U MOXKE C€ jeJHOCTABHO IMPEUYNCTUTH y EKCIPUMEHTAIHUM YCIOBHMa. XyMaHU
XeMorjaoouH moryhe je TOOMTH M U3 MpecTapeiie KpBU KOja ce€ BHILE HE MOXKE KOPHCTUTH 32
noTpede TpaHcdy3uje U He HOCU ca COOOM pU3UKE €TUUKE MPUPOJIE. XEMOTJIIOOUH Pa3TUIUTUX
BpCTa cUcapa U NTHIIA j€ U3 KJIAHWYHE KPBH JIOCTYIIaH y MPAKTUYHO HEOTPAaHHYCHUM KOJTMYHUHAMA.
CBu HaOpojaHU pa3yio3W YHHE XEMOTJIOOMH Haj00Jbe OKapaKTepUCAaHUM MPOTEHHOM Ha IUIaHETH
3emsbr (Zheng et al., 2013; Wang et al., 2017).

Mehytum, 10K je cTpyKTypa XeMorjiioOnHa ONTUMAalIHa J1a Ipe cBera oMoryhu Be3uBame
KHCEOHUKAa U HETOBY HCIOPYKY y TKHBA, OHAa HCTOBPEMEHO MOXE JOBECTH JI0 IeHepHucama
pEeaKTHBHUX BpCTa KHUCeOHHKa (eHT. reactive oxygen species, ROS) u omrehema henuja ycmen
ayTOOKCH/IALIMj€ Y CAMUM EpUTPOLIMTHMA, WIIH Y YCIIOBUMA Kajia ce XeMorinoOouH Hale BaH henuja.
Bpojuu cy MexaHu3M# KOju CIipedaBajy jaa Johe 10 TaKBOT HapylIaBama XxoMeocTtaze. Mehytum,
y ycJIOBHMA TpayMa, MOBpejia, HHGIamaluje uid nHpeKuje Koju J0BOIE 10 HapyllaBamba HIn
IpeBaswIaKemha KamaluTeTa XOMEOCTaTCKUX MeXaHu3aMa, BaHheInjcKu XeMOrJoOMH Moke
ocTBapuTH OpojHE HeraTuBHe eekTe Ha TKMBa/hemuje ca KojuMma J101a3u Y KOHTaKT U MOXe OUTH
YKJbYUEH y €THOJIOTH]Y U maTodusnonorujy paznmmuntux 6osiectu (Lara et al., 2009; Rifkind et
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al., 2015; Rother et al., 2015). OBa AMXOTOMHOCT y (pYHKIIMjU YMHH XEeMOTJIOOMH T3B. ""MadeM ca
IBe omTpuie" — mpujatesbeM y (PU3HOJOMIKUM YCIOBHMAa U HENPUjaTeIheM/TTOTCHITN]aTHOM
omacHotihy y ycnosuma crpeca (Ogasawara et al., 2009; Jeney et al., 2013; Quaye, 2015). 13 oBor
pasziiora BaHNENMjCKM XEMOTJIOOMH TIpEACTaB/ba aKTyeJdaH NpPEJAMET HAayYHHX HCTPAKUBAbHA
NOCJEIHUX TOANHA.

1.1.3. CTpyKTypa U OMOCHHTe3a XeMOIJI00MHA

VY wu3pamu oBe JOKTOPCKE IucepTalvje KOpUIINEeH jeé XEMOTOOWMH H30JI0BaH je M3 JBE
cucapcke Bpcre (CBUbe U roBeza). Kako ce cTpykTypa XeMorjaoOuHa TpaJAulMOHAIHO H3ydaBa Ha
NpUMEpPY XEMOTJIO0MHAa KHUYMEHhaKa, U y OBOM IIOTJIaBJby he CTPYKTypa XeMoryioOWHa OUTH
JeTaJbHIje 00jalllbeHa Ha MPUMEPY XEMOTII00MHA crcapa.

XeMorJIo0uH crucapa je TeTpaMep, CacToju ce U3 YeTupu cyojenuuuiie. CBaka cy0jeTMHHIIA
UMa TPOTEHHCKH JIe0, TIIOOMHCKH JIaHAIl, 1 HEMPOTEUHCKH €0, XeM Tpyly, KOjy YHHU aTOM
rBokha MmoBe3aH ca YETUPH aroMa a3oTa y CpenuITy noppupuHCKor mpcreHa (cimuka 1.1).
[TopdupuH je Be3aH 3a NPOTEHH MPEKO KapOOKCHIIHUX TpyIa MPONHOHCKe Kucenune. [ Boxkle koje
je y depo cramy (Fe?*) ocTBapyje uyeTHpM KOOpAMHATHBHE Be3e ca UETHPH aToMa a3oTa
nopduprHa; IeTa KOOpAMHATHBHA Be3a TBOXkKNa popmupa ce ca a30ToOM UMHUAa30J1a TPOKCHMATHOT
XMCTHIMHA TJI00MHA, a IIEeCTOM Be3yje KuceoHuk peBep3ubmino (Coates & Decker, 2016; Olson,

2020).

Cnuka 1.1. Crpykrypa xymaHor xemornoOuHa. CBaka on cyOjeaununa (al, o2, Bl u B2) xoja unHH
TeTpaMep MOJEKyJla XEMOTJIOOMHA CaJpKH XeM TIpylmy Koje Cy O3HadeHe LPHUM CTpelviama.
IMpoxcumanuu xuctuaud (HIS) dbopmupa mupekTHy Be3dy ca atoMoM rBokha, JOK ce 3a JUCTATHH
XUCTUAMH TIPETIIOCTaBba Ja NoMaxke y Be3uBamy O2. AToM rBokha O3HA4YeH je LPBEHUM KpPYTOM.
IMpeysero u u3memeno npema Coates & Decker, 2016.

Tpu KoMIUIEKCHa MeTabolIMyKa CHUTHAajJHa IIyTa HEONXOoJHa Cy 3a OWOCHHTE3y
XeMOTJIO0MHA U OJIr0Bapajy TpuMa CTPYKTYpPHUM KOMITOHEHATaMa OBOT MOJIEKYJIa: POTEHHCKOM
neny (TI00MHCKUM JTaHIMa), mpoTonopdupuny u reoxl)y. Kako xeMorio61H YMHN TpUOIMKHO
90% cyBe wmace epuTpolMTa, OWOCHHTE3a XEMOIJIOOMHA Je TMpOoIeC YCKO TIOBE3aH ca
eputponioezom. [lon yrumajem epuTpONOETMHA y HajpaHUJUM EPUTPOHMIHUM IPEKypcoOpHUMa,
3aMo4Mbe€ TPaHCKpUIIKja TII0OMHCKUX reHa. CHHTe3a XeMOrjao0MHa HacTaBjba ce Kako henuje
JlaJbe ca3peBajy v Hampeayjy J10 CTyIba peTHKYI0LUTa Kajla 10J1a31 10 eHykieanuje. Kako 3penun
epUTpOLUTH HeMajy pubo3ome, y oBUM henrjama ce He Bpiuu cuHTe3a npoterHa (Telen, 2009).

Kon 5bynm, Kao ¥ CBUX JIpyTUX BPCTa KHYMEHaKa Koje Cy JI0 cajia IpoydeHe, pa3IuduTH
a-cmuunu (eHr. o-like) u B-ciuunm (enr. p-like) rIOOMHCKM JaHIM CHUHTETHINY C€ KpO3
nporpecuBHe (a3e pazuha Kako OM y4EeCTBOBAIHM Y U3rPAbH XEMOTIO0WHA KapaKTePHCTHYHOT
3a NMpUMHUTHBHE (eMOpuoHanHe) W neduHUTHBHE ((eramHe M aaylTHE) epuTrpoujHe hemuje
(Jorissen, 2019). Mako cy reHu Koju KOJHpajy TJIOOMHCKE JIaHIE BUCOKO KOH3EpBUCAHU Mely
KAYMEHhAllUMa, He SeKCIPUMHUPA]y C€ KOJ| CBUX KHYMEHaKa MCTH TJIOOMHCKHU JIAHIU Y HCTHM
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¢azama pazeuha (Hardison, 2012). Ko woBeka eMOpHOHAIHU TTIOOMHU CY € 1 {, peTaiHu rIIo0uHHI
Cy o0 M Yy, a y amyiaTHe mioOuHe cmaaajy o, p u 0 miobunu. Xemormoown A (a2B2) je
NpeJOMUHAHTAH KO/ aayiITa U YUHH BHIIE 01 96% yKymHOT XeMOrjioOuHa, oK mpeoctanux 4%
yrHKA XeMoriaoouH A2 (0262) (Dessypris & Sawyer, 2009; Forget & Hardison, 2009). Deisseroth
u capaauuiy (1977, 1978) nokaszaiu cy Ja ce TeHU 3a XyMaHe O-CJHYHE U P-CIIMYHE TII00MHCKE
JIAHIIE Hala3e Ha pa3IMYuTUM XpoMo3zoMuMma: 16 u 11, peciektuBHO. ['eHM 32 O ¥ Y TJIIOOMHCKE
JaHLe AYIUTUIUPAHHU Cy KaKO KOJ JbYAM, TaKO M KOJ IPYTHMX M3ydaBaHMX TaKCOHA KMUMEHAKa,
JIOK TIOCTOjU CaMo II0 jeJaH map reHa Koju koaupajy P u 6 manne (ciuke 1.2 u 1.3) (Dessypris &
Sawyer, 2009; Hardison, 2012; Gaudry et al., 2014).

2 1 p o3 2 ot 6 5T

Homo sapiens E E = D
I_ Bos taurus e e

Sus scrofa e Hs

m EmOpuonana ¢aza I:I ®@eTtanHa (a3a/MOCTHATAIHA TEPUOJ

Cnuka 1.2. Mama opToJIorux o-CIIMYHKUX ITOOMHCKHUX reHa yoBeka (HOmo sapiens), rosexa (Bos taurus) u
cBumbe (Sus scrofa) u dase onToreHerckor paspuha y Kojuma ce ekcnpuMupajy. CBaku I'eH je mIeMaTCKu
npuKa3aH kBagpatoM. Mcrom 60joM mpuka3aHu Cy T€HH OPTOJIOTA XyYMaHUM TJIOOMHCKUM Te€HUMa KOjH CY
obenexxenn oxaroeapajyhum rpukuMm cioBoMm. da3a OHTOTEHCKOT pa3Buha y Ko0joj ce onpeheHn reHu
eKCIpUMHpajy MpHKa3aHa je IpyradujoM Mo3aIuHCKOM 00joM KakKo je HazHaueHo y jereHau. CioBo ,,p*
03HayaBa TceyoreH. BennunHa u yaabeHOCT U3Mel)y reHa HUCY BepOJOCTOjHO MpuKka3anu. [Ipeysero u
u3MemeHo npema Hardison, 2012.

Homo sapiens | p—F—0—+— —§

L Bos taurus +—— ) {1 ] —
Sus scrofa +— —1—+ e
Bl = HBE (g-r100MH) - = HBG (y-r;106mn) = HBH (n-rsio6un) = HBD (§-r;100uH) - = HBB (B-rao6umn)
M =HBB/HBD xuvepun ren | W = HBD/HBB xuvepmn ren Bl = HBD/HBB/HBD XHMEpHH TeH
D = nceyaoreH = reHcku (pparmeHT, HefeHHHUCAHE OPTOJIOTHje

Cmuka 1.3. TeHoMmcka CTyKTypa opTosiorux [} rioOMHCKHX reHa doBeka (HOmo sapiens), roseaa (Bos

taurus) u ceume (Sus scrofa). Jlerenma npukasana Ha ciaund. [Ipeyseto u usmemeno npema Gaudry et al.,
2014.

[Mpomecn ekcrmpecuje TTOOMHCKMX TE€HA Ipare OMIMITH 0o0pa3al] KapaKTepHCTUYaH 3a
eykapuore (Dessypris & Sawyer, 2009). ['maBHy ynory y peryjianuju eKcrpecuje rlIoOMHCKUX
reHa urpa xeMm Jenyjyhu Ha nporece Tpanckpuriije u tpanciamnuje (Fuchs et al., 1981). Oraj Bua
perynaiyje ce AeTMMUYHO 3aJpXKaBa U y PETUKYJIONUTHMA y KOjUMa XeM CTHMYJTHUILE TIPOTEHHCKY
eKCIpecHjy TIIOOWHA, JOK Yy OJICYCTBY OBE NPOCTETHYHE TpyIle [0JIa3d [0 pasrpambe
noaupudo3oma.

XeMmornoOuH, Kao U CBaKku MPOTEHH, MMa YeTUPU HUBOA CTPYKTypHE opranuzanuje. bes
0031pa Ha pa3uKe y MPUMapHO] CTPYKTYPH, CBU TJIOOMHCKH JIAaHIIM UMa]y CIUYHY CEKYHIapHY
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CTPYKTYPY, KOjy YHHE OCaM O-XeJIMKca, 03HaueHuX cioBuma oa A no H (Bolton & Perutz, 1970).
XenuKcu mpescTaBibajy oko 75% Mornekyna, a u3Mel)y BUX CMEUITEHH CY HEXEIMYHU CETMEHTH.
JIOK Cy XeTMKCH MPUIIMYHO PUTUHH U JIMHEApHH, HEXCIIMYHU CerMeHTH oMoryhaBajy caBujame
nporenna (Telen, 2009; Lee et al., 2015). ¥V BomeHHM pacTBOpHMa M Y KPHCTaIHO] (HOPMH,
MOJIUIICTITH/IHY JIAHIN 3ay3UMajy CTPYKTYPY Y K0jOj Cy MoJjlapHE aMHUHO KHUCEJIWHE OPHjeHTHUCAHE
Ka MOBPIIMHH MOJICKYJIa M WHTEparyjy ca BOJOM, IITO MOJEKYJd YHHU conyOwmrtHuMm. ['pymne
OpHMjeHTHCAaHE Ka YHYTPAIIOCTH MOJIEKyNla Cy HemoyiapHe, W xuapopoOHe Beze (BaH Aep
Bancose) ce ycmocrtaBipajy m3Mel)ly mHX Kako Om ux crabwimsoBaie. Pesynrar oBakBor
IPOCTOPHOT pacnopena je rpydo cdepuyna, TepiyjepHa CTPYKTypa, LITO je MOTBphEeHO
nudpakngjom X-3paka (Shaanan, 1983). Mcrom MeToaoM moTBpheHo je aa kaga ce (Gopmupa
TeTpaMep XeMOTrJIOO0MHA, CBaKHU MOJMIICHTHIHY JIaHAIl JIS)KHW alpOKCMMATUBHO Ha BEpTUKajJaMa
npaBuwiHOr TeTpaeapa (Bolton & Perutz, 1970). Bese usmely ucrtux rimobunckux jganana (olo2 u

B1B2) mpakTHYHO Cy HEOKPETHE M HE MEHajy ce HU npu okcureHanuju (Telen, 2009; Lee et al.,
2015).

OcHOBYy XeMa YMHU MOP(GUPHUHCKO je3rpo OJf YETUPU IMHUPOJIOBA MPCTEHA, MOBE3aHa
JIBOCTPYKHUM Be3ama Kojuma ce opMupa MakpoLMKINYHA CTpyKTypa (cnuka 1.4. A). KomyroBane
JIBOCTPYKE B€3€ JOBOJE /10 PE30HAHTHE CTAOWIIHE CTPYKTYPE M OJTrOBOPHE CY 3a CIeHU(pUIHY
nyprnypHy 0ojy mopdupuHa U HeroBy KapaktepuctuuHy ¢uryopecuenny (Dilung & Kapinus,
1978). BononukoBu aToMu y oapel)eHnM Mo3uiirjamMa MUPOJIOBUX MIPCTEHA KOJU YHHE CTPYKTYPY
noppupuHa, CyINCTUTyHCAaHU Cy oJroBapajyhum rpymama. Y 3aBHCHOCTH Of BpcTe, Opoja u
pacmopena THUX CYICTHTYyEHaTa TIIOCTOj€ pPa3IU4YUTH TOpPUPUHHU. Y cacraB Xxema Yia3u
npotonopdupun I, omnocHo uzomep IX (mo crapoj HomeHknarypu) (cnuka 1.4. b). [lakie, xem
je mporonopdupun IX y unjem ce jesrpy Hanasu Beza jon reoxha (Fe?"). Ykonuko ce reoxhe y
npotonopdupury IX oxcuayje no Fe* HacTaje xemaTuH (y BUILy XUAPOKCH/A) HITH XEMHH (Y BHLY
xsopuaa) (Telen, 2009; Da Silva et al., 2012).

A) b)

H2Cx CHs HCx CH,
HaC Noh, HsC Nen,
HaC CH, HsC CH,
Coo Coor Coo- eele}

Cnuka 1.4. Xemujcka cTpykrypa nporonopdupuHa [X u xem rpyne. (A) Monekyn npotonopdupuna [X.
(B) dhepo-mporoniopdupun IX, ogrocHo xem. Ipeysero u u3memeno npema Da Silva et al., 2012.

I'Boxhe koje je HeonxoHO 32 OMOCHHTE3y XEMOTJI00MHA MOXe OMTH PELUKIMPAHO UIIH
YHETO y Opranu3am xpanom de novo. Y ¢usuonomkum ycioBuMma, BehiHa reoxha y opranusmy
YoBEKa Hajla3u Cce Yy EepUTPOLUTUMA, Ia Ce OHO M peluKiIupa 3a Jajbke MoTpede
epuTpodarouTO30M y Makpodaruma peTHKYJIOCHIOTEICKOT cuctema. [lopen mux, 3HadajHY
yIOTYy y peluKInpamy reoxxha umajy u xemnatouuts jerpe. [lok anBeonapHu Makpodaru miayha
MoOry ja (arouuTyjy epuTpoLnTe U KOHBEPTY]Yy rBokhe y buMa y Gpopme 3a CKIIauIITeHe, alu
HE U Ja OTIlycTe I'BOXhe y LUpKyNauujy, Makpodaru jerpe u ciie3nHe omoryhasajy MOHOBHO
kopuiitherme reoskha u3 ormreheHnX I OcTapeInX epUTPOIIHTa Koje ¢y daroruroBanmu (Andrews,
2009; Alam et al., 2017). I'soxhe y oBe makpodare ynasu npeko TpaHchepuH-TpaH(EepUHCKH
peuentop (enr. transferrin receptor, TFR) xommiekca u ociobalja ce U3 xema moJ1 yTUIlajeM XeM
okcureHase (enr. heme oxygenase, HO), a 3aTuMm ce 3aBHCHO OJ] MOTPaXKke, UM TPAHCIIOPTY]e
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Ha3aJ y MUPKYJIAHjy NpeKo (HepornopTUH-IEPYIIOMIa3MUH CUCTEMA, WM C€ CKIIAIHUINTH Y OBUM
henujama y Buny deputuna mim xemocuaepuna (Andrews, 2009; Dev & Babitt, 2017).

I'Boxkhe yHero XpaHom amcopOyje ce€ y CBHM JEJIOBHMa TaHKOT IPEeBa AKTHBHUM
npoiiecoM. Arcoprija rBoxha Ha anukaaHO] MEMOpPaHH CHTEPOLUTA 3aBUCH OJ HErOBOT
nopekiia. Behuna reoxha y xpanu oMHUBODA je y hopmu XemMoriioonHa, MHOTIIOOWHA HITH IPYTHX
NPOTEUHA KOjH CAJIPIKe XEM, MOPEKIIOM U3 KUBOTHECKUX MPOKM3Boa. [Ipu arncopmiuju XxeMcKor
rBoxha, XeMOrJIOOUH ce MO JICjCTBOM IpoTeasa ractpounTecTuHanHor Tpakta (I'UT) pasnaxe Ha
XeM M TJI00MHCKE JaHIe (amonpoTenH). XeM JIako MpoJia3d MeMOpaHy akKTHBHHM IPOIECOM Ha
KOjU HE YTHUY CaCTOjIIM XpaHe, MPEKo MPOTEHHCKOT Hocada 3a xeM-1 (enr. heme carrier protein
1, HCP1) (Le Blanc et al., 2012). Hexemcko rBokhe 1o I'T nHajuenthe ctiske y depu 00IUKy u
Mopa OMTH KOHBEpPTOBaHO y (hepo o0suK Kako Ou Omso amcopoosano (Tang et al., 2014, 2015).
Kana ce nalje y nuroruiasmu henuje, reoxie ynasu y mabunnu myn reoxha (enr. labile iron pool,
LIP) oxakie ce TpaHCIOpPTYje Y MUTOXOH/IpHje, CKIIQJUIITH WK eKcroptyje BaH hemuje (Cheng
& Juul, 2011; Sheftel et al., 2012; Ponka et al., 2017).

1.1.4. ®ynkumje xemorjj00MHa

[Topen moOpo mo3Hare yjaore y mpeHOCy KUCEOHHKa, XeMOTJIOOMH KHUMEHhaKa yUeCTBYje y
TPaHCHOPTY W MeTaboIM3My HEKOJIMKO Ipyrux racosa. Takohe, kama ce nalhe Ban henwmje,
XEMOTJIOOMH Ma I0aTHE YJIOTe Yy UMYHCKOM CHUCTEMY U YKJbYUEH j€ Y MaTOPHU3UO0IOTH]y OpOJHHX
Oonectu, mro he OutH onMcaHo y MorIaB/bMMa Koja cieje.

1.1.4.1. Yora xeMor;io0uHa y IpeHocy racoBa

OcHoBHa ylora KapAHOBaCKYJIaTOPHOI/IIMPKYIATOPHOT CUCTEMa jecTe Ja AOIpPEeMH
KHCEOHUK M HYTpUjeHTe A0 henvja M TKMBa W OJIaKlIa yKJIamkame MpojayKaTa MeTadoiu3Ma u
yribeH-auoken (CO2). Y ToM cMuciTy, yiiora XeMOrjo0ruHa y PeHOCY TacoBa je 0/ CYIITHHCKOT
3HaYaja 3a OINCTaHAK U MPEKMBIJbaBamkhe BUIIChENNjCKUX OpraHn3aMa. XeMOrJIOOWH TPeKo Xxema
MOXe 1a Bexe U Tpancrnopryje kuceoHuk (0O2), azor-okcua (NO), u yrisen-monokena (CO), a
aUHHUTET Be3uBama OBUX racoBa omnaza cieaehum penocienom: NO > CO > O,. XeMorio0uH je
ykJbydeH 1 'y TpancnopT CO2, Koju ce Be3yje 3a IITOOMHCKE JIaHIle IPU YeMY XeMOTJI00HMH Mpena3u
y kapbamuroxemoriooun (Mairbaurl & Weber, 2012; Coates & Decker, 2016; Kasai et al., 2018).

Kuceonuk y munyhuma nudysayje kpo3 anseosiapHy Oapujepy y KpB e ce Besyje 3a
XEMOTJIOONH y epUTPOLIMTHMA U JioTipemMa 10 TKHBa. CBakM MOJIEKYJI XEMOIJIOOMHA Be3yje YeTHPU
Mmoniekyina kuceonuka (Quaye, 2015) Mako xeM mpocTeTHYHA Tpyma XeMOIrJIoOWHAa MOXKe
TIOCTOjaTH Y Pa3IMUATHM PENOKC cTamKuMa, camo y depo (Fe?") o6amKy XeMOriIoOuH Moxke Ja
Beke kuceonuk (Mairbdurl & Weber, 2012). V epurponuTiMa MOCTOjH €H3UMCKH CHCTEM
3aTy’KeH 3a penyKimjy Merxemornoouna (Fe®t) y meroBo akTHBHO CTambe YKOIMKO XeM MO UIeTHE
okcujanuju. Xemornooux Besyje Oz y ycllOBMMa BHCOKOT MapIMjajHOI MPUTHCKA KHCEOHUKa
(pO2) y muryhuma wiu mkprama ¥ OTIYINTa Ta y ycinoBuMma Huckor pO2 y TkuBuMa. BeszuBame
KHCEOHHUKA 32 XeMOTJIOOMH 00jallllbeHO j€ alTOCTEPHUM MEXaHU3MOM U MOJIEJIOM Yy KOME MOJIEKYJT
KHCEOHHWKa TIOCTOjU Y JIBA CTama: T-cTamy, Y KOM je XeMOTJIOOMH MOTITYHO JICOKCUTEHUCAH U NMa
MambH aQUHUTET 32 BE3UBaE KUCEOHUKA U R-CTamy y KOM XeMOTJI00MH MMa BETUKU aUHUTET
3a BesuBame kuceonuka (Helms & Kim-Shapiro, 2013). Be3uBame KuCeOHHKA 332 XEMOTIIOOWH
JieliaBa ce Ha IMO3UTHUBHO KOOINEpaTWBaH HauWH, OJHOCHO ca nmosehameM adunutera 3a O2 ca
CBaKMM HOBHM B€3aHUM MOJIEKYyJOM KrceoHHka. Kana xemornobun y T-ctamy Bexe J1Ba 10 TpU
MOJIeKyJla KHCEOHHKa, Ipeiia3d y R-crame ca BHCOKMM aHUHHUTETOM 3a Jajbe BE3UBAE
kuceoHnka. Ha adunurer xemornoOmHa 3a Be3uWBamke KHCEOHHMKAa yTudy pH, mnpurucak,
temmneparypa, CO wum edekrtopan Mosekynu, momyt 2,3-mudocdornumepara (eHr. 2,3-
diphosphoglycerate, 2,3-DPG) (Mairbdurl & Weber, 2012; Bialas et al., 2019). Kosuko he
KACEOHWKa OWUTH HCIOPYYECHO TKHWBHMA 3aBHCH O] 3aCHNEHOCTH XEMOTJIOOMHA KHUCEOHHKOM.
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CMmameme pH Bpennoctu win nosehame maprujanHor nputucka COz (pCO2) y cucteMckum
KamwiapuMa cMamyjy apuHUTET KUCEeOHWKa 3a xeMmoryioouH (bopoB edekar) mrTo moBOaU 10
OTIyIITaka KuceoHuka y TkuBuma (ciuka 1.5. A) (Bohr et al., 1904). CxoxHo Tome, KpuBa
BE3MBamka KMCCOHHMKA 32 XEMOTJIOOMH UMa KJIACUYaH CUTMOUIATHH OOJIHK.

A) [ [TT] H| - b)
100 |— pfe rde ,;‘;'_ﬁ.f‘f'_j:": 604
1T = . 0% HbO,
T .a/,,,,?},l Zail) S
WA O g *
P ECAEEREEN l IS 8
WA a4 yANNR N T 5 s
50 [ if_ e ~ .r{. i \_ ' O ___J__\ L o)
A EENRERE ENEENE SN S
M__l_ / / I/I ) _E____}— -'__.I IR __I_,_]__’_._ ] E_ 207
gBr//7 Gy R RE RN R RS RRREE s M
/i A - T i
AV inEEnEEERENE RN INNEENENN
fﬂj‘/j i! h E—IL—TL——];—— i 1] TR I .
¥ /'l_"‘f“"" IEEnERiee } : | _J'__j: 10 20 30 40 50 60 70 80 90
@ 4 20 40 0 50 60 70 80 90 : 00 #t0 s20 130 w0 450 PCO, (mmHg)

Cnuka 1.5. (A) Opurunanae KpuBe aucouujanvje bopoBux ekcriepuMeHara u3 paja y KOM je IpBHU MyT
omnucaH bopoe edekar koje mokasyjy cMameme a(UHUTETa XeMOrJIO0MHA 3a KUCEOHUK ca nopehamem
MapuyjaTHOT MPUTUCKA YIJbeH-AnoKkcuaa. OBO je yjeqHO W MpBU 3a0eNeXeHH MpUMeEpP KOOMEPaTUBHOT
BE3MBamkba MOJIEKYJIa KHCEOHHKA 32 XeMOrlIoOnH. X-0ca: mapliyjalHd MPUTHCAK KrceoHnka y mmHg, Y-
oca: % okcuxeMoryiobuna. Kpuse cy mobujeHe kopuinhemeM IMyHe KpBH I1Ca, U3y3€B KpUBE MPHUKa3aHE
HCIIPEKUIaHOM JINHHjOM Koja je jmobujeHa kopuinhemeM Kombcke KpBu. [Ipeysero u3 (Bohr et al., 1904).
(b) KpuBa nuconmjanuje yribeH-quoKcHIa TyHe KpBu. KpuBa je penmatuBHo nuHeapHa m3mely pCO2 40 u
60 mm Hg. Pa3nuka u3mel)y kpuBUX OKCUTCHHCAHE M JCOKCHI'CHHCAHE KPBU IO3HATA j¢ Kao XaJJaHOB
edekart. [Ipeysero n m3memeno npema Telen, 2009.

I'panujeHT KuCEOHMKAa y TKUBUMA YKJbYYeH je y peryiauujy OpojHMX (yHKIHja.
Xurokcuja Koja ce AepuHUIIE Ka0 CMakheH HUBO KHCEOHUKA Y MUKPOCpEIUHH henuja u TKUBa y
0JIHOCY Ha HOPMAaJTHO (hpM3HOJIOUIKO CTamke (Ka/1a MOTpaxmba npeBa3ul)e Mponu3BoAmy/ 1oNpeMame)
nosehaBa TKuBHY niep(y3ujy, CHHTE3y EPUTPOIIOETHHA U EPUTPOIIOE3Y, AOMPEMAE U OTIYIITAKE
kuceonuka (Mairbaurl, 1994; Semenza, 2009). Xunepoxkcuja uma cymnpotas epekar (Revin et al.,
2018). Ha moJekynapHOM HHBOY, TPAHCKPUIIMOHU (akTop, (HakTop WHIYKOBAH XHIIOKCHjOM
(enr. hypoxia-inducible factor, HIF) koopauHuiiie OAroBOpe Ha XHUIIOKCH]y MPEKO aKTUBHOCTH
xuapornasa. Kama je KMCEOHMK J0CTymnaH, Xuapojasze (Koje Cy y TOTIYHOCTH 3aBHUCHE O]
MOJIEKYJICKOT KHCEOHUKA) ce akTUBUPajy U Aerpanyjy HIF, nok orpannden 10TOk KHCEOHUKA BOJIU
crabmwmsanju HIF w ekcnpecuju reHa koju yTUYy Ha BAacKyJIapHU TOH, €PUTPOIIOE3Y,
aHruoreHe3y u resepaino merabonmszam (Yeh & Alayash, 2004; Semenza, 2009). Camxeme
KOHIIEHTpallije XeMOrJo0uHa y epUTPOLIUTUMA KOje ce JelllaBa Kao MOCieInlla XeMOIH3e, UITN
NaTOJIOIIKHUX CTama IOMYT aHeMHUje CPIACTHX E€PUTPOLUTa, ManapHje, MapoKcuzomaiHe HohHe
XeMOTJIOOMHYpHje U IPYTUX, TUPEKTHO JOBOJIH JI0 CMAmbCHOT JONpeMarha KHCEOHHKA JI0 TKHUBA U
nocienuunux omrehema (Liebman & Feinstein, 2003; Quaye, 2015; Kasai et al., 2018).

Xemornobun wmma yinory m y Merabommsmy COz Kkoju Hacraje Kao HYCIPOU3BO/I
OKCHJIATUBHOT MeTabou3Ma (pecnupaliyje) y UKIyCcy JUMYHCKE KUCeTuHe Ko Bulehennjckux
opranmu3ama. Haume, eH3um kapOoHaTHa anxuipasa (eHr. carbonic anhydrase, CA) xuaparuiie
neo COz 1o yribene kucenute (H2CO3) koja aucocyje va 6ukapoonar (HCO3 ) u mporon (H*), a
3aTUM ce y miuyhuma akTuBHOIINY HWCTOr eH3uMma KoHBepTyje y Boay M COz (cimka 1.6).
[IpeocTanu yrjbeH-IMOKCH Y LUPKYJIAIMjHU Be3yje ce 3a XeMOINIOOMH U masbe y Turyha rue ce
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usbaiyje uzaucajem (Cummins et al., 2014; Quaye, 2015). Cmamewe pH wiu nosehame pO2 y
miyhauM kammwiapuma cmamyje aduauter CO2 3a XeMOTJIOOWH INTO JOBOAH JO HETOBOT
OTITYIITamka U3 KPBH U H3AHcama (XanganoB edekar, ciuka 1.5. B) (Christiansen et al., 1914).

ILnyha Epurpouur TkuBa
€0, —>| COp > CO0p
+
Hp0

Il ca

H2c03

t
0, X0, +HHb +— HbO, + + HbOp ~— HHb + 05 t—0,
+
HCO —= HCO3 |~ HCO3
o ci-

Cnuka 1.6. Tpancnopt kuceonuka (O2) u yribeH-auokcuaa (CO2) eputpouutuma. CTpenuie Ha JICBO
yKa3yjy Ha CMep peakiifja Koje ce 0JIBHjajy Y TKMBHMAa; CTPEIIMIIC Ha JICCHO yKa3yjy Ha CMep peakiiyja Koje
ce onBujajy v mnyhuma. ¥ myhuma CO; mudyHIyje y epuTpOIUTe U HETOBY XUApATAIHjy KaTaln3yje
kap6oanxuapasa (CA). Jluconujaiujom HacTase yribeHe KUCeInHe fasbe ce n0oujajy oukapoonat (HCO; )
u nporon (H*). bukapOonat ce pasmemyje 3a xmopua y miasmu. Okcuxemornooun (HbO2) mpuxsara
npoToH, mTo (¢ 003upoMm Ha bopoB edekar) omakmaBa muconujanujy kuceoHuka. OBe peakiuje cy
ob6pnyTe y muryhuma 360t Huckor pCO; u Bucokor pOs. [peysero n m3memeno npema Telen, 20009.

Jomr jeman ox racoBa uMju MeTabonm3aM perynuiie xeMorioouH je azor-okcua. NO je
Ba)KaH CHTHAJIHU MOJICKYJ KOjU MMa YJIOTY Y HEyTPOTPAHCMHCH]jU, Ba30JMJIATalUjU, OJAOpaHU
noMahrHa UMYHCKHM OJTrOBOPOM KOjH je TIOCPEIOBaH Makpodarmma, HHXHOWIMH arperarmje
TPOMOOITUTA U €KCIIPECHjU SHIOTENCKUX amxe3nBHUX mousiekysaa (Hill et al., 2010; Shiva et al.,
2011; Haldar & Stamler, 2013; Helms & Kim-Shapiro, 2013; Nicholls, 2019). NO ce cunrteruiie
y cHcapckuM henujama €H3UMCKHMM W HECH3UMCKHM MeXaHM3MHUMa. EH3MMCKHM MeXaHH3aM
cuarese NO mocpenioBaH je a30T Okcuj cuHTa3oM (eHr. nitrogen oxide synthase, NOS) koja
noctoju y Tpu u3odopme: HeypoHanHa (nNOS wumum NOS I); unaynubunna (iNOS:NOS 11,
MPETEXKHO c€ Hayla3u y Makpodaruma u pehe y xenarouuruma) u engorensa (eNOS). ['maBuu
cyrmeTpar oBor enzuma je L-aprunun (Quaye, 2015; Premont et al., 2020). Heenzumcku uzsop NO
cy npe csera mutputu (NO2 ) (Lundberg & Weitzberg, 2010).

[maBHM HayWH Ha KOjU XeMmornoOuH wuHxuOupa NO CcHUTHANU3ALHU]y j€ PeaKiyjoM
okcuxemorsioonna ca NO npu ueMy HacTajy MeTxemMorjaoOuH u HuTpatu. OBa peaxiidja mo3Harta
j€ Kao peaknuja JUOKCUTEHAIlMje U TOJIHMKO je Op3a /a YKOJIMKO €pUTPOLUTH He Ou MOCTOjasu,
XEMOIJIOOMH y KpPBHUM CyAOBMMa (TNpUCYTaH y KOHIEHTpPAlUju Yy KOjO] je MpHUCYTaH Yy
epuTponuTMa) 61 Be3ao caB NO Koju IpoayKyjy eHioTescke henuje npe Hero mTo OH CTUTHE
no henwmja rmarkux mummha. Ha taj Haunn 6u yinora NO kao Ba3ouaTaropa Ouiia y moTIyHOCTH
onokupana (Helms & Kim-Shapiro, 2013). C apyre crtpane, kao U cam xemoriaoouH, u NO
Ipe/CcTaBiba MOTEHIIHM]aTHy OIMACHOCT jep je YKJbYUeH y HacTaHaK pEeaKTHBHHX BPCTa a30Ta (EHT.
reactive nitrogen species, RNS) (na mpumep, IepOKCHHUTPHUTH ) HAKOH HHTEPAKIIN]€ Ca XeMOM HJIH
xeMruHOM. OBa aKTHMBHOCT MOXKE€ MMAaTu IMO3UTUBaH edekar (Hmp. npu yOujamy MHKpoOa oJ
cTpaHe henuja UMyHCKOT CUCTEMa), alll MOXe JIoBecTH 10 omrehemwa nporenna, JIHK u nunuza.
Homatno, NO je TOKCHMYaH 3a aKOHHTAa3y y LHUKIYCYy JUMYHCKE KHCEIMHE U XeM-0akap
TEpMHHAIHY OKCHIa3y y pecnuparopHoM nanny (Lee & Ding, 2013; Coates & Decker, 2016).
Kako xemorno6un xouBeptyje NO U KUCEOHUK y HUTpaTe KOpUIIhemheM HUKOTUHAMUJ aJeHUH
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munykineotun pocpara (NADPH) kao kodakropa, Tako u racu NO kao u3Bop RNS, na ce azot-
okcua auokcureHasna (eur. nitric oxide dioxygenase, NOD) ¢yHkmHja XeMOrJIOOMHA MOKE
oCMaTpaTH M ca aclieKTa oJip)kaBarmba xomeoctaze NO myTeM cMambermha MOTeHIINjaTHE OITaCHOCTH
ox crpane RNS (Gardner, 2012; Quaye, 2015). Hako 36or NOD ¢yHKIHje XeMOIII00MHA MOKE
nohu 10 cMameHOT POTOKA KPBHU yeiien ykiamama NO, oBa GpyHknuja je ¢huHO ycariamieHa ca
aKTUBAIMjoM coiyOmiHe Tyanmiar iukmase (enr. soluble guanylate cyclase, sGC) y mumy
OJlp)KaBama PaBHOTEXKHOT cTama. JlomatHo, NO ce MoXe Be3aTu M 3a JCOKCHIeHHcaHy (epo
dbopmy xemorioOrHa y peakuuju HuTpo3miamuje. Mako je oBa peakiuja peBep3uOMIIHA, CTEIICH
muconujanrje NO 13 oBOr KOMIUIEKCA je MaJId Tako Ja XeMOTJIOOMH U Ha 0Baj HAUYMH MPa3HU MY
NO y kpBoToKy M oHeMoryhaBa My jga octBapu cBoje Owosomke ¢yHkuuje. CympoTHO,
JICOKCUXEMOTIIO0MH CBOjOM aKTMBHOIINY HUTPUT PEayKTa3e pearyje ca HITPUTUMA U TeHEepHILe
NO mox yruniaj ucxemuje u xunokcuje y kusuma. (Curtis et al., 2012; Quaye, 2015). Ha taj Hauun
XEeMOMIOONH uMa ynory y ormymraky NO W3 HHTPUTA Kaja jé HEONXOJAHO MOCTHhH BHIY

KOHIIEHTpaIKjy oBor Baxkaor curaainHor mosekyna (Hill et al., 2010; Gardner, 2012; Premont et
al., 2020).

[Topen mnpeTxomHO HABEICHHUX, XEMOIJIOOMH peryiuiie u MeTadoju3aM yribeH-
moHokcuna. CO je cCHUTHATHM MOJEKYd ca aHTHOKCHIATUBHUM W aHTUUH(IAMATOPHUM
aktuBHocTuMa (Farrugia & Szurszewski, 2014). Curnanna yiora CO je mapaienHa OHOj KOjy uma
NO (caMo0 je Mame MOTEHTHA), Ka0 HEYPOTJACHUK M PEryiaTrop BacKyJIApHOT TOHYCa. YTJhCH-
MOHOKCH]I c€ 3a XeMOIJIOoOMH Be3zyje aduuutreroM Koju je 210-250 myra Behu Hero adunurter
kuceonnka (Amano & Camara, 2013). JlenuMudHuM 3ay3UMameM MECTa BE3UBaba KUCEOHUKA Y
xemornobuny, CO naxubupa ocrnobdahame kuceonuka ca aApyrux xem mecrta (Ryter & Choi, 2013).
Tako ma xemMorjaoOWH MOXKE JeJIOBaTH Kao cakyrbaud (eHr. scavanger) CO y muiby cMmamema
HErOBOT (PU3HOJIONIKOT e(heKTa, aJii y UCTO Bpeme Be3uBambeM CO, XeMOTrJIOOWH HE MOKE J1a BEXKE
KHCEOHUK W TaKO OCTBApH CBOjy HajBaXHHU]y (pyHKIMjy. bazanHu HUBO KapOOKcMXeMOrioonHa
(CO-Hb) xon uwoBeka usHocu 0,1-1,0% on ykymuor xemornobuna. Huso CO-Hb ox 10-30%
y3pOKyje I1aBo00Jbe, HECBECTHIIC M HEIOCTaTaK Jaxa, oK je HuBO u3Haa 30% TokcHYaH U U
JIOBOJIU JI0 TEIIKUX IJ1aB000Jba, moBpahama, HecBecTuna, apurMuja u cMptu (Gorman et al., 2003;
Leffler et al., 2011; La Fauci et al., 2012).

VY Be3u ca ynorom xemorjoouHa y merabonusmy CO, 3aHUMJBMBO je U TO Jia YIPaBO
najeehu meo CO y Teny Hactaje ycien pasrpaame xema o aejcrsom HO (Maines, 1997), nok
npyru Mawu u3Bopu CO yKibydyjy JMIUAHY TNEPOKCUAALM]Y M AKTUBHOCT IPOrecTepOHa
(Delivoria-Papadopoulos et al., 1974; Wolff, 1976). Haume, jomr maBHUX II€37€CETHX TOJUHA
IpOILIOr BeKa Moka3aHo je na 30 MUHyTa O/l MHTPABEHCKOI HHjelHpama XeMOTJI00MHA, WU
HEBUJaOWJIHUX €PUTPOLINTA, J0JIa3H 10 OBUILIEHE KOHLIEHTpallrje OninnpyOrHa y Iia3Mu U Ky4u,
kao u nosehane mpoxykuuje CO (Coburn et al., 1966). Hakon Tora je OTKpHBEHO /a je XeM
OKCHMIeHa3a PBH CH3MM YKJbYUEH Y mpoiiec pasrpaame xema (Tenhunen et al., 1968). OBaj enzum
NPUCYTaH je y ABe rinaBHe u3ogpopme: xem okcurenasza 1 (HO-1) u xem okcurenasa 2 (HO-2) koje
KaTajau3yjy UCTYy peakiujy u nmajy 45% UACHTHYHUX aMUHOKUCEIIMHCKIX ocTtaraka. Kako HO-2
npeJcTaB/ba KOHCTUTYTUBHY (opMy OBOr eH3uma, Jok je HO-1 unnynnbunna, henmje xoje
excipumupajy HO-2 npousBone CO y koHTHHYUTETY, NOoK npoaykuuja CO y hemmjama koje
excnpumupajy HO-1 3aBucu oj cTUMyllyca M3 CHOJbAIlbE CpeauHe, MOmyT HHQamanuje,
nospeze, npoaykiuje ROS, xunokcuje, ncxemuje u xunorepmuje (Vanella et al., 2012; Wegiel et
al., 2015; Ma et al., 2016; Belcher et al., 2018).

Nako je rmaBHa ynmora HO y kaTtabonu3my xema, TOKOM TOJMHA j€ TIOKa3aHo J1a OBaj UMa
yaory y perynanuju Beher Opoja mpoiieca ykibydyjyhu reHcKy ekcrnpecHjy, npoiudepanujy u
nudepennujanujy henuja, 1 umyHcku oarosop. Jlanac cy OpojHa UCTpakKuBama yCMEpPEHa Cy Ha
ucnutuBame yinore xema u HO y eruwonoruju uHdiamaTopHux OojecTH Kao IITO CYy
uH(IIaMaTOpHA OOJIECT I[PEBA, CUCTEMCKH EPUTEMCKH JIYITYC, PEyMaTOUTHHU apTPUTHIC M MYJITUILIA
ckiepo3sa (ciuka 1.7) (Wu et al., 2019; Canesin et al., 2020).
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Crnuxka 1.7. Merabonwmuku myT xema. XeM okcurenasza (HO) katabonuzyje KOHBep3Hjy clI000THOT Xema y
ounusepaun (BV), yroben-monokcua (CO) u Fe?*. bunusepaun ce Tpanchopmunie y 6unupyoun (BR)
nejcTBoM OmnmuBepauH penykrase (BVR). 'Boxhe u3 xema Moxe 6utu ckianuiireHo y henujama y opmu
¢depurnHa. PepuTHH WMa LUTONPOTEKTHBHY W aHTHOKCHAATHUBHY yiory. Momekyn xema o0e30ehyje
Opojue BuTanmHEe QyHKIHjE Y HOPMHU PAIUIUTHX AIONMPOTEHHA ITOMYT XeMOTTIO0MHA, a30T OKCHJI CHHTa3¢e
u 1uroxpoma. Merabonmut koju Hactaje aejctBoM HO-1, CO, moxe uMaTH aHTUHH(IaMaTOpHE,
aHTUNposMepaTHBHE, AaHTUATIONTOTCKE M Ba3zouiaTatopHe edekre y uMyHckoMm cuctemy. Crnuano, BR
UMa BaXKHY aHTHHH(IIAMAaTOPHY, aHTHIIPOIU(EpaTHBHY, aHTHAIIONTOTCKY W AaHTHOKCHIATUBHY YIIOTY.
HO-1, deputun u cepymckn BR/BV Mory ce KOpPUCTHTH Kao MapKepH pPazIMYUTHX ayTOMMYHCKHX
0OJIeCTH: CHCTEMCKH EpUTEeMCKH JYNyC, PEyMaTOWJHW apTPUTHC, WHQIamMaropHa OOJecT IpeBa,
eKCIIEPUMEHTAJIHN ayTOMMYHCKH eHnedanomujenuruc. LlpBeHe cTpenuie opujeHTHCaHE HaA J0JIe
O3HAYaBajy HETaTUBHY KOPEJAIH]jy, IOK IPBEHE CTPENHUIIC OPUjeHTUCAHE Ha TOpe 03HAYaBajy MO3UTUBHY
kopenaiyjy. Mcnpekuuane cTpeuile 03HauaBajy Ja je MPeTIocTaB/beHy KOpeIalijy joi YBEeK HEOIXOIHO
notBpauTh. [Ipeysero u nusmemeno nmpema Wu et al., 2019.

1.1.4.2. Xemori100MH cucapa y ekcrpaheanjckoj cpeanuu

VY ¢usnonomkum ycioBuma, oko 80-90% necTpykuuje epuTpouuTa JemiaBa ce 0e3
OTIyIITalka XEeMOINIOOMHA y MIa3My y MpOLECy O3HAa4eHOM Kao eKCTpaBacKyjlapHa XeMOJIU3a.
[Ipeoctranux 10-20% eputporura ce y (GPU3UOJIONIKAM yCIOBMMA YKJIamkha MPOIECOM 03HAYEHUM
Kao MHTpaBacKyJapHa XeMOJIn3a — XeMOJTi3a y OKBUpY KpBHHX cynoBa (Glader, 2009; Jeney et al.,

2013; Bahl et al., 2014).

ExcTpaBackynapHa XemoiM3a MOJIpa3yMeBa YKIamame OCTapeianx WM omtehennx
EPUTPOIINTA Y JETPH U CJAC3UHH O] CTPaHEe PE3UICHTHUX MaKpodara jeTpe, ClIe3uHe U KOCHE CPXKH
eputpodaronuro3oM. Henuje HaOpojaHUX OpraHa 3aJyKEHE Cy 3a JECTPYKIHM]Y €PUTPOIUTA Y
(HU3HOJIONIKUM yCIOBHMA, JOK y YCJIOBHMA BEIUKOT oliTehema, MPaKTUYHO CBH OPTraHU KOjU
caipke Makpodare 3amouydiby ca MPOILECOM YKIamama BHIIKAa XEMOIJIOOMHAa W TBoxha u3
nupkyiaanuje (Glader, 2009; Alam et al., 2017). EputpouunTn 31paBux JbyId UMajy MpOCeUaH
*uBOTHU Bek o1 120 nana (Glader, 2009; Schaer et al., 2013). Curnain 3a ykjiamame 0CTapeinx
WM omTeheHnX epuTPOILIUTA O] CTpaHe helnja peTUKYI0CHIOTEIICKOT CHUCTEeMA j€ TT0jaBa:
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1) Xajuzosux Ttena (enr. Heinz bodies) koja mpezacraBibajy arperate OKCHIOBAaHOT U
PEIyKOBaHOT XEMOTJIOOWHA Y €PUTPOLIUTHMA,

2) Xayn-yonmjeBux Ttena (enr. Howell-jolly bodies) xoja mpencraBspajy uHkiIy3mje
HYKJICYCHOT XpOMAaTHHa,

3) cuaeponuTa OJHOCHO €PUTPOLIMTA ca IpaHyjJama rBoxha Koje HHje cacTaBHHU IO
XeMOIJIo0MHa U

4) TlenenxajmepoBux Tena (enr. Pappenheimer bodies) koja mpeacraBibajy HHKIY3HOHA
TeJla KOja HACTajy MHIeCTHjoM aOHOPMAaIHO BEIMKE KoundyrHe reokha (Sugawara et
al., 2010; Quaye, 2015).

[lpy wWHTpaBacKyJlapHOj XEMOJH3H, XEMOIIOOMH OWBa IMPEKTHO OTHYIITCH Y
LUPKYJIalKujy, TIC OBaj MOJICKYJT M HETOBU ACTPAJAIlMOHH NPOU3BOJM MOTY IPOY3POKOBATH
omrehema hemuja u TkuBa (Schaer et al., 2013; Jeney, 2018) ykoauko npeBasul)y Kamanurere
MeXaHu3aMa KOjU y4YeCTBY]y y BUXOBOM YyKiamamwy. Ciio0onaH XeMOrioOuH y ruiasmMu Op30
OKCHJTyj€ IO METXEMOIJIOOMHA KOjH JIAKO M HEEH3MMATCKHU JIMCOCYje Ha XeM U TJIOOMHCKE JIAHIIE.
[Ipu masioM cTereHy OTIyIITalka XeMorIoOuHa y tasMy, xanrorsioous (exr. haptoglobin, Hp)
UpPEBEP3NOUIIHO Be3yje CBe mpucyTHe of-riaoduncke mumepe (cauka 1.8) (Smith & McCulloh,
2015; Garton et al., 2017). Mecra BesuBama 3a Hp Hamaze ce Ha O-TJIOOMHCKHM JIaHIIMMa
(McCormick & Atassi, 1990). XanTorno0uH ce CHHTETHIIEC y MapeHXUMCKUM hennjama jetpe u
BpEMe MOIY)KHBOTA OBOT INIMKONPOTEHNHA Y HUPKYJIAalWju u3HOCH 3,5-5 nana. Mehyrum, ykonuko
BeXe 0f-TII0OMHCKE TUMepe, TOTYKHUBOT OBAKBOT KOMILIeKca ocTaje ceera 9 10 30 munyra. OBu
KOMIUIGKCH ce Op30 YKIamajy W3 IHpKyIalHhje HakoH Be3uBama 3a CDI163 pernenTop
EKCIPUMHUPAH Ha MOHOIIMTUMA ¥ TKUBHUM Makpodaruma u OuBajy GparouToBaHu O] CTpaHE OBHX
henuja (Kaempfer et al., 2011). Kako He n051a3u 10 pelUKIMpama XanTorjIo01Ha, jeIHOM Kajia ce
UCTPOIIIE pe3epBe W3 LUPKYIalje, HEONXOAHO je 5-7 maHa Kako Ou ce Taj mya OOHOBHO jep
CMameHa KOHIICHTpalldja XanToryiioOnHa HE IOBOAM a0 ToBehama CHHTE3€ OBOT MOJIEKyJa
(Glader, 2009).

A1M_| ROS
ExcrpaBackyJjiapHo :
|
L R
v
ROS I— AHTHOKCHIAHC H
X 2
&= 25 <
|— AndymuH
Epurponuru Xemorooun (Hb) o X
’ T~ .feXem ¢
/7 Xem - =
S _I_ i orlccyreﬁa
Xanrorsiooun (Hp) ,/ (.
HMnTpaBac KyJI1apHo i Xemonexenn (Hpx) Makpodar
ExcrpaBackyjiapHo >
AM —]

Cnuka 1.8. XymMaHM EHIOI€HHM CHCTEM YKJamarmka HHTPABacKyJIapHOI BaHNeIWjcKOr XeMorjoOWHa.
Xanrornooun (Hp) Be3yje Banhenujcku xemornooun (HD) y kpeu u nactamu Hp-Hb komiuiekce ce ykiama
MakpodarnmMa HakoH Be3uBama 3a perentop CD163. Cnobonan xem y KpBH Be3yje c€ 32 XEMOIIEKCUH
(Hpx) n xem-Hpx xoMIuIekc ce U3 HMpKyJIalyje yKiamamka curaanusanujom npexo CD91 penentopa Ha
XeMaTOUUTHMa. AHTHOKCHUIATHBHA MEXaHM3MU MHXHOMPAjy W €MMHUHUIIY OKCHIATHBHA jeAUICHA U
YUECTBYjy y pemnapaluju OKCUAATUBHHX olnTeherma M3a3BaHUX XEMOTJIOOMHOM KOjU HHjE YKIOHmEH. Y
yHyTaphenujckoj cpeannu, xeM pasrpalyje xem okcurenasza (HO). ExctpaBackynapHo u y TKUBHMA, ol-
mukpornooymua (A1M) Besyje xeM U ci1000HE paguKaje U TpaHCIOPTyje ux 10 OyOpera rae he outu
nerpagoBanu. IIpeysero u m3mMemeHo mpema Smeds et al., 2017.
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[Topen xanTornoOMHA, W XEMONEKCHMH M alOyMHH Jelyjy Kao MEXaHM3MH KOju
OrpaHW4YaBajy IITETHA JejcTBa ciioboanor xemornobuna (ciuka 1.8) (Rifkind et al., 2015; Smith
& McCulloh, 2015). OBa nBa Moisiekysia crocoOHa Cy Ja BEXY ClI000/JaH XeM, OJpKe ra y
COJIyOMITHO] JOPMHU M TaKO CIIpeYe Ja UCIOJbU CBOja OKCHAATUBHA M IPOUH(]IIaMaTopHa JejcTBa
(Glader, 2009; Smeds et al., 2017). XemMormnekcHH je XeM-Be3yjyhu TTIMKONPOTEUH IUIa3Me KOju
Be3yje XeM ca aUHHUTETOM BehWM y OJHOCY Ha CBE OCTaJIe MO3HATe XeM-Be3yjyhe mpoTeuHe.
Taxohe, XeMOIIeKCHH TIOCcpeyje Y YHOCY XeMa y XeTaToIuTe Y KOjuMa ce OBa MPOCTETHYHA rpyma
yKJIamka. XEMOIIEKCUH C€ CHHTETHIIE Y jeTPH M KOJ 3[paBUX WHAMBHIYa U MMa MOJIYKHBOT OJ
IPOCEYHO 7 JaHa, IOK My Ce Y KOMIUIEKCY ca XeMOM BpeMe IMOJIy)KUBOTa CMamyje ce Ha 7-8 catu
(Belcher et al.,, 2018). Xem-XeMOIIEKCHH KOMILIEKC Y XEMATOIUTE YJIa3d EHIOIUTO30M
MOCPEI0BAHOM PELENTOPOM MIPEKO PELenTopa 03HAYSHOT Kao MPOTEHH-1 OBE3aH ca peenTopoM
munonporenna (enr. lipoprotein receptor-related protein-1, LRP), mo3Hator u moja Ha3uBOM
CD91. Hakon eHIOIMTO3€, XEM-XEMOIIEKCHH KOMIUIEKC TUCOCYje, a XEMOIIEKCHH C€ OTIYIITa U
Bpaha y mia3my Kao MHTaKTaH MpoTerH. TpaHCIoOpT XeMa y IIUTOIUIA3MH JIEIIaBa Ce YHYTPallbUM
XeM-Be3yjyhuM MeMOpaHCKHUM MPOTEMHOM M TBOXhe ce Op30 OTmyITa JelIOBAkEM XEM

okcurenase (Lee & Ding, 2013; Ponka et al., 2017).

XeM ce y HMpPKyJIAIMju MOXE Be3aTH M 3a alOyMuH U Gpopmupati metandoymuH. Kana ce
JI0/1a y XyMaHHU CEPyM, X€M C€ MHUIHjaTHO PUMAPHO Be3yje 3a all0YMHH, BEpOBATHO 300T BEJIUKE
KOHIICHTpAIMje Yy OJHOCY Ha XEMOIEKCHH. YKIamame MeTAIOyMHHA W3 IHUPKYIalHje je
kuHeTnukn kKomiutiekcan mporec (Glader, 2009; Smeds et al., 2017). HoBuja ucrpaxuBama
MOKa3yjy /1a XeM y IJI1a3MHu MoXe J1a Bexke u al-mukpornoOymnua (A 1M), rmukonporent o 26 kDa
KOjU CE CHHTETHUIIC Yy JeTpH M CeKpeTyje y KpB. OBaj NMpOTEMH UMa pPEeAyKTa3Hy aKTUBHOCT,
cnpeyaBa yHyTaphenujcKy okcuaanujy u cHmkasa ekcrpecrjy HO-1 uaaykoBaHy XeMoM, Kao U
npoaykuujy ROS ycrnen npucycta xemornobuna y Banhenujckoj cpenunu (Penders & Delanghe,
2004; Olsson et al., 2008; Sverrisson et al., 2014).

Subramanian u capaguuim (2013) naentrdukoBamu Cy ,,IpeUHIly” 3a ACTOKCUPHUKALIN]Y
XeMOTJIO0MHA M3 TIa3Me, Koja (YHKIIMOHUIIIE HE3aBUCHO OJ XaNTOIJIO0MHA MPEKO MEXaHW3Ma
.yxBatu ¥ yracu“ (enr. “capture and quench”) wu ykipyuyje CDI163 peuentop
MoHoIruTa/Makpodara (cmuka 1.9). Hakon perpyroBama xemoriobwna, memOpancku CD163
(mCD163) AupekTHO CynpUMHUpa ICeyIONEePOKCUIa3Hy aKTHBHOCT XeMOrjoOuHa in Situ Ha
MeMOpaHu MOHOLMTA. XeMOINIOOMH MHAYKYyje oTnymTame mCD163 y mnasmy u pesyatyjyhu
conyounan CD163 (sCD163) nasbe XBata U racu pe3uayallHu peOKC-PEaKTUBHU XEMOITIOOUH.
OBu ayropu nokazanu cy ga sCD163 u umynornooynunu G (IgG) unTeparyjy ca cio00gHUM
xeMorioouHoMm y ma3mu. Hacramu sCD163-Hb-IgG komieke 3aTum nokpehe ayTokpuHy neTiby
enmonuro3e mpeko Fcy permenrtopa (FcyR) Ha MoHONMTHMAa M TMOCTACIUYHO PEIHKIAPAE
uHTepHam3oBaHux sCD163 mpeko engozoma aa 6u ce ycnoctaBuwia mCD163 xomeocrasa, 10k
WHTEPHAIM30BaHU XeMOTJIOOMH OuBa katabonu3oBan of ctpane HO-1. JlogaTHO, 0Baj KOMIUIEKC
UH/yKYyje TapakpuHy TpaHCAaKTHBALM]y EHJOTEJCKUX henMja KpBHOT CyJa, CTUMYJIHILE
excripecrjy HO-1 y muMa 1 cekpenyjy HIUTOKHMHA KOjU he MOKpEeHyTH cuCTeMCKU 010paMOeHu
OJIrOBOp yCcMepeH Ka Banhemnmujckom xemoroouny (Subramanian et al., 2013).
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Cnuka 1.9. XumoreTnukn MexaHU3aM HHTPaBacKyJlapHEe NeTOKCH(HKalMje U yKiIamama BaHhemujcKor
xemoroouHa npeko CD163 pernentopa, HE3aBUCHO OJ1 XanToriaoouHa. JletasbHuja 00janimbemha Y TEKCTY.
IMpeyseto u u3Mermeno mpema Subramanian et al., 2013.

YKOJIMKO TpU WHTPABACKYJIAPHO] XEMOJHU3U eKcTpahenujcku XeMOrIoOWH mpeBasule
HaBEJICHE XOMEOCTATCKE MEXaHU3ME 3a FhErOBO YKIIAhamhe, MOXKE MCIIOJbUTH IITETHE eeKTe Ha
okonHe henuje um TkuBa. Pa3iuuuTh KIMHAYKHA aClEKTH KOJU Cy MOBE3aHU Ca MPEKOMEPHOM
KOJMYMHOM eKCTpaheInjcKor XeMOrnoOWHA y UUPKYJIAlHjd MPHUIUCAHH CY ChenupuIHIM
CTPYKTYPHHM U OHOXEMHJjCKHM OJUTMKaMa MOJIEKyJa XEMOTJIIOOMHA KpPO3 YSTHPH MpPETOKEHA
MexaHHu3Ma Koju ¢y meljycoono y unrepakuuju (Glader, 2009; Schaer et al., 2013; Quaye, 2015).

[IpBu o1 HUX Mpe/IcTaBIba eKCTPaBACKYJIAPHY TPAHCIOKAIHjy Xemoriioonna (cimka 1.10.
A) (Schaer et al., 2013). Hakon xemonu3e, XeMOTJIOOWH TOCTOjH Y JWHAMHUYKO] PaBHOTEKH
TeTpamepa u oy XeTepoauMepa, ca MPeIOMHHAHTHIM JHMEpP CTambeM IPU HICKOj KOHIIEHTPAIHjH
XEMOTJIOONHA Y TNIa3MH. XEeTEpOANMEPH Cy PElaTUBHO Malle BEIMUMHE, IITO OMOryhaBa lbUXOBY
TPaHCIIOKAIMjy ¥ TPUCTYI aHAaTOMCKAM MeCTHMa Koja Cy pamuBa (Ha NpHUMEp TIIOMEpylIu y
OyOpe3uma uiu BacKyJapHu 3uf). M3m0KeHOCT TKHBa XeMorJIoOnHy Hajuenthe mpaTtu ciiyyajeBe
IpeKOMepHE XeMOTTIOOMHYpPHje HAKOH MaCHBHE HHTPABACKYJIAPHE XEMOJTU3¢e, ajlH j€ XeMOTJIO0NH
Takohe y MoryhHOCTH J1a ce TpaHCJIOLMpa Kpo3 eHI0TeNHe Oapujepe U Ja Ha Taj HAUMH yhe y
cyOeHI0TeIHe U epuBackyinapHe mpocrope u aumdy (Nakai et al., 1998; Matheson et al., 2000).

Jpyru MexaHu3aM KOjuM ekcTpahenujcku XeMmorioOuH ocTBapyje cBoje edekTe je
NPOOKCHJATHBHA PEAKTHBHOCT XEMOTJOOMHA Yy IUIa3MH WIH y OKBHPY TKHBAa HaKOH
exctpaBasaije (cimka 1.10. B) (Schaer et al., 2013). Peakuwmje xemornooumna ca NO wu
(U3HOSOMIKUM OKCHAaHCHMA (BOJOHHUK TIEPOKCHI M JIUTIATHU TIEPOKCH]IN) CY HajOOJbE TTPOYICHE.
[Morpomma NO u nocneanyHa OKCHAALIM]ja XeMOTJI00MHA JelIaBajy ce Mmpeko aBe peakuuje: NO
JMOKCHIEHAIM]j€ OKCHXEMOTIIOOMHA y K0joj ce reHepuiny Hutpatd (NO3 ) u pepruxeMorioonH
(Hb-Fe®*") u npeko uuTposunanuje reoxkha IeOKCHXEMOTIOOHHA KOja ce JelIaBa y JAUPEKTHOM
BesuBamy NO on ctpane rBoxha epoxemornoouna (Hb-Fe?*) (Helms & Kim-Shapiro, 2013;
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Schaer et al., 2013). ITopex Tora mro Be3uBambe NO 011 cTpaHe clI000JHOT XeMOTIIOOMHA JOBOAN
JI0 JETUICIIMje OBOT BAaKHOT BaszojuiaTaTopa, pe3yinrar peakmnuje xemorjoomHa u NO je u
renepucame Hb-Fe3* y oxBupy TKMBHOr HmapeHXMMa, uMja aKymyJaluja MOKe 1a CTUMYJIHIIE
OTIYIITalkhe W/WIM TpaHchep XEeMHUHA Ha Jpyre NpPOTEHHE M JIMIUAC YHME CE HCIO0JhaBa
CeKyHJapAHa TOKCUYHOCT CI000AHOT XeMuHa. Mako cy peakuuje XxemorioOnHa M MEepOKCHIA
npeaMeT OpojHUX M3ydaBamwa Beh Bumie oa 40 roanHa, maToPpU3n0IOTHja y YMjoj Cy OCHOBH OBE
peakimje joir yBek Huje Hajoosbe oOjammeHa (Reeder et al., 2010; Lee & Ding, 2013; Schaer et
al., 2013; Coates & Decker, 2016).

[TokasaHo je na y ycioBuma in VItro, peakiyja XeMOrjioOWHa M MEPOKCHIA JOBOIH IO
dopmupama Hb-Fe* anm u xemujckux BpcTu y Kojuma je rBoxhe y depun o6muky (Hb-Fe**) u
mweroBuM pajaukainckum popmama (Rifkind et al., 2015; Chintagari et al., 2016; Bamm et al., 2017).
®dyHaIHU HUCXO0JI OBAKBHX peakilfja je Jerpajaanuja XeMorjoOuHa, TyOMTaK XeMHUHA, YHAKPCHO
BE3MBambE, OJJHOCHO MPEIUNHTAIN]ja TJIOOMHCKHX JIaHalla, KOju BoJie omTehemy TKUBA. JOIl yBEK
je HemosHaTo Kommke ce kommumHe Hb-Fe*' u panukana crtBapajy y ycnmosuma in Vivo Tokom
XEMOJIU3€ U KOJIMKO JIOTIPUHOCE pa3BoOjy OOJECTH. JearHa OKCHIOBaHA BPCTa XEMOTJIOOWHA KOjy
je kom3ucTeHTHO Moryhe kBamTHdHKOBaTH iN Vivo jecte Hb-Fe®* u Tpeba mmatn Ha ymy ma
JMCIIAPUTET YOueH y yclIoBHMa IN VItro u in vivo, Moxe OUTH MOCIeIuiia OMEpPEeHe PaBHOTEKE
usmel)y peakija okcuaaiyje u peaykuuje y ycnosuma in vivo (Reeder et al., 2002; Buehler et
al., 2007).

Tpehu npennokeHn MexaHU3aM KOjUM eKcTpahenujcku XeMOrJIoOMH OCTBapyje CBOje
epekTe je mpeko oTmymrama xemuHa u3 Hb-Fe* koju je rmaBHM mpomsBOx OKCHIATHBHHX
peakija (cnuka 1.10. B) (Schaer et al., 2013). Ocnobahame xemuna omoryhaBa Tpancdep
peakTuBHOT TIophuprHa Ha henujcky MeMOpaHy MU COYOWITHE TIa3Ma MPOTEHUHE W JIUIHJIC U
00e30ehyje cnobogaH XeMHUH Kao JUTaH] 3a pa3jMuuTe CUrHaiaHe myTeBe. Kako je xemuH
xuapododaH MOJIEKyJ, Majo je BepoBaTHO Jaa he ce Behe komuumae c1o00HOT XeMUHA Hahu y
IUTa3MH, TAKO JIa C€ OH O30 Be3yje 3a AIOYMUH WK JTUIHE U OpMHpa KOMILIEKCE. Y 3aBUCHOCTH
O]l TOTa 3a INTa CE BEXKE, XEMHH MOXXE TPaHC(HOPMHCATH MOJEKYJT M3 KOMILIEKCA Y PeaKTUBaH
IPOM3BOJ IOMYT OKCHIOBAaHOI JIMIONpPOTeHHa Maie ryctuHe, (er. oxidized low density
lipoprotein, oxLLDL) xoju he masbe moBectu o omrehema Backynatype (Balla et al., 1991; Jeney
et al., 2002; Nagy et al., 2010).

YerBpTH MeXaHU3aM OJJHOCH ce Ha eekre Koje ocTBapyje xemuH (cnuka 1.10. I') (Schaer
et al., 2013). XemuH ce MOXE CEICKTHBHO BE3aTH 332 HEKOJIHMKO PELENTOpa, TPAHCKPHUIIIHOHUX
¢dakTopa M eH3uMa U JIOBECTH 10 NMPOMEHE CTama helaujcKke akTHBAllMje, TEHCKE eKCIpecuje U
Mmetaboau3ma. Hajoospe okapakTepucaHa HHTEpaKIMja je Be3UBabE XeMUHA 32 TPAHCKPUIIIIUOHU
penpecop 1 koju nokasyje xomonorujy ca BTB u CNC (eur. BTB and CNC homology 1, Bach-1)
Koju perynuuie TpaHckpuniujy HO-1 um apyrux aHTHOKCHIATHBHUX €H3MMa HEONXOJHHMX 3a
aJIalTHUBHU OJIrOBOpP Ha noBehaH yHyTtaphenujcku HuBO xemuHa (Ogawa et al., 2001). XemuH je
takol)e nurann 3a HykieapHu peuentop xopmoHa REV-ERB koju perynuine mnupkanaujamHu
putaMm, Metabonn3am Tiykoze u aaunoreHe3sy (Raghuram et al., 2007). Ilokazano je takohe ma
XEMHH MOXXE JJOBECTH U JI0 MHXHOHIIMje poTeasoMa y OrnoxemujckuM tectoBrMa (Haas & Rose,
1981). Cnoboman XeMHH Takoh)e MOXKe Ja TIOKPEHE CUTHAIHU MYT MPEKO perentopa-4 caugHor
Toll-y (enr. Toll-like receptor-4, TLR-4) (Shaver et al., 2016; Belcher et al., 2018).
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1.1.4.3. Yiora xeMor;io0MHa y MMYHCKOM O/ATOBOPY

XeMormoOuH ocTBapyje BHUIIECTpyke (YHKIMje Yy HUMYHCKOM OJroBopy nomahwuHa,
peBacxoJHO noMaxyhu/ctumymumiyhu peakuuje ypol)eHe HMMYHOCTH TpU OaKTEpHjCKUM
nHpeknrjamMa wiam uHpECTanuju napasutuMa. [lo3HaTto je na nemoBameM XEMOJUTHYKHX
OakTepwja A0na3W 10 JU3€ EpUTpoLuTa W ociobahama MPOOKCHAATUBHOI XEMOTJIOOMHA Y
Banhenujcky cpenuny. BUpyJIeHTHHjU MaTOreHU HACTaBJbhajy Ja CEKPETY]y MpoTease 3a IUTreCTH]y
XEMOIJIOOMHA KOjU KOpHCTE Kao W3BOp rBokha. MUKpOOHHM NUTaHau M TpoTease Nenyjy y
CHHEPTUjU M aMIUTUPHKYjy TICEYJIONEPOKCHIa3Hy aKTUBHOCT xemorioOuHa. JlomaTHo, y
KOMILJIEKCY Ca XEMOTJIOOMHOM, crienu(pHuuHe CTPYKType MHUKpoOa Jenyjy Kao MHGIaMaTOpHU
arOHHMCTH, CTUMYJIHUINYhU eKCIIPecHjy MUTOKHHA MIPe HEro MITO Oyy YKIOWEHU HUPKYIHITyhuM
¢aromutuma. C npyre cTpaHe, NAaTOreHH OHBAjy OKPYXKEHH NENTUIMMA TOPEKIOM Of
XEMOTJIOOMHA KOjU ce Be3yjy 3a MEMOpPAHCKE CTPYKTYpe U JIOKaIHO ociobalhajy MUTOTOKCHYHE
panukaie kako ou ocnabwau/younu narorese in situ. (Jiang et al., 2007; Bahl et al., 2011; Du et
al., 2012).

Muxkpobu Mmopajy na mpesasul)y OpojHe MexaHu3Me 3aap)kaBama TBokha on crpaHe
henmjckux KOHCTUTYEHATa ypol)eHOr MMYHCKOT OJroBopa fa OM YCIenH Ja KOJOHU3Yjy MeTa30oe
1 Ja OM HACTaBWJIM JIa C€ Pa3MHOXKaBajy Y BUX0OBUM henmujama. TokoMm MHQEKIH]e, XEMOIUTHIKE
OakTepuje JHU3Upajy EpUTPOLIUTE cucapa Kako OM Morye aa KopucTe roxkie u3 xemormoOuHa
(Coates & Decker, 2016). Kao mito je omucano y nornasiby 1.1.4, kaga ce Hahe y Banhenujckoj
CpeMHH XeMOTJIOOMH OMBa MPEMo3HaT M Be3aH O/ CTPaHe IIIMKONPOTEHHA, XalTOrJIO0MHA HITH
xemonekcuna (Chiabrando et al., 2011; Belcher et al., 2018). Makpodaru nperno3Hajy KOMILIEKC
Hp-Hb mpeko CD163 peuentopa u Bpiie HEroBy MHTEPHATU3AIM]y KakKo OM CIpeumsin Jajby
undamanujy. Ilokazano je ma Staphylococcus aureus wu  Salmonella typhimurium
(yHyTaphenujcku MaToreHd) MOTy Ja HHXHOHpajy anonTo3y Makpodara koju cy ¢GaronuToBain
Hp-Hb kommiekc nmpexo CD163 peuenTopa, Kymyjyhu cebu Ha Taj HaYMH BpeMe Jia CTyIe Y
KOHTakT ca reoxhem u3 xemorsiobuna (Subramanian et al., 2014). To yjeaHo objamimbaBa 3ato
Cy ManujeHTd ca OoJIeCTUMa KOje OJUIMKYje XEeMOTJIOOMHEeMHja TOJJIOKHUJU HHQEKIHjama
ynyraphenujckum Oaktepujama (Bronzan et al., 2007; Scott et al., 2011). 3anumibuBO je na
komiuieke Hp-Hb mma BakHy ynory u y enemMuHaIMju mapasura 1rypanosoma brucei. Ogaj
napasut nocenyje peuentop 3a Hp-Hb kxommnexc (HpHbR) xoju y ucto Bpeme moxe 1a Bexe u
auTudky Gakrop Tpunano3ome 1 (enr. trypanosome lytic factor-1, TLF-1), nporenn koju criajia y
aumonpoTenHe Benuke rycrune (edr. high-density lipoprotein, HDL). 3ajenso ca npyrum HDL u3
upkynaije, TLF-1 u Hb-Hp xommekc onakiaBajy eHI0IUTO3Y U OCMOTCKY JIM3Yy OBOT ITapa3uTa
(Bullard et al., 2012). Heku MUKpOOpraHU3MH y CTamy CY JIa XeMOTJIOOHH JoMahinHa HCKOpHUCTe
y CBpXE CTHUI[aka MPEAHOCTH Y OJJHOCY Ha MUKPOOPTaHU3Me Ca KOjHMa Cy Y KOMIICTUIIH]H 32 UCTY
KUBOTHY cpenuHy. Tako, 4ecT Y3pOYHHMK yporeHHTanHuX HH(ekuuja kox sxena, Candida
albicans, cexperyje 1o 10 kucenux Xuaposasa Kajaa MoKyliaBa Ja KojJoHu3yje BaruHy. Hacramu
SH3MMHU KOPHCTE XEeMOINIOOMH jaomahMHA Kao CyINCTpaT 3a MPOAYKIH]Yy NENTHIa 3a Koje je
MoKa3aHo Ja MMajy OakTepHuIMaHy yiory, moceono npema Lactobacillus acidophilus. Ha oBaj
HaunH C.albicans kopuctn XymaHu XeMOIVIOOMH Jia aHTaroHu3yje OakTepuje U CMamu
KoMmneTuiujy y okBupy Barune (Bochenska et al., 2013). 36or onucane yiore Kojy XeMOriioOuH
octBapyje y Mertaboam3my NO, mokasaHo je Ja je W Koj MuineBa u myxkesa (Biomphalaria
glabrata) xemoryio0un moreHTaH perymatop ormopHoctd Ha Schistosoma mansoni, jep ona koja
3aBucu on nmpoaykije NO y makpodarama u xemorutuma (James & Glaven, 1989; Hahn et al.,
2001).

Jumep/onuromep XeMOTJIOOMHA cMmaTrpa c€ MOJIEKYJICKUM oOpaciieM TOBE3aHUM ca
omacuorrhy (eur. damage/danger-associated molecular pattern, DAMP), 1ok je xeM He3aBHCHO
npemno3Har kao ,,amapmuH (Alam et al., 2017; Schechter et al., 2008). [Topen Tora, HEKOJIHMKO
UCTPaXUBamka TOKa3aJIo0 je Ja XeMOTJOOWH MOKe Ja MHTeparyje ca MHKPOOHHM JIUTaHIMMA:
MOJICKYJICKUM oOpaciuma TmoBe3aHuM ca maroreHom (enr. pathogen-associated molecular
patterns, PAMP), DAMP u TLR (Lee & Ding, 2013; Wegiel et al., 2015; Jeney, 2018). [Toka3zano
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je na Ha o- ¥ - TIIOOMHCKHUM JIaHIIMMa MOCTOj€ MECTa 3a BE3WBAIE JIMIOMOJcaxapuia (eHr.
lipopolysaccharides, LPS) u ma Be3uBame 3a 0Baj MOJIEKYJI JTOBOIM JO IMPOMEHE y CTPYKTYpH
XeMorjo01Ha Koja omoryhasa akTuBHOCT nepokcuaase (Bahl et al., 2011). Merxemorinobus, cam
WM y KOMOHWHAIIM]H ca JTUIIOTEHXOMHCKOM KuceanHoM (enr. lipoteichoic acid, LTA), moxe Gutu
npeno3Har oj crpane TLR-2 na henujckoj memOpanu Heyrpoduna (Lee et al., 2015). Taxsa
WHTEpaKlMja CTUMYJIHIIe (YHKIU]y HeyTpoduia, HHUIHMPAJyhH CUTHAIHY TPAHCIYKIIH]Y
HykieycHor ¢akrtopa-kB (enr. nuclear factor kappa B, NF-kB) koja kyinMmuHHpa y CHHTE3U
[UTOKKHA U ApYrux nporHpaamaropuux arenaca (Sharmaetal., 2019). Engorenne henuje Takohe
MOTy J1a IeTeKTYjy Banhenujcku xemorinooun nocpeactsoMm TLR-4 peentopa 1 CUTHAIHOT ITyTa.
Kaempfer u capaguuim (2011) mokasanu cy aa BaHhenHMjcKH XeMOIIOOMH Yy KOMILIEKCY ca
XanTorio0MHOM ycMepaBa audepeHnujanujy makpodara ka mnoceOHoM (eHoTunmy Koju ce
omnukyje mopuiieHoM ekcrpecujom CD163 m HO-1 monekyna. Mehyrum, y oBum henujama
HCTOBPEMEHO J10JIa3U JI0 CHIKEHha EKCIIPECH]j€ TIIaBHOT KOMIUIEKCAa TKHBHE IMOAYAAPHOCTH (EHT.
major histocompatibility complex, MHC) II kmace. Ha oBaj HaumnH HacTajy Makpodaru ca
CYIIPUMHPAHOM AHTHUIeH-TIPE3eHTYjyhoM (QyHKIHMjOM, CHEUMjaIM30BaHU 33  YKJIambambe
npekomepHor xemoriioouna (Kaempfer et al., 2011).

HNako MHOTe CTyauje Omucyjy BaHhenujcku XeMOrjoOMH Kao IOTCHIMjAIHO OIacaH
MOJIEKYJl KOju ce Tpeba INTO Npe YKJIOHWUTH W3 LUPKYJaluje, OH jeé y HCTO BPEME M Ba)KHO
yI030pehe JICYKOIMTHMA Ja je XoMmeocTaza HapymieHa. Bahl u capaguunum (2014) npemioxuiu
Cy HOBY YJIOTY XeMOTJIOOMHA Yy TIpoliecy Koaryianuje. Y npucycTBy BaHheIHjCKOT XeMOTIo0uHa,
THP-1 MoHOUUTH MOYUY CHHTE3Y (YHKIMOHAIHO aKTUBHOT TKUBHOT (akropa (eHr. tissue
factor, TF) kao unuIMjaTopa Koarynanuje. BesuBame xemornoouna 3a TF cumkasamo je LPS
MOCPEIOBaHY PEIOKC AaKTHBHOCT XeMoriioowHa. JlomaTHO, XEeMOTJIOOMH je CTaOMIN30Bao
aktuBHOCT TF, cMamyjyhu meroBy CeH3UTHBHOCT Ha aHThokcumance (Bahl et al., 2014).
3aHUMJBHMBO j€ JIa je eKCIIpecHja TIOOMHCKHUX TeHa 3a0€Ne)KeHa M y XyMaHUM aJBEOJapHUM
hemujama tuma II (Bhaskaran et al., 2005), kao u y mumjum LPS wiu nurokuHuMa (HIIP.
unrepdeponom vy (eur. interferon gamma, IFNy)) ctumynucannm makpogaruma (Liu et al., 1999).
buonomka ¢pyHkiuja xeMornoOrvHa BaH epUTPOUIHUX TKUBA JOII YBEK HHj€ pa3jalllibeHa, alli ce
CHEKYJIHIIE J1a XEMOTJIOOMH MOKE MMAaTH YJIOTY 3allTHTE OJl HUTPO3ATUBHOT CTPECa Y OBHUM
henujama nnu genoBatu kao censop 3a Oz u NO (Liu et al., 1999).

XeMOrjao0uH MOXe y4ecTBOBaTH y oAOpaHM JoMmahuHa M NapakpuHUM OTHYIITaHEM
aHTUMHKpOOHKX nentiaa (enr. antimicrobial peptide, AMP) u ROS (Coates, 1975). Hajpauuju
JI0Ka3! J1a je XeMOTJI00MH yKJby4YeH y oA0paHy OpraHu3Ma U UMYHCKH OJrOBOp MOTU4y u3 1958.
roguae (Hobson, 1958). XemornoOuH npunpeMsbeH U3 XOMOreHaTa XyMaHOI TKUBa HHXUOHPAo
je pacT HEKOJIMKO CHTEPHUYHHX OaKTephja ca MaKCHMyMOM akTHBHOCTH Ha 37°C, y KHCeloj
cpeaunu (pH<S5,5) u npu HuckuM KoHUeHTpaiujama coiu (<0,2 M). ['oBehu, KOWBCKH, MUILJU U
3€4jl XEMOIJIOOMHHU JeJIOBAIM Cy Ha CIMYaH HauuH. TeTpamepu XeMmoIJIoOMHAa Cy BEpOBATHO
NpPEBUIIE BEIMKH Jia MpoApYy Kpo3 MeMOpaHy OakTepuja AUPEKTHO, alld ce MPETIOCTaBJba Ja
YKYITHO HAeJIEeKTPHCAE XEMOTTIOOMHA MOXKE CTUMYJIHCATH HecHelu(uyHe eIeKTPOCTaTHUYKe
UHTEpakKIfje ca KUCEeIMM TIpylnamMa MUKpPOOHHMX IoJHMcaxapyjaa IITO BOAM HMMOOWIM3ALUjU
MUKpOoOHUX henuja u 3aycTaBibamy perumnkanuje. Mak u capagaumm (2000) u Parish u capagaumm
(2001) moxa3zanu cy Jia je UHTaKTaH XeMOTJIOOMH UMAo yMEpeHYy OAKTepHUIIMIHY aKTUBHOCT IIpeMa
Escherichia coli, nox cy yknamame xeMa U JeIMMHUYHA JIeHATypalrja IPOTEHHA PE3YJITOBAIH Y
HIMPEeM CHEKTPY OaKTEepUIIUAHE aKTUBHOCTHMA U BPEIHOCTHMA CPEeibe JeTalHe 03€ (eHr. mean
lethal dose, LD50) koje cy ce Moriie yrmopeauTu ca OHUM KOHBeHIHOHATHNX AMP. Tpetupame
aroxeMorJ00MHa IIUjaHOreH OpOMMIOM JOBOJU O pasrpajme INIOOMHCKUX JaHana Ha AMP
nyxuae 50 aMHHOKHCEIWHA KOju Cy O3HadyeHW kao ,xemouuauuHu' (Mak et al., 2000). ITlpe
OTKpHUBama XEeMOIUINHA, XyMaHH XeMOIJIo0uH OMo je mo3Hat u3Bop npeko 150 perymaropHux
nentuaa. [[ppu AMP nopekiiom o xemoriaoOnHa H3010BaH j€ U3 IPEBHOT CHUCTEMa KpIiejba KpaBa
(Rhipicephalus (Boophilus) microplus) (Fogaca et al., 1999). OBaj AMP 6wo0 je mopekiom oj o-
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robuHa roBeher xemorinoOMHa H JIEN0Ba0 je MHJbaHO Ha ['paM TO3WTHBHE OakTepwje,
(duIaMeHTO3HE TJPUBE U KBACIIE.

Jlo nanac, XymMmaHH XeMOIIMAMHU U30JI0BAaHH CYy U3 TUTALIEHTE, EPUTPOIIMTA K MEHCTPYyaTHe
kpBu (Mak, 2008; Coates & Decker, 2016). XeMouuIiH1 MIPUCYTHH y BaTHHH IIOMaKy OJ0paHu
UMYHCKOT CHCTEMa TOKOM (DH3UOIIONIKKX , lld IpaMaTHYHUX Joralaja Kao MITO Cy MEHCTpyaIja
u mopohaj. Jom yBek je HEMmo3HATO KaKO XEMOIIUIWHU HACTa)y U KaKo Ce JCTIOHY]Yy Yy BaruHHU.
[IpernocraBba ce Ja Kucella CpeiMHA BarMHE MOXKE Ja TMOMOTHE JCHATypalujy OJuromepa
XeMOTJIOOMHa JOBOJBHO Ja omoryhu Qopmupame mnenTuaa oA YTHIAjeM HEyTPOPUITHUX
€HJI0/er30MenTraa3a U MaTpUKCHUX MeTtanonporeasa (Mak et al., 2006; Mak, 2008). Liepke u
capaauauiy (2003) mokasanu cy npucycTBo a8a AMP u3 IraneHTaaIHOr TKHBA, jelaH MOPEKIOM
ol Y-, a Apyrd nopexyiom ox P-rnobuna. Ilentun nopexiiom ox B-riaobuHa OHO je mpUCyTaH y
BeJIMKUM KonduHama (~360 mg/kg TkuBa), MOTHUIIAO0 je O/ TeTpamMepa U3 IUTOCOJIa CPUTPOIIUTA,
¥ MOTrao je Ja ce Be3yje 3a eHJ0TOKCHHE. VIHWIMjaHu CKPpUHUHT MEHCTpyaiHe KpBu 3a AMP
MOPEKJIOM O] XeMorjio0nHa, oMoryhuo je uaeHTudukanujy 44 xeMoluanHa, oj Kojux je Behnna
ouna nmopeksiom o1 N-tepmunyca o-rinoouna (Mak et al., 2004).

Ortkpuhe OHOJIONIKY aKTHBHUX MENTH A IIOPEKIIOM 0] XeMOTIIO0MHA, J0BEJIO je JI0 Tora Jia
CE CHHTETUYKHU aHAJIO3H MENTHIa TOPEKIIOM OJ1 XyMaHOT U roBeler XxeMoriioOMHa JaHaC PYTUHCKH
TECTUPAjy 3a EBEHTYyalIHy ynotpeOy y Tepanujcke cpxe (Froidevaux et al., 2001; Liepke et al.,
2003; Daoud et al., 2005). 3axBasbyjyhu xeMorIo0MHY, OTKPHIIO C€ Jia je MojaBa Jia Ce O jeTHOT
Beher ,,MajuMHCKOr" MpPOTEMHA OTIYLITAjy MENTHUIM, OIIITE MPUCYTHA Y JKHBOM CBETY H Ja
OJUTMKYje W Apyre mporeuHe (JakrtodepuH, ym3o3uM, karericud G). Ha Taj HauwH je TepMuH
,KpUIITOM yIlIa0 y MHpY ymoTpedy, a O3HauaBa CyOCeT MPOTEMHA/NENTHIa HACTAINX HIH
OTHYIITEHUX OJ UCTOT MOYETHOT ,,MajuyrMHCKOr* mpotenHa (Autelitano et al., 2006; Pimenta &
Lebrun, 2007; Ner et al., 2015).

1.1.44. Yaora Banheaujckor xemMor;j100MHa y pa3jidYUTHM MNATOJOLIKHM CTambUMa H
0oJsiecTumMa

XeMounn3a y3poKOBaHa HH(EKIM]OM, MOBPEAOM, TPAyMOM WIHM TpaHC(]y3UjoM KpBU
JIOBO/IM 10 ociobal)ama MpOOKCHAATUBHOT BaHNEIH]CKOT XeMOrIoOoMHa y tiasMy. [lpu Temkum
XEMOJUTHUKUM CTalkbUMa, HUBO CI000AHOT XeMOTJI00MHA y KPBU MOXe T0CTHhH KOHIIEHTpaluje
KOje Cy ®HBOTHO yrpoxasajyhe. [laTonomka crama u 000JbeHa ca 3HauajHOM HHTPABACKYJIAPHOM
XEMOJIM30M YKJbY4yjy HapoKcu3MaliHy HOhHY XxemorioOuHypHjy (eHr. paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria, PNH), anemujy cpnactux eputpouura (eHr. Sickle-cell disease, SCD),
Tajmacemuje, ypohene ceponnurose u CToMaTOIMTO3€, MUKPOAHTHOMIATCKY XEMOJIUTUYKY aHEMH]Y
Kao M aHeMHje M3a3BaHe MH(peKlIMjamMa WM MHIYKOBAaHE XEMHjCKH, Ie(UIM]eHLH]y MUpyBaT
KHHa3e, TpaHCyY3U]CKy peakiujy u3a3BaHy HenoaynapamemM ABO kpBux rpymna, Manapujy u
npyre nopemehaje u 6onectu (Lee et al., 2015; Rifkind et al., 2015; Rother et al., 2015). Hako cBe
HaBeJleHe 00JIECTH MMajy CONICTBEHE jeITMHCTBEHE CUMIITOME, 3ajeTHUYKH 33 CBE CY OHH [TOBE3aHU
ca xeMmoriaoouHemujoMm. JlofaTHO, MCTpaXkUBamkba U Pe3yaTaTH KIMHUYKHX CTy/AHja TMpPUMEHE
BEIIITAYKUX MPEHOCHOIIAa KUCEOHNKA Ha 0a3u XeMoryioouHa koju he Outu omucanu y cienehem
NOTJIaBJby, AU Cy YBHMJl Yy HOCJIEIUIIE M CHUMIITOME KOjU TpaTe MOBHUIIEHY KOHLIEHTPALU]jy
cioboauor xemorioouna y kpsu (Alayash, 1999; Bialas et al., 2019; Sen Gupta, 2019).

HaxoH npeBaszmiaxema KanaluTeTa XOMEOCTaTCKUX MEXaHn3ama, cJI000/1aH XeMOTIIO0OUH
y KpBH HouMmbe J1a ce Besyje 3a NO, u octBapyje cBe edekre onucane y nornasiby 1.1.4.1. Kox
nanujeHara ca PNH, mpu TemKkuM XEMOJUTHYKUM €MH30j/1aMa, KOHIIEHTpalyja CI000THOT
xemorioouHa y kpu kpehe ce y untepsany ox 0,5-2 mg/mL (Subramanian et al., 2014), mana
uMa mojataka ga moke goctuhu m 10 mg/mL (Bahl et al., 2014). Kox marnujenara ca SCD
KOHIIEHTpaluja c1o00 HoT XemMorioouHa y kpBH je oko 0,04 g/dL TokoM Ba300KITy3UBHUX KpH3a
(Reiter et al., 2002) 1 oBH MaIUjeHTH MOKa3yjy CHI)KEH Ba30AMIATATOPHHU OATOBOP HA UH)Y3HU)Y
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HaTpHjyM HUTporpycuaa kao qupektHor nasaoua NO (Eberhardt et al., 2003). ITopen Tora mro
xemorsioouH Be3yje NO, xemomu3a JOBOIM 10 OTIyIITalkha apruHase u3 epurponuta. OBaj eH3UM
Karanu3yje KoHBep3ujy L-apruHuHa, modeTHOr cymncTtpara 3a cuHTesy NO, y OpHHTHH WITO
JIOJIATHO JOTPUHOCH CMamkElhy HUBOA OBOT CUTHAIHOT MoJiekyia koa SCD manujenara (Gladwin
et al., 2003). Cumnromu cucreMckor ykiamama NO of crpane xemoriioOuHa 00yxBaTajy criazam
jenmwaka u qucdarujy, abgoMuHaIHU 001, ePEKTUITHY TUC(YHIIKH]Y, XEMOTJIOOMHYPH]Y, PEHATHY
mucyHKIMjy u Tpom0o3y. JlomaTHo, cuctemMcko ociobalhame xemMoraoOMHa IMOBE3aHO je ca
MYJIMOHAIHOM M CHCTEMCKOM XHIIEPTCH3HMjOM, CMameHOM mepdy3ujom opraHa u moBehaHum
moptanuterom (Przybelski et al., 1996; Moyo et al., 2004; Schafer et al., 2004). Cnobonau
XEMOTJIOONH U TPOJYKTH pasrpaliibeé XeMa MOTY IMPEKTHO Jla aKTHBUPAjy eHJoTenHe henuje u
najbe cTuMyIniny uHpaamanujy u koarynamnujy (Setty et al., 2008; Bahl et al., 2014).

Kon Oonectn koje ommmkyje xeMorioOwmHemuja, moBehaHa je WHIHMIEHIIA TpoMOo3e
(Liebman & Feinstein, 2003). Xemonu3a CTUMYIIUIIIE KOAryJIalnjy IPEeKO HEKOJIMKO MEeXaHu3ama,
yKJbYuyjyhu u3narame pocharuani ceprHa Ha MOBPIIMHN EPUTPOIINTA, CAKYIIhAE U ACTUICIIH]Y
NO ox cTpane ciiobogHOT XeMOTI00MHa, TUCHYHKIN]Y €HI0TeNNa U ToBHIIeHka excrnpecuje TF.
HuTpaBackynapHa Koaryaiuja pe3yiryje y Jeno3uiuju (udpruHa Koju Aajbe y3pOKYyje XEMOTU3yY
cTBapajyhu mexanuuka omrehema Ha eputporrtuma. Roth (1994) je mokasao ja 10k XeMOTI00MH
crumynuiie LPS wnnykoBany npoaykuujy TF y ennorennum henujama, oH caM He MHIYKYje
excnpecujy TF y oBum henmjama. Mehyrum, xem nma MmoryhHoCT 1a MHAYKYje npousBoamy TF
(Setty et al., 2008). Bahl u capaguunu (2014) nokasanu cy ga XeMOIJIOOMH MOXKE Jla HHAYKYje
excnpecujy TF y makpocdaruma, nako jour yBek HHje IIO3HATO J1a JIM CE OBa YJIOTa OCTBAPYje MPEKO
XeMa WU aronpoTeHHa.

Kako je moxka3aHo nga ce TJIOOMHCKM JIAHIM EKCIPUMHUPA]y Y KOPTHKAIHUM U
XHMITOKaMITATHKM acTPOLIMTHMa y COrpus striatum, corpus callosum, substantia nigra u medulla
oblongata (Biagioli et al., 2009), a 3atum u aqpyrum peruonuma mosra (Richter et al., 2009; Brown
et al., 2016) 3amouena Ccy MCIIUTHBAbA YJIOre XEMOIJI00MHA y aTo(GU3noI0THju AJIIIXajMEPOBE
oonectu. [IpobreM TEpPMHHOJIOTHjE MPHUCYTaH j€é W OBHM HUCTPaXUBAKBHUMA, A CE TEPMHUHOM
,,XEMOTJIOOMH 4ecTO 03HavaBajy riioOMHCKA MoHOMepu oBor mpoteuHa (Richter et al., 2009).
XeMorjgo0uH je NeTeKTOBaH Ha YHYTpallkhO] MEMOpaHW MUTOXOHJpHja HEypoHa, o- U [-
ITIOOMHCKY JIAHIM Y Tely HEYpOHa, a B-rinobunu u 'y aenaputuma (Richter et al., 2009). ITojeaune
CTy/IHj€ TOKa3aje Cy Ja je KOoj TMamujeHata ca AJxajMepoBoM Oojernthy KOHIEHTpaluja
rOOMHCKUX JlaHala Huka y HepBHuM hemujama (Ferrer et al., 2011; Schonberger et al., 2001),
MelyyTUM uma u pe3yiTaTa KOju yKa3yjy Ha IIOBHILEHE EKCIIPECHje XeMOITIOONHA Y XOMOT€HaTuMa
mosra (Blalock et al., 2003). IIpetnoctaBba ce 1a oBa TUCKpeMaHiia y mojanuma pediekryje
pa3nIuuuTy yJaory BaHhenujckor W yHyTapheaujcKor XeMorjoOWHa y HEpBHOM cHCTeMy. Jlok
yHyTaphesujcKu XeMOTJIOOUH IITUTH HEYPOHE O] XUITOKCH]je, BaHNEIIH]CKH XeMOTJIOOHH U HeTOBH
JIerpaialliOHu TIPOU3BOIM MOTY Jia OIITETe KPBHO-MOXK/IaHy OapHjepy U OJaKIajy AajbH ylia3ak
XeMOTIJI00MHa U3 KpPBH Yy MO3aK. XpOHMYHA XE€MOJIHM3a KOja JI0BOJIU J0 caTypalyje cucrema 3a
MPUKYIJbalbe BaHNEIMJCKOT XEMOIJIOOMHA TakKo pe3yaTyje y aKyMylamuju ciao0ogHor
XEeMOTJI00MHa OKO IepeOpaHuX MUKpo KpBHEX cynoBa (Altinoz et al., 2019). TlokasaHo je u na
EpPUTPOIIUTH TallMjeHarta ca AnxajMepoBoM Oosenrthy nojadano Be3yjy IgG, kao u na amunons 3
KOJ1 OBHX MallMjeHaTa MOCTOjU U y epUTpOLMTUMA, T1Ie (popMUpa KOMIUIEKC ca XEMOM U Jienyje
Kao MpooKcuaaThBHA epokcuasa (Zhao et al., 2013). dopmupame koMIuiekca u3mel)y aMmuionia
B u xema Moxxe OMTH 000OCTpaHO KOPHCHO jep CMamyje TOKCHYHOCT CIIOOOIHOr XeMma, ajlu U
mretHe edekre ammwiouaa PB. Mnak, y y3nampenoBanum (azama OosiecTd, Be3UBamE Xema 3a
amMIJIoOn] B MOKe OJIaKIIaTh akymyjiauujy ¢pubpuna amunouaa . Kako je mokazana 3HayajHa
noBe3aHoCT u3Mel)y anemuje u naja KOrHUTUBHUX (QyHKIMja ko Auxajmepose 6osectu (Beard
et al., 1997; Pandav et al., 2004), moxe ce criekyJucaTH Jia je jeliaH o]l MeXaHu3ama YKJbYUeHUX
y pa3Boj OBOT 000Jb€Ha CHUKEHA KOHIIEHTPAIIH]a XeMOTJIOOMHA, HE CaMO Y €pUTPOIMTHUMA, Beh 1
y HeypoHuMa. To 3a mocienuily uMa CMameHO JOMpEeMame KHMCEOHHMKa J0 MO3ra U CMAamEeHO
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CKJIaJMIITEHha KUceoHnka y Heyponuma (Altinoz et al., 2019). Unak, nonaTHa UCTpakuBama Cy
HEONXO/IHA KaKo OW ce Jajbe pacBEeTIIMIIA yJIOTa XEMOTJIOOMHA Y €THOJIOTHjU OBE OOJIECTH.

Banhenujcku xeMoriioOMH I0BOAM ce y Be3y M ca MyJITHILIOM ckiepo3om (enr. multiple
sclerosis, MS). Haume, kako MS mpenacraBiba uH(IaMaTOpHH mopeMehaj aeMujeTnHU3aIn]je
HEpaBa, OJHOCHO OOJieCT y 4Hjo] je OCHOBM HHGIaMaiuja, MPETIOCTaBha Ce Ja CI000THU
XeMOTJIOOMH KOju JoBOoAM 10 HactaHka ROS Moke OutH yKkibydeH m y omreheme Hepasa.
[Tokazano je nma ce kojn manujenara ca MS reoxhe akymynupa y AuiaTUpaHuM BeHama Koje ce
Haja3e MPOKCUMATHO y OJIHOCY Ha JeMUjeIMHU30BaHe TJ1ake y cuBoj U 0enoj macu (Haacke et al.,
2010). IToctoju BumIe cuieHapuja Koju MOTY 00jaCHUTH a0HOPMAJTHO JIEIOHOBAME TBOKNa y MO3Ty
nanujenara ca MS, u To cy: abHopMasiHOCTH y (DYHKIIMOHHCAamY KPBHO-MOJXKJIaHe Oapujepe
(Schwartz et al., 2013; Muldoon et al., 2013), Heedukcano ykiamame rBoxkha (Stankiewicz et al.,
2014) u xpoHnyHa cyOKIMHUYKA 1iepeOpaiHa MukpokpBapema (Eisele et al., 2016; Zivadinov et
al., 2016). Bamm u capaauuiu (2017) npeuioxuim cy MexaHu3aM 1o KoM ciio0o01aH Banhenujcku
XeMOTJIOOMH MOKe Ja u3BpiM WHBa3Wjy napenxuma [[HC kao pesynraT mHTpaBacKyJapHe
XEeMOJIM3€ WM eKCTpaBas3aluje epuTpouuta rnpaheHe mHHUXOBOM JIM30M. XEMOTJIO0MH O Jajbe
MOTao Jia JIOBeJIe JI0 JIOKATHOT OKCHIATHBHOT CTpeca, HH(Iamanuje 1 omrehema TKUBa MOMITO je
BHCOKO peakTWBaH MoJieKyln. Kako Ou moTBpawimM OBy CBOjy xumorely, Bamm wu capamgaunu
(2015, 2017) moka3zamu cy Ja XEMOIJIOOMH MOXe€ JOBECTH J0 OKCHIATHUBHOI oinTehema
MUjCIMHCKUX MPOTCHHA W JIMIKAA IN VItro. Y mpuior oBUM pe3yiaTaThMa HIy W IMOJAId Ja
KOHIICHTpaIlMja XEMOIJIOOMHA y CepyMy Kopeilupa ca aTpoujoM Mo3ra W CEeKyHAapIHUM
nporpecom MS (Lewin et al., 2017), xao u na cy epuTpouuTH mnamujeHara ca MS ocMoTCku
(bparuiHuju y 0IHOCY Ha epuTpoliuTe 3apaBux ocoda (Caspary et al., 1967).

[Tocroje momanu u o yno3u BaHhenmjckor xemorioouna (y MeT u depust Gopmu), anu u
XeMa y €THOJIOTUjU U MaTO(pU3MOJIIOTHjU LiepedpanHe MHTPaBEHTPUKYIApHE XeMmoparuje (eHr.
cerebral intraventricular hemorrhage, IVH) koja je wmynTudakropujaiHa, KOMILICKCHA,
XeTeporeHa M HeI0BOJLHO pacBeT/beHa 00JIeCT, 3a KOjy | Jdajbe He noctoju Tepanuja (Erdei et al.,
2020; Smeds et al., 2017). Ilocpennu moka3u roBope O YJI03uW BaHNENIHjCKOT XEMOTJIOOMHA Y
natousuonoruju ose Oosiectu. [lokazaHo je na uHTpanepeOpPOBEHTPUKYJIapHA WHjEKIUja
XanTorjaoouHa in VIVO cMamyje nHdIaMaTOPHHA OATOBOP, aKTHUBAIH]jy, omTeheme u cMpT henuja
Hakon [VH (Gram et al., 2014). JlepepokcamuH, xeraatop reoxkla, cMamuBao je amonTo3y hemuja
xunokammyca HakoH [VH (Garton et al., 2016, 2017), a neruteriija XeMOIIEKCHHA j& MOropIiiaBaia
cuMnToMe omrehema MO3ra HaKOH HHTPAKPAHHjaTHOT KpBapema u jaenosuimje reoxha (Ma et
al., 2016). IlpenocraBba ce nma kox geue ca IVH nomasu m0 JemoHOBama KPBU HAKOH
eKCTpaBa3allje y HHTPABEHTPUKYJApHU NPOCTOp, INTO je MpaheHo IM30M epUTponuTa MU
ociobahameM c1000THOT XeMOTJI00MHA y 1epeOpOCTMHAIHY TEYHOCT Yy KO0jO] C€ XeMOTJI00WH

OKCHJIYje 10 MeTXeMorno0rHa u ociaobaha xem koju nmokpehe kackaay okcuIaTUBHUX omTehema
(Olsson et al., 2012; Ley et al., 2016).

VYnora Banhenujckor XeMOrjaoOMHAa MHCIUTaHA j€é U Yy €THOJOTUJU U TPOrPecHju
atepockiepose. [lo3naro je na je arepockieposa MynTudakTopujaaHa uHdpIaMaTopHa 00ecT y
K0jO] cy MH(IaMaTOPHU U MMYHCKH OJrOBOp KJbY4HHU naTo¢uznonomku (akropu. KpBapema
YHYTap aTepOoCKIEPO3HOT IJIaKa Cy y4yecTanu jporahaju Koju JOBOJE 10 OTHYHITama CI000JHOT
XEMOIJIOOMHAa ¥ aKTUBHpama XaNnTOMIOOMHCKOT CHCTEMa 3a HeroBO yKiamame. Buttari u
capagauiin  (2007) mokaszanm Cy ga y TNPHUCYCTBY CMelle Koja ce cactojama on 18%
okcuxemornoOuHa, 3% Merxemorinobuna u 79% xemuxpoma j1oy1a3u 1o ekcranzuje T aumporura
crienuuaHuX 3a xeMornoowH, koju cekpetryjy IFN-y, kox mamujeHara ca y3HampeaoBajioM
KapoOTHJIHOM arepockiepo3oM. Mcra cmema npomoBHcana je ca3peBame LPS ctumynmcanmx
JNeHApPUTCKUX henuja mrTo je mnoTBpheHo aerekuujoM Marypauujckor mapkepa CD83 wu
koctumynatopaux moinekyina CD80, CD40, anTurena xymaHnux Jieykouuta — u3otumna DR (eHr.
human leukocyte antigen — DR isotype, HLA-DR) u CD86 na nenapurckum henujama (Buttari et
al., 2007). UcTu ayropu mokasaiu cy Jja XeMOTJIOOMH JielTyje Ka0 XeMOaTPaKTaHT 32 MOHOIIUTE H
neHaputcke hemuje, ycMmepaBajyhn mx ka BackymapHoMm 3uay (Buttari et al., 2011). V uuisy
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JIOJJATHOT MCIHUTHBaKka MEXaHU3Ma KOjUM BaHNeNnjCKu XeMOriIoOMH 00aBjba OBY CBOjY YJIOTY,
Posta u capamguuim (2020) mokasanmu cy ga y aTepOCKIEPO3HHM Je3ujaMa (Kao u Yy
1epeOpOCIMHAIHO] TeuHOCTH nanujeHata ca [VH) monasu 1o HaroMumnaBama MenTua opeKioM
0J1 XeMOTJIOOMHA 1 pepui1 XeMOTI001Ha.

[Tokazano je na BaHhenMjCKM XEMOTJIOOMH MOXKE€ HMMAaTH YJIOTY M Y IaTOTeHE3H
npeexiaamicuje (Bellos et al., 2020; Anderson et al., 2018). Centlow u capagaunu (2008) cy
KopuithemeM TEeXHHKa MHKPOTECTOBA M NPOTEOMHKE IIOKa3ald Ja TOCTOjU CTUMYJaluja
ekcripecuje reHa 3a ¢deramnu xemoriobun (HbF) m akymynamuja anhenujckor deramHor
XeMOTJIO0MHA Y BAaCKYJIapHOM JIyMEHY IUTallEHTH KOJI J)KeHa ca rpeekiaamicujom. JJogarHo, Olsson
u capaauuiy (2010) mokasanu cy J1a )KeHe ca MPECKIaMIICH]jOM UMajy MOBHIIICHE HUBOE HE CaMO
HbF y mna3zmu Beh u Banhenujckor xemorinoouna A. [Ipernocrassba ce 1a y OBOM CTamy J0Ja31
0 WHAYKOBama JIOKAJTHE IUIAIICHTAIHE XHWIIOKCHje, INTO Jajke WHIYKYje eKCIpPecHjy
wianentanaux HOF rena w nporewna. Banhenujckm HBF noBomu mo dopmupama ROS wu
MOCJICIUYHO JI0 OKCHIATHBHOT omTehema U Imypema Kpo3 ¢eromarepHanny Oapujepy. OBo
IypeHe pe3yiTyje y MOBHIlEeHO] KoHueHTpanuju HDF y mnasmu majke W 1aboj MHIYKIHjA
ctBapama ROS, a 3aTUM M €HJOTeNHO] AMCHYHKIM]HU, XUIIEPTEH3U]JU U MPOTEHUHYPHUJU KOJU CY
rnaBau cumnromu npeeknamicuje (Bellos et al., 2020; Anderson et al., 2018). Uctu ayropu
JICTEKTOBAJIM Cy MOBHIIEHe HUBOE A1M MHKpPOrIoOy/jvHA y TUIa3MHU JKEHA Ca OBUM CTambeM
(Olsson et al., 2008; Olsson et al., 2012). Sverrisson u capaguuiy (2014) mokasanu cy na je
Banhenujcku HbF kon »eHa ca mpeekiamricujom Takohe ykibydeH u y nosehame riomepyiapHe
IPOMYCTJEMBOCTH MPEKO MHIYKIIMj€ OKCHIATHBHOTI CTpeca.

1.1.5. Xemor/i00MH y OMOTeXHOJIOIIKHM MCTPAKUBABLUMA

XeMorjao0uH je y OMOTEXHOJIOTHjU HajBUIIE MPOYy4YaBaH ca acleKkTa MpUMEHE Kao
3aMEHHKa 33 KPB, OJIHOCHO ITPEHOCHOIIa KHCEOHUKa Ha 0a3u xemoroouna (enr. hemoglobin-based
oxygen carriers, HBOC) (Alayash, 1999; Sakai et al., 2009; Bialas et al., 2019). doxarho,
pa3BHjCHH Cy IIperapaT Ha 6a3u XeMOIJIOOMHA, KOjU CY MATEHTUPAHH, a Ca [IJHEM ITPE3ePBAIIH]je
oprana 3a tpancruiantanujy (Mallet et al., 2014; Zal & Rousselot, 2014) u npumene kao
OKCHTeHanujcKor aauTuBa 3a hemujcke kyntype (Le Pape et al., 2015; Le Pape et al., 2017a).
XeMoriIoOWH H30JI0BaH W3 EPUTPOIMTA KPBU J0OMjeHEe y KIIaHHWIaMa Hallao je MPUMEHY Yy
IIPOM3BO/IEbM TIPOJIyKaTa HAMEHEHUX HMCXpaHW Jpyau u xuBothma (Gonzalez-Rosendo et al.,
2010; Soto Méndez & Caballero Pérez, 2011; Hoppe et al., 2013).

Kaxo je xemornobus jeman o HajOOJbE OKapaKTEPUCAHUX MTPOTEUHA, OH CE€ Y€CTO KOPUCTHU
U Kao MOJEN CHCTEM 3a pa3jInyuTe aHaju3e. MCIUTHBakbe TOKCHYHOCTH CHHTETHYKHX 00ja,
TeKCTWIHUX, ko3metnukux (Kamaljeet et al., 2017) u dapmaneyrckux npoussoaa (Yan et al.,
2013; Liu & Liu, 2015; Xu et al., 2019). XemoriobuH ce cBe verthe KOPUCTH U Ka0 MOJIEI TPOTEUH
3a HCNHTHBame Onoiomkux edekara Hanodectuna (Soto Méndez & Caballero Pérez, 2011,
Aliakbari et al., 2019).

1.1.5.1. Ilpenocuonu KuceoHMKA HA 03U XeMOI100UHA

Monepau mokymiaju Aa ce Mpou3Bele BelTauka KpB JaTupajy u3 nepuona [Ipsor u
Jpyror cBeTcKor para, Kaja je norpeda 3a BOM JIoCIIeNa y KUXKY UHTepecoBama. 3axBasbyjyhu
00aBe3HO] aHalIM3U Ha MPUCYCTBO MHGPEKTHBHUX OOJECTH KOje Ce MOry IMpPEHETH KpBJbY U
no00JBIIAHOM MIPHUKYILJbaky, KPB KOja ce 1aHac KOPUCTH 3a TpaHCcy3Hjy je najexo 6e30enHuja,
QI ¥ J1aJbe MOpa 3aJI0BOJBUTH YCIIOB TIOAYAAPHOCTH KPBHHUX Tpyla JaBajana W mpuManana, a
HEepUoJT y KOM je MOrojHa 3a TpaHC(y3H1]y je MaKCUMAITHO IIECT HeJlesba O] IPUKYIUbamka. CX0THO
TOME, 3aMEHHK 3a KpB Tpebao Ou /a Oyne YHUBEP3aITHO JIOCTYIaH, 0e3 orpaHuYemha KOje KpBHE
rpyne Hamehy u ca moryhHomrhy uyBama nyxu Bpemercku nepuoz (Gould et al., 1998; Alayash,
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1999; Chen et al., 2009). [lok kpB uma OpojHE yyore, BeIITaukKh 3aMEHHUK 3a KPB je Mpe cBera
IU3ajHUPAH ca HJAEjOM Jla OMOTyhM TpEeHOC KHCEOHHWKa W YIJbeH-AuoKcuaa. Jlo cama HuUCy
pa3BUjeHU 3aMEHUIM KOju OM MMaly M Jpyre BUTATHE (QYHKIMjE KPBU MOIMYT OHE Y UMYHCKOM
OJIroBOpY Wi Koarynanuju. CXoHO TOME, pelliekha Koja ce JJaHaC pa3Bujajy ce TEPMUHOJIOIIKU
UCTIpaBHHUje O3HAYABA]y Kao MPCHOCHOIM KUCEOHHKA M 3a Cajia Cy Pa3BHjCHE JIBE IPYIE OBHX
NPOM3BOJIA: jeJTHAa 3aCHOBaHa Ha Nep(ayopo jenmbemMa U Apyra 3aCHOBaHa Ha XEMOTJIOOUHY.
[epdyopokapbonaru (enr. perfluorocarbons, PFC) cy unepTaHu Marepujaiu Koju pactBapajy 50
nyTa BUIIE KHCEOHHWKAa HEro KpBHA Iula3Ma. JeTUHH Cy M JIaKh 3a TPOM3BOJY, a KakKo
NpEe/CTaB/bajy CHHTETHYKH MaTepujayl HE HOce ca cOOOM PHM3HMK Off MPEHOCa HMHPEKTHBHHUX
areHaca. Mehyrum, na Ou ce MOTJIM MPUMEHUTH Kao 3aMEHHMIIM 32 KPB, MOPajy ce€ IMOMEeNIaTh ca
JPYTUM jeUbCHUMA — JIMIIUIMMA, TaKo Ja ce mpuMemnyjy y dopmu emymsuja (Winslow, 1999;
Bialas et al., 2019).

[Tpeu HBOC mnpencraBibao je XxeMOTJI00MH M30JI0BaH U3 JTU3UPAHUX SPUTPOIUTA KOJH j€
NManyjeHTuMa JaBaH MHTpaBeHCKH. Mehytum, mpumeheno je nga ce yOp30 HAaKOH IpUMEHE
pacTBopa XeMorioOruHa Ha OBaj Ha4YMH, jaBJbajy omTehema OyOpera, BUCOK KPBHH MPHUTUCAK U
KaparoBackyiapue komrutnkaije (Alayash, 1999), 36or edekara Banhenujckor xeMoriaoouHa
KOju cy maHac no6po mo3Hatu u ommcanu y 1.1.4.2. mormaBipy. Hakom oBux otkpuha,
UCTpaXKMBamka Cy YCMEpeHa Ha TIOKYyIIaje Ja C€ MYTareHe3oM J00Hje pEeKOMOWHAHTHU
XEeMOTJIOOHH, Cca KeJbeHNUM KapaKTePHCTUKaMa U CMabeHUM HEXEJbEHHM JIejcTBUMA. MehyTum,
Kako Huje Omino moryhe yBectu OpojHe myTanuje 0e3 na ce Hapymu (QyHKIM]ja OBOT KOMIUJIEKCHOT
MOJIEKyJla Kao MPEHOCHOIla KHCEOHHKA, O OBE Hjeje ce yOp30 OAYyCTalo W TMPHUCTYIHIIO
xemujckuM Moaudukarjama mosekyina (Chen et al., 2009; Bialas et al., 2019).

[TpBu xemujcku momudukoann HBOC Ounmm O6m 6a3upaHu Ha XEMOTJIOOWHY KOjU je€
yMpexeH (eHr. Cross-linked) cyKIMHUIIMCATUIIMIHOM KHCCITHHOM (HemeAssist®, Baxter,
Umanonc, CAJT) (Lamy et al., 2000) umu rammusOM (Optro®, Somatogen, Komopamo, CAJT)
(Winslow, 1999) (ciuka 1.11). Y ocuosu HemeAssist® nmpon3soga 6¥0 je XyMaHHn XeMOTTI0OHH
W3 TpecTapese JOHMpaHE KpBH, J0K je Optro® campsxao pexkombuHanTH Xxemornobun. O6a
IPOM3BO/IA CY YCICIIHO MPOay’KaBajia BpeMe MOTy)KHBOTa XeMOTJIOOHWHA Y IUPKYJIAIMjH Ca MAFhe
on 6 h Ha 10 12 h. Mehyrum, xon marmjenara ca Tpaymama HemeAssist® je, y mopehemy ca
(U3HOIONIKUM PacTBOPOM, TOBEO 10 MOBehaHOT MOPTAIUTETa TaKo Ja je OBa KIMHMYKA CTY/IH]ja
npekunyta. lIpermocraBiba ce na je moBehaH MopTamuTeT OMO TMOCIEAUIIAa Ba30MPECOPCKUX
edexata osor mpomssona (Chen et al., 2009; Bialas et al., 2019). Optro® je cturao 1o daze II
KJIMHUYKHUX CTyJHja U HHj€ [T0Ka3a0 3HauajHe HexKeJbeHe e(eKTe, alli KaKo je CTpax Of] Be3UBama
NO ocrao, HakoH ITO je Somatogen KymbeH o cTpaHe Baxter, mpomssoama Optro® je
obycrasera (Winslow, 1999; Bialas et al., 2019).

VY cnenehoj renepanuju pazsujeHnx HBOC kopuiheH je rimyrapanaexus 3a yMpekaBame
Monekyna xemornoouna (Hemopure®; Biopure, Macauycerc, CAJI; Polyheme®; Northfield Labs,
Wmunonc, CAJT) (Jahr et al., 2008) umu O-padurosa (Hemolink®; Hemosol, OnTapuo, Kanana)
(Gould et al., 1998; Cheng et al., 2004) (cnuka 1.11). TTonumepu GopMUpaHH HA OBaj HAYMH
caJip’Kaly cy YeTHUPH WM NTEeT MOJIeKyJsla XeMOTJIO0MHa, IITO je moBehano Kako KamauTeT peHoca
KHCEOHHMKA, TaKO M BpeMe JKMBOTa y LMpKynauuju Ha 24 h, cMamyjyhu ekcrpaBazauujy 300r
nosehama Benmuune. Hemopure® je Tako mocTao MpBH NPOHM3BOA Y GMOTEXHOOIIKO] MPUMEHH
XEMOIJIOOMHA KOjU je caJpkKao XeMOIVIOOMH M30JI0BaH M3 roBeja, IITO ra je usmelhy ocrasnor
YYUHHWIIO TIOTOJHUM 3a KopuIlhewme oJi cTpaHe ojapel)eHHX peaurujcKux rpymnanuja (Hop.
Jexosunu ceenonm) (Rogers & Crookston, 2006). Kimanuke cryanje cy nokasane na Hemopure®
cMamyje noTpely 3a TpaHc]y3ujoM KpBH Y TOKY KapAHOBAacKyJIapHHUX orepalnuja, anu nosehasa
yaectanocT apuTMuja 1 mHdapkra. Cxomao Tome, Hemopure® Huje 106mo 103B0Ty AMepHuKe
areHuuje 3a xpany u jnekose (eHr. Food and Drug Administration Agency, FDA), na ce TpeHyTHO
y CA/JI kopucTu camo 3a ciay4ajeBe y Kojuma TpaHcdys3uja KpBU HUje MOryha 300r eTHUUKHUX WIIN
peIUrno3HuX pasiora (eHr. compassionate use). Mehyrum, ogobpeH je y JyxxHoj Adpuiu nox
nmerom Hemopure® on anpnma 2001. romuae (Winslow, 1999; Bialas et al., 2019).
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Polycheme® je cimuan Hemopure® mpousBoay aam KOpPUCTH XyMaHHM yMecTo Tobeher
xemornobuna (Gould et al., 1998; Cheng et al., 2004). McnutaH je y HEKOJUKO KIMHAYKHX CTYAH]ja
Ha TAIMjeHTHMa ca TpaymMaMma M Y TOKYy KapJuoBacKyiapHux omnepamnuja. Y dasu Il kmuandke
cTyIuje ca manmjeHTMMa ca Tpaymama, Polycheme® je ymepeHo cmammno moTpeby 3a
TpaHc(hy3HjoM KpBH, alM je JOBEACH y Be3y ca moBehameM MopTajiureTa Koje HHuje Omio
CTAaTUCTUYKHU 3Ha4YajHO. Hu 0Baj mpousBoa Huje noouo smmeniy o FDA jep cy ra npatune 6pojHe
koHTpoBep3e (Winslow, 1999; Bialas et al., 2019).

Hemolink® je jom jeman mpowsBox Ha 6a3m XyMaHOT XeMOIJIOOMHA KOJH je yMpeXeH
tpucaxapunom padunozom. Y ¢dasu Il kmunmuke crynuje y 2003. roawHu, MokKa3aHo je Jaa
Hemolink® npumemen ca ayromoroM TpaHcdy3HjoM KpBH cMamyje IOTpeby 3a IOHOBHHM
Tpancdysujama, y mnopehemy ca manujeHTMMa Koju Hucy npumuau Hemolink®. Mehyrum
yrnoTpeda OBOTI' MPOW3BOJAA JOBOJIWIA je M Ja IOBHIICHA KPBHOT TNPUTHCKA W aTpHjaliHEe
¢bubpunanmje, Tako J1a je OBO jOII jeJaH mpermapaT Koju Huje n1o0uo ma03Boiy ox crpane FDA
(Winslow, 1999; Bialas et al., 2019).

HacynpoT monumepusanuju, antepHaTUBHH MpuCTyn aa ce noseha 3ampemuna HBOC
jecte MoauQUKaluja TMOBPIIMHE MOJEKyJlIa XEeMOIJIOOMHAa TIOJUETHSIEH TJIMKOJIOM (€HT.
polyethylene glycol, PEG) (ciuka 1.11). Ha oBaj HauumH HacTajo je HEKOJMKO MPOHM3BOAA:
Hemospan® (MP4; Sangart, Kanupopauja, CAJT) (Olofsson et al., 2006), PEG-Hb® (Enzon, by
Ilepsu, CAIl) i PHP® (Apex Biosciences, Ceepna Kapomuna, CAJI), MehyTHM HHjeqaH O HHX
HHje CTUTao J0 KIMHUYKUX CTyauja u3 0e30enHocuux pasnora (Bialas et al., 2019; Sen Gupta,
2019). UuTepecanTHa BapujaHTa oBe TpyIe mpousBoaa je Sanguinate® (Prolong Pharmaceuticals,
By [lep3u, CAJ]) koju npeacrasiba npousBo Ha 6a3u PEG-unoBanor roseher xemornoOrHa Ko
kora je CO mounekyn Be3an 3a xem rpyny (Abuchowski, 2017). Ha oBaj HauuH ce HEKOJHUKO
MuHYyTa HaKoH npuMeHe, CO ocnobaha ca xema u mpeTnocrasiba ce Ja IOBOAU 0 HHXHOHIIHje
aronTose, HH(IAMaIHje ¥ Ba30KOHCTpHUKIHje. Sanguinate® ce TpeHyTHO UCTIUTYje Y KIMHIIKHM
CTyJIyjama Kao Teparnuja 3a aHeMujy cpractux eputpouuta (¢pasza I u II) u Temky anemujy (daza
).

Kako Ou ce nobossmana 6e30eqnoct HBOC, xemornoOuH ce 4ecTo Komyryje ca
pa3IMYUTUM €H3MMHMa WIM OMOaKTMBHMM Mosiekyiauma (ciauka 1.11). V mmmy cmamema
BesuBawa NO, B-cybjenuHuIle XeMOIIOOMHA Cy S-HUTPO3WJIOBaHE Kako OM ce XeMOIJIOOMH
npetBopuo y reaeparop NO (Roche et al., 2013). OBa uctpaxuBama cy 3a caga caMo CrpoBe/ieHa
in vitro. Kako 60u ce edukacHuje W pealHHje OApakaBalla CPEIHHA Y KOjOj CE EPUTPOLMTH
(U3HOJIONIKY Hala3e U KOHTPOJIMCATIO OKCUIATHBHO omTeheme, CynmepoKCH I AucMyTasa (eHrII.
superoxide dismutase, SOD) u karana3sa (eur. catalase, CAT) cy KomyroBaHe 3a MoJIMMEPH30BaH
XeMOoTJI00uH. [[pyru KombyraTu KOju Cy 3a cajia HICIIUTaHU YKJbYUY]y PEAYKIIMOHE eH3uMe (Uurja je
yJora Jia orpaHuue ayrookcuaanujy), 2,3-DPG (koju cTumynuine UCTIOpYKY KHUCEOHHKa HITH
JoJaBame ajgeHo3uH Tpudocdara (enr. adenosine triphosphate, ATP), aneHo3uH U peayKOBaHU
TIIyTaTHOH (KOjH yMamyjy XumepTensusHe oarosope) (Hemotech®, HemoBioTech, Texcac, CAJT)
(Simoni et al., 2014). Kimianuke cTymmje y Bpio paHoj dhasu 3a npemapat Hemotech® cy y Toxy y
Hemoxkparckoj penyoiaunuu KoHro ca nusbem npuMeHe y Tepanuju aHeMHje CpracTuX epuTpoLnTa,
0oJiecTH KOPOHAPHUX apTepHja, TpayMaTCKe MOBPEAe MO3Tra U MOXKIIAHOT yaapa.

AnrepHatuBHa cTpaTeruja y pa3sojy HBOC je kymioBame XyMaHOT CEpyMCKOT allOyMHHA
(err. human serum albumin, HSA) 3a koju cy Be3aHe HaHOYecTHIIe 0 IutaTuHe (eHr. platinum
nanoparticle, PtNP) 3a moBpmmHy xemornoOuna, kopumthemem N-cykumHumuann 4-(N-
MaJICMMHUJIOMETH) IHKIoXeKcaH-1-kapookcmmara (enr. N-succinimidyl 4-(N-maleimidomethy)
cyclohexane-1-carboxylate, SMCC) 3a ympexaBame (ciuka 1.11) (Tomita et al., 2013). ®unanau
pou3BO/1 J0OW]jeH Ha OBaj HauuH caapku xemoriooun u HSA/PtNP y onnocy ox 1:3. HSA nenyje
Kao areHc koju nosehasa 3arpeMuHy XeMorJIo01nHa cripeyaBajyhu ekcTpaBasalnjy Wil Be3UBamke
NO, nox PtNP ciyxe kao karanutuuke (peiyKLHOHE) MOBPIIMHE KOj€ EJMMUHHUIIY IITETHE
paauKaie KHCEOHHKAa M CIIpeuaBajy OKCHIANWjy XeMoriaoOomHa 1m0 mer ¢opme. Y in Vivo
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eKCIepuMeHTHMa Ha maroBuMma u ncuma, HSA/PINP-Hb je ycmemno noBeo m0 BackynapHe
peTeHIMje O0e3 ouurienHor omTehema TKHBA, TaKO J1a Ce OYEKyje Ja OBaj mpemapar yhe y
npekiauHruKke U knuHuuke cryauje (lwasaki et al., 2018).

HBOC IMemaTcku npukas IIpnmep kKomMepuujaHO Onuc
JOCTYIHOT MPOU3BOA
. XeMOorI001H H30J10BaH
Exctpahenujcku / u npeuutheH 13
XeMOTJIOOWH

XYMaHHX €PHUTPOIMTA

YHakpCcHO TOBe3aH

% Exctpahenujcku XxeMOIo0uH 4uje cy

N eMOITIOGHH HemeAssist (Baxter) cyGjeMHMIIE YHAKPCHO MOBE3aHEe
Optro (Somatogen) CYKIMHUTAUCATUIAIHOM KHCETHHOM
WA TIHLTHOM
Hemopure (Biopure, Excrpahenujcku xeMorio0uH ca
‘YHakpcHO noBe3aH, : . 6i
kacuuje HbO2 Therapeutics) ~ YHaKPCHO IIOBE3aHUM CyOJ€IMHMLaMa,
HOJIMMEPH30BaH .
XeMODIOBHH % Polyheme (Northfield labs)  MOJMMEPH30BaH IITyTapaTACXHAOM NI
% Hemolink (Hemosol) O-paduro3om
) Hemospan (Sangart) Excrpahenujcku xeMoroOuH ca
XemoroOuH ca 3 PEG-Hb (Enzon) YHAKpCHO HOBE3aHNUM CyOjeTMHHIIaMa,
Moau(UKOBaH PHP (Apex Biosciences) ca NOBPUIMHOM MOIH(PHKOBAHOM
MOBPIIMHOM A Sanguinate (Prolong HOJIMETUIIEH [TIMKOJIOM MU
Pharmaceuticals) MOJU(OKCHETHUIICHOM)
Paznuuuty MoJiekynu yKiby4ayjyhu
Xemomooun MOJIMMEPU30BaH XEMOTJIOOMH

Hemotech (HemoBioTech) kynosat ca SOD/CAT u ATP wim
1 Apyrd HSA

u Pt HaHouecTuamMa

KOHJyrOBaH ca
CH3UMOM

Crmuka 1.11. Paznnuntn HBOC: Ha3uB, memarcku NpuKas3, UMe IMOJ KOJUM je MPOU3BOJ] PETUCTPOBAH
(koMmmaHHMja 3aayKeHa 3a BEeroB pa3Boj) U KpaTak omuc. [letaspanja objammema y Tekery. [Ipeysero u
n3MermeHo mpema Bialas et al., 2019.

bpojue cy mnpemHocTH cucTeMa 3a HCIHOPYKY KHCEOHHMKA KOJU C€ 3aCHHBAJy Ha
MHKATCYJIalUji XEeMOIJOo0MHAa Yy OJIHOCY Ha OHE KOjU KOpHCTE ,,0rOJbEHH™ MOJIEKYII.
Wukancynanuja npoaysxasa BpeMe nonyxusora HBOC y nupkynanuju, cMambyje XUepTeH3UBHU
edekaT u parouuTosy of crpane MoHoHykJIeapHux henuja. HBOC nopen xemornoOuna mory aa
caZpke W PENYKIMOHE €H3UME WM e(PEeKTOpCKe MOJIeKyJe Kako OW IITO BEPOJOCTOJHH]E
OCIHMKaBaJd (PU3UOJIOLIKY CPEIMHY XEMOIJIOOMHAa — YyHYTpalllkocT epuTpounta. Kako cy oBu
HOCAYd MamW OJI EpPUTPOLUTA, JIAKIIe Tpojlaze Kpo3 MecTa BacKylapHe OJokaze WiIn
Ba30KOHCTPHKIMje Y IHJby Hcopyke cBor caapxkaja (Winslow, 1999; Bialas et al., 2019). V
nouetky cy oBu HBOC xopuctuwnmm nutpouenynosy wim PEG-nonunaktun 3a MHKaICynamnmujy
XeMorJio0nHa ca kapboanxupazom, kataiazom u 2,3-DPG (Kumar, 1995; Bugarski et al., 2003;
Sen Gupta, 2019). Mako cy oBakBH HOCayl MMaJIH KHHETHKY JOMpPEMama KHCEOHUKA CIUYHY
epUTPOLIMTHMA, MaHE Cy C€ Orjejane y HelOCTaTKy YHU(GOPMHOCTH, ajJl M HECTAaOMIHOCTH,
by3uju u 6p3om yknamamy (Bialas et al., 2019). Cnencha renepanuja Hocawya caapykana je
docdonumune, xonecrepon win TRM-645 (Heo upsene henuje) (Sakai et al., 2009). [Tokazano je
na ce Mame Besukyie (100-200 nm npeununka) mory oomoxutu ca PEG kako 6u ce noomne PEG
JHMII030MalIHE BE3UKYJIe Koje canpxe xemornoous (enr. hemoglobin vesicle, HbV). 36or oBakBor
HauMHa oOnarawa, HbV mpoMuuy Haa3opy HMMYHCKOT CHCTEMa IITO UM CMamyje CTeleH
yKIJIamama U3 HUPKYJIalrje U MpoaykaBa Bpeme xkuBoTa Ha 60 h. Taj 1o1aTHU NOBPIIMHCKH CII0]
Takohe cmamyje oncorn3anujy u BesuBame NO. Mako cy HbV moka3zane 3agoBosbaBajyhu crenexn
uciopyke Oz y NpEeKIMHUYKUM MOJAEIMMa HCXEMHje TKHBA, XEMOParMyHOI IIOKa U
TpaHCIUIaHTallMje opraHa, (papMaKOKHMHETUYKU MPOOJEMH U MMYHCKH OJrOBOP IOCPEIOBaH
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KOMILIEMEHTOM OJUTaXKy KJIMHUYKY IPUMEHY M HAaCTaBJbajy Ja Oyay TeMa HayYHHUX HUCTPAXKUBaHbHa

(Kaneda et al., 2009; Sheng et al., 2009).

ANTepHATUBHU MOJIMMEPHHU CUCTEMH Kao IITO Cy NOJH(g-KanponaakToH )/momu(L-makratHa
kucennHa) ¥ noiau(L-mu3uH), moim(nakraTHa-KormuKonHa kucennna)/PEG kononuMepu takohe cy
kopuiitheHu 3a HHKarcynaujy xemoriaoouna (Sheng et al., 2009). JTo6ujene cepuute CTpyKType
O3Ha4YeHE Kao MOJMMEPO30MH Cy MamH 01 Be3uKyia (80—200 um) u mokazanu ¢y 60Jby OUOJIOMIKY
KOMIAaTUOUIHOCT. VM OBM HOCayM TOpe] XeMOTJIOOMHA 4YEeCTO Cajpike e€H3UME U e(eKTOpCKe
MOJIEKYJIe KaKo OM BEpOIOCTOJHH]E Opa)kaBald MUKPOCPEIUHY YHYTPAIIEOCTH €PUTPOIUTA U
MIOMOTJIM Yy OJp)KaBamky OMO(PH3MUKHUX CBOjCTaBa HATHBHOI XemorioOuHa. JlomatHa In Vivo
UCTpaXMBamka OBHMX HOcCaya HEOIMXOJHAa Cy Kako OM ce wuchnuTao yTuia] Behe mnoBpiInHe
NOJMMEpPO30Ma Ha TPAHCIOPT KHUCEOHWKa. [IpomsBeneHe Cy M HAHOUYECTHIIE Ca YMPEKEHUM
cybjennHHuIIaMa XeMorjoOuHa ca alOYMUHOM M3 cepyMa WU KOMPEUUITUTUPAHUM Ca KaJIHjyM-
kapoonarom (CaCOz) nnu manran-kapoonarom (MnCOs3) (Duan et al., 2012; Xiong et al., 2013).
Monekynu npeuunutupanun ca MnCO3z uMajy cMameH edeKkaT Ba30KOHCTPHUKIHU]E, Mamby
UMYHOTEHOCT M He uHTepdepupajy ca aKTHBALMJOM KpPBHUX IUIOYHIA, JOK YCIICHIHO
TPAHCIOPTYjy KHCEOHHK Kako iN Vitro tako u in Vivo. Jlajba TpPEKIMHUYKA HCTPAKHBAMHA
HEOITXO/HA Cy ¥ Ha OBOM TIOJBY.

Kako je omaBHO Mmo3HaTo J1a OOJMK OMKOHKABHOI JMCKA, KOJU HOPMAJIHHU €PUTPOLMTU
UMajy y OUPKYyJAlHjH, YTHYE HAa BHUXOBY CIIOCOOHOCT TPAHCIOPTAa KHUCEOHUKA, MOKPEHYTa CY
UCTPaXUBaba HEKOJIUKO cUcTeMa KOju Ou 00sbe uMutHpanu Mmopgoiorujy oBux henmja. Heku o
npuMepa cy MojJuMepHe yecTulle npednuka ~7 um oj PEG unum akpunatHux XuJporeiona ca
XEMOIJIOOMHOM, MJIM JIMIIO30MHM Ca HMHKAICYJIMPAHUM XEMOIVIOOMHOM OOJO0XKEHH MaTpUKCOM
aKTUHA KOJU UMajy CIMYHY 1e(hOpMaOUITHOCT KA0 EPUTPOLIUTH, a BpeMe )KMBOTA Y HUPKYIALUjU
usmehy 8 u 72 h (Doshi et al., 2009; Merkel et al., 2011). Jexan HOBH HPUCTYN KOPHCTH
NOJMETWICH-UMHH MOIM(DHUKOBAaH MaJIMUTHHCKOM KHCEIHMHOM 3a (OpPMHpAEmEe TOPOUIATHHX
HaHOYeCTHIA IpHOMImKHOT peunnka 200 um (Erythromer®, KaloCyte, Mucypu, CAJT) (Pan et
al., 2016). OBe nmapTuKyIe caapxe XeMOorjJoOuH, JIEyKO MEeTUJIeH 1iaBo (peaykrant), 2,3-DPG u
PH cen3utuBHE eeKTOpCKe MOJIEKYJIe KOJU OJIAKIIaBa]y OTHYIITAalke KUCEOHUKA Mpu HIKUM pH
Bpeanoctuma. Erythromer® je TpeHyTHO y (ha3u NpeKTHHUYKIX HCTPAXKUBAKA HA 3€4jeM MOJETy
XeMOparuyHor 1moka. CHCTeMH ca MHKAICYJIMpaHUM XEeMOTJIOONHOM 3a cajia cy Haj0oJba Omnuuja
KaJla TOBOPUMO O Pa3BOjy OAP>KUBOT 3aMEHMKA 3a KPB jep Cy YcCIenu jaa 00Jbe MUMHUTHPA]Y
YHYTpAIIby CPeIMHY €pUTPOLIUTA U OJBOj€ XEMOTJIIOOUH O] IPYTUX OKOJIHUX KOMIIOHEHTH KPBH.
Mehytum, HeomxogHa Cy JOJaTHAa HMCTPAKMBamka Yy [HUJbY pellaBama MpodiieMa HHUXOBOT
yKJIamama U3 HUpPKyIaluje, CTAOUIHOCTH U UMYHOTEHOCTH.

1.1.5.2. Xemor;100MHH OecKMUMemaKa y OMOTeXHOJIOTHjH

Mebhy xemornoOuHuma OeckMuMemaka HajBehy Naxmpy HCTpakuBaua Koju ce OaBe
OMOTEXHOJIOTHjOM 33JI00MIIH Cy eKcTpalenyaapHu xemorinoounu (enr. extracellular hemoglobin,
EHD) anenuma. OBu xeMOrI00MHM TIPUCYTHH Cy y TpHU Kiace aHenua: nmonuxera (Polychaeta),
onuroxeta (Oligochaeta) u axeta (Achaeta). XemornoOuHu aHenuaa cy OrpoMHA OHOTIOTUMEPU
Benuke moJiekyicke mace 3000 - 4000 kDa.

[Touerak nmpumene EHb y GuorexHomoruju Besyje ce 3a gpaniryckor npodecopa AHIpe
Tynmonna unju je poktopann ®penk 3an 1993. roguHe 3amodeo HCTpakMBama Ha MOPCKO]
nonuxetd Arenicola marina u nerassHO ommcao cTpyktypy Hekonuko EHb. Zal u capagauim
(1997) orkpunu cy na xemorio6uH oBor opranuzma (HbAm) uma cBe kapakTepucTHke
YHHUBEP3AJIHOT MPEHOCHOIla KUCEOHUKA KOJUMa CE€ y HUXOBOM pa3BOjy TEKWIO: NMPUPOJIHO je
eKCTpanenyiapal ¥ HOJIMMEPU30BaH, a MOJIEKyJIcka Maca My je 50 myra Beha o1 Mace XymaHOT
xemornobuHa. Mma ¢QyHKIMOHA CcBojcTBa Be3MBama M ocinobahama Oz ciMyHa XyMaHOM
xeMornobuny yHyrtap eputrpoumrta. CBaku HbAm monekyn moxe na Bexe 156 monexyna
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KHCEOHHUKa (XyMaHU MOJKe camo 4) ¥ MMa IPUPOIHA AHTHOKCHIAaTUBHA cBOjcTBa. JlogatHo, HhAm
uMa (GyHKIIMOHA CBOJCTBA KOja Cy y MOTIYHOCTH HE3aBUCHA O] CEKyHIApPHHUX MOJIEKYJa MOMYT
2,3-DPG. Monekyn je ¢yHknuoHaman 0e3 WKaKBHX JOJATHHX XEMHjCKHX MOJH(HKaIuja,
ctabwiaH je Ha Temmeparypama y pacnony ox 4 no >30°C u He TmoOKa3yje HHUKAaKBa
Ba30KOHCTPHUKTOpPCKA JejcTBa. Ha ocHOBY OBHMX CBOjUX MCTpakuBama, ®penk 3an u Mopran
Pyceno cy y mapry 2007. roguHe OCHOBajd OHOTEXHOJIONIKY KOMITAaHH]y IIOJ Ha3MBOM
HEMARINA kako Ou HactaBwim ca pasBojeM HbAm kao 3amenuka 3a kpB Tpehe renepanuje
(Rousselot et al., 2006; Zal & Rousselot, 2014).

Jenan on mpomssoma HEMARINA je HEMO2Iife® mamemen npeseppamuju TkuBa 1
opraHa. ['maBHu mnpoOiieM NpH TpaHCIUIATALMjU OpraHa je HpPOIY)KaBame HHXOBE €X VIVO
BUjaOMIHOCTH Yy IMJbY OMoOryhaBama HXOBOI TpaHCIOpTa. Bpeme XHBOTa TpaHCILIaHTa
OrpaHMYaBajy MITETHU MPOAYKTH, TP CBETa CIO00JHU paauKalii, KOjH HACTajy yciex MpeKuaa
nupkynamnuje (ucxemujom) u koju Ha 37°C moBojae m0 Op3e HEKpo3e W Mpomajama TKHUBA, U
npeHoce ce y npumaoiia nepdysujom TpanciianTupador oprana. Kako je HbAm ¢ynkuuonanan
y NPUPOIHO] CPeIMHM IIpM HUCKUM Temreparypama, HEMO2life® omoryhasa oxcurenarujy
opraHa kKaga ce J0Aa y HEKOJIMKO KIMHHYKUX Menujyma 3a 4dyBame oprana. EduxacHocTt
HEMO2Iife® nokasana je ma mnyhuma, 6yOpesuma u cpiy. Ilopen Tora, HEMO2life® uma u
YHYTpalllby aKTUBHOCT CYNEpPOKCHA JAHMCMyTa3e Koja omoryhaBa 3amrtury henmja of
OKCHJIATHBHOT CTpeca, YnMe JoJaTHO moBehasa eukacHOCT yyBama opraHa 3a TPaHCIIAHTAIH]Y
(Mallet et al., 2014; Zal & Rousselot, 2014).

HEMARINA je passuna u ceoj HBOC, o3nauen kao HEMOXY Carrier®. Mntpasenosna
IpUMEHa OBOI' Mpou3Boja omoryhaBa Op30, epuKacHO M Jako OOHAaBJbAE KalalUTETa
OKCHT€HAllMjé HAKOH MAacHUBHMX TIyOWTaka KpBH Yy aHMMaJIHMM MOJEIHNMa, 0€3 HEeXKeJbeHHX
edekara. OBaj MoyeKyn je crabuiaH Ha COOHO] TemImepaTypu M MoKe OUTH JHO(PHIN30BaH.
[IpexknuHIYKE CTYy/AKjE OBOT MPOM3BOAA HA TII0apuMa MoKa3aie Cy Aa 0Baj MOJIEKYI He mokpehe
MUMYHOJIOIIIKE Peakiyje, 1a HeMa Ba30KOHCTPUKTOPCKHU e(eKar, Kao U Ja He yTU4e Ha BPEJHOCT
aprepujckor kpsHor nputucka (Rousselot et al., 2006; Zal & Rousselot, 2014).

Hcra xommanmja pasBuna je 1 HEMOXCell®, npousBox Ha 6a3um eKcTpalenylapHOT
xemorniobuna anenuae Nereis Virens ca mum/beM mpuMeHe y henMjckoj KyNITypH Kao
okcurenanujckor agutuBa. HEMOXCell® je nemmyHoren, mMoxe ga Bexe 156 Momekyna
KHCEOHMKa M HE 3axTeBa KOo(aKTop ITO omMoryhaBa OTHyIHITake KHCEOHUKA y JETHOCTaBHOM
rpaaujeHTy y ckinanay ca morpedama henuja (Zal & Rousselot, 2014; Le Pape et al., 2017a). Ayropu
oBor mateHTa nokazamu cy 1a HEMOXCell® nosehasa rycruay CHO-S hemmja (enr. Chinese
hamster ovary, henuje jajHrka KHHECKOT XpUKa aJlaliTHPaHE Ha YCIOBE KyATHBalHje Oe3 cepyma)
Ha JI03HO 3aBHCaH HauuH of 2,5 no 4,6 myra y koHuenrpanuju o 0,5 g/L, kao u na moBehasa
OPOAYKIHM]Y PEeKOMOMHAHTHUX NPOTEHHA O] CTpaHe OBHMX henuja TpaHC(PEKTOBAHUX ca
noGoJbiianuM 3eiaeHuM (ayopectieHTHUM poTerHoM (enr. enhanced green fluorescent protein,
EGFP) 3a 70%. U1 oBaj npouzsoa nma SOD akTUBHOCT YUME JTONPUHOCH OJpXKaBamy KBaJIUTETa
Mesmjyma 3a hemmjcke kynrype (Le Pape et al., 2015). Mctu ayropu nokasamu ¢y 1a HEMOXCell®
y koH1eHTpauuju of 0,025 g/L nmoehasa crenen nponudepaunje MM n3onoBaHux U3 KOCHe
cpxu 3a 25%, 0K UM 4yBa KJIOHOTEHH MoTeHIuMjas, ¢penorun u ractuanoct (Le Pape et al.,
2017a). lonatHo, MOKa3aHO je Ja OBaj MPOHM3BOJ Yy TPOAMMEH3MOHANHO] Kyitypu MMHh y
ounopeaktopy nosehasa npuHoc MMh u ctumynuiie ocreoreny mudepenijanujy (Le Pape et

al., 2017b).

1.1.5.3. XemMor/100MH U3 KJIaHMYHE KPBU Y OMOTEXHOJIOTHjH

['maBHM M3a30B y UCTpaXHBamHMMa, MPUIPEMH W JTaJbeéM Pa3Bojy MPOU3BOAA KOJH Ce
3aCHHBAjy Ha XEeMOTJIOOMHY jecTe HEeroBa JOCTYMHOCT. Mala KOMTWYHHA XyMaHOT XeMOTJI00HnHa
JIOCTYITHA U3 TIpEcTapesie KPBU KOja ce HHje UCKOPUCTHIIA Y TpaHC(Y3HOJIOIIKE CBPXE KIbYYaH je
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(akTOp KOjU OrpaHUYaBa KHEroBy IPUMEHY Y KOMEPIIMjaJTHO JOCTYIIHUM pou3BoauMa. Ilporene
cy na cgera 5-10% nonupane ajgoreHcke KpBu nocrane npecrapeso (Wang et al., 2017a). C apyre
CTpaHe, KJIIaHMYHA KpPB W3 KOHTPOJIMCAHMX 3/[paBUX JKUBOTHIbA IMPEICTaBJba MPAKTUYHO
HEOTpaHWYEH M3BOp XEMOTJOOMHA, NMa HE Yyad Ja Ce MHOTHM HCTPAOXUBAYM Ha IOJbY
OMOTEXHOJIONIKE TMpHMeHe XemoriobuHa okpehy ympaBo oBom wm3Bopy. Ilponemyje ce na
TOJMIIELC Ha CBeTy HacTaHe 10 muanona ToHa kinanwade kpsu (Hou et al., 2019). Jleo Te kpBu ce
KOPUCTH 32 MPaBJbEH-E MPOU3BO/Ia HAMEHCHUX 32 UCXpaHy JbyIU U KUBOTHHHA, ajll Behu 1eo
3aBpINK y KHBOTHO] CPEAMHHU IJe IpeacTaBiba Oroxazapa (Sun & Luo, 2011). Kimanuyna kpB
npecTaB/ba jeTUH M3BOP MPOTEHHA U HEHO PELUKIHpame OM yjeIHO CMamUiIo M MpodiieM
3araljema XKUBOTHE CpeIWHE, KOJH BOAC W3 KJIAHUIA Y3pOKYjy ¢ 003MpoM Ha onrepeheme
KHCEOHUKOM ycien onoaerpananuje (Zheng et al., 2013). Kaza je ped o KJIIaHU4HO] KPBH, CBHIbCKA
u roBeha KpB Cy moceOHO HMHTEpEeCaHTHE ca acmekTa Jo0Mjarba XEeMOIVIOOMHA M3 HEKOJIUKO
pasnora. CBUB€ M TOBela CHaAajy y CHUcCape YHjU CPUTPOIUTH HE CaApXKe jelnpa, ma je
eKCIIepUMEHTAaTHa MaHHUITyJIalija OBUM henrjama u u30J1a1uja XeMoriioOnHa U3 BbHX OJIAKIIaHA y
nopehemy ca, Ha MpUMeEp, SPUTPOLIMTUMA KHUBUHE KOjU uMajy jeapa. M ceumcku (Yang et al.,
2019) u rosehu xemormoomn (Wang et al., 2017a) moka3yjy BHCOK CTElE€H XOMOJIOTHjE ca
xymaHuMm xemornoouHoMm (84,4% wu 85%, pecrnekTuBHO). Y TPHUCYCTBY (U3MOIOMIKUX
KOHIICHTpallja XJOPUIHUX joHa, roBehu XeMOriioOMH uMa aQMHUTET 3a BE3UBAHKHE KUCCOHUKA
CJIMYaH OHOM KOjH MMa XyMaHH XEMOTJIOOHMH y TMOTIYHOCTH CaTypHUCaH CBOJHUM aJOCTEPUYHUM
edexropom 2,3-DPG (Lima & Andrade, 2007), ogrocto Pso (mapriujanau nputucak Oz, mpuTHCaK
Ha KoMme je xemorsiooun 50% 3acuheH kuceoHHKoM) je ~28 mmHg, 1ok 3a XymaHu XeMOrJI00uH
ta BpeaHoct usHocu ~14 mmHg (Wang et al., 2017a). Mako cy XxymaHnu u roBehju XeMorioouH
Hajuemthe kopumihenu 3a pa3Boj HBOC, 300r orpaHuueHe TOCTYITHOCTH XyMaHE KpPBH U
MOTCHIIMjaJTHEe OMACHOCTH OJ] TPEHOCa XeMaTUTHCa, BUPyca XyMaHe UMyHoAeuIijeHImje (eHr.
human immunodeficiency virus, HIV) wu tpancmucuje Oomectn nyaux kpaBa (ToBehe
cnonrudopmue eHnedanonaruje) mely Bpcrama, CBUILCKAa KpB je Takohe mocrana 3aHUMIBHB
U3BOP XEMOTJIO0MHA KOja ce CBE BHIIIC HCTPAXYje U KOPUCTH Kao rmoueTHu Matepujai (Zhu et al.,

2007, 2011).

JenHa on mpuMeHa XeMorJIoOWHA U epUTPOIINTA U3 KIIAHMYHE KPBU jecTe Y BHY AOAaTaKa
NPOM3BOJIMMAa KOJU CE€ KOpPHCTE Yy HMCXPaHU JbYAM U KUBOTHHA. Jlepunujenuuja rsoxha je
Hajuenthu mopemehaj ucxpane u mpouene cy na 30% cBercke momynanuje 0ojiyje O OBOT
nopemehaja (Li et al., 2019a). [IpeBaseHia aneMuje y3poKOBaHe Je(HI]CHIINjOM rBOxkha MOxke
Ce CMamUTH NPUMEHOM JAMJeTeTCKMX CyIJieMeHara, oOorahuBameM XpaHe TBokhem HiIu
pasHOBpcHHMjoM ucxpaHoM. Ilopen Tora mTo ce XeMOIJIOOMH M XeMCKO TBoxklhe kopucre 3a
NPOM3BOMIY NTMJETETCKUX CyIUIEMEHaTa, XeMOTJIOOMH W3 KIIAaHMYHE KPBH MMa NpPUMEHY U Y
NPOM3BO/IKY TpexpaMOeHUX IMPOU3BOJAa YMja je€ HaMEHa cMameme JeduijeHnrja reoxha y
OMILTO] momynanuju jbyau. Beh Bumie ox jenHor Beka y Pycuju ce mpousBoau mpemnapaT oOf
nedpubpuHoreHoBane rosehe kppu noszHar nox HazueoMm Xematored (Iematoren®). Hajmpe ra je
KOPHUCTHJIA COBJETCKa BOjCKa Kao M3BOp rBoxkha, a KacHHWje je Toueo Ja ce NMpUMEmYje U Y
nenujaTpuju. JlocTynas je y BUy YOKOJIAHUIA U TOPE] XEMOTJI00MHA U3 KIIAaHUYHE KPBU CaJIpKU
W KOHJICH30BAaHO MJIEKO, MeJl, KOKOC, opaX, CyBO Bohe W Kakao. 3axBajbyjyhu HOBUM
TEXHOJIOTHjaMa JOILIO je J0 pa3Boja M MAHTOXEMAToreHa, Mperapara y TE€YHOM CTamy, O]
JeJeHCKEe KpBU ca JI0JaTKOM aJIKoXoJla, MpujaroheHor JbyAuMa y CTapujoj >KMBOTHO] 100U
(Bosbrrakos et al., 1976). Gonzalez-Rosendo u capaguauiu (2010) mokasanu cy 1a CBakoJHEBHA
pUMEeHa YOKOJAIHOT OMCKBHTA Ca JIOJaTHM KOHIIEHTPATOM CBUEHCKOT XEMOTJIOOWHA y TOKY 7
Hezesba MoBehaBa HUBO XEMOTJIO0MHA y KPBH aJl0JieCeHTKUba. CiuuHe pe3ynrare J00UIU Ccy
Hoppe u capaguuim (2013) xoju cy mokaszanu ga Kopuinheme xjieda MpUIpeMIbEHOT ¢a CBUE,CKOM
iy roBeoMm KpBIbY Y TOKY 12 Henesba nmosehaBa HUBO rBokla y KpBH jK€Ha Y pelpOAyKTHBHOM
n00y. Mako Hucy tectupanu Ha jbyauma, S0to Méndez u Caballero Pérez (2011) ycmenu cy aa
pa3BHjy YOKOJIQAY KOja Ca/ip’Ki XeMCKO IBokl)e y KOHIIEHTpaluju oA 2,2 mg/mopLuju.
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Mehytum, ipBeHo-6paon 60ja u ,,MeTaHa“ apoMa KOji IOTUIY OJ1 XeMOTJI0OMHA Y HEKHM
npou3BoMMa HUCY TokesbHU. lllTa BUIE, epUTpOIIUTH MOTy OWTH TEIIKH 3a Bapeme (300r
npucycTBa MemMOpaHa) U cacTaB/beHH O] Hen3OanmaHCHUpaHUX aMUHOKMcenuHa (Behu campikaj
JM3UHA, Mabe H30JICYIITHA 1 METHOHUHA) 32 JbYJIC M )KUBOTHHE, TAKO J1a CY MHOTA UCTPaKHBambha
yCMEpeHa Ka IM00O0JbIaky KaKO OpPraHOJICNITHYKHX, TaKO W (QYHKIHUJCKUX KapaKTepUCTHKA
npoTerHa u3ojoBanor u3 epurpormra (Toldra et al., 2011; Zheng et al., 2013; Fu et al., 2019).
[Topen Tora mro je eH3UMCcKa Xuapoin3a kopuirheHa 3a 00e300jaBamke XeMOTII00MHA U YKIIahamhe
KapaKTePUCTUYHOT YKyca KOjH HHje IMOXKeJbaH y MpexpamMOeHHM MPOU3BOAMMA, TOBENa je 0
OTBapama jeJHOT HOBOT I0JbAa UCTPAXKMBAKA — MENTH/IA TIOPEKIOM OJ1 XEMOIJIOOMHA 3a Koje je
MoKa3aHoO Ja wuMajy OpojHe (yHKIMje: aHTHOKCHUIATUBHY, aHTHXHUIICPTIIUKEMHU]CKY,
AHTUXUIEPTCH3UBHY, aHTUMHKPOOHY W ONHOJAHY, 4YMME je 3HauajHo mnoehana moryhnoct
IpHUMEHE XUAPOJIM3aTa XeMOITI00MHA MOPEKIoM u3 Kianuune kpeu (Sun & Luo, 2011; Toldra et
al., 2011; Bah et al., 2013; Tang et al., 2014; Wang et al., 2017b). Knanuuna kpB rickopuiiheHa je
U 32 MPOU3BOJIKY Clipeja Ha 0a3u CBUELCKOT XEMOTJIOOMHA KOjU WMa MPUMEHY y 3alleJbUBamby
pana. [TokazaHno 1a oBaj Mpou3BOJ cMamyje 0011, BETUYMHY paHa U CJI0j HEKPOTHYHOT TKUBA KOjH
ycIiopaBa BHXOBO 33apacTame, YKOJIUKO CE MPUMEHYje Yy MPaBUIHUM HHTEpBaMMa y TOKY 2-4
Henesbe (Arenberger et al., 2011; Elg & Hunt, 2018).

Kako mpexacraBiba jemaH ol Haj0OJbEe OKapakTEpUCAHUX MPOTEHHA, XEMOTJIOOWH je
Hperno3HaT U Kao MOJIENI CUCTEM 3a CTY/IHje Ha IPOTEMHUMA. XEMOTJIOOHH je Hallao MPUMEHY Y
UCIMTUBAkhy TOKCUYHOCTH CHUHTETHYKUX 00ja KOje yiia3e y cacTaB MHOTHX IPOHM3BOJA KOjU CE
CBAaKOJHEBHO YHOCE y OpraHu3aM (XpaHa win (hapMareyTCKy MPOU3BOJIN) WK J0J1a3¢ Y KOHTAKT
ca KO’)koM (KO3METHKa, TeKCTHII, Koxka, manup) (Kamaljeet et al., 2017). 360r cBoje 10CTYIHOCTH,
roBehu xemornoOuH je HajBumie kopumthen y oBe cBpxe (Kamaljeet et al.,, 2017). T'osehu
XEMOTJIOOMH C€ KOPUCTH U 33 HCIIUTHBAKhE MHTEPAKIIHMja ca JICKOBUMA jep je TOKa3aHo Jia Ce MOKE
BE3aTH 32 HUX U YTHIIATH HA BUXOBY AUCTpUOyLHUjy 1 edukacuoct (Yan et al., 2013; Liu & Liu,
2015; Xu et al., 2019), a y HOBHje BpeMe U 3a HCITUTHBaE e(eKTa HAHOUECTUIIA HA CTPYKTYPY H
ouonomky Gyukimjy nporenna (Aliakbari et al., 2019).

1.2. heaujcku Moaesn 3a HCIUTHBame edexaTra Banhenjckor xeMorj100mHa
1.2.1. Marunune heanje

[Tojam ,,maTuuHe henuje* ogqnocH ce Ha HenudpepeHrpane henrje Koje uMajy MoTEeHII]jall
caMooOHaBJbakha M JUdEpeHlHjalrje Ka pasIudUTUM 3peiauM heaujcKUM  THIOBUMA.
CamooOHaBJbame MpeJIcTaB/ba CIOCOOHOCT OBUX hemnuja 1a mposa3e Kpo3 HeorpaHUueH Opoj Uin
BuIIecTpyke neobe. Jleodba MaTuuHux henuja moxxe OUTH CUMETpUYHA KaJia ¢y o0e HacTaje hepke
henuje naeHTUYHE Kao U pOAUTEIbCKA MaTUYHA hennja, WM acMMEeTpUYHa Kaja je jeaHa o hepku
henuja uaeHTUYHA POJUTEIHCKO] MAaTUUHO] henunju, 10K Apyra ynasu y npouec tudepeHiyjamnyje
Ka BHUIIIEe CTEIUjaTn30BaHuM JuHUjaMa henuja. Cumerpuune neode 06e30elyjy penomymnamujy
Henu(pepeHIMpaHuX MaTMYHUX henuja, JOK acUMETpUYHE JAeo0e O/pkaBajy IMysl MaTHMYHHUX
henuja, amu 1 XoMeocTaszy y OKBUpY JaTor TkuBa. Jludepenuujanyja MaTnyHuX henauja Kiby4Ha je
3a pereHepanujy u penapanujy Tkusa u oprana y opranusmy (McLeod & Mauck, 2017; Los et al.,
2019).

Maruune henuje ce mpema CB0jOj MJIACTUYHOCTH/pEreHEpaTMBHOM MOTEHIMjay MOTY
KJ1acU(UKOBATH HA:

1) TorunorentHe henuje koje uMajy cnocoOHOCT J1a ce AudepeHnrpajy y henmje cBa Tpu KIuIuHa
JUCTA: EHIOJEPM, ME30/epM M €KTOoAepM, YKJbyuyjyhu rmuianenrtanHe henuje. Y oBaj Tum
MaTHYHHX henuja cmajajy 3uroT U HEKOJIMKO MPBHUX OJacToMepa y XyMaHOM OpraHU3MY.
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2) IlnypunorentHe henuje umajy MmoryhHoct aa ce nudepenuupajy y henuje cBa Tpu KIHIHMHA
JuCTa, any He U y henuje uaniedTe. Y oBe henuje criagajy henuje ynyrpanime Mace 0J1acTOIKCTa,
OJIHOCHO eMOproHaiTHe MaTuyHe hemnwje.

3) MyntunorentHe henuje umajy moryhHOCT na ce nudepeHiupajy y orpandyeH tun henuja koje
CBE BOJIC TOPEKIIO O] UCTOT KJIUIUHOT JIKCTA.

4) OnuronorentHe henuje nmajy cmocoOHoCT nudepeHIrjanmje y Mamu 0poj Turosa henwuja.
5) YaunorentHe henuje mory na nmpoaykyjy camo henuje cor tuma (Los et al., 2019).

AnynrHe MatnuHe henuje (03HaYeHE M Ka0 TKUBHO-CICHM(DUIHE HIM COMATCKE MATHYHE
henuje) cy mynTunoTenTHe hemnuje oAroBopHe 3a pernapanujy 1 3aMeHy oIlTeheHuX 1/UiIin MpTBUX
henuja y opranusmy. Hamnase ce y BeiaukoM Opojy TKHBa M OpraHa aJyJITHOT OpraHu3Ma rje Cy
CMEIITEHEe Yy CrHenupuuHUM helnrjcKUM MHUKPOCpPEIMHaMa O3HAUYCHHM Kao HHIIE MaTHYHUX
henuja. Kako opranusam crapd, Tako ce KBAaHTHTET W KBAIUTET aJyJITHUX MaTHYHUX henuja
CMamyjy, IITO YTUYE HAa BUXOB PEreHepaTUBHU MOTEHIHjal, pacT u neody (McLeod & Mauck,
2017; Los et al., 2019).

1.2.1.1. XemaTonoercke matu4He hemnuje

Xemaronoercke marnuyne hemuje (XMh) cy mynrunorentae henuje xoje mMory na ce
mudepennupajy y nporeHurope u 3pene henmje kpBu. OOroBopHe cy 3a XeMaToloe3y M
IPOAYKIHjy UMYHCKHX henuja y opranusmy. MiMajy ciocoOHOCT a MUTpHpajy y omteheHa TkuBa
MOJ1 YTUIIAjeM Pa3IMYUTHX UTOKUHA. thbuxoBa henujcka HUIIA je Y KOCHO) CPXKH U CAAPKH JOUT U
nepunure, eunorencke hemmje, cummarnuke Hepse u nparche IlIBanoBe henmje, koje momMaxy
onpxxaBary XMh y negudepenuupanom cramy (Los et al., 2019).

KpB caapxu HEKoJIMKO THUIOBa henuja, pazaumuuTHX MOp(hoJorHja W CHenupUIHUX
Ouonomkux (yHKIHja: SPUTPOIUTE, KPBHE IUIoUMIle, JeykouuTe (cnuka 1.12). Epurpormru
YOBEKa HEMajy jeqpa, OMKOHKABHOT Cy OOJIMKA, UCITYHCHU XEMOTJIOOMHOM U TJIaBHA YIIOTa UM je
y TpaHcnoptTy u pazmenu racosa (Oz u CO2) y oprauusmy. KpBHe miiouuiie cy mMaie, aHykjieapHe
henuje xKoje y4ecTBYjy y peakiiju KoaryJaiuje KpBu. Y JIeyKoIuTe nepudepHe Kpeu yopajajy ce
MOHOIIMTH, JTUM(OLUUTH U rpaHyIonuTH (HeyTpoduin, eo3uHopuan u 6a3odunm). YIpKoc cCBUM
OBUM CTPYKTYPHUM U (QYHKIIMOHATHUM pa3jirKaMa heirja KpBH, JaHaC Ce€ 3HA J]a CBE OHE MTOTHIY
0J1 KCTOT MpOreHuTOpcKor Tumna henuja, o3Hauenux kao XM, a nporec y kome HacTajy 03HaueH
je Kao Xemarormoesa. Xemaromoe3a oOyxBara camooOHOBY XM, ompenesseme XMhA ka
onpehenoj henujckoj NTUHMJM W MaTypalujy OIpPENe/beHUX MpeKypcopa A0 (YHKIHOHATHUX
henmnja xpBu. OBaj mporec ce y cTamby XOMEOCTa3e JieliaBa y KOCHO] cpxu, rae ce XMh
¢uznonomky Hanaze. Mehyrum, y ycnosuma crpeca XMh Mory Murpupatu U KOJOHH30BATH
JpyTe opraHe Kao IITO Cy jeTpa U clie3nHa, rae he ydecTBoBaTH y HacTaHKy henmja KpBu y mporecy
O3HaueHOM Kao ekcTpamenynapHa xemaromnoe3a (Koury et al.,, 2009). Mako XM Hoce
cnenu(UYHE TOBPIIMHCKE MapKepe Ha OCHOBY KOjHX C€ MOTY MACHTU(PHUKOBATH W COPTUPATH
OPOTOYHOM ILIUTOMETPUJOM, DPAa3BUjeHH Cy U OpojHH (QYHKLIM]JCKHM TECTOBH 32 HHXOBY
UICHTUQUKAIM]Y W JIOKa3WBamke MYJITHIIOTEHTHOCTH jep Ce€ eKCIpecHja MapKepa MOXe
IPOMEHUTH CTApeHEM, IMPETXOJHUM TpaHCIUIAaHTAllMjaMa WIM TOJA YTHIAajeM CHOJbAIIbUX
daxTopa (Morita, 2015; Abbas et al., 2016).
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Cruka 1.12. henuje kpBu 1 TuMGOUIHUX OpraHa M BUXOBH MpeKypcopu y kocHoj cpxku. CFU-GEMM
(enr. colony-forming unit — granulocyte, erythroid, macrophage, megakaryocyte), npexypcop 3ajeIHUIKH
3a TpaHyJIOIMTe, epUTpOIMTe, Makpodare u Merakapuounute; MEP (enr. megakaryocyte-erythroid
progenitor), 3ajexHuuku pekypcop Merakapuormra u eputporura; CFU-GM (enr. colony-forming unit-
granulocyte-monocyte), mpexypcop rpanyionuTHo-MononutHe 03e; BFU-E, CFU-E (enr. colony-forming
unit-erythroid), epurpounnu npexkypcopu. I[Ipeysero u msmemeno npema Koury et al., 2009.

1.2.1.2. Me3enxumcke MmaTuuHe heanje

Mesenxumcke matnyde hemuje (MMA) cy MynTHIIOTEHTHE HEXEMATONOETCKE MAaTHYHE
henuje, npucyTHE y CKOpO CBAaKOM THIly BE3MBHOT TKUBA. [0 caja cy ycHemHo M30J0BaHE U3
KOCHE CPKH, MaCHOT TKHBa, KOXKe, epudepHe KpBH, CKeIeTHUX MuInha, 3yOHe IyIne MICYHHX
3y0a, kocTu, BapToHOBE Cily3H, IU1aleHTe, KPBH ITyITYaHUKa, aMHUOHCKE TEUHOCTH, MEHCTpYyalHe
kpBH (cmuka 1.13). Mako HOce Ha3uB ,,Me3€HXMMCKE", JaHAC CE 3HA JIa He HACTamYjy CaMO TKHUBa
MOPEKJIOM OJ] ME30/IepMa U Jia ’bUXOB MOTEHIM]jal 3a JudepeHInjalnjy IpeBa3uia3u TKUBa OBOT
MopeKIIa, jep ce Mory nudepeHtoBatu 1 y heiuje Koje Bojie MOPEKIIo O] EKTOAepMa U €HI0IepMa
(Bianco et al., 2008; Han et al., 2019).

(A :
< o,
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KOCHa CpiK, TlepudepHa / \,\r-‘“ y
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Cnuka 1.13. [llemaTcku npuka3 turnosa hennja y koje ce MM'R u3010BaHe U3 pa3iHYUTUX TKUBA MOTY
JUQepeHIInPaTH 0] YTHIIAjeM XeMHjCKUX (paKTopa Wi MeXaHuKe cTuMynaiyje. [Ipey3ero u n3MemeHo
npema Han et al., 2019.
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Hasus ,,me3enxumcke maruune henuje* je mpeu myt ynorpeduo Caplan (1991), kako Ou
ommcao momynamnujy hemuja y KOCHO] CpXKHU U MEPUOCTEYMY CHcapa KOje ce MOTY H30JI0BaTH U
YMHOXHTH Y KYIATYpPH, a Jia TIPH TOM 3aJIp)Ke KanaluTeT Aa MpH HHAYKIHUjU IN VItro ¢opmupajy
pasnnunte henuje TKUBa ME30JIEPMCKOT IMOpeKia. Y JHTepaTypu ce Mory mnpoHahum u mop
Ha3MBHMa ME3CHXUMCKE CTpoMaiiHe henuje, cTpomanHe henwje KOCHE CpiKH, Me30JepMaliHe
MaTtuyHe henuje, MyJITHUIIOTEHTHE MaTtuuHe/cTpoMmainiHe henmuje. MelhyHapoaHo npymTBo 3a
henujcky Tepamnujy MpenjioXuio je Ha3uB ,,MyJITUIIOTEHTHE ME3EHXHMCKe cTpoMaiHe hemuje’
(Dominici et al., 2006), nok je cam TBopan Tepmuaa MM'h 2017. roguHe mo3Bao Hay4yHY jJaBHOCT
Jla TpecTaHe ca yHoTpeOoOM TepMHHA ,,ME3eHXMMCKEe MaTHyHe henuje” W 3aMeHH Ta ca
,Menuiuacke curHande hemuje (enr. medicinal signaling cells, MSC) (Caplan, 2017). Kao
pasior oBoj npomenu Caplan naBoau ynmenuity n1a repmud MMh norperiHo HaBOM Ha yTUCAK
na he oBe henuje kama ce mpuMeHe KoJ manujeHaTa outu te koje he ce nudepenunparu y henuje
Koje he u3BpIINTH penapalyjy TKMBa, JOK OHE 3alpaBO MUTPUPAjy HAa MECTO MOBPEIE M CEKPETY]y
OuoakTUBHE (akTope (MMYHOMOIYJATOPHE W TPOPHUUKE) KaKO OM IOJACTAKIC PE3UICHTHE
MaTuyHe henMje mamujeHTa Ha MECTy MOBpeAe Ja 3arnouHy (GopMmupame HOBOr TKHBa. Kako
erzoreie MM'h 3anpaBo cTuMmynuiny pe3upieHTHE aayinTHe MaTuuHe henuje, Caplan npemnaxe
tepmuH MSC Kkoju BEpOIOCTOjHHUjE OCIIMKaBa HBHUXOBY yrnoTrpely y Tepanujcke cBpxe (Caplan,

2017).

Naxo cy MMh npenmet OpojHux uctpaxkupama Beh ckopo 30 roanHa, U gajbe Cy BEJIUKa
HETO3HAHUIIA 32 HCTpakuBaue. L{nip OBUX HMCTpakuBama je CTHIAmke O0JbEr YBUIA Y HHHXOBY
Ouonornjy kako OW ce MorJie NPUMEHUTH Y TEpanuju pa3IHuUTHX OO0JEeCTH, OJHOCHO
pereHepaTHBHO] MeaunMHUA. MehyTtuM, mnpBa mpempeka Ha TOM MYTY jecTe HUXOBa
KapakTepH3allyja jep jou yBeK He IOCTOj! jeIMHCTBEHN KPUTEPHjyM KOJUM C€ MOXKE TIOKa3aTH /1a
cy henuje m3onoBane u3 paznuuutux TKuBa 3anpaBo MMTh. Ocum Ttora, henuje nzonoBane u3
TKHBa (MpuMapHa henmjcka KynaTypa), MpeacTaBibajy XeTeporeny rpymy hemuja, mopdomoruje
ciuuHe (uOpobracTMa, Ha Pa3IMYUTUM CTYMBEeBUMa MudepeHlHjalrje U ca pa3InduTuM
noreHiujaaoM 3a audepennujanujy (He et al., 2007; McLeod & Mauck, 2017; Arnhold et al.,
2019). Mehynaponno mpymTBo 3a henujcky tepanujy (enr. International Society for Cellular
Therapy, ISCT) nedunucano je Tpu KpuTeprjyma Ha OCHOBY KOjHX c€ M30JI0BaHe henuje mMory
okapaktepucaru kao MMh (Dominici et al., 2006):

1) cmocoOHOCT aaxe3uje 3a MIaCTUYHY MOJIOTY Yy MocynaMa 3a henujcke KyJnType Koja ce
JYrOTpajHO OJIp’KaBa y CTaHJapJHM yCIOBUMA KyJITUBaluje henuja;

2) BHCOKa eKCIpecHja Me3eHXUMAIHNX Mapkepa, kao mto cy CD73, CD90 u CD105, u
MHUHHMMaJHa eKcIIpecuja Mapkepa xemartonoerckux hemmja, CD45, CD34, CD14 wm CDI11b,
CD79a nimu CD19 u HLA-DR anturena;

3) moTeHIMjan 3a MYJTUINOTEHTHY AM(epeHuujanujy y NpaBlly HajMame TPH JIO3e:
XOHJIPOTEHE, OCTEOT'CHE U aIUIIOTeHE 0] CTaHIapIHUM YCIIOBMMA 3a AudepeHnujarujy in vitro.

1.2.1.2.1. U3Bopu Me3eHXUMCKHUX MaTHYHMX heanja

Kocna cpx je mpBu u3BOp MaTuyHHUX henuja y kome cy oBe henMje U OTKpUBEHE.
TpancrutanTanyja KOCHE CpKM Kao M henujcka Teparndja XeMaTOJIOMKHX 000JheHmha MOMONy
XEMaTOMOETCKUX U CTPOMAIHUX MAaTW4HUX henuja, naHac cy Hajuemhe MpuUMEHUBAHU BHUOBU
henujcke Tepanuje y kojoj ce kopuctu oaj Tum MMh (Pittenger et al., 1999; Kern et al., 2006).
Naxo cy Koz Jbya IPUMapHO U30J0BaHe U PYHKIMOHAIHO OKapakTeprcane MM'h nopexiiom u3
KOCHE CpXH, IpobjeMu ca ToOHjamkeM y30paka OBOT TKMBA Cy W Jajbe Benuku. [Iporemaypa je
HEYTo/IHa 3a JjaBaolia u 1o0uja ce Majia KOJIMYMHa KOCHE CP KM U3 Koje je Moryhe M3070BaTH Malu
6poj MMT. 360r oBora cy MCTaXHBauKd TUMOBH IMOKYIIAIH W ycnenu jaa uzonyjy MMA u3
Jpyrux TKUBAa M3 KOJUX je H30JalMja jeIHOCTaBHHMja M Oe3omacHWja 3a AaBaona. Jlanac cy
uctpaxknBaun (pokycupanu Ha mzoianrjy MM mpe cBera mu3 TKHMBa Koja ce of0aIyjy HaKOH
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MEIMIUHCKUX MPOLEAypa U 10 KOjUX ce Moxe jJohu 0e3 yrpokaBama 3paBJba JaBaola. Taksa
Cy TMepuHaTajgHa TKMBa (IJIAlleHTa W MyM4YaHa BPIIA) KOja MPECTaBJba]y MEIUIIMHCKU OTIIA[
HAKOH mopohaja, MaCHO TKHBO KOje ce 00aIlyje HaKOH JTUIOCYKIUje WX APYTUX Olepalnja, Kao
U 3y0OHa IyJIla ¥ MEePUOJOHIMjYM JI0 KOjUX c€ MOXe JOohM TOKOM PYTHHCKHX CTOMATOJIOIIKHX
nporieaypa (Sibov et al., 2012; Trivanovi¢ et al., 2014; Han et al., 2019).

AntepHatuBHu u3Bop MMh mpexacraBiba u nepudepna kpB. Mako ce y moderky
IPETIOCTaBJhATI0 J1a Cy MOCICIMIA KOHTAMHHAIMjE OKOJHUM BE3UBHHM WIH CHIOTEICKHM
TKHBOM JIO KOje J0J1a3d TPH IMOCTYIKY y3MMarma KPBH, YOpP30 C€ CXBAaTHIIO Ja CE€ Paad O
ayTeHTHYHOj nonynanuju kpeHux henuja (He et al., 2007). Mehyrum, 6poj MM y nepudephoj
kpBH je man (oko 1 na 108 MH| nepudepne xpu) (Zvaifler et al., 2000; Kuznetsov et al., 2001)
U [IPETIIOCTaBIba ce j1a ¢y TO MM mopekioM u3 KOCHE CpKH KOje KpO3 KPB MUTPHPA]jy Ha MeCTa
riae he octBaputu cBOjy yiory y penapamuju tkuBa (Valenti et al., 2008). 36or manor 6poja y
KpBH, NIPUMEHA OBUX henuja y Tepamnmjcke CBpXe He UCTpaxyje ce koimuko ¥ MMh u3 apyrux
uszBopa (He et al., 2007; Cesselli et al., 2009). IToka3aHo je ma ce Mory audepeHTOBATH Y
¢ubpobnacte, ocTeodnacre, aAUIONUTE, XOHAPOLIUTE, MUOOIAcTe, KA0 U HEPBHE U TIIMjaHE
henwuje mTo roBopu y mpuiIor kwuxoBoj xereporeHoctu (Kuznetsov et al., 2001; He et al., 2007).

MMM koje ce Hanmaze y BapToHOBO] ciy3u MymuaHHKa CMaTpajy c€ NPUMUTHBHHM Y
oxnocy Ha MMh u3 npyrux uzBopa. OBe henuje mokasyjy BUCOKY XpOMO30MCKY CTaOMITHOCT U
SKCIIPUMHUPAjy aHTUTeHe XyMmaHux Jeykouuta — m3otunose A u G (HLA-A u HLA-G), a He
excripumupajy HLA-DR anTturen, mro yka3yje Ha BUXOBY HUCKY HMyHOTeHOCT. OBe ocoOmHe,
y3 JIaKy JOCTYITHOCT, JeTHOCTaBHY H30JIaIjy, 100ap MPHHOC, BUCOKY CIIOCOOHOCT €KCIaH3Hje U
BEJIMKY Ju(epeHIrjanrnonn noTeHyjain, ynne MMA u3 BaproHoBe city3u 100puM KaHIUIaTOM
3a CIIMTUBAKE y LIUJbY NPUMeHEe y helnjcKoj Tepanuju U pereneparuBHoj Meauiuau (Pittenger
et al., 1999; Taghizadeh et al., 2011). Hucka umyHoreHoct ommikyje ¥ MMA nopekioMm u3
IUTAIICHTE, jOII jeIHOT MMEpUHATAIHOT TKHBa Koje ce ojbaiyje HakoH mopohaja (Parolini et al.,
2008). KpB u3 mymuyaHWKa TPEHYTHO je HAjMOMyJapHUjH H3BOP XEMATOMOETCKUX MAaTHYHUX
henuja, anu je mokazaHo na caapxu u petke MMA. Mana 3acTyrybeHOCT je TJIaBHU HEI0CTaTaK
oBux henuja jep KpB U3 IMyIMYaHUKa HUje YBEK MOryhe MPUKYIUTH y JOBOJbHUM KOJIMYMHAMA TIPH
nopohajy 3a uzonanujy opux MMA (Kern et al., 2006; Sibov et al., 2012).

Jom jenaH, mpakTU4HO HeorpaHudeH u3Bop MMM je MacHO TKUBO, KOje c€ PYTHHCKH
oj0alryje mocie XUpYyIIKUX HHTepBEHIM]ja. JlaBanal; oBOr TKMBa MOKe OMTH CBakKa oJipacia ocoda
y OMJI0 KOM KMBOTHOM 100y, @ caMO y3UMambe MaCHOT TKHBA, KOj€ j& peJIaTUBHO JeTHOCTABHO U
110 TPaBHUITY CE M3BO/IHU Y JIOKAJTHO] aHECTE3MjH a HKje 001HO 3a gaBaoria (Zuk et al., 2001). ITopen
TOTa, BEJMKa MPETHOCT OBOT TKUBA Y OAHOCY Ha Japyre u3Bope MMM, je Ta mTo ce u3 peaaTuBHO
MaJjie KOJTMYMHE MACHOT TKMBA MOXE M30JI0BATH PeaTUBHO Beluku 6poj MM'R. Zhu u capagauim
(2008) mokazanu ma ce u3 200 mL MacHOT TKHBa JOOHjEHOT HAKOH KO3METHYKE JHMIIOCYKIIH]e
Moske m3050Bath oko 1x10° MM koje 3aap:xaBajy cHaxxaH OpoiupepaTHBHY KaMaIUTeT, HMajy
OuYyBaH (PEHOTHIl U CHaXaH MYITUAM(EPEHLINOHATHM MOTEHLHUjan U nocie 25 nacaxa. MMh
M30JI0BaHE U3 MACHOT TKHMBa Mory ce nudepeHtoBatu y Behu O0poj henujckux JuHuja: aIumonure,
XOHJIPOIIHTE, oceTobacte, HepBHe henuje, ennorente henuje u kapanomuorute (Zuk et al., 2001;
Witkowska-Zimny & Walenko, 2011; Ayuningtyas et al., 2020).

Matuune henuje Mory OWTH HW30JI0BaHE W3 PA3IUYUTUX TUIIOBA 3yOHOT TKUBA: 3yOHE
nyme (Gronthos et al., 2000), ornmanux mieunnx 3yb6a (Miura et al., 2003), nepumoHTaTHUX
nuramenara (Seo et al., 2004), 3yonux domukyna (Morsczeck et al., 2005) u anukanHux nanuia
(Sonoyama et al., 2008). Ose mocrtHaramHe henujcke momysianuje umajy ocobmae MMM,
CHOCOOHOCT CaMOOOHOBE M CHOCOOHOCT MU(eEepeHTOBama y IMpaBlly Me3oiepMalHuX henuja.
Hajsehy naxxmy ucTpakvpaya MpHBiIaye MaTU4He henuje U3 MJEYHUX 3y0a, jep MMajy BHUCOK
nponuQepaTuBHE KalalMTeT W NpPEACTaBibajy HENpecyllaH Hu3Bop henmwja, mMTO WX YWHH
CYIIEpHOPHHUJUM Y OJHOCY Ha Apyre agyaTHe/moctaatanae MMh (Miura et al., 2003).
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1.2.1.2.2. ®ynkuujcke kapakrepuctuke MMA

['maBHUM QyHKIIHMjcKUM cBOjcTBUMa MM'A cMartpajy ce ’mHUxoBa CIOCOOHOCT MUTpAIlHje
Ha MECTO y OpraHm3Mmy rie he OCTBapuTH CBOjy pEreHepaTuBHY YIOTY, CHOCOOHOCT
nudepeHIrjaluje Ka pa3InIuTHM TKHBUMa ME3CHXUMCKOT TIOPEKJIa U UMyHOMO/IYJIATOPHA YJIOTa.

Bpojue cryamje nokazyjy 1a MMh nmajy moryhHOCT Murpalije Ha MECTO y OpTraHUu3My
riae yuecTByjy y penapanuju tkuBa (Fiedler et al., 2002; Palumbo & Bianchi, 2004; Roufosse et
al., 2004). Penocnen kopaka y murpaiuju MMRA ciuyaH je 0HOM KOjUM JICYKOLUTH nepudepHe
KpBH MUTPHpajy Ha MecTa nH(uramanuje (ornicaHno y moriaassby 1.2.2.2.) u oOyxBaTa aKTUBAIH]Y,
ajxe3ujy, eKcrpaBaszaiujy u Tpancmurpanujy (Jervis et al., 2019). Mako TauaH mexaHu3zam
murpanje MMh jomr yBek HHje y MOTIYHOCTH IO3HAT, CTyJHj€ MOKa3yjy Ja je OBaj MpoIec
3aBHCaH O]l MHTEpPaKIMja HEKOJIMKO XEMOKHHA U BbuxoBux perentopa (Forte et al., 2006; Ball et
al., 2007; Dwyer et al., 2007), a ka0 HajBaKHU]U IPEMO3HATH CY (PAKTOP MOPEKIOM OJf CTPOMATHUX
henuja (enr. stromal cell-derived factor 1, SDF-1) u CXC penenrtop 3a XeMOKHHE TUIl 4 (CHT.
chemokine receptor type 4, CXCR4) (Nakamizo et al., 2005; Son et al., 2006).

Benmuku Opoj MCTpakmBaukMxX THMOBa paau Ha npuMeHn MM kao Tepameyrckor
CPE/CTBA Y PEreHepaTHBHO] MEIMLMHHM M TKUBHOM HHXXCHEPCTBY. Ymorpeba oBux hemnmja
3aCHOBaHA je Ha FHHXOBOj CIIOCOOHOCTH Ja ce MudepeHtyjy y pasnuuurte henujcke THIIOBE U
CIIOCOOHOCTH J1a JIy4e BEJIMKU Op0j OMOJIOUIKM aKTUBHUX MOJIEKYJa KOju (MH)IMPEKTHO MOTY Ja
IIOMOTHY pereHepalyjy W3 MPOreHWTOopa MPUCYTHHX y omrtehenum TkuBuMa. MMTH umajy
moryhnoct nudepennujanuje y henmje me3eHXHMCKe JHMHHUjE, YKIbydyjyhu: ¢ubpobnacre,
QJIMIIONNTE, OcTeobacTe, XoHapolmTe, TeHonuTe u Muimhae hemuje (Pittenger et al., 1999;
Anjos-Afonso et al., 2004; Jervis et al., 2019). Mehytum, pesynratu oapel)eHux cTyauja moxkasyjy
na ce nmudepeHujanony noreHujar MMA Mo)ke IpOIIMPUTH BaH OBHX TPAHMIIA U J]a CE OBE
henuje mory nudepeHuupaT U y henuje eKToIepMCKOT U €HJ0IEPMCKOT MOpeKIia, YKbyuyjyhu
xemaronute (Petersen et al., 1999; Schwartz et al., 2002), neypone (Tropel et al., 2006) u
kapauomuormte (Pijnappels et al., 2008; Ayuningtyas et al., 2020). MyaTHJIMHUjCKH
nudepennujaimonn noreHujan MMA yoOudajeHo ce ucnuryje GyHKIMjCKUM TecToBUMA IN VItro
KopuirhemeM CelupUIHUX MeijyMa 3a qudepeHnujanujy. Pesyiaratu oBakBUX CTyauja TOBOpe
y npuior noreHnujannoj npumenn MMh y perenepannju omreheHUX TKUBa, alld j€ JOII YBEK
HEJI0BOJFHO MH(pOPMaIHja 0 BHX0BOj iN Vivo nudepenuunjauuju (Bianco et al., 2008; Han et al.,
2019). Cryaumje yka3yjy Ja Joja3u J0 MpUXBaTama Kajgema u Tpancaudepennujaimje MM in
VIVO y paznuauTHM MojenuMa omTehema KocTHjy, xpckasuie (Pereira et al., 1995), muokapna
(Toma et al., 2002), nepsHor TkuBa (Bae et al., 2007) u tkuBa jerpe (Schwartz et al., 2002) anu
HUj€ jacHO J1a JIM Cy 3ala)XeHU Tepamnujcku e(eKTH Mmocieanla napakpuHor aejcrsa MMA win
paBor audepeHIjaoHor NoTeHIjajla oBuxX henuja.

[Topen cBojux pereHepaTUBHUX OcOOMHa, onuiTe je npuxsaheHo 17a MMh u3osnoBane u3
Pa3IMYUTHX TKUBA UMA]y CIIOCOOHOCT CYIpECcHje MMYHCKOT oroBopa in vitro u in vivo (Newman
et al.,, 2009; Shi et al., 2011; De Miguel et al., 2012; Soleymaninejadian et al., 2012).
NmynocymnpecuBro cBojctBo MMh Huje mocnenuna camo Hucke ekcnpecuje MHC knace Il u
KOCTUMYJATOPHUX MOJIeKyNa, Beh M JUpEeKTHOr uHTepdepupama ca pas3iIuuyUuTHUM IyTeBUMa
MMYHCKOT O/IFOBOpa MyTEeM JUPEKTHUX henujckux nHTepakiuja (y KojuMa BEIUKHU 3Hauaj UMajy
HLA-G anTHreH M ajxe3uBHU MOJEKYNIM), Ka0 M MNpPeKo cekpenuje Beher Opoja akTUBHUX
cyncranmu (npocranrinanaun E2, dakrop tpancopmuinyher pacra-f (enr. transforming growth
factor-p, TGF-B), wuntepneykun-6  (IL-6), wunTepneykun-10  (IL-10), wmarpuxche
METaJIoNpOTenHa3e, uHoIaMuH-2,3-n1eokcurenasa (edr. indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase,
IDO), NO u ap. (Bianco et al., 2008; Shi et al., 2011; Han et al., 2019). /la 6u MMh nenosaie
Ka0 MOJYyJaTOPH UMYHCKOI OATOBOpa, MOpajy IpBO OMTH aKTHMBUpPAHE Ha MecTy MHGIaMaluje,
[IpU YeMy Cy TJIaBHU HUTOKUHU KOjU JIOBOJIE JI0 H-MXOBE aKkTHBalMje (HakTop HEKpO3e TymMopa o
(eHr. tumor necrosis factor o, TNF-a)), u IFN-y.
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MM ocTBapyjy UMyHOCYIIPECHUBHO JI¢jCTBO U Ha ypol)eHu (Hecnienn(uIHN) ¥ a1an THBHU
(crreruprunn) umyncku oarosop (Newman et al., 2009; De Miguel et al., 2012). Moaymnanuja
HecTienu(UIHOT HMYHCKOT OJArOBOpa OCTBapyje ce€ NyTeM HWHXUOWIIMje aKTUBHOCTH U
nposmpepanuje henuja mpupoanux youra (enr. natural killer, NK), uuxubummje amomrose
HeyTpoduia, MHXUOHMIHMjE Iyderma NPOMH(IAMATOPHUX IMTOKMHA OJ CTpaHe Makpodara,
cupeyaBama JUdeEpeHToBama ACHIPUTCKUX henuja, CHIKEHE EKCIpPecHje KOCTUMYIaTOPHHUX
MOJIeKyJla Ha OBHMM henMjamMa U CMameHOT Jiydema NpouH(ramaropHux murokuHa. MMhH
MOAYJIUINY W heNujcKy W XyMOpaJHy IpaHy aJanTHBHOT MMYHCKOT OJroBopa MHXHOWpajyhu
nposmdpepannjy CD4+ T numdonnTta MHIYKOBaHY aHTUT€HIMAa, MUTOT€HUMA U aJJOAHTUTCHUMA,
cMamyjyhn  nydeme  npouH(IaMaTOpHUX  LHUTOKMHA HW  CTUMYJUIIyhu  cekpeuwjy
anTurH(pIaMaTopHUX IUTOKMHA. Cynpecuja npoiudeparyje JuMponunTa IelaBa ce y KOHTaKTy
U ca ayrojoruM u ca aimorenuM MMM, mro ykaszyje Ja HHUje OrpaHUYEHA TJIaBHUM
XUCTOKOMIIATHOMIHUM ~ KoMIutekcoM. [lorpeOno je wHarmacutu pga epexkar MMhA  Ha
nponudepannjy T mumdonura He 3aBUCH caMo o] cTereHa aktuBanuje MMA Beh u o crernena
mudepentoBama camux T numdonurta. Tako MMA nmomaxy npexuBibaBambe Mupyjyhux T
muMmponura, cynpumupajy npoiudepanujy T nmumponura 3aycraBbambeM y GO/Gl da3u wnm
UHAYKYjy amnonrto3y aktuBupanux 1 mumdorura. MMNA wunxubupajy ©u akTHUBAIH]jy
nutorokcnyux T mumdonmra u cexpeunjy IFN-y u TNF-oa. CrpeuaBame XHIIEPUMYHCKHX
peakiidja OlBMja Ce W IyTeM reHepucama peryiaaropHux T mumdormra (enr. regulatory T
lymphocytes, Treg), cipeuaBameM audepeHTOBaba HEONPEACIbEHUX, ,,HauBHUX " T umdorura y
nomohuuuke T17 mumdorute (err. T17 helper lymphocytes, Th17) u ycmepaBamem T henujckor
oarosopa y npasity Th2 nutoxkurckor npoduia (Le Blanc & Ringdén, 2007; Kim & Cho, 2013).
Cnocoonoct MM'h na unaykyjy HacTanak Treg 3amaxkeHa je u in Vitro u in Vivo y pa3iuduTum
Monenruma. MM'RA mMory cTUMynHcaTy U MIIa3MalluTONAHE NeHApuTcKe henuje aa npoaykyjy IL-
10 koju Takohe gomprHOCH HACTaHKY U pa3Bojy Treg. OBa 3amakama ykasyjy Ha To 1a cy MM'h
KJbYYHH PETYJIaTOPH MOJIyJIallje UMYHCKOT OJIrOBOpa, TUPEKTHUM CYITPUMHUPAHEM aK TUBUPAHHUX
henuja MMyHCKOT cHCTeMa W MHAMPEKTHO NpPEKOo MHIyKnHje audepennujanuje Treg. Edexar
MMHh Ha XxyMopanHy TrpaHy HUMYHCKOT OJroBOpa OCTBapyje ce€ IyTeM WHXUuOuluje
npomdepanyje u TepMmuHanHe audepeHumjanmje b naumdormTa M MHXMOMIMjE CHHTE3e
umyrornooynuna (Le Blanc & Ringdén, 2007).

Tpeb6a narmacutu na MMhA HHMCy KOHCTUTYTMBHO WHXUOMTOpHE, Beh mHHUXOBa
UMYHOMO/1yJIATOPHA yJIoTa 3aBUCH OJ1 yCIOBAa MUKpOCpeIuHe. Y yCcIOBUMA aKyTHe HHGIIamaluje,
nox yrunajem M1 wmakpodara u uwmrokmHa Thl numdoumrta (mperexxno IFN-y),
UMyHoOcynpecuBHM KanmauuteT MMA OuBa ctumynucan M jaosasu 10 nosehaHe mpoaykuuje
MOJICKyJla TOmyT yHyTaphemujckor aaxesuonor mosekyna-1 (enr. intercellular adhesion
molecule, ICAM-1), IDO u apyrux. C apyre cTpaHe, y cTalby XpOHHYHE HH(IaMalje, Kajaa cy
MM nonapuzoBane M2 makdocdaruma u nuuroknauma Th2 numdonura, oBe henuje Mmory outu
ykJbydeHe y nporuec ¢pudpose (Kim & Cho, 2013; Klimczak et al., 2018).

1.2.2. Jleykouutu nepugepHe KpBU

Jleykouute nepudepHe KpBU YNHE MOHOIUTH, JIUM(OIUTH U TPaHYIOLUUTH (HEYyTpOPHIIH,
eosnHOGMIM U Oazoduim). ['paHyIOUUTH W MOHOUMTH MOTy Ja u3al)y M3 KPBHUX CyIOBa H
MUTPHUPA]y Y TKHBa I'lle UMajy KJby4dHe yiore y arouuro3u u uH@uamanuju. Jlumdouutu cy
NOCPETHUIM Y Celn(PUIHO] UMYHOCTH HA MUKPOOPIaHU3ME U JPYyre U3BOPE CTPAHUX MOJIEKYIIA.
b mumdonutu nponykyjy antutena, Aok T numdbonuTtH ydecTtByjy y yoOujamy henuja u
NpEe3eHTAlMju CTPAaHUX MOJIEKYJla Ha MOBpUIMHU cBoje hemmjcke memOpane. OBe henuje ce
HEenpecTaHo Kpehy Mo opraHu3My HOLIEHE KPBOTOKOM M JTUM(OTOKOM HJIM MHUTPAIMjoM Kpo3
TKHBA. JIeyKOUUTH (YHKIHMOHUIITY 3aj€HO IyTeM KOMIUJIEKCHOT CHCTeMa MPOTEHHA, JIMIUAA U
VIJbEHUX Xujpara (MeaujaTopa HH(IIaMalyje M HBHUXOBUX pPELENnTopa) KOjU UM MOMaxy Ja
Jouupajy U youjy matoreHe U MACHTU(UKY]Y M YKIOHE aOHOpMallHE, CEHECLEHTHE WM MPTBE
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henuje, kao u crpanu marepujai. CBaku TUM JICYKOIIUTA MOXE Ja CTUMYJIHIIE WIH CYIPUMHUPA
OJITOBOP JIPYTHX JICYKOIIUTA U OBaj BUCOKO PETYIMCAH OJIrOBOP OJpKaBa XOMEOCTa3y y CBETIY
cTanHUX m3a3oBa antureHa cpeaune (Carrick & Begg, 2008; Abbas et al., 2016). Jleykorutu
nepudepHe KpBU Cy HHTETPAIHM J1€0 ypo)eHOT M aJalTHBHOI UMYHCKOT cucteMa (ciuka 1.14).
Ypohena unm HecmeuuduuHa mmyHOCT 00e30ehyje dusmuke Oapujepe. Ilopen emuremHHX
Oapujepa W CUCTeMa KOMIUIEMEHTa, ypoeHy MMYHOCT YHHE M HEYTPO(HIN, MOHOLHUTH M
makpodaru (daromutHe henwmje), neraputcke henuje, macrorutu, NK hemmje u ypohene
mumponane henuje (enr. innate lymphoid cell, ILC). AnantuBan uMmyHckH cucteM unbe T u b
TUM(OIUTH W FHUXOBH MPOJYKTH, LUTOKMHA M aHTUTENA. AJANTUBHH HMYHCKH CHCTEM
omoryhasa crenuduuan oaroBop JUMQONHUTA HA WHAWBHIYyaJTHE AaHTHreHe. MOHOIUTH,
Makpodaru u ACHIpPHUTCKEe henmuje Mpeko CBOje aHTUTEH-TPe3eHTyjyhe ynore moesyjy ypoheH
MMYHCKH OJITOBOp ca agantuBHUM (Abbas et al., 2016).

Hentpudyrupamem myHe KpBU Ha TYCTUHCKOM TpanujeHTy ryctune 1,077 g/mL uznsajajy
ce nBe dpakmuje: dpakuja hemuja Mame TYCTHUHE y KOjO] ce Hajla3e MOHOHYKIeapHe hemuje
(MHR) u ¢paxumja henuja Behe ryctuHe y K0joj ce Hajla3e epUTPOLIUTH M OITUMOPPOHYKICapHE
henmuje (IIMKA) T1j. rpanynouutu. ['nmaBHa mpenHoct kxopumthewa MHHA u IIMh vy
EKCIIEpUMEHTATHE CBPXE jECTe HHXO0BA PEIATUBHO JIaKa U30JIAIH]ja; N30IIy]y Ce U3 ITyHE KPBH WIIN
dbpakiuja kpBu oborahenux jeykoruruma (enr. buffy coats). I'maBua MaHa ¥ OrpaHHYEHE OBOT
MoJen cuctema cy (enorurcke pasimke u3Mel)y henuja nepudepHe KpBU U OHUX y TKHBHMA
(Carrick & Begg, 2008; Kleiveland, 2015).

’ Ypohena umynoct ‘ AJanTHBHA MMYHOCT ‘
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Cnuka 1.14. henuje u Mmexanu3Mu ypol)eHe U aganTHBHE UMYHOCTH. IpukazaHa je npuOaKHa KUHETHKA
ypOlhEHOT M aJIaTUBHOT UMYHCKOT OJIrOBOpa KOja BapHpa 3aBHCHO O HH(EKTUBHOT areHca. [Ipeysero n
n3MermeHo mpema Abbas et al., 2016.

1.2.2.1. Mononyk1eapue heauje

XymaHe MOHOHYKJIeapHe henuje mepudepHe KpBH H301yjy ce U3 NepudepHe KpBU U
uaeHTUGUKY]y kao hemuje ca oxpyriaum nykieycom: aumdorutu (T henmje, b hemmuje u NK
henwmje), monornuty u AeHaputcke henuje. Kon sbynu, ppexBennrja opux henujckux momysauja
Bapupa n3Mely pazIMuuTHX UHIUBUYA, alld TUIMYHO JTuMdoruT ynHe 70-90%, mononutu 10-
20%, nok cy nenaputcke henuje perke u unne 1-2%. @pekBeHIuja heanjckux TUIIOBA y OKBUPY
nonynayje mumdonura ykipydyje CD3+ T henmuje (70-85%), b henmje (5-10%) u NK henuje (5-
20%). CD3+ mumdornure unae CD4+ u CD8+ T henwmje, y rpyoom oxnocy 2:1 (Carrick & Begg,
2008; Kleiveland, 2015).
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Behuna MHK 3apaBux ocoba cy HauBHe miau mupyjyhe henuje koje, ¢ o03upom na y
nepudepHOj KpBU HE 100HM]jajy oaroBapajyhu cTUMyIyC, HUCY Yy CTamby Ja 3alo4Hy €PEeKTOpCKe
peakiuje. CXOAHO TOME, y OJICYCTBY HMMYHCKOT OAroBOpa, wu3ojoBane T hemuje cy
NPEJOMUHAHTHO TPUCYTHE Kao HawBHH WM mupyjyhu memopujcku T maumdornuru. Haushe
henuje ce HUKaga paHHje HUCY CyCpeJie ca aHTUTEHOM 3a KOjH Cy creuu(puvHe U yoOu4yajHo ce
MIPENo03Hajy MO 0JICYCTBY aKTUBAIH]CKUX Mapkepa nomyt CD25, CD44 wiu CD69, n Mmemopujckor
mapkepa CD45RO u3odopme. [Ipeno3naBame aHTUTEHA O] CTpaHe HauBHUX T mumdonuTa Moxe
pPE3YTOBATH Yy aKTHUBAIMjU OBMX helMja Koje MOTOM yja3ze y mporpaMm audepeHidjanuje u
pa3Bujajy edekropcke ¢(yHKiuje. AkTuBupaHu T JAUMQPONHUTH ce€ MOTY Jajbe pPa3BUTU Y
MeMopujcke T henuje koje cy y cTamy J1a TOKpeHy OpKH M jaur IMYHCKH OJITOBOp Kaja cienchu
nyT 1oh)y y KoHTakT ca uctum antureHom. b henmje y nepudepnoj xpsu cy y Hajsehem npoueHTy
HaWBHE Ca MOBPIIMHCKAM aHTUT'CHCKHM perentopoM. HakoH mTO CycpeTHY aHTHTeH, J0JIa3h JI0
BUXOBE aKkTUBalMje u audepenuujanuje y meopujcke b mumdonure nmm mmasma henuje koje
cekperyjy antutena (Paraskevas, 2009; Abbas et al., 2016).

VY nepudepHoj KpBH y4ecTaaocT TUMQOIUTa CIeUn()UIHNX 32 TIOjeAMHAYHNA aHTUTEH je
Hucka. CTora ce y eKCHepHMEHTATHOM pajay 3a in VIitro ctuMynaiujy KOPHCTE MOJHKIOHCKH
AaKTUBATOPH KOjU aKTUBUPaJy Behu neo muMdorura, He3aBUCHO 01 CIIEHU(PUIHOCTH JTUM(POIHUTA
npema anTureny. Hajuenrhu akTuBaTopu Cy MUTOT€HCKH JIGKTUHH, IPOTEUHH KOjU BE3Y]y YTJbEHE
XHUIpare TIMKOIPOTEHHA EKCIpUMHpaHUX Ha henmujckoj MemOpanm immdormra. Hajuemrhe
KopuIieHH MUTOTCHCKH JISKTHHHU Cy (uToxemarnyrunun (edr. phytohaemagglutinin, PHA) u
koHkaBasiiH A (enr. concanavalin A, con A) 3a unaykiujy nponudepanuje T aumdoruTa,
MHTOTCH U3 KopeHa BUHOOOjke (eHr. pokeweed mitogen, PWM) koju unaykyje nponudepanujy T
u b hemuja m nunononucaxapuam (Hajuemhe ce kopuctu LPS E.coli) koju wmHmykyje
nponudepanunjy b henuja u aktuBanujy mononuta. Takohe, monukinoncka aktupauuje T henuja
MOXKe OWTH MHIyKOBaHa aHTUTeNuMa criennpuyauM 3a CD3 wim KoMOMWHAIMjOM aHTHUTENa Ha
CD3 u CD28. Edexar Ha umyHcky ¢pynkuujy MHR ce Hajuenrhe npaTu Ha OCHOBY IIpOMEHA Yy
nposmpepannju muMdornmTa, KapakTepu3anuju nNpoduiia CEeKPeTOBAHUX IIUTOKMHA U IPOMEHA Y
renckoj excrpecuju (Kleiveland, 2015). TTo3uaro je ma 6pojuu (u3HOIOMKHA (AKTOPH MOMYT
HYTPUTUBHOT WJIM XOPMOHCKOT CTaTyca, Kao U OATOBOP Ha MH(PEKTHBHE aHTUTECHE CPEIUHE WU
ayTOAHTHUTeHE (a KOjU He I0BO/JIE 1O HacTaHKa 00JIECTH) YTUUY Ha PEaKTUBHOCT UMYHCKUX henuja
3apaBux ocoba. Ctora, cactaB u (yHkiujcku kamanurer MHR 3aBucu ox naBaona u mEroBor
¢duzuonoukor cratyca. OBe pa3uke y peakTUBHOCTH MMYHCKHX henMja 37jpaBux JaBanaia Mory
JIOBECTH 0 BEITUKHX WHTEPEKCIIEPUMEHTAHUX BapHjalldja KakBe HE IMOCTOj€ aKo ce paau ca
henujckuM JHMHUjaMa MM BUCOKOYKPUITEHUM COJEBUMAa EKCHEPUMEHTATHHUX IKHUBOTHHA.
Mebhytum, nako paa ca MHR pasnuuutux nasanana noehaBa BapujaOMIIHOCT pe3yiTara, camo
pPEenpoAYIIMOUITHOCT pe3ynTaTa 100ujeHnx ca henrjama pa3TUuUTUX JaBajala Moxe 00e30eauTu
muxoBy omroct (Carrick & Begg, 2008; Kleiveland, 2015).

ITpu kopuntherry MHR kao Mozen cuctema 3a OCIHKaBambe pa3invuTHX iN VIVO cTama
Tpeba O6utu oba3puB 3aro mTo ce MHRA n3onoBane u3 nepudepHe KpBU pasziuKyjy O] OHHX
OpUCYTHUX y TKMBUMA. Ha npumep, unTpaenurenujaiu auM@onutu cy nperoMuaadiTHo CD8+
(90%) henwuje, nok cy mumdouuTu y lamina propria nperexxao CD4+ henuje koje ekcipuMupajy
CD44MCD62L" eexTopcko-MeMOpHjcku (GEHOTHII KOjH yKa3yje Ha TO 1Ja Cy OBO AHTHIEH-
npesenryjyhe henuje (Shinoda et al., 2012). JlonatHo, Heke o1 momyJanyja UMyHCKUX henuja y
WHTECTUHAITHOj MYKO3H HHCY yorTe npucytHe y kpeu: b1 henuje, T henuje ypohene yourie (eHr.
natural killer T, NKT) u ILC. ITo npumamy uH(pIAMAaTOPHUX CHUTHAJIA, MOHOIIUTH M3 KpBHU e
MUTPHpATH Ha MECTO MH(EKIHje U TudepeHIrpaTi Ka MUJEIOUIHUM aHTUTeH-TIpe3eHTy]yhuM
henmjama koje mpencTaBibajy XETEPOreHYy IMOMyJanujy Makpodara W JACHAPUTCKUX henwja.
CxomHo 0B0j pa3nui y penoruny henuja npucyrHux y nepudeproj kpsu u lamina propria I'T,
Moxe ce ouekuBatu aa he MHR u3 nepudepne kpsu oaroaparu apyraunje oq MHR u3 lamina
propria. C 003upoM Ha HaBeJecHO, Tpeba OWUTH ONpe3aH NpU EKCTPAIoJaluju pe3yiraTa
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nobujeHux In Vvitro excnepumentuMa ca MHRA wu3 mepudepHe KpBM Ha UMYHCKH OJTOBOP
npucyTaH y TkuBuma in vivo (Paraskevas, 2009; Abbas et al., 2016).

1.2.2.2. loammmopdonykaeapue henuje

Hajsehu mnpomnenar IIMA wu3onoBanux wu3 mnepudepHe KpBU UYHMHE HEYTPODUIH.
Heyrpodmim kao KOMIOHEHTa ypoleHOr MMYHCKOI CHCTeMa YMHE INPBY JMHH]Y OJI0paHe
OpraHm3Ma y ciiy4ajy MH(pEKIuje, Tpayme, XeMHUJCKOT WIH (PU3NIKOT HapyllaBamka PaBHOTEKE
KaJ1a BUXOB OpOj y IMPKYNAMjH MOXKE Ja rmopacte u Ao net myrta. [IponsBoama HeyTpodpuna y
KOCHOj CP’KH CTUMYJIMCAHA j€ IUTOKMHUMA 03HAYE€HUM Kao (JaKTOpH CTHUMYJIAIMje KOJIOHH]ja (EHT.
colony-stimulating factors, CSF) koje ny4e Opojuu TunoBu hemuja y oAroBopy Ha HHPEKIH]Y, a
KOjH JIeNnyjy Ha MaTr4dHe henrje xeMaTornoese Tako MTO CTUMYJIHINY Tpotudeparyjy u ca3peBame
npekypcopa HeyTrpoduia. Heyrpodunu crmky Ha mecTo moBpeae/uHdIamanuje 3axBasbyjyhu
XeMoaTpakTaHTHMa IOIyT NporenHa koMmiuiemeHta CSa, xemokuHa (IL-8), uuroxkuna (TNF),
JEYKOTPHUjeHa U IMpoIyKaTa MUKpoopranusama. Ha Mecty ungexmuje nim nospene HeyTpopuim
daroutyjy (MHrecTHpajy) MEKpoopranu3mMe u youjajy ux. C o03upom aa oBe henuje y TKuBuMa
JKUBE CaMO HEKOJIMKO YacoBa U Jia IPBE 0/IroBapajy Ha MHGEKIIN]y WK TpayMmy, OHe He 00e30elyjy
npoaykeHy 3amTuty. Ty QyHKIHMjy HamokHal)yjy MOHOHOIIMTH KOjU Kao W HEYTPOPHIN MMajy
CIIOCOOHOCT eKCTpaBa3alyje Kako OM JOIUTH Ha MECTO MH(EKIHUje WM MOBPE/e, ald Ce HA THM
MecTuMa audepentyjy y Makpodare u Ty IpeXHBIbaBajy ayke Bpeme. MOHOIIMTH U Makpodaru
MpelCTaBbajy JABa CTaAujyMa HcTe heldjcke JHMHHjE KOja C€ YecTO O3HayaBa Kao CHCTEM
mMoHoHykjIeapHux ¢aromnura (Carrick & Begg, 2008; Kleiveland, 2015).

Heytpopuin w© MOHOUMTM MHUIpHUpajy Ha €KCTpaBacKylapHa Mecra (MecTa
uH(peknuje/omrehema TKUBa) BE3UBAKBEM 33 aXC3UBHE MOJICKYJIC €HIO0TEeNa KPBHUX CYIO0Ba, Y
OJIFOBOPY Ha XeMOAaTpaKTaHTe Koje MpoayKyjy omrehene henuje u Tkusa (cnuka 1.15). Murpanuja
JICYKOITMTA M3 KPBHU Y TKMBA je TIPOIIeC KOjU Ce Oj[BUja y BUIIE (Da3a, a MOYNHE TIOUYSTHUM ClIabuM
BE3MBalkEM 3a €HJoTesqHe henuje, 3a KOJUM ClEQM 4YBpCTa ajxe3uja W HacTaB/ba Ce
TPAaHCMHUTPALMjOM KpO3 C€HJOTeN. MHUKpOOpraHu3sMe Ha MeCTy HH(EKIHUje TMPerno3Hajy
pe3usieHTHH Makpodaru u apyre hendje kKoje oarorapajy mpoAyKIHujoM IUTokuHA. J[Ba mehy
wuma, TNF u [L-1 nenyjy Ha enporenHe henuje 1 1 MHIYKY]y €KCIIPECH]Y aIXe3UBHUX MOJIEKYJia
u3 (amunuje cenexktuna (E-cenextun). Jpyrum cTUMynycu, HONyT TpPOMOMHA, JOBOJAE [0
TpaHciokaiuje P-cenekTuHa Ha MOBPIIMHY €Ha0Tea. MOHOIIMTH U HEYTPODUITU CE 32 CEIICKTHHE
Be3yjy MEMOpaHCKUM OJIMrocaxapujauma creun(puyHuM 3a celekThuHe. MelyTuMm, oBe Bese cy
cnabe W Moj yTUIAjeM CUJIa CMHIalkha Yy KPBOTOKY OMBajy PacKHMHYTE, ald C€ M Hau3MEHUYHO
MIOHOBO YCIOCTaBJba]y, TAKO J1a J€ OBaj MPOLIEC O3HAYEH KA0 KOTPJbabE JICYKOIUTA HU3 TIOBPILUHY
eHgorena. JIeyKoIuTH eKCIpUMHpajy JOII jeIHY TPYMy MOJIeKyJa, 03HaUYe€HUX Kao MHTETPUHH,
MOJIEKYJIH KOJU MHTETPUIL'y CUTHAJIE U3 CIIOJballlbe CPeIUHE Y TPOMEHE IUTocKeneTa. HTerpuau
JICYKOIIMTa, aHTUTEH MoBe3aH ca (yHkiujom aumdorura (enr. lymphocyte function-associated
antigen 1, LFA-1) u Beoma kacuu antureH 4 (eHr. very late antigen 4, VLA-4), Hanase ce y cTamwy
HUCKOT a(MHHUTETa HAa HEAKTHUBUPAHUM Jeykouutuma. Ha mecty umHbexumje maxpodaru u
eHjoTenHe henuje MpoayKyjy XE€MOKHMHE KOjU Ce Be3yjy 3a INIMKONPOTEHHE Ha JIyMHUHAIHO]
NOBPIIMHU €HAOTEJIHUX henwja W Tako OWBajy MpUKa3aHU Yy BEJIUKO] KOHLEHTpaluju
JeyKOIIMTUMAa KOjU c€ KOTpJbajy mo eHjporeny. Iloj yruiajeM xemMokuHa, pacte adUHUTET
WHTETPUHA 32 IheroBe Jurane Ha eaoreny, ICAM-1 u agxe3noHu MpOTEeHH BacKynapHux hemuja
1 (enr. vascular cell adhesion protein 1, VCAM-1). Hajjauu ctumynaropu excnpecuje [ICAM-1 u
VCAM-1 cy npounndamatopan mutokrnan TNF u [L-1. Kaga ce mHTErprHHI YBPCTO BEXKY 32 CBOjE
JUraHzie, KOTpJbame JIEYKOIUTa MPecTaje, 10J1a3u JJO peopraHu3almje HUToCKeaeTa HeyTpoduia
¥ MoHoIMTa U henuje kpehy 1a ce mupe no NOBPUIMHU €H0TeNa. XEeMOKHHH Takohe CTUMYIIHUIILY
U MUTPAaTOPHY CIOCOOHOCT JIEYKOLIMTA, KA0 U HEKH NMPOJYKTH OaKTepHja U KOMIIOHEHTE CUCTEMA
KoMmIuieMeHTa. Kao 30upHU pe3ynTaT CBUX TUX CHUTHaja, JISYKOLMTH TMOYUY J1a MHUTPHUPAJy

38



VYBox

u3Mel)y enpoTenHux henmja Kpo3 3uJ KPBHOT cyaa y cMmepy pactyhe KOHIEHTpaluje OBHX
xemoarpakranara (Taylor & Weinberg, 2009; Abbas et al., 2016).

AKTHBaIfja WHTErPUHA CrabunHa Murpanuja Kpo3
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Crmuxka 1.15. Pegocnen morahaja y Murpanuju jgeykonura u3 KpBu Ha Mecto uHpekmnuje. [lon yrumajem
MHUKpOOpraHu3aMa Makpodaru, JeHapuTcKke u apyre henuje, cTBapajy IUTOKHHE KOjU aKTUBHpa]y henuje
€HJI0TeNa KPBHUX CY/IOBA Jia €KCIIPUMHUPAjy CEJICKTHHE U JIMTaHJe 332 UHTETPUHE M CEKPETYjy XEMOKHHE.
Cenextuan omMoryhapajy cado Be3nBame U KOTPJbakhe HeyTpoduia 1o eHI0Telly, HHTeTpUHU 00e30el)yjy
YBPCTY aIXEe3UHjy HEyTpo(uita, a XeMOKHHN aKTUBUPAjy HEYTPOPHIIE U CTUMYIHUIY BUXOBY MUTPAIIH]y
kpo3 enjgoren. Ipeysero u n3memeno npema Abbas et al., 2016.

Kaga nmohy Ha w™ecto wuHpexkuuje, Heyrpopuian U Makpodarn HUHIecTHpajy
MUKpOOpraHusMe u pasrpal)yjy ux y ynyraphenujckum Besukynama. [Iponec ¢arounrose nounme
Be3uBameM perenrtopa 3a DAMP Ha MeMOpaHu naToreHa win Npeno3HaBambeM MUKPOOPraHu3Ma
OTICOHM30BAaHOT aHTUTENIMMA WM ()parMeHTHMa KOMIUIEeMEHTa. Be3uBame 3a MUKpPOOpTraHu3am
npaheHo je ekcTeH3ujoM henujcke MemOpaHe Koja oOyxBaTa MMKpPOOPraHM3aM Yy BE3HKYIY
03HauYeHy Kao (paro3om, Koja ce 3aTUM cCliaja ca JIM3030MOM U HacTaje (paroan3o30oM. Y UCTO BpeMe
¢daronutu n06Mjajy curHai Ja 3ano4yHy npoaykuujy ROS y mpouecy o3HaueHOM Kao
pecniuparophuu npacak (ciuka 1.16) (Lavoie & Levy, 2017). En3um daroruTaa okcuaasa npeBoIu
MOJICKYJICKA KHCEOHHUK y CymepokcHIHu aHjoH pamukan (02 ). ¥V ucro Bpeme, ensum iNOS
Katanusyje KoHBep3ujy L-apruauHa y NO koju je Takohe mukpoOunuaHa cyrcranna. EHzumu
JM3030MaJIHE MTPOTease pasiaxy NpoTenHe MUKpOOpraHu3ama. [ 1aBHa o/1IMKa CBUX OBUX €H3MMa
je ma aenyjy yHyTap ¢aroiauzo3oma u He omrehyjy came daromnure 10k yorjajy MUKpOOpTaHU3ME.
[Topen ynyraphenujckor youjama, HEyTpopHIN MOTY J1a OTIYCTE U TpaHyJie ca MUKPOOHIINTHIM
caapkajeM y Banhenmujcku mpocTtop. Takohe, HaKOH MTO yMmMpy Yy OJrOBOpYy Ha TaTOTEHE,
HeyTpoduiu u3baiyjy cBoj jeAapHH caapkaj 1 GopMHpajy XpOMaTHHCKE MpeXe, 03HAUeHEe Kao
HeyTpodwiHe Banhenujcke 3amke (er. neutrophil extracellular traps, NETs) koje campixe
AHTUMUKpPOOHE CYIICTaHIle HOPMAaJHO TNpHUCYTHE y TpaHynama HeyTpoduiaa. NETs xBatajy
MHUKpoopranusMe u youjajy ux (Taylor & Weinberg, 2009; Dupré-Crochet et al., 2013; Abbas et
al., 2016).
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GzSSIY)

Mutoxonapuja

AHTHOKCHJIAaHTH

NETs

Cruka 1.16. Mecta mpoayknuje peakTuBHUX BpcTa kuceonuka (ROS). llemarcku npuka3 garouuTa Koju
cunaterninry ROS y Tpu henujcka kommaptmana: hemujckoj memOpanu, ¢arozomy u Heharo3oMarHUM
yayrtaphemujckum opranenama (nphROS). Hajsaxxuuju m3sop ROS je daromurna NAPDH okcnpasza
(NOX2). Onpehene ROS, nororoso H20,, nudyanyjy kpo3 memOpany. LluTrormnasma caapxu pa3iuaure
antruokcugance. @opmupame NETs 3axteBa ROS, a y NETs ce Hanasu u mujenonepokcuaaza (MOP).
IIpeysero u u3mermeno npema Dupré-Crochet et al., 2013.
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2. [lnbeBHn

3060r croCOOHOCTH PEBEP3MOUITHOT BE3MBamka KUCCOHHKA 3aXBaJbyjyhu K0joj ra gomnpemMa
no henwja m TkMBa, XeMOTJIOOWH, BUCOKO KOH3EPBHUCAH MPOTCHH KUYMEHAKa, YKIBYYCH je y
nporiece KOju ce Hajla3e y OCHOBH aepOOHOT HAYMHA KUBOTA Ha TutaHeTH 3eMubH. [IpuMapHna yiora
OBOI' TPOTEMHA OrJeJa ce y OJpkaBamy henmjcke XomeocTase, MOAPKABABEM HEHUX
eHepreTcKkux 3axteBa. Mehyrum, 3axBasbyjyhu n3ydaBamy xemoriaoouna Beh mynux 175 ronuHa,
JlaHaC c€ 3Ha Ja OBaj MPOTEHH OCTBapyje M BaKHE yiore y henujckoj CHUTHaIM3aUuju U
MoAyJIauju HMHGIAMATOPHOT OJroBOpa. XeMOTJIOOMH OBe (YHKIH]E OCTBapyje IHUPEKTHO,
Be3yjyhu mosekyine racoBa (NO, CO u COgz), win HHAMPEKTHO, IeiIyjyhn Kao HHXOB HU3BOP.
Hajsehu Opoj cBojux ¢yHKIMja XEeMOTJIOOMH OCTBapyje JTOK C€ Halla3u YHyTap EpUTPOIIHMTA
(Quaye, 2015; Coates & Decker, 2016; Olson, 2020). Mehyrum, jenHom kama ce Hahe y
BaHheMjcKoj cpearHu, XeMOTJIOOMH MOCTaje MOTSHIIM]ATHO MITETaH MOJICKYJ KOJU MOXE Jla Ma
HeraTHBHE e(eKTe Ha MpexuBJbaBame henuja. Banhenujcku xemMorioOuH je peoKC OCeT/HUB
MOJICKYJT Ca BHCOKMM TOTEHIMjaJIoOM Yy CTBapamy pPEaKTUBHUX KHCEOHHMYHHX BPCTa, Tj.
npooKcHaaHaca, mreTHux 3a hemujcku uaterputer (lgarashi & Sun, 2006; Jeney et al., 2013;
Schaer et al., 2013). JlogatHo, XeMOTJIO0MH ¥ HETOBH JCTPaJallMOHH IPOIYKTH, AeHUHHIIY CEe U
Kao ,,aJJapMUHH"* KOJU TIPECTABIbajy HHANKATOPE PA3IMUYUTHX MATOJIOMIKHX CTalkha Y OPraHu3My
(Alam et al., 2017; Schechter et al., 2008). Xemorno6un Moke Ja HHTEparyje ca MUKpOOHUM
muranauMma (amp. LPS u LTA), anmu u penieniropuma (TLR) 1 1a Ha Taj HaYWH MOAYJTUIIE UMYHCKH
oaroop gomahuna Ha matorene (Lee & Ding, 2013; Wegiel et al., 2015; Jeney, 2018). Csge je
BUIIIE T[I0aTaka KOjU TOBOpPE O YJIO3W BaHNENMjCKOT XEeMOrJoOMHa y €THOJIOTHjU |
naTodusuonoruju 6pojHUX OOJIECTH, TOMYT MapoKCHU3MalIHe HOhHE XeMOrioOuHypuje, aHeMH]e
CpracTuX  epuTporuTa, AJxajMepoBe OoyiecTH, MYITHIUIE CKIepo3e, IiepeOpanHe
UHTPaBEHTPHKYJIapHE XeMoparuje, npeeknamicuje u apyrux (Pandav et al., 2004; Rifkind et al.,
2015; Rother et al., 2015; Bamm et al., 2017).

VYcnen nHTpaBacKyJapHe XeMOJIHM3€e, JIU3€ epUTPOLIUTA Kao rocieaune Gpusndke Tpayme,
JIejCTBa MUKPOOPTraHMW3aMa WM Pa3IMYMTHX NATOJIOIIKHUX CTamba, XEMOTJIOOWH OMBa OTIYIITEH
JMPEKTHO y IUPKYNAIHjy. XOMEOCTaTCKH MEXaHU3MH KOjH YUECTBYjY Y YKJIamamy BaHhenujckor
XeMorJoOMHa (XanTorJIOOMH, XEMOIEKCHH, aJlOyMHUH M JpPYyrd) MOry OWUTH HEIOBOJBHH Y
yCIIOBMMA €KCTPEMHE XEMOJIN3€, IPH YEMY XEMOTJIOONH U BErOBHU JerpalalliOHU MIPOIYKTH MOTY
JUPEKTHO WJIM UHIUPEKTHO yTUIaTH Ha henuje y nupkynauuju. [lopen henuja umyHckor cucrema
KOj€ YUECTBY]Y y beTrOBOM YKJIamamy, IOCEOHO j€ 3aHUMJbUB yTHUI1a] BaHhEHjCKOT XeMOrJIo0nHa
Ha MMh koje cy mocineamux HEKOJIUKO JIEIIEHHU]a CTEKJIE MaXXikhy HAay4YHE JaBHOCTH 300T CBOT
pereHepaTuBHOT MmoTeHIMjana. PereneparuBuu notenuujan MMA 3acHuBa ce Ha cocoOHOCTH
caM000HOBe, Kao M Ha MUTPaTopHOM U audepennujaimonom norernujaty (Gronthos et al., 2000;
Dominici et al., 2006; Kern et al., 2006). MM'h yuecTBYjy y Oip’KaBamby XOMEOCTa3€ y OpraHi3My
3axBaJbyjyhu MHTEpaklMju ca pa3IMYUTUM KOMIIOHEHTaMa MHUKPOCPEIMHE y KOjOj Ce Hajase,
ykibydyjyhu u henmje ummyHckor cucrema. JlogatHo, mo3Hato je na MMM onarosapajy Ha
uH}IIaMaTOpPHE CUTHAJIE MUKPOCPEIUHE, Kao U Ja came enyjy kao umynomoyaatopu (Kukolj et
al., 2018; Obradovic et al., 2019; Weiss & Dahlke, 2019).

Crora je mpeaMeT HCTpakKMBama OBE JIOKTOPCKE AMCEpTallfje HCIUTHBAMKE YTHIIAja
BaHNENIMjCKOI XEeMOrjJoO0MHa Ha (YHKIMjCKE KapaKTepUCTUKE ME3EeHXMMCKUX hemuja.
JlutepaTypHu noanu Koju TOBOpe O YTUIA]y XeMOTJIOOMHA Ha ME3eHXUMCKe henrje Cy OCKyIHH,
YeCTO NPOTHBPEYHM M VYIJIABHOM YCMEPEHM Ha MWCIOUTHBAKE YTHUIAja XEMOIJIOOHMHA
OeckruMemakKa, KOju ce Mo CTPYKTYPH 3HATHO PA3NIuKY]jy 0] XeMoriioonHa knumemaka (Rousselot
etal., 2006; Dutheil et al., 2014; Zal & Rousselot, 2014; Le Pape et al., 2015; Le Pape et al., 2017a;
Le Pape et al., 2017b). Y u3paau oBe TOKTOpPCKE quicepTalrje KopuiheHn Cy CBUECKU U roBehn
XeMOTJIOOMH, Kao JIaKO JOCTYIHHM XEMOTJIOOMHM KHYMEHaka KOjUu I0Ka3zyjy BHCOK CTENeH
xoMoJsoruje ca xymanuMm xemorimoounom (Wang et al., 2017a; Yang et al., 2019). Kcenorenu
XeMOTJIOOMHM, OCHM IITO Ce€ KOPUCTE Kao MOJENH 3a HCIUTHBAamE YTHUIaja BaHheIMjcKor
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xeMmorjo0nHa Ha (PyHKIMjcKa cBojcTBa henuja, mpencTaBibajy OMTaH MpeaMeT OMOTEXHOIOUIKUX
UCTpaXHBama. Y OBHM HCTPaKMBAamUMa XEMOTJIOOMH CE€ M3ydaBa ca IMJbEM HETOBE yroTpede
Kao TOJIa3HOT MaTepujaja y TEXHOJOMKUAM MOCTYNIMMA 32 JOOHjame MOTEHIMjaTHUX 3aMEHUKA
3a kpB (Alayash, 1999; Chen et al., 2009). Takohe, kako cBaku MOJICKYJ XEMOIJIOOMHA cHcapa
caJip’ku 4eTUpU aToMa TBOxkla, KCEHOTeHH XEeMOTTIOOMHH TaKohe IpeACTaBibajy U MOTEHIIH]aTHY
OCHOBa Ipernapara 3a NpPEBCHLHU]y WIN JeYeHhe aHeMHja Y3pOKOBaHHMX AeduimroM rBoxha
(Gonzalez-Rosendo et al., 2010; Soto Méndez & Caballero Pérez, 2011; Hoppe et al., 2013).

3a ucnuTHBamke yTUIaja BaHheaujckor xeMorinoonHa Ha henuje ca Kojuma Moke JIohu y
KOHTAaKT TPUM HHTPABACKyJapHO] XEMOJIM3M, Kao ajJieKBaTaH MOJEN CUCTeM oja0paHu Cy
neykorutd (MHR u I[IMh) 1 MMh u3onoBane u3 nepudepne kpsu yoBeka (IIK-MMT). Nako
cy MM u3onoBane u3 nepudepHe KpBU pelaTUBHO peTke (Mame o1 2 henuje va 1000000 MHR)
U TIPETIOCTaBJba Ce Jia ce 3ampaBo paan o MM mopekioM U3 KOCHE CpKH KoOje Kpo3 KpB
murpupajy Ha mecra pererepauuje (Valenti et al., 2008), npennoct xopunihema oBux henuja je y
Mame MHBa3UBHOM IIPOIECY M30Ialuje y nopehemy ca mpouecoMm n3onanmje u3 Apyrux u3Bopa
MMM, nocebHo kocHe cpxku. C apyre cTpaHe, Kaja ce yCIENIHO U30Jyjy, lbUX0Ba Mpornaraiuja
je nyra u crabuina. Kako MHHh 1 MMh npencraBsbajy xereporesne nomynanuje henuja, uuje
KapaKTEepPUCTHUKE 3aBUCE O] JaBaolla, a Mmoka3aHo je na kog MM (kao mpumapuux henmja) ca
noBehaweM Opoja macaxka Jofa3d M JO TNPOMEHE y TEHCKOj eKCIpecHuju H henujckoj
npoudepanujy, yTuiaj XeMorjo0nHa Ha (PYHKIU]CKe KapaKTePUCTHKE UCITUTAH j€ U Ha YEeTUPU
henujcke nMHMjE KOje MpenCTaB/bajy YHHU(GOPMHHUJE MOJEN CHCTeME Y OIHOCY Ha MpUMapHe
hemuje: ATDCS5, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12 (He etal., 2007; McLeod & Mauck, 2017; Arnhold
et al., 2019). hemujcka nunauja ATDCS5 wusBemeHa on muijux hemdja TepaToKapimHOMA
OKapakTepHrcaHa je Kao XOHaporeHa henmjcka TMHUja Koja posia3u KPo3 CEKBEHIIMjaTHE MPoIiece
aHainorse nudepeHurjauuju xouaporura. Crora ce oBa henmjcka JMHMja cMaTpa 3HAYajHUM N
Vitro mojiesiom 3a poy4uaBame (hakropa Koju yruday Ha henuje y Toxy nporeca xonaporenese (Yao
& Wang, 2013). Octeobaactaa henujcka munuja MC3T3-E1 nopekiom u3 snobame C57BL/6
MUIIICBA KOpHUIINEHA je 3a HMCIUTHUBAaKkE XEMOTJoOWHA Ha ocTeoreHy audepeHnujanujy. OBe
henuje umajy moryhHoct audepeHnyjanmje y ocreodiacTe U OCTEOIUTE M IMOKA3aHO je Ja
dopmupajy kammdukoBaHo TKBO Koctujy in vitro (Yazid et al., 2010). henujcka nunuja 3T3-
L1 ca morenuujanom 3a qudepeHnnjanujy y aAuInonuTe je IUpoKo NPUMEHhHUBaHAa 3a IPOYyYaBaAkE
aJUTIoreHe3e U OMOXEeMH]CKUX KapakTepucTuka hemrja macHor TkuBa. Ctora je Ha oBoj henujckoj
JIMHUjU UCTIMTAH YTUIA] XeMOIJIOOMHA Ha mporec aaunorene mudepenuunjamuje (Zebisch et al.,
2012). 3a ekcliepuMEHTEe MCIUTHBAaKba yTUIAja XeMOIIOOMHA HAa MHOTEHY au(epeHIIUjalH]y,
kopuuthena je C2C12 henujcka TuHMja UMOPTATU30BaHUX MUILIjUX MHoOmacta. OBe henuje ce
Op30 ¥ JTaKO YMHOKaBajy Y KYJITYpH U U3y3€THO Cy KOPHCHE 3a ITPOyYaBame pa3IMIUTHX aclieKara
muorenese (Burattini et al., 2004).

VY cxiagy ca ONMCaHUM IPEIMETOM MCTPAKUBamba, NOCTaBbEHW Cy IJIABHU LIMJBEBU OBE
JIOKTOpPCKE AMcepTalyje:

1. Uzonanumja, npeunmhaBame U QUINYKO-XeMHMjCKa KapaKTepH3alUja CBUHCKOI M
roseler xemor/i00nHa;

2. HcnuTtuBame HUTOTOKCHYHOCTH CBUILCKOr M roseljer xemoryiomHa m morBpaa
HBUX0Be 0MO0JI0IIKe AaAKTHBHOCTH;

3. HcnutuBame YyTHIAja CBHICKOT M roBeller xemorjio0uHa Ha (QYHKIHjCKe
KapaKTepuCTHKe Me3eHXHMCKHUX henuja.

Yy OKBUDPY INTaBHUX ITUJbEBA I[C(I)I/IHI/IcaHI/I Cy HCIIOCPCAHU 3a/lal:

1. M301anmja 1 pU3MUYKO-XEMHjCKA KapaKTepu3alnuja CBUBCKOr U roseler xemor;ioouua:
- M3omanmja xeMorsnoOuHa rpagyalHOM XWUIIOTOHWYHOM XEMOJIM30M WU IpeuyuinhaBame
XEeMOIUIOOMHA TaHT€HLMJATHOM yATpadUITpannjom;
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- UcniutuBame cajapikaja MpOTEHMHAa Yy Y30pHHMa XEMOTJOOMHA eJIeKTPOPOPETCKUM
TEXHHKaMa;

- UcnutuBame caapikaja TMIUAa y y30pIHMa XeMOrJIo0nHa XpoMaTorpad)CKUM TEXHUKaMa;

- AHanu3a BeIYMHE KOJOUIHUX YECTHUIIA Y Y30pluMa XeMOorioonHa (hOTOH KopeaaluoHOM
CIIEKTPOCKOITH)OM;

- Ananuza UV-ViS ancopnunoHux crieKrapa XeMorioonHa;

- OnpehuBame ciocoOHOCTH XemMornoouHa na penykyje ABTS pamukai.

2. AcnuTuBame NUTOTOKCHYHOCTH CBHILCKOI U roBeljer xemorioduHa u nmorBpaa HUX0Be
0M0JI01IIKe AKTUBHOCTH AHAJIU30M:
- Cagprkaja xemornobuna y henmujckum kynrypama MHA u [IK-MMR;
- [{lutoTokcMuHOCTH XeMoriioonHa Ha Moaeny MHR;
- Y1unaja xemoriobuHa Ha npoiudepanu]jy/audepeHnunjanujy onpenesbeHux MaTHYHUX
henuja xemaromnoese nepudepHe KPBU YOBEKA;
- YTunaja xeMorino0nuHa Ha aXxe3UBHOCT JICYKOLIUTA MeprQepHe KPBU YOBEKA;
- YTuiaja xemorno6una Ha npoaykuujy ROS y neykonuruma nepudepHe KpBU 4OBEKa.

3. MHcnuruBame YyTHIAja CBHUEBCKOI M roeher xemorso0umHa Ha JQyHKOHjCKe
KapaKTepucTHKe Me3eHXUMCKHUX heuja anaausom:
» Vmuyaja xemoenobuna na pacm mesenxumckux henuja npaherwwem egpexma na:

Bujabumnoct IIK-MMA u mumjux mesenxumckux henmujckux smmuuja ATDCS,
MC3T3-E1 3T3-L1 u C2C12;

hemmjcku muknyc u anonto3y [IK-MMT;

Knonorenu norennujan [IK-MMh;

» Vmuyaja xemoenobuna na muepamopnu nomenyujan mezenxumckux heauja INK-MMA,
ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12 henuja;

» Vmuyaja xemocnobuma Ha Oughepenyujayuonu nomenyujan mezeHxumckux henuja
XUCMOXeMUjcKumM mexuukama y3 npahere 2eHcke ekcnpecuje cneyuipuurHux mapkepa:

Xouaporene mudepennujanrje [IK-MMh u ATDCS henuja y3 ananusy excrpecuje
rena 3a SOX9, xomaren tun 1, 11 u XI;

Ocreorene audepenmyujanuje I[IK-MMAh u MC3T3-El1 henuja y3 anamuzy
ekcrpecuje rena 3a RUNX2, ankanny docdarasy (enr. alkaline phosphatase, ALP),
OCTCOKAJIIIMH M KoJareH Ty I;

Anunorene nudepenuujanyje [IK-MMA u 3T3-L1 henuja y3 ananusy ekcrpecuja
reHa 3a pelenTop Yy KOjU Ce aKTUBUpa y3 mpoiudeparujy mnepokcusoma (eHT.
peroxisome proliferator-activated receptor y, PPAR-y), aaumnoHeKTHH U
JMIIOTPOTENH JINTIa3y;

Mruorene nudepenuujanuje [IK-MMh u C2C12 henuja y3 aHanu3y ekcripecuja reHa
3a MHOTEHHMH M MUIIUNHY KpeaTuH kuHa3y (enr. muscle creatine kinase, MCK);

» Vmuyaja xemocnobouna wa umyHomoodyramopuu nomenyujan IIK-MMB npahervem
epekma Ha:

['eHncky excnpecujy cienupuyHuX UMyHOMO Ry IaTopHux rena MMA: HLA-A| HLA-
G, HLA-DRA, TGFB1, IDO1, PTGS2, IL6, HMOX1,

Monaynaropuu edexar [IK-MMR Ha henujcku nuxinyc u anontosy MHA,
Monynatopuu epekat IIK-MMh na nponudepannjy MHh.
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3. Marepujan u meToau

3.1. Komepunjannu pearencu

Pearenc IIpousBohau

1.Pearencu 3a u3oianujy u Kyarusauujy heamja

1.1. Meoujymu 3a kynmueayujy henuja

DMEM (enr. Dulbecco's Modified Eagle Sigma-Aldrich, CAJL

Medium)

RPMI-1640 Sigma-Aldrich, CAJ]
:nl\gg)illj/lmgeHr. Iscove’s modified Dulbecco’s Sigma-Aldrich, CAJ[
MethoCult® GF M3434 Stem Cell Technologies, Kanana
1.2. Cepymu

®eranuu tenehu cepym (ewr. fetal calf serum,
FCS)

Komcku cepym (enr. horse serum, HS) PAA Laboratories, Ayctpuja

PAA Laboratories, Ayctpuja

1.3. Ocmane komnonenme meoujyma 3a henujcke Kyamype
['myramun AppliChem, Hemauka

[Menummmn (10000 U/mL)/ctpentomurus (10 Thermo Fisher Scientific, CAJI

mg/mL)

J[excameTa3zon AppliChem, Hemauka
XUIpOKOPTU30H I'anenuka, CpOuja
AcKopOHMHCKa KHCEITHA Sigma-Aldrich, CA]
B-rmunepodocdar AppliChem, Hemauka

N300yTra-MeTHaKcanTHH (eHr. isobutyl-
methylxanthine, IBMX)

Nucynun Sigma-Aldrich, CAl
TGF-B R&D Systems, CAJI

AppliChem, Hemauka

1.4. IIygpepu u enzumu

N3otonnunu docdarau mydep (enr. phosphate
buffered saline, PBS)

HEPES Thermo Fisher Scientific, CAJ]

Capricorn-Scientific, Hemauka

Tpuncun (2,5% Ttpuncun, 10 mM erunen

nuamuH TeTpa cuphetHa kucemuna (EDTA)) Serva, Hemawxa
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1.5. Ocmanu peazencu

['ycTHHCKM TpajujeHT 3a pa3/iBajame
aeykonurta Lymphocyte separation medium, p
1,077 g/ml

duroxemarnytuauH (eHr. phytohemagglutinin,
PHA)

dopbon mupucrar anerat (edr. phorbol 12-
myristate 13-acetate, PMA)

Murtomurina C

Capricorn-Scientific, Hemauka

Life Technologies, CA/I

Abcam, CA/]

AppliChem, Hemauka

2. Pearencu 3a Busyeau3anujy henuja u hequjcke akTHBHOCTH

2.1. ,,boje*

Tpunan mwiaso

TupxoB pactBop (enr. Turk's solution)
[Mponmaujym joaun (enr. propidium iodide, PlI)
Hoechst 33258

MTT (3-(4,5-mumerun-Tuazon-2un)-2,5
T EHUIT-TETPA30IUjyM OpOMUT)

NBT (Nitro blue terpa3somnujymosa co)
Cadpanun O

Oil Red O

Kpucran Buosner (enr. crystal violet)
Aunmzapun npseno (exr. alizarin red S)

KapO6oxkcu-dmyopecens aguamnerat
cykimHUMUanI ectap (eHr. carboxyfluorescein
succinimidyl ester, CFSE)

Thermo Fisher Scientific, CAJ]
Superlab, Cpouja

Beckman Coulter, CA/J],
Sigma-Aldrich, CAJ]

Sigma-Aldrich, CAJ]

Sigma-Aldrich, CAJ]

Merck Chemicals, Hemauka
Merck Chemicals, Hemauka
Carlo Erba Reactifs, ®panirycka
Riedel de Haen, Hemauka

Affymetrix, Ebioscience, Benunka
Bbpurannja

2.2. Ocmanu peazencu

5-6pomo-4-x110po-3-uHaoaua pocdart, p-
tonyuauH co (eHr. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate, p-toluidine salt, BCIP)

Triton X-100
PHKa3za A (pubonykiieaza A)

Sigma-Aldrich, CA]

AppliChem, Hemauka
Thermo Fisher Scientific, CA/]
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3. Pearencu 3a aHaJIM3y eKclpecHje rea

TRIzoL

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA,
KOMEpIIHjaTHI KOMIUIET

PCR Master Mix

Hectunopana DEPC tpetupana Boga (eHr.
diethyl pyrocarbonate)

[Tpajmepu 3a PCR

Arapo3a (Temriepatypa renupama (1,5%): 34,5°-
37,5°C; EEO (-mr): 0,09 - 0,13)

[Tydep 3a Hanomeme y3opka 3a arapo3ny JJHK
ren enekpodopesy (ear. DNA gel loading dye

(6x))
Etumujym-6pomua

Mapxkep nyxune JHK nanana Gene Ruler plus
Prestained DNA Ladder
Xmopohopm

MeTtaunon

Thermo Fisher Scientific, CA/]
Fermentas, CA/J]

Fermentas, CA/]

Thermo Fisher Scientific, CA/]
Fisher

Invitrogen, Thermo

Scientific, CAJ]

Lonza, CAJ]

Thermo Fisher Scientific, CAJ]

Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific, CA/]
Thermo Fisher Scientific, CAJ]

VWR Chemicals, ®panirycka
Zorka, Cpbuja

4. Pearencu 3a ejiekTpodope3y nporenHa

PactBop monomepa akpunamuga 30% T, 2,7% C
Tris

Hatpujym nomenmn  cyndar (enr. sodium

dodecyl sulfate, SDS)

AMoHMjyM niepcyndar

Jutnorperuron

Terpametun etunen quamud (TEMED)
I'munepon

Bbpom denon maBo

| 0%0007%051

Mapxkep Monekyicke mace mporenna PageRuler
Prestained Protein Ladder

Coomassie Brilliant Blue R

Serva

Serva, Hemauka
AppliChem, Hemauka

Serva, Hemauka
Serva, Hemauka
Serva, Hemauka
Zorka, Cpbuja

Serva, Hemauka

Serva, Hemauka
Thermo Fisher Scientific, CA/]

Serva, Hemauka
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MeTtanoun Zorka, Cpouja

CupheTHa kucenuHa Zorka, Cpouja

Ampholine® pH range 3.5 - 10.0 Sigma Aldrich, Hemauka
®docdopHa KUCEITHHA Sigma Aldrich, Hemauxka
Etunen nuamun Sigma Aldrich, Hemauka
TpuxnopcupherHa KUCeIHHA Sigma Aldrich, Hemauka
CyndocanmunuiHa KUCEITMHA Sigma Aldrich, Hemauxka

5. Pearencu 3a aHa M3y JTMIIMA TAHKOCJI0JHOM M FaCHOM XpomMaTtorpadgujom

Xmopohopm VWR Chemicals, ®panirycka
MeTtaHon Zorka, Cpbuja

byTriioBaHu XUIPOKCUTOIIYEH Sigma Aldrich, Hemauka
XekcaH Sigma Aldrich, Hemauka
[Terponerap Zorka, Cp6uja

Huerunerap Zorka, Cp6uja

Cunuka ren 60 GF 254 Sigma Aldrich, Hemauka

Crangapn nonmHe3acuheHnx MacHuX kucenmHa Supelco, Inc., Belleforte, CAJ]
(PUFA-2 standard)

OcTajan pearencu

®dusnonomku pactsop (0,9% NaCl) Xemogapm, CpOuja

2,2 - a3uHO-0Ouc- (3-eTHIOEH30THA30IHH-6- Roche Diagnostics GmbH,
cyndoncka kucenuna) (ABTS) Hemauka

NaH2PO4 Merck, Hemauka

Na;HPO4 Sigma Aldrich, Hemauka

KH2PO4 Merck, Hemauka

Na:EDTA AppliChem, Hemauka

NH4CI Pliva, XpBarcka

NaHCO3 Merck, Hemauka

3.2. Meaunjymu u nydepu 3a kyarusanujy henuja u anaansy heanjckux gyHkumja

Kao crannmapaau Meamjym 3a KynTuBalujy me3eHxumckux henmja (CM) xopuiiheH je
DMEM o6orahen 1% rayramunoMm, 10% FCS, neanmmmnaom (100 U/ml) u ctpentoMutinaoM
(100 pg/ml) u 1% HEPES mydepom.

Kao crangapnau Meaujym 3a KyaTuBaiujy eykomnuta kopunihes je RPMI-1640 menujym
oborahen 1% rmyramunom, 10% FCS, nenunmnuaom (100 U/ml) u ctpentomunaom (100 pg/ml)
u 1% HEPES nydepom.
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[Tydep 3a nusupame eputpouuta (pH 7,2-7,4), kopumrheH mpu U30Jalyju JIEYKOLUTA U3
nepudepHe KpBH YoBeka caapikao je 155 mM NH4Cl, 0,1 mM Na;EDTA u 10 mM NaHCOs.

XumnoocMoTcku (35 mM) docharau nydep 3a u3o0IanMjy XeMOrioOWHA TpaayalHOM
XEMOJIM30M CBHECKUX U ToBehux eputporuta caapxao je 1,14 mM NaH2POg4, 2,88 mM NaHPO4
u 0,18% NaCl y nectuioBaHoj BOJIH.

Xunoocmotrcku JIHK excrpakumonun mydep (pH 7,8) kxopumhen y mnporokony 3a
obenexxaBarbe MHH nponuanjym-jonunom cactojao ce ox 192 mL 0,2 M NaoHPO4 1 8 mL 0,1%
Triton X-100 (v/v).

3.3. Martepujana
3.3.1. XemorJ1o0uMH

VY3opuu cBUBCKOT U roBeher xemornobuHa kopuilheHM y H3pajd OBE JOKTOPCKE
JCepTallije M30JI0BaHU Cy M3 €pUTPOLUTA KIaHU4HE KpBH nodujere y kimanumu [IKb Umec y
[Tanunckoj Ckemu. KpB je mpukynsbaHa y crepuiHe Oolle ca MPEeTXOAHO aCeNTUYHO JOJaTUM
aHTHKoarynaHcom (3,8% HaTpHjyM-IIMTpAT) U TPAHCHIOPTOBAHA Ha aMOMjEHTAIHO] TeMIIepaTypu
no MHctuTyra 3a MEQUIIMHCKAa HCTpakuBama YHuBep3urera y beorpagy. M3 nyHe kpBu
U3]IBOjJEHU CY EPUTPOLUTH M3 KOJUX j€ XEMOTJIOOWH HM30JI0BAaH TPAJyaTHOM XHIIOTOHUYHOM
XEMOJIU30M.

3.3.2. Me3enxumcke hemauje

[Tpumapre me3enxumcke MatuuHe henuje nepudepne kpeu (IIK-MMA) uzonosane cy Ha
WMHCTUTYTY 3a MEIMIMHCKA UCTPAXMBamba IO METOAOJIOTHJU OmMcaHo] y pany Trivanovié¢ u
capaauuii (2013a). henujcka nuauja C2C12 mumnijux MuoOiiacta HabaB/beHA je 01 American
Type Culture Collection (ATCC, CAl). Mumja xonaporena heaujcka auauja ATDCS, mumiju
npeocreodmactt MC3T3-El wu wmumgu  npeagunommtu 3T3-L1  ca moTeHumujanmom  3a
mudepeHIMjanujy y agunonure nodujeHu cy jbyodasnomhy np Carmelo Bernabeu (Llentap 3a
Ouosomka uctpaxuBama, lllmancku HarmoHAIHU WCTpakKMBauku caBeT, Manpua, lllnanuja).
henuje cy xyntuBucane y DMEM/10% FCS meaujymy npu cTaHZapAHOM YCIOBHUMA KOjU
nozpa3ymeBajy rajeme Ha 37°C y atmocdepu ca 5% CO2 u penatuBHoM Biaxsouthy 100%.
Menujym je MewmaH Ha cBaka 2 AaHa. HakoH goctuszama koHpuyeHTHOCTH 011 80-90%, henuje cy
ucnupane pactsopoMm PBS u ,onnemssusane 0,25% tpuncunom ca y ImM EDTA. Tperman
TPUIICHHOM je Tpajao 5 min y uHKyOaropy 3a henujcke kyntype, Ha 37°C, HaKOH yera je J1ejCTBO
TpUTiCMHA 3aycTaBjbeHO ponaBakbeM DMEM/10% FCS wmeamjyma. Cycnensuja henuja
NPUKYIUbEHA j€ CEpOJIOIIKOM IHIIETOM U NpeHeTa y CTepHIIHY enpyBeTy, a henuje cy 3atum
uctanoxene neHrpudyrupamem 10 min Ha 400xg, Ha 22°C. HakoH uentpudyrupamwa hemmjcku
TaJIOT PECYCIIEH/IOBaH j€ Y CBEKEeM CTaHAapIHOM MenujyMmy. Bujabunnoct henuja ogpehena je Ha
ocHOBY 0ojema 0,4% pacTBOpoM TpHUIaH IJIABOT HAKOH 4Yera je KoHIeHTpanuja henuja ogpehena
OpojameM y xeMoluToMeTpy (onucano y nornasiby 3.5.2.1.3). 3a moTpebe gajber yMHOKaBamwba,
hemmje cy 3acejaBane y duackoBe y 6pojy on 4x10% hemuja/cm?. Excniepumentn ca ITIK-MMh
pahenu cy ca henujama uuju 6poj nmacaxe HHje MpeIasuo JAeceT.

3.3.3. Jleykouutu nepugepHe KpBH 40BeKa

3a motpebe MCNUTHBAaKA YTHUIAja CBUICKOT U roBeher xemorioOuMHa Ha (QYHKIMjCKE

KapaKTepUCTUKE JieyKolMuTa TnepudepHe KpBH, MOHOHyKIeapHe hemuje (MHRA) wu

nosmmopdonykieapue henuwje (IIMH) u3onoBane cy w3 jenuHUIIA TieJie KPBU HETAaTUBHUX Ha

Mapkepe MH(PEKTUBHHX OOJIECTH KOjU C€ MOTY IPEHETH KPBJbY, a KOje Cy Jaliu JA0OpOBOJEHU

naBaoid kpBu Ha HWHcTHTYyTy 3a TpaHchy3wonorujy u xemobwosorujy BojHOMenunmHCKe
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akagemuje y beorpagy. MHh u [IM'h u3onoane cy u3 ¢ppakuuja KpBu o6oraheHux JIeyKOIUTHMA
U ,,ocHpOMaIlleHuXx " y caapkajy tpombonmra (eHr. ,,buffy coat”) koje mpeacrasibajy oTmagaHu
MaTepujal U U3J[BOjeHE Cy HAKOH IU(EepeHIINjaTHOT IICHTpUyrupama U3 jeJUHHIA eJie KPBU.
VY3o0piu kopuirheHu 3a u3pay oBe JOKTOPCKE AUCEPTAIlHje Cy aHOHUMH30BaHU M CBAKU KOHTAKT
KOju OM MOTa0 J1a TIOCTY KU 3a J00Hjamke HHPOpMaIHja O 1aBaoliuMa KPBH je MPEKUHYT.

VY by H3010Bamka XyMaHuX JICYKOIHTa, ,,buffy coat™ mpso je pasbiaxen pacteopom PBS
y omHocy 1:1, a 3aTuMm je cycrieH3uja henuja HaHOIIEHA HA TYCTHHCKHU CEMapallMOHU MEIUjyM U
nentpudyrupana 30 min, mpu 6p3unu o1 400xg, Ha 22°C, 6e3 kounuiie. HakoH nieHTpudyrupama,
CJI0j TIa3Me ca TPoMOOoIMTanMa je TIOKYIIJbeH BaKyyMCKOM acrupanujom u ogdbaded. MHR koje
Cy ce Hajla3wie y cjojy uHTep(ha3HOTr MPCTEeHA, MOKYIJbCHE CY ayTOMAaTCKOM IUIIETOM, a 3aTUM
pecycrniennoBane y pactsopy PBS. [la 6u ce ykinoHno cenapanuonu Meaujym henrje cy 101aTHO
WCIIMpaHe JBa MmyTa HeHTpudyrupameM y Tpajamy o1 10 min mpu 6p3unu 450xg, Ha 22°C. Kako
Ou ce mopes ocTaraka TYCTHMHCKOT TpajujeHTa OTKJIOHWIN H 3aoctanu tpomoOouutu, MHH cy
nocienwu, Tpehu nyt, nearpudyrupane y RPMI-1640 meaujymy npu 6p3uau 200xg, S min, Ha
22°C, a 3atum pecycrnenaoane y RPMI/10% FCS meaujymy. Konnentpanuja uzonosannx MHR
onpehuBana je OpojambeM y XeMOLIUTOMETPY, HaKOH 00jera THPKOBUM PacCTBOPOM.

[IMA cy 3ajemHo ca epUpONMTHMA OCTajaJie y TaJOry HAaKOH MEHTPU(YrHUpama Ha
I'YCTMHCKOM cenapanuoHoM Meanjymy. 13 ose henmjcke cycnensuje IIMA cy u3onoBane HakoH
au3e epuTpounTa. EpUTpOnUTH Cy MHM3MpaHH TAako INTO je Ha TaJor JoJaBaHa mecT myTa Beha
3anpeMuHa mydepa 3a M3y epuTpoLMTa, a 3aTUM je hesnjcka cycneH3uja MellaHa U3BPTabeM
enpyBera y Tpajamy ox 5 min. JIuzat ca uataktHuM [IMA je nearpudyrupan 10 min npu 6p3unn
400xg Ha 22°C. HakoH ueHTpu¢yrupama CynepHaTaHT je MakJbuBO oaiauBaH, a [IMA u3 tanora
Cy pecycrienioBane y pactsopy PBS u nogatHo ucnupane asa myra neHtpudyrupamem. Hakon
nocienmer ucnupama, [IMh cy pecycnennoBane y RPMI/10% FCS mMeaujymy u KoHeHTparuja
uM je onpehuBana OpojameM y XeMOLIMTOMETPY, HAaKOH 0ojera THPKOBUM PacTBOPOM.

3.4. ExciepuMeHTAJIHU AU3ajH

3.4.1. U3osmanuja, npeunmhaBame U QPU3NYKO-XEMHjCKa KapaKTepPH3anHMja CBHICKOI U
roseher xemor;i00uHa

CBumcku U roseh XeMOTrJIOOMH HM30JI0BaHU Cy U3 CYCIEH3Mj€ IMaKOBAaHUX E€PUTPOLUTA
KJIAHUYHE KPBU TIPagyaJHOM XHUIIOTUYHOM Xemoiu3zoMm (cnuka 3.1). JloOujeHH Xemoau3aTh
JeTUMUYHO Cy MpeyuinNeHd TMpolecoM TaHreHnujanHe yiarpadwuirpauuje. Crenen
npeuntheHocTH y30paka XeMorJIoOMHa aHaIu3UpaH je:

1) OnpehuBameM caprkaja IpoTEHHA:

- eneKkTpodope30M y MOJHAKPUIAMHUIHOM Tely ca JOJATKOM HATPHjyM IOICIUIT
cyndara (enr. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE),

- U30enexkTpuyHuM (POKYCUpPABEM;

u

2) OnpehuBameM caspkaja YKyIMHHUX JIMIH/A:
- JeqHOTMMEH3MOHAITHOM XpoMaTorpadujoM Ha TAaHKOM CJI0]y CHUJITMKA Tena,
- AHaIM30M MacHHUX KHCEMHA FaCHO-TEYHOM Xpomarorpadgujom u
-OnpehuBameM koaudnHe YKymHOT dhochopa MeTooM Vis crieKTpodhoToMeTpuje.

Hakon ananmse mpeunmheHOCTH y30paka CBHUE-CKOT M roBeher xemorioOwHa, (oToH
KOPEJTallMOHOM CIIEKTPOCKOIUjoM ojnpeheHa je BenuuuHa MoJeKyiaa y y3opiuma, a UV-Vis
CHEKTPOCKOIMHUJOM aHAJIU3UPAaHU Cy ancopHiuoHU crekTpu. CrnocoOHOCT XeMmorioOuWHa Ja
penykyje ABTS panukan, ucniurana je npumeHom ABTS TecTa.
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Crmuka 3.1. lllemaTckum mpuka3 MPOTOKOJA 3a H30JANHWjy, TMpednnihaBame W (PU3MUKO-XEMHjCKY
KapaKTepH3allnjy CBUECKOT U roBeler XeMorinoonHa.

3.4.2. UcnutuBame HUTOTOKCHYHOCTH CBHILCKOI H roneljer XeMOIJI00MHA M nmorepaa
IHUXO0BE OMOJIONIKE AKTHBHOCTH

[Ipomena caapkaja AETMMHYHO MPEYUITNEHOT M (PU3MUYKO-XEMH]CKH OKapaKTEpHUCaHOT
CBUILCKOT U ToBeher xemorioOuHa y henujckum KyaTypama, ucnutana je Ha xymanuM MHA u
[IK-MMT (cnuka 3.2). Hakon kynaruBanmje henuja ca XeMOTJIOOMHOM, Yy CyIIEpHATaHTHUMA je
MepeHa arcopOania Ha 415 nm wim 540 nm ¥ KOHIICHTpalMja XeMOTJIO0MHA H3pakaBaHa Kao

MPOIIEHAT OJ] MOYETHE KOHIICHTpAITH]e.
&ICHHTI/IB&H—LG cajJiprkaja XeMorJioovHa y \

cynepHaTaHTIMa helmjCKuxX KyaTypa
Jleyxounmn nepudepre kpBu | > AHaJM3a TOKCUMHOCTH XEMOIJIOOMHA Ha MOICITY

S — MHT xymane nepudepHe KpBu
ClelelcleE > AHaymza yTHIiaja XeMOIrJIoOMHa Ha

npormde parmjy/nupepeHIjamjy OnpeaesbeHIX
Z} MaTHYHUX helmja xemaroroese nepudepeHe

INK-MM'h
S—— KpBH H0BCKA
—_— » Anamma YTI/]llaja XeMOIJIOOMHA Ha aJIXC3MBHOCT
= ——

JIEYKOIMTa XyMaHe nepudepHe KpBu
» AHajm3a yTuiaja XeMOorJioOMHa Ha NPOIYKLIH]Y

QOS y JeYKOLMTHMa XyMaHe TiepudepHe Kplay

Cnuka 3.2. lllemarcku mpuka3 NPOTOKOJA 3a MNPOBEPY LMUTOTOKCUYHOCTH W MOTBPILY OHMOJIOIIKE
AKTUBHOCTH CBHELCKOT M roBeljer xeMorioonHa.

LUTOTOKCUYHOCT CBUICKOT M roseher xemornoOumHa ucnutaHa je Ha mozeny MHHA
nepudepue kpu yoBeka MTT tectom u 6pojamem henuja y Tpunan miasom. henuje cy 5 nana
unkyoupane y RPMI/10% FCS meaujymy ca paznuuuTiM KOHIIEHTpalijama xemornoouna (0,25,
05,1, 2,4, 8 u 16 uM). Ytuuaj 0,1, 1 u 10 uM cBumckor u roseher xemorjioOWHa Ha
nposndepanyjy/udpeHujanrjy onpeaesbeHuX MaTuyHux henuja xemaromnoese nepudepHe
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kpBu yoBeka ucrnuran je CFC (enr. colony forming cells) tectom. YTuiaj cBusmbckor u roseher
XeMOTJIOOMHA Ha a/IXe3UBHOCT JieykonuTa nepudepne kpeu yopeka (MHA u [IMR) ananuszupan
je tecrom (Oez et al., 1990) koju cy npunaroauiau Vlaski u capaguumu (2004). Tect je u3Bohen
Ha JiBa HA4YMHa, ca U 0e3 mpe-axe3uje, a XeMOTJIOOHH je 1oJaBaH y KoHneHTpanujama ox 0,1, 1 u
10 uM. VYTunaj cBumckor u roseher xemornobmna Ha mpoaykiujy ROS y neykomuruma
nepudepHe KpBu yoBeka aHanusupan je NBT tecrom (Vlaski et al., 2004).

3.4.3. HcnuTtuBame yTHHAja CBUEBCKOr HM roeher xemorioOmHa Ha QyHKOHjcke
KapaKTepucTUKe Me3eHXUuMCcKuX heanja

VYTHmaj cBUBCKOr W roBeher XxeMmorinoOuHa Ha (QYHKUMJCKE KapaKTEpUCTHKE
ME3CHXMMCKHUX hesrja mpoleheH je Ha OCHOBY HUXOBOT ed)eKTa Ha pacT, CIOCOOHOCT MHUTpaIfje
U audepeHnyjanije NpUMapHUX XyMaHUX Me3eHXMMckux MmarnyHux hemwja (IIK-MMR) u
muijux henujckux nunuja (ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12) (cnuka 3.3).

MTT tecrom u mnpumenom Hoechst JIHK obenexuBaua ucnutan je edekar Ha
BUjaOMIIHOCT # mponudepannjy Me3eHXHUMCKUX hendja. VYTHIA] CBHICKOT U ToBeher
XEeMOIIOOMHA Ha henujcKy MUKITyC aHAIM3UpaH je 00jermeM MPOMUIUjyM JOANIOM, a YTUIA] Ha
kioHorenu noreHnujan [TK-MMA Tectom ¢opmuparma kononuja pudbpodiacra (edr. colony-
forming units fibroblasts, CFU-F). VYrtumaj xemorioOMHa Ha MUTPAaTOPHU MOTCHIHUja
ME3eHXMMCKUX hienrja ucnurax je mpuMeHoMm ,,Scracth® recra.

Edexar xemornobmna Ha crocooHoct [IK-MMA u ATDCS na ce mudepennupajy y
IPaBLly XOHJPOTEHE JI03€, KYIATUBALUJOM Yy CHELU(DUIHOM XOHIAPOI€HOM JU(EpEeHINjalliOHOM
Menujymy, HcmuTaH je Oojemem cadpanmHoM O W aHAIM30M EKCOpecHje TeHa Mapkepa
xoHaporene nudepennujanuje (reau 3a SOX9, konaren tum I, II u XI) nanuanom peakiujom
noJMMepa3e Kojoj MPeTXOIHH PeBep3Ha TpaHCKpHIUja (eHr. reverse transcription polymerase
chain reaction, RT-PCR) metomom. YTuIlaj CBHEBCKOT M ToBeher XxeMorioouHa Ha CriocOOHOCT
[IK-MMHh u MC3T3-El nma ce y npuCyCTBY pPa3lMYUTHX OCTEOTEHHX AW(EPEHINjallMOHIX
Menujyma qudepeHumpajy y npasily OCTEOr€HOI TKUBA, aHAIM3HMpaH je npahemheM aKTUBHOCTH
ALP ensuma 6ojerrem NBT/BCIP u munepanu3zamnuje 6ojemeM anmsapuH 1pBeHuM. RT-PCR
METOIOM aHAJIM3UpaH j€ YTHIA] XEeMOIVIOOMHAa Ha eKCIPEecHjy MapKepa OCTEeOoreHe
mudpepenuyjanrje (remn 3a RUNX2, ALP, ocreokamuun u xomaren Ttun I). CrnocobGHoct
aagunoreHe nugepenumjanrje [NK-MMA u 3T3-L1 henmuja y npucyctBy oarorapajyhux
aJUIOreHNX MeAujyMa NoTBpheHa je AeTeKIujoM TunuAHux Tena oil red GojemeM, a yTuuaj
CBUI,CKOI U roBeher xemoryiioOmHa Ha crnocoOHOCT nau¢epeHIyjalnje Ka MacHOM TKHUBY
aHajgu3upaH je mpahewmeM TPOMEHE y €KCIpecuju TeHa 3a mapkepe aaumnorenese PPAR-y,
QIMTIOHEKTHH U JIMIIONPOTEUH JUNa3y. Y TuIaj xemoriaoouna Ha norenuujan [IK-MMh u C2C12
J1a ce, y IPUCYCTBY MUOTE€HOT T (epeHIINjallMOHOT MEeUjyMa, T (epeHIINpajy y IPaBIly MUOTEHE
J03€ HCTUTaH je 00jemeM KpHcTal BHOJET 00joM, HMIACHTU(HUKAIMjOM MUOTYy0a CBETIOCHOM
MHUKpPOCKONIH]OM U MOpP(OMETPHJCKOM aHAIU30M (POPMHUpPAHUX MHOTYOa, a 3aTUM NOTBpheH
npahemeM ekcrpecHje TeHa 3a Mapkepe MuoreHe audepenuujaimje (MuoreHuH u MCK)
npumenoM RT-PCR merona.

Taxole, y OKBHpY OBOT 1IMJba, UCITUTAH j€ M YTUIIA] CBULCKOT U roeler xemorsiodrnHa Ha
umyHomoynatopau noreHuujas [IK-MMh npahewem edexra [IK-MMh Ha npommdepannjy
MHH CFSE tectom u ananmuzom edekra [IK-MMR Ha hemujcku muknyc u anontosy MHR
0ojereM MpOoNMUANjyM joAunoM. JlomaTHo, MCIUTAH je YTHUIA] XEMOIJoOOMHAa Ha EKCIpEcHjy
cnenuuyHux uMyHoMmoxayiaropanx rena MMh: HLA-A, HLA-G, HLA-DRA, TGFB1, IDO1,
PTGS2, IL6, HMOX1.
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IK-MMHh @ama yTHIIdja XeMOIJIO0MHA HA pama
— MMH, C2C12, ATDCS5, MC3T3-E1 n 3T3-L1
_— hemmja mpahemeM yTraja Ha BUjaOWIHOCT,
\t_/ henmmjcku 1MKITyC Y KJIOHOT€HHM TIOTEHIIM]al,
M » AHaimiza yTuiiaja XeMOrJIOOMHA Ha MHUIPATOPHH
—— norenjan ITIK-MME u C2C12, ATDCS,
= —— MC3T3-E1 u 3T3-L1 hemmja;
" ATDCS henmje » AHamm3a yTuraja XeMorjioOrnHa Ha
] JIupepeHIMjaIFoOHN TIoTeHIMjal1 henja y3
% it —— — ':> npaheg:e T€HCKE eKcnpeCHje( gﬁpﬁﬁﬁ
; . creIM(HYHUX 3a: MHOTCHY - u
Xevornogws  MCITSELhemte C2C12), xomxporeny (ITK-MMF u ATDCS5),
—_—— ocreoreny (ITIK-MMh u MC3T3-E1) u
—_—— amunoreny (IIK-MMh u 3T3-L1)
3T3-L1 henmmje T @epemmjaunjy;
Mee~—~—

—— » AHanmza yTHIaja XeMOIIOOMHA Ha
—_— === UMyHOMOyaaTopad norenimjain [TK-MMH.

Cnuka 3.3. [llemaTcky mprKa3 IpOTOKOJIA 32 HCIIUTUBAE YTHIAja CBUILCKOT U roBeljer xeMorioOnHa Ha
(byHKIIMjCKe KapaKTepUCTUKE ME3eHXUMCKHX henuja.

3.5. Metoan
3.5.1. M3o1anuja U KapaKkTepu3anuja XeMorjo0nHa
3.5.1.1. loOujame cycneH3uje NAKOBAHUX ePUTPOIUTA

Eputpouutu cy u3 cBumcke U roele KI1aHnYHE KPBU UCTATIOKEHU LICHTpU(DyTUpameM Ha
1800xg y toky 20 min. HakoH neHTpudyrupama KpBHA IJa3Ma U JICYKOIHUTH YKIOWEHH CY
BAaKyyMCKOM acHHpaiujoM, a Ja OM ce YKIOHWIM IPOTEUHHM IUIa3Me€ EpUTPOLUTH CY
pecycrienzioBanu y pactsopy PBS u ncnupanu asa nyra nenrpugyrupamem Ha 1800xg y Toky 15
min. CycneH3uja NMakoBaHMX EpUTPOLMTa Jo0HjeHa je MemameM pacTBopa PBS u Ttanora
WCIIPAaHUX EPUTPOIINTA IO BPEIHOCTH XemaTokpuTa o1 60%.

3.5.1.2. U3o0aauuja u neJuMu4Ho npeunmhaBame xemor;100uHa

CBumcku U ropehu XeMornoOUH U30JI0BaH j€ IrpaJyalHOM XE€MOJIM30M OMHMCAHOM Y pay
Kosti¢ u capagnuka (2014). [TakoBaHu epUTPOIMTH (MIPUITPEMIBCHU HA HAUUH OIKCAH Y OJICJbKY
3.5.1.1.) nomatu cy y 3anpemunu on 100 mL y crakneny wamy 3anpemune 1 L. Yama je
MOCTaBJbEHA HA XOpU3OHTANHY poTannony Memanuity (Yellow line OS 5 basic, Ika Werbe GMBH
& Co, Hemauka), ca 6p3uHom potanuje on 320 oOpraja/min, JOBOJFHOM 332 XOMOTEHH30BaHE
CyCIIeH3M]je epuTpouuTa. XUInoToOHUYHH, 35 mM Hatpujym-pocdatau nydep 3a xemonusy yBoheHn
je y vamy nomohy nepucrantuuke nymie (Mupysnona mymna, [IP610, buomeauuuna, Cpouja)
npotokoM o1 300 mL/h Tokom 27 min. [TocTeneHno cHmkaBame JOHCKE jaunHe ydepa, TOBENO je
JI0 TIOCTeTeHor ociobahama XxeMoryio0nHa U3 epUTPOLIUTA Y OKOJTHU PACTBOP Y PEAKIIMOHO] YaIIIH.
Hakon rpanyanHe xemonu3e, MeMOpaHe JIM3UpPaHUX EpUTPOLUTA HUCTAIOXKEHE CYy
neHTpudyrupameM, Ha 4°C, Op3uHoMm ox 3200xg, y Tpajamby o1 40 min. CynepHaTaHTH Cy J1ajbe
npeuniiheHu TaHTeHIUjaTHOM yaTpaduiaTpanujom kpo3 ¢punrepe Benuuune mopa 0,2 um u 100
kDa (Viva Flow®50, Sartorius AG, Hemauka). KonnenTparuja XeMorno6HHa y CyHepHATaHTy
onpeheHa je IHMjaHMETXEMOTJIOOMHCKOM METOJI0OM, OJHOCHO MepemeM Assy Xemoiu3ara, Io
dopmynu (Zijlstra, 1997) (jennaumna 1):
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c(%) = A540 x 1465 x F )

rae je A540 ancop6anna nujanMerxemoriioonna Ha 540 nm, a F gaxTop pazdnaxema.

Haxkon u3omnanuje u 1enuMUYHOT ITpedynirhaBama, y30pIH XeMOTI001Ha Cy aTHKBOTUPAHU
u 3aMp3HyTH Ha -20°C. HemocpeaHo npe rmoyeTka CBakor ekcriepuMenTa ca henvjama oqmp3aBanu
Cy HOBH QJIMKBOTH XEMOIJIOOMHA, KOjEMa Cy IMOHOBO opel)eHn KOHIEHTpanuja u ancopIHoHH
cnekTpu. ExciepumenTy Ha hemnujckuM KyaTypaMa 3aBpIICHH Cy y IEPHOAY OJ1 IBE TOJMHE HAKOH
M30JI0Baba XEMOIJIOOMHA, C OO3MpOM Ja CMO IOKa3adH Ja y OBOM IEPHUOJY XEMOTJIOOWH
CKJIQIUIITEH Ha ONWCaHM HA4YMH ocTaje y (opmMu HATHBHOT mpoTenHa (HepasrpaheH u
Hearperupat o2p2- rmobuncku tetpamep) (Drvenica et al., 2019).

3.5.1.3. UcnuTuBame caapkaja NPpOTEeHHA y y30PIUMA XeMOIJI100MHAa

3.5.1.3.1. Enexkrpodope3a nporenHa y moJuaKpuIaMHIHOM rejy c¢a J0JIaTKOM HATPHjyM
poxennJ cyyadara

[IpoTenHcku caapkaj y ACTUMHYHO NMPEYUIINEHWM pacTBOpMMa CBHEGCKOT M ToBeher
XeMOrjo0uHa, aHanu3upaH je auckoHTuHyupaHoM SDS-PAGE y penykyjyhum ycinoBuma
(Laemmli, 1970). Enextpodope3a je pahena ma SE 260 Mighty Small II Vertical Slab
Electrophoresis Unit (GE HealthCare LifeScience, CAJl) anapary 3a Beptukanny SDS-PAGE ca
cucTteMoM 3a xjaheme. Y3o0piu cy pasaBajaHd ToMohy nBa renma: rei 3a y3opkoBame (4%
akpuinamu, 0,063 M Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% amonujym nepcyndat, 0,04% TEMED) u ren
3a pazaBajame (10% axpunamua, 0,375 M Tris pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% amonujym nepcyindar,
0,1% TEMED ). I'enoBu cy Ounu aebssune 1 mm. Ilpe Hanomema Ha remn, y30plu pacTBopa
XEMOTJIOOMHA MEIIIaHU CY Y JeTHAKOM 3alIPEMHHCKOM OJHOCY ca peAyKyjyhum mydepoM 3a y30pke
(0,125 M Tris pH 8,8, 4% SDS, 20% rauuepoi, 0,2 M gutuoptpeuton, 0,02% Gpom denon
IUIaBO), KyBaHU 5 min y BOJEGHOM KYIaTHITy, HAarJIo oxjal)eHn BoJOM M IeHTpu]yrupanu 2 min
Ha 3000xg. Ha ren cy HaHOLIIEHH CyNIepHATaHTH KOJH Cy caapskaiu mo 25 pg xemornobuna. [Topen
y30paKka, Ha Tell Cy HAHOUICHH M NPOTEMHCKH MapKepu CTaHAAPJAHUX MOJEKYJICKHX Maca
(PageRuler Prestained Protein Ladder). 3a enextpodopercko pa3aBajame kopuirhen je 0,025 M
Tris, 0,192 M rmunun, 0,1% SDS nydep. Enextpodopercko paszaBajame BPIICHO je TMpHU
KOHCTaHTHO] jaunHu cTpyje o 10 mA mo reny, y3 HenpectaHo xyaheme. [IporenHcke gpakuuje
6ojene cy 0,12% Coomassi Brilliant Blue 6ojom pactBopenom y cmemu 40% meranona u 7%
cupheTHe KHCEeIMHEe, a BHUIIAK 00je je YKIOHEH HCTUM METaHOJI-CUPNETHUM pacTBOPOM.
PenaruBam yneo (%) enekrpodopeTckux (pakifja 1 BUXOBE MOJIEKYJICKE Mace ofpehuBanu cy
JICH3UTOMETPH]jCKOM aHAIIM30M elleKTpodoperpama, kopuiihemem ImageMaster TotallLab TL120
nporpama (GE HealthCare Life Science, CA/l).

3.5.1.3.2. U30eaekTpu4HO OKyCHpPa€

VY nusby aHanuse NPOTEMHCKOT caaprkaja AeIMMUYHO MpeyrInheHnX pacTBOpa CBUEHCKOT
U roseher xemorioOuHa, MPUMEHEH j€é M MEeToJ Hu30eleKTpuyHor Qokycupama (LKB 2117
Multiphor II, LKB Instruments Ltd, Benuka bputanuja) na 7,5% nonuakpuinaMuaaom remy ca 3%
pactBopom ambonuta Ha pH rpamujenty ox 3,5 no 10 (Drvenica et al., 2019). Kao karoxuu u
aHoZHM Iy(depH cy KopultheH! eTHIIeH TuaMHuH U pochopHa KHCENHHA, a Pa3/IBajambe j€ BPIICHO
MpU jauyuHU elekTpuuHor moska of 20 W u nHamony ox 1500 V. Hakon enextpodoperckor
pa3/iBajama, NMPOTEUHH Cy NpenunutupaHu (pukcupanu y rem) pactBopoM 5% cuphetHe
kucennHe u 5% cyigocaTuIuIHe KUCeNnHe, a 3aTUM O0O0jeHM M KBAaHTU(UKOBAHW Ha HAa4YMH
omwucaH y oaesbky 3.5.1.3.1.
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3.5.1.4. UcnuTuBame cap:kaja JUNUIa y y30pUHMa XeMOIJI00HHa
3.5.1.4.1. ExkcTpaknuja yKynHuX JUMHIAQ

Kako 06um ce oapeamo cagpaj yKymHHX JHIHIA y Y30pIHMa CBHICKOT M roBeher
xemorsobuHa, y 0,5 mL y3opka nogasano je 4,5 mL cmere opraackux pactBapada xjaopodopm-
METaHOJ oMemaHux y onaocy 2:1 (v/v). Kana cy nmunuay n3ooBanu 3a motpede aHalln3e MaCHIX
KHCEJIMHA TaCHOM XpoMartorpagdujom y CMellly pacTBapaya je 10aBaH aHTHOKCUIaHC OyTHUIIOBaHU
xuapokcuTonyeH. Cmeina je BopTekcoBaHa 10 (hopmupama emynsuje, octaBibera 3 h Ha 4°C, u
nentpudpyrupana Ha 2500xg, 15 min. M31BojeH AOWH C€JI0] JUMKIA TPUKYIUBEH j€ Y HOBE
enpyBeTe 1 ocTaBsbaH npeko Hohu Ha -20°C. LlenTpudyrupame je HOHOB/BEHO CyTpaJiaH, a 3aTUM
je JUNUAHU EKCTPaKT MPOIMYIITeH Kpo3 clioj HaTpujym-cyindara u ymnapeH ao cyBa. CyBu
npeuniiheH eKcTpakT pactBopeH je y 0,3 mL cmeme xiopodopm-meranon (2:1 v/v) u kopumhen
3a xpomaTorpadcko pa3aBajame JTUIUAA.

3.5.1.4.2. OnpehuBame ¢ppakuuja yKynHux JUnuaa

YKynHU JUNUAA CY PaJABOjCHH jeTHOAMMEH3MOHATHOM XpOMaTorpagujoM Ha TaHKOM
cinojy cuiuka rena (edr. thin-layer chromatography, TLC) (Gloster & Fletcher, 1966). I'en je
npurpemibeH MemameMm 70 g cumka rena 60 GF 254 u 158 mL nectuiioBane Boje, a 3aTUM je
pa3BydeH Ha cTtakjieHe ioue nospiirae 20x20 cm u nebspune 0,5 mm. ['en je octaBibeH ga ce
ocymu 24 h Ha coOHO] TeMIepaTypH, a HENOCPETHO Ipe IMOYeTKa aHAIM3e aKTUBUPAH je
3arpeBambeM 110°C y Tpajamy oa 45 min. Ha aktuBupany miouy HaHomeHo je 0,3 mL nunuaxor
excTpakta. Kao moOmnmHa asza 3a pas3nBajambe YKYNHUX JUNHA HA HEYTpalIHE JIMIUAC U
docdonunune, kopuirheHa je cMela pacTBapaua MneTposierap-aueTuieTap-cupheTHa KuceauHa
(87:12:1, viviv). Pazasojene dhpakiuje unuaa cy mocie 45 min 6ojene 24 h mapama joja u HaKOH
TOra CKeHUpaHe.

3.5.1.4.3. MeTunanuja MacCHUX KUCEJIMHA

Ecrepu¢ukanmja wmacHuX KucenuHa paheHa je 10 MOAM(PHUKOBAHO] METOIU
TpaHcecteprdukanumje onucanoj y paxy Christopherson u Glass (1969). IIpouec ecrepudukanuje
3anover je pomatkoMm 1,5 mL 3M HCI y meranony y 100 pL y3opka cBumckor u roseher
XeMOrjo0nHa, a 3aTUM je cMmema nHKyOupaHa 45 min Ha 85°C. Hakon tora goxar je 1,5 mL
XeKcaHa u cMmeia je nenrpudyrupana Ha 3000xg, 10 min. XekcaHCKH CJI0] je TOKYIIJbEH U yIIapeH
y CTpYjH a30Ta, a Tano3u ¢y yyBanu Ha -20°C o aHanuse.

3.5.1.4.4. Anain3a MacHMX KHCeJIHHA FACHO-T€YHOM XpoMaTorpagujom

Canprka) MaCHUX KHCEJIMHA aHaJIM3UPaH je racHO-TeuHOM xpomaTorpadujom. Kopumrthena
je xanmnapHa konoHa Rtx 2330, RESTEK, CAJl, Bucune 60 mm u yHyTpalImber IpeyHruKa o]l
0,25 mm. [lebpuna puma crarmonapue ¢ase 6uina je 0,2 um. IIporok Hoceher raca xemujyma
610 je 5 mL/min, npotok Ba3ayxa 320 mL/min, u nporok BogoHuka 30 mL/min. Temneparypa
nerektopa ouna je 240°C, a remneparypa usjekropa 220°C. Temnepatypa xomnone je ca 140°C
(mouetHa ¢aza), moauzana 1o 190°C, 6p3unoM 3°C/min, a HakoH Tora a0 210°C Op3uHOM
1°C/min. Y30p1u npunpeMIbeHIX METUII-€CTapa PaCTBOPEHU CYy HETIOCPEIHO MPEe UHjeKTOBamkba Yy
10 uL xekcaHa, a 3aTUM WEEKTOBaHU Y 3anpemMunu o1 1 pL. MnenTudukanmja MacHUX KMCEIMHA
BpIIeHa je mopehemeM ca XpomarorpaMoM CTaHAapna TOJIHHE3acHNeHUX MacHHUX KHCEIHHA
(PUFA-2 standard). Pesynratm cy u3pakeHH Kao TNPOLEHAT YKYITHO HW3BOjEHHX MAaCHHX
KHCEJIHA.
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3.5.1.4.5. OnpehuBame koauunHe YKynuor ¢gocdopa

3a onmpehuBame yKymHOT canapkaja dochopa y y3opiMMa XeMOrJIoOMHa, Y30pIHU CY
NpUIPEMIFEHU HA HAYHMH OnucaH y ofesbKy 3.5.1.4.1. HakoH ynapaBama, Tajor je pacTBOpPEH ca
100 pL cmemre xnopodopm-meranon (2:1, v/v), mpedadeH y YUCTy enpyBeTy U ucnpan ca 1,9 mL
JNECTHJIOBAaHE BOJIE TAaKO Ja YKyIHa 3anmpeMuHa y3opka Oyme 2 mL. Cmekrpodoromerap je
MOJICIIIEH TaKO Jia je arncopOaHny JecTuioBaHe Boje Ha 405 nm moxesbeHa BpeaHocT 0, a Kao
ciena npoba xopuihena je cmema xjaopodopm-meranon (19:1, v/v) y 3anpemunun ox 2 mL. Kao
crangapn ¢ocdopa xopuimthen je pactBop KH2POs xonmnentpammje 1,6 mmoL/L ox xora je
HanpaBJbCHha CEpPHja IBOCTPYKOT pa3diiaxkema 3a KOHCTpyHcame cTaHnapaHe npase. [lo 2 mL
y3opka/Onanka/ciene npobe/ctannapaa memano je ca 1 mL pactBopa I (0,25% amonujym-
BaHanat, 1,94% a3orHa kucenuHa y aectwiioBanoj Boau) u 1 mL pactBopa II (4,94% amonujym-
Monub6aat, 6,66% a30THa KUCENMHA Y AECTUIIOBAHO] BOJM) 10 YKYITHE 3anpeMuHe o4 4 mL, kpaTtko
BOPTEKCOBaHO U 0CTaBJbeHO 10 min Ha coOHOj TemmepaTypu. HakoH Tora, ounTtaHa je aricopOaHia
Ha 405 nm. Konnenrpamuja ¢ocdopa y y3opuuma u3padyHara je KopuimhemeM CTaHIapiaHe
npase.

3.5.1.5. ®oToH KopeaANMOHA CIEKTPOCKONHja

[Ipoceuna BennMurMHA MOJIEKyJa (MPOCEYaH XUAPOAMHAMUYKM MpeuHuK) (eHr. Intensity-
weighted mean diameter z-average) mnpucyTHUX y JCITMMHUYHO MNpe4YHITNCHUM y30pHHAMa
CBUILCKOT M TOBeher xemorioOuHa onpeheHa je MPUMEHOM TEXHHKE IMHAMUYKOT pacUIlama
ceernoctu (enr. dynamic light scattering) 1j. ¢poTton kopenannone crnekrpockomnuje (edr. photon
correlation spectroscopy) mo mpotokony omnucanom y paay Drvenica u capagaunu (2019). 3a
aHanu3y je xopumihen ypehaj Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Benuka Bpuranuja),
NoBe3aH ca copTBepcKUM makeToM Zetasizer software Bepsuja 7.03. MepHU oricer HHCTpyMEHTa
je om 6 nm g0 6 um. Mepema cy CpoBeieHa Ha TemriepaTypu o 25°C, pu yriry pacuIama o]
173°, u y3 mpuMeHy HauyMHa MeEpema O3HAueHOr Kao ,,automatic sampling time mode®.
HenocpenHo npe ananuse y30piu Cy HEHTPUPYTHPAHH, a 3aTUM j€ CyIIEpHATAHT y 3alIPEMUHH OJ1
1,2 mL npener y kuBeTe 3a aHanu3y (IUIACTHMYHE IOJIMCTHPEHCKE KUBETE 3a jJETHOKPATHY
ynotpeOy, nujamerpa 10 mm). Y3opiu cy aHanuzupanu ynotpe6om oaropapajyhux onepaTuBHUX
npouenypa (eHr. Standard operating procedures, SOP). MarematnukoM o00pazoM KpuBe
(kyMynaHTHa aHayiu3a) cOPTBEpPOM KOjuUM je cHalaeBeH amapaT Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Benuka Bpuranuja), ypahena je m ananusza BenuymHE MoJjekyna. Pesynraru cy
MpUKa3aHU Kao TOjeIMHAYHE KPUBE 3aBHCHOCTU yaena Opoja monekyna (%) o BenuyuHe
Monekyna. CBako MEpeme je MTOHOBJLEHO JIeceT myTa, a kopuinhemem Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft Corporation, SAD) nporpaMckor makera KOHCTpYHCaHe Cy KPUBE KOje MPEACTaBIbajy
Cpefilby BPEIHOCT JIECET Mepemba.

3.5.1.6. UV-Vis cnekTpockonuja

UV-Vis anicopniinonu CreKTpH y30paka CBUBCKUX U TOBehHX XeMOTrI00MHA aHATTM3UPAHU
cy UV-1800 UV-VIS cnexkrpodoromerpom (Shimadzu, Janan). I[lpe anammze y3opuu cy
nentpudyrupanu 10 min, zHa 800xg, Ha 4°C, a 3aTuM je arcopOaHIla Ha TajJacHO] TyXUHU o1 415
nm royieneHa Ha BpeqHocT | pazonaxuBameM y3opaka pactBopoM PBS (Drvenica et al., 2019).

3.5.1.7. UcnutuBame cnocodHoctu penykumje ABTS pagukana

CnocobHOCT y30paka xemorioOuHa na peaykyjy ABTS pamukan ogpehuBana je ABTS
tecToM. OBUM TECTOM HCIUTYj€ C€ aHTHOKCHJIATHBHA aKTMBHOCT HEKOI jeIMI-EHha Ha OCHOBY
IETOBE CIIOCOOHOCTH Ja peAyKyje TUTaBo-3€JIeHH paauKai-kaTjoH 2,2°-azunoduc (3-
erunenOen3oTuazonuH-6-cyndoncke kucenune) (ABTS katjon pamukan, ABTS ™, okcunoBanu
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ABTS) nmo 6e360jHor peakiuonor npousBona. ABTS peareHc mpumpeMibeH je pacTBapameM
0,01920 g ABTS y 5 mL nectunoBane Boje, 1ok je ABTS panukan npunpemsbeH MemameM 5 mL
ABTS pearenca u 88 pl pactBopa kamujym-niepokcucyidara. Hakon npumpeme, CTOK pacTBOp
ABTS panukana je, 1a 6u ce MOTITYHO OKCHJIOBAO, OCTaBJbEH HajMame 16 caTh y MpaKy Ha COOHO]
temneparypu. Ha man uzBohema Tecra, crok pactBop ABTS pagukana pa3zoiaxeH je eTaHOIOM
1o paxHor pactBopa ABTS panukana, oqHOCHO 10 BpeaHOCTH aricopoaniie Ha 724 nm ox 0,680-
0,720, mTo oAroBapa KHErOBOj KOHIICHTPAIU]H O MPUOIHKHO 1%.

ABTS tect je u3BOheH y MUKpOTHUTAapCKUM Iutodama ca 96 mecrta. HemocpenHo mpe
u3Bohema TecTa, y30plH CBUECKOT U ToBeher xemornobuna cy paszonaxenu y 0,9% NaCl mo
koHneHntpanuja ox 0,1, 1 u 10 uM. ITo 10 uL y3opka xemormobuna nogasano je y 290 uL pagHor
pactBopa ABTS paawkama, a 3atuMm je peakinuoHa cMmema wHKyOupanma Ha 37°C, 15 min.
HeratuBHy koHTposy je mpenactabsbana cmema 10 pL mecrumoBane Bome u 290 pl pagHor
pactBopa ABTS. Hakon unkybariuje, aricopOaHiia peakiiMoHOT TPOM3Boa ounTaHa je Ha 405 nm
Ha Wallac 1420 Victor2 unrauy 3a mukpotutapcke mioue (PerkinElmer, ®uncka).

[Tpouenar nuaxubunuje ABTS " uspauynar je npema popmyiu (jennaunna 2) (Olszowy &
Dawidowicz, 2018):

A
0 — __ Aysopka
1(%) (1 —AABTS)X 100 2)
rae je Aysopa AliCOpOaHIa PEaKIMOHOT MPOU3BO/a (YMameHa 3a BPEIHOCT arcopOaHiie

($u3HOIONIKOT PacTBOPA), a AABTs aliIcOpOaHIla HEraTUBHE KOHTPOJIE.

3.5.1.8. UcnuTuBame cajp:kaja xeMorjio0uHa y hejujckum KyJarypama

VY cynepnatantuma kynrypama [IK-MMh u MHK ananusupana je nmpoMeHa caapikaja
CBUILCKOT M roBeher xemorinoOmHa TokoM KyintuBamuje. Y Ty cBpxy, MHh cy 3acejaBane y
nnoyama ca 24 6ynapuha y konuentpamuju 1,5x10° henuja/mL y RPMI/10% FCS meaujymy 6e3
WHAUKATOPCKE 00je, (heHour pea. XeMOoTJIo0uHY Cy T0J1aBaHu y KoHIeHTpaujama o 1 i 10 uM,
a MHT cy rajene 48 h ca unu 6e3 mutorena (PHA). Ha nan noyetka ekcriepuMeHTa XeMOTTIO0MHU
pacTBOpeHH y MeIujyMy y HaBEICHHM KOHIIEHTpaIlfjama Cy 3aMp3HYTH W YyBaHH JO Kpaja
kyntuBanuje. Ilo 3aBpuieTky TpeTMaHa, CylnepHAaTaHTH U3 OyHapuha NpUKYIJbaHU Cy U
neHTpudyrupanu 5 min Ha 20000xg. HakoH neHTpudyrupama, CynepHaTaHTH Cy NPUKYIIbEHU
pa3bnaxxenu 10 myTta y 1eCTMIIOBaHO] BOJIM U OYUTaHa je ancopbanua Ha 415 nm UV-1800 UV-
VIS cnekrpodoromerpom (Shimadzu, Janan). Y3opuu xeMmoriioOnHa KOju Cy 3aMp3HYTH Tpe
KyJITHBalMje, U KOjU cy KopultheHH 3a ofpehuBame noyeTHe KOHIEHTpaluje xemorioouHa (t0),
takohe cy pazonaxenu 10 myra y 1ecTUIOBaHO] BOAM M OYUTaHa UM je ancopOaniia Ha 415 nm.

VYV uuiby ucnuTHBama caapxkaja xemornoouna y kyiarypu IIK-MMTH, ose hemuje cy
3acejaBaHe y mioue ca 6 6yHapuha y kornenTpanujn 1x10%/mL u rajene y DMEM/10% FCS, 48
wm 96 h, ca wnu 6e3 xemornmobuna (0,1, 1 u 10 uM). Ha gan moueTka eKclepuMeHTa
XeMOTJIOOMHH PaCTBOPEHHU y MEAHMjyMy Y HaBeIEHUM KOHIIEHTpAIFjaMa Cy 3aMp3HYTH U YyBaHU
710 Kpaja KyntuBanuje. HakoH TpeTmaHa, cynepHaTaHTH helujcKuxX KyaTypa ¢y NpUKYIJbEHH U
nerTpudyrupann 5 min Ha 20000xg, a 3atum je ounrtana arncopbanna Ha 540 nm UV-1800 UV-
VIS cnekrpodoromerpom (Shimadzu, Janan). Y3opumu xemorioOMHa KOjU Cy 3aMp3HYTH TIpe
KYJITHBAllM]j€, U KOJU cy KopulltheHu 3a oapehuBame moyeTHe KOHIEHTpaluje xeMoriaoouHa (t0),
cy Takohe pa3bnaxkenu 10 myTa y 1eCTHIOBaHO] BOJM U OYUTaHA UM je arncopbanua Ha 415 nm.
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Pesynratu cy mpukazaHu Kao mpoleHar npoMeHe cajpxaja xemoriaoouHa (X0) HakoH 48
i 96 h, 3a cBaky aHanM3upaHy KOHIIGHTpaIN]y, TpeMa jenHadnnu (3):

3)

r71€ je Acynepuaranta aIICOpOaHIa cynepHaTaHTa henauja MHKYOMpaHUX ca XeMOITIOOMHOM, a
Apacrsopa X6 y t0 alICOPOAHIIA PacTBOpa XeMOTJIOOMHA KOjH Cy MPUIPEMIbEHH Ha JaH 3al0YHbamba
eKCIIEpUMEHTA, U3 KOjuX je oJpeheHa 3anpeMuHa cunana y Oynapuhe ioya ca henvjama u Koju
Cy HaKOH TOTa 3aMp3HYTH.

. A cynepnaTaHTa
[IpomeHn aja X6 (%) = ———
POMEHa Cafipxaja 6 ( /0) A pactBopa X6y t0

3.5.2. Anaiausa heaujckux pyHkumja
3.5.2.1. UcnuTuBame yTHIAja XeMOTIJ100MHA HA BUja0uiIHOCT hesuja
3.5.2.1.1. OnpehuBame Bujaduanoctu heauja MTT TecTom

MTT TecToM MCIUTaH je YTHIIAj CBUBCKOT U roBeler xemornoouHa Ha BujaduiaHoct [1K-
MMHh, ATDCS, MC3T3-E1, 3T3L1, C2C12 u MHRQ. Tectr ce 3acHMBa Ha PEAYKIHjH KYTO
o0ojene terpazonujymone conu, MTT, g0 TamHo miaBor ¢popmMaszaHa, KaTATUTUYKUM JIEJIOBAHEM
SH3MMa CYKIMHAT JICXHIPOreHase Koja je akTuBHa y )xuBuM henujama (Mosmann, 1983).

VY 1usby UCIIMTUBAKA YTHIIAja CBULCKOT U ToBeher xemornobuna Ha Bujabunnoct MHR,
hemmje cy 3acejapaHe y mmode ca 96 Mecrta y KorueHTpamuju 1x10° hemuja/Gynapuhy u
MHKyOUpaHe ca pacTBOpUMa XeMoriiobuna konuenrpamnyja oz 0,25, 0,5, 1,2, 4, 8 u 16 uM y Toky
5 nana. Kao konTpoina cinyxmuie cy kyrrype MHRA kyntuBucane caMo y cTaHAapAHOM MEINjyMY.

Y uMiby HCIUTHBamka YTHUIAja CBUICKOT M roBeher xeMmoraoOMHa Ha BHjaOMIIHOCT
mesenxuMmcknx hemuja MTT tectom, IIK-MMTh cy 3acejaae y koHnenrtpamujun 5x103
henuja/6ynapuhy, a ATDCS5, MC3T3-E1, 3T3L1 u C2C12 hemuje y xonuentpamuju 8x10°
henuja/Oynapuhy, y miode ca 96 mecra u ocraBibeHe npexo Hohu na anxepupajy. Cineneher nana
XEMOTJIOONHHM Cy JoAaBaHu y KoHeHTpaurjama o 0,1, 1 u 10 uM u henuje cy KkyntuBucane y
cTanjapaHuM yciouma 24, 48 wim 72 h.

Haxon Tpermana, MTT je nonat y punannoj konnentpauuju o 0,5 mg/mL u unkyoupan
ca henmujama 2-3h. ®opmupanu kpucranu ¢popmaszana pacteapanu cy y 10% SDS ca 10 mM HCL.
Amncopbannia o6ojeHor mnpousBoga Ha 540 nm u3MepeHa je ayTOMAaTCKUM 4YHUTadyeM
MukpoTtuTapckux rioya Multiskan PLUS (Labsystem, ®uncka).

3.5.2.1.2. OnpehuBamwe Bujadbuanoctu npumenom Hoechst IHK obene:kuBaua

VYTunaj ceumckor u roseher xemornoOuHa Ha BujabuiaHocT IIK-MMTA wucnutan je
npumenom Hoechst 33258 oOenexxuBaya koju ce Besyje 3a aBosnandany JIHK, mnpema
MOAM(HUKOBAHOM MPOTOKOIY omucanoM y paay Singh u capagamka (2010). TIK-MMh cy
3acejaBaHe y KoHIeHTpanuju 5x10° henmja/Oymapuhy y mmode ca 96 mMecTa M OcTaB/beHE Ja
anxepupajy npeko Hohu. Crneneher nana y henujcke KynType J0JaBaHU Cy CBUECKU U ToBehu
xeMorsioonHun y xoHnentpamnujama ox 0,1, 1 u 10 uM nakon dyera cy henuje KyJITHBHCAHE Y
CTaHJapAHUM ycioBuMa cienehux 24, 48 unu 72 h. Hakon tpermana, Hoechst 33258 je noxgaBan
y ¢uHaAIHO] KOHIEHTpauuju ox 5 pg/mL u unky6upan ca hemujama 15 min. [lo 3aBpuieHo)
MHKYOalMju, MEIUjyM je YKIOWeH, henmuje ucmpaHe jABa myta pactBopoM PBS u nusupane
nydepoM paauouMyHONperumuTaiujckor eceja (enr. radioimmunoprecipitation assay buffer,
RIPA) (1% NP-40, 0,5% Hatpujym aeokcu xomnart, 0,1% SDS y pacteopy PBS) 30 min y mpaky
Ha cOOHOj Temmeparypu. hemmjcku nu3aTd cy mnpebadeHH y IjpHe Iuiode ca 96 mecra u
dayopecuenia je mepena Wallac 1420 Victor2 yntauem 3a Mukpotutapckux rioua (PerkinElmer,
®uncka) koputthewem 355 nm/460 nm ¢unrepa 3a eKCIUTALN]Y U EMUCH]Y.
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3.5.2.1.3. OapehuBame Opoja BujaduaHux hennja 60jereM TPUIIaH IVIABUM

Jla 6u ce onpenno Opoj Bujabumuux henuja, y henujcky cycneHsujy je gogaBaH pacTBOp
TPUIIaH IUIABOT M HEMOCPETHO HaKOoH Tora hemuje cy OpojaHe y XeMOIUTOMETpPY. 30o0r
HapylIaBama HHTETpuTeTa henujcke MmemOpane, MpTBe henuje cy MpoImycT/puBe 3a OBy 00jy, ma
Ce IMOJ CBETJIOCHUM MHKPOCKOIIOM YO4aBajy Kao IUIaBe, 3a PasivKy O]l BUjaOMIHUX henrja Koje
HE Mpomnymrajy 00jy y IHUTOIUIa3My, OCTajy HeoOOjeHe, U MOJA CBETIIOCHUM MHKPOCKOIIOM Ce
yO4aBajy Kao CBETIIE.

Henocpenno npe onpehuBama 6poja/konnientpanyje henuja, henuje cy nomemane ca 0,4%
pacTBOpoM 00je TpHIaH MI1aBo y ogHocy 1:9 u 3atum Opojane y xemorurometpy. Konenrpanuja
henuja uzpauynara je mo gpopmynu (jeqHauvHa 4):

C = N/nxR x 10000 (4)

rae je C xoHueHTpanuja henuja u3pakena kao Opoj hemmja/mL, N Opoj mpebGpojanux
henuja y mospuma mioumie, n Opoj moskba Ha IUIOYMIM Yy Kojuma cy Opojane hemmje m R
pazbnaxeme henuja y Tpunas miaso 00ju.

Bujabunnoct (% xuBux henwja) nuzpadyHara je mo Gopmyiu (jeqHaunHa S5):
Buja6usnoct (%) = (n * 100)/N (5)
['ne je n 6poj Bujabumaux henuja, a N ykyman 6poj henuja.

3.5.2.2. UcniuTuBame yTHIAja XeMOIJI00MHA Ha QYHKIHMjCcKe KAPAKTEPUCTHKE JEYKOUUTA
nepudepHe KPBH Y0BEKa

3.5.2.2.1. Ana;in3a ajgxe3uje JeyKOIUTA 32 MOJTUCTUPEH

VYTHmaj ceumcKor U roeeher xemornoduna Ha aaxesujy MHRA u [IMh nepudepne xpsu
YJOBEKa UCIIUTHBAH je TeCTOM Koju cy onucanu Oez u capaguunu (1990) u npunaroauiu Vlaski u
capamaunu (2004). MHH u [IMR u3onoBaHe Cy 1Mo MpOTOKOJY OMUCAHOM Yy OnesbKy 3.3.3.,
pecycleHIoBaHe y CTaHIapJHOM MEAMjyMy 3a KyJITHUBaIMjy JeyKoIuTa 1 3acaleHe y OyHapuhe
(y xoHnenTpanuju 5x10° henmja/6ynapuhy) y miode ca 96 mecta. Tect anxesuje u3BoheH je ca u
6e3 mpe-anxeswje. Y Ttecty ca mpe-aaxesujom, MHRA u IIMA unkyOupane cy 30 min y
CTaHJApJHUM YCIIOBHMa, HAKOH Yera Cy JI0JIaBaH! PaCTBOPH CBUILCKOT U ToBeher xemorioOuHa,
a 3aTUM je MHKyOalMja HacTaBibeHa cienehux 45 min. YV ekcnepuMmeHTUMa 0e3 mpe-ajaxesuje,
MHHT u [IMh cy y 6ynapuhe mioda 101aBaHe UCTOBPEMEHO Ca pacTBOpPUMAa XEMOTJIOOMHA U
uHKyOupane 45 min. Kao koHTposa (Mepa HHBOA CIIOHTaHe aIXxe3uBHOCTH) cinyxmie cy MHA u
[IMT rajene y cranaapaaoM meaujymy. Kao nmosutrusHa koHTposia Tecta kopuiihene cy henuje
ctumynucane PMA (50 ng/mL). Ilo 3aBpiieHoj nnkybauuju henuje xoje ce HUCY 3aJIeUIIe 3a
IUIACTUKY YKJIamkhaHe cy ucnupameM pactBopoM PBS, a 3aTtum cy agxepentne henuje puxcupane
10 min Ha coOHOj TemmepaTypu MeTaHoJoM mpeTxonHo oxiaahenum Ha -20°C u Gojene 0,1%
pacTBOopoM KpucTtaia BuoseT, 10 min Ha co6HOj Temneparypu. Hakon 60jemwa, henmje cy ucnpane
BOJIOM M3 BOJIOBOJA U IJIOYE Cy OCTaBJbeHE Mpeko Hohu na ce ocymie. CyTpaaaH je 10AaBaH
pactBop 33% cupherne kucenune (100 uL mo Gynapuunhy), a uHTEH3UTET OcIo0ohene 0oje, Koju
onpaxaBa Opoj anxepeHTHuX henuja, onapeheH je Mepemwem amcopOanie Ha 540 nm Ha
ayTOMaTCKOM yuTauy 3a Mukporutapcke mioue (Multiskan PLUS, Labsystem, ®uncka).

3.5.2.2.2. Anamu3a npoaykuuje ROS y neykouuruma

VYTHunaj cBumckor u ropeher xemorinodbuna Ha npoaykudjy ROS y MHHA u IIMh
nepudepHe kpu yoBeka ucnutat je NBT tectom. OBaj TecT ce 3acHuBa Ha peaykiuju NBT conu
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cynepokcua aHjoHoM (O2) KOjU ce TeHepHIle TOKOM PECIUpPATOPHOI Mpacka, Kao pe3ynirar
aktuBHocTH NADPH oxcumase neykorura (Monboisse et al., 1991). Tecr je uzBohen mo meroau
ommcanoj y (Vlaski et al., 2004). YV muspy uzBohema oBor tecta, MHh u I[IMh 3acejaBane cy y
node ca 96 mMecta y KoHnenTpammju 5x10° hemuja/6ynapuhy y RPMI/10% FCS. CBumcku 1
roBehu xemornoOuH nonaBanu cy y koHmeHtpamujama od 0,1, 1 m 10 uM. hemumje cy 3atum
UHKYOMpaHe 55 min y CTaHIapIHUM yCIIOBUMA, HAKOH Yera je y KyJIType Koje Cy CIIy)XHJe Kao
no3uTHBHA KOHTpana goaatr PMA (50 ng/mL) a 3atum cy minode naKyOmupane jomr 5 min. Hakon
tora, noaat je NBT y ¢unannoj konnenrpanuju ox S mg/mL u uakyoupan ca heaujama 30 min
1OJI CTaHAapAHUM ycioBuMa. [IponxykoBanu cynepokcun g1oBou 10 KouBep3uje NBT cymerpara
JI0 TIaBO/JbyOMYacTo 000jeHor opMaszaHa, a opMUpaHU KPUCTAIH OBOT jeIMH-CHA PACTBOPEHU
cy y 10% SDS ca 10 mM HCI u ancopbannia je mepena va 540 nm xopunihemeM ayToMaTCKOT
yuTaya 3a Mukpotutapcke miode (Multiskan PLUS, Labsystem, ®uHcka).

3.5.2.2.3. Anaqu3a mnpoaudepanuje/qudepeHnujanuje omnpeaebeHnX MaTuuHux hesmja
xemaromnoese nepudepHe KpBu

Kako ©Ou ce wucnurao yTUlla) CBUEKCKOT M ToBeher XemoryiiobnHa Ha
npoiudepanujy/nudepeHnujanujy onpeae/beHIX MaTUYHHX henwja xematorioe3e nepudepHe
kpBu 4doBeka, kopuurheHn je CFC tect (Freshney et al.,, 1994). CBaka konoHHMja HacTaje Kao
pesynrat nponudepanuje win audepeHnyjanyje jeane Matuaae hemuje, a 6poj dhopMupaHux
kosionnja 'y CFC Ttecty yka3yje Ha Opoj XEeMaTONOETCKHUX IPOreHUTOpPCKUX henuja y
aHamu3upanoMm y3opky. CFC Tect moapazymeBa KyNTHBAIMjy XEMaTOMOETCKHX henwmja y
nonyuBpctoM menujymy MethoCult H4434 (metunuenynoza y IMDM menujymy ca nonaTkom
FCS) u koju cagpxu pekomOunatae xymane nutokuae (50 ng/mL ¢dakropa marnunux henmja
(enr. stem cell factor, SCF), 10 ng/mL IL-3, 3 U/mL eputponoeruna u 10 ng/mL ¢dakropa
CTHMYyJIAIlje TpaHyJIOIUTHO-Makpodaraux kojoHuja (eHr. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF), anbymun u3 roseher cepyma u f-MepKanToeTaHOI.

3a u3zBoheme CFC tecra, MHh cy n3onoBaHe mo mpoTOKOIY OMHUCAHOM y OJeJbKy 3.3.3.,
pecycnennoBane y IMDM meaujymy ca 2% FCS ca unu 6e3 xeMorio0uHa y KOHIIEHTpalujama
0,1, 1 m 10 uM. Cycnensnjac MHR y 3anpemunn ox 25 pL xoje cy cagpxane 1x10° henmja cy
nonare y enpysere ca 250 pLMethoCult H4434 nomyuBpcror Meaujyma, CyClieH3Hja je CHaXHO
npoMelIaHa u npexera y Oynapuh mioue ca 24 mecra. Kynrype 6e3 xeMornoOuHa cityxuie cy
Kao koHTpoise. Tect je pahen y aymnukaty. Hakon 14 nana kynruBanuje Opoj GpopMHpaHHUX
KoJoHuja oapehen je Opojamem moj cBemiocHuM MukpockornoM (Olympus BXS51, Jaman). Ha
OCHOBY MOP(}OJIOIIKHUX KapaKTEPUCTUKA KOJIOHU]a UACHTU(HHUKOBAHU Cy EPUTPOUIHHU NIPEKYPCOPU
(BFU-E), npekypcopu rpanysioruTHo-moHouuTHE j1o3e (CFU-GM) u npekypcopu 3aje THIYKH 3a
rpaHyJIoNuTe, epuTpouuTe, Makpodare u merakapuormre (CFU-GEMM).

3.5.23. HcnuTtuBamwe yTHIAja XeMOrJoOMHA Ha (QYHKOHjCKe KapaKTepHCTHKe
Me3eHXHMCKHUX henja

3.5.2.3.1. Anaau3a heaujcxor mukiayca IK-MMh

3a ananu3y henujckor nukiyca, kopuuheHo je 60jeme henuja mponuanjym joAUI0M KOju
Ce CTEeXMOMETPH]CKM Be3yje 3a HYKJIEHMHCKE KHCEIMHE Tako Ja je emucuja (iayopecueHie
NPONOPLMOHATIHA cajpXkajy OBHX Moisiekyna y hemuju. Jla Oum emuroBaHa (QyopecieHia
pednexroBana konuuuny JHK y henmujama, monekynmu PHK mopajy O6utu ykimomeHu TOKOM
npurpeme y3opaka. Hakon Oojewma pactBopom Pl, henmje cy ananmu3upane NpOTOYHHM
utomerpoM. Ha xucrorpamy 3aBucHoctu 6poja henuja o natensurera duayopecienie (enr. cell
count/PI fluorescence), anonrtorcke henuje Gpopmupajy xumomumionanu (sub-Gi) nuk xoju ce
JIaKO MO’KE€ pazNIMKOBaTH 0/ ycKor nuka henuja ca Hopmanaum (aummounnum) JAHK cangpixajem
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(Riccardi & Nicoletti, 2006) (cnuka 3.4). CxomHO TOMe, OBaj METOA KOpHiIheH je y OBOj
JIOKTOPCKO] TUCEPTAIIM]jU 32 UCIIUTUBAKE YTUIIaja XeMOTJI00MHA Ha TIporpecH]jy hemuja kpo3 dasze
henujckor nukiTyca, Kao ¥ Ha Opoj anONTOTCKUX henuja y CycreH3Hju.

Amnanuza je pahena ca [IK-MMh koje cy 24 h wim 48 h kynTuBUCaHe y CTaHIApPAHOM
MenujyMmy 3a KynTuBanujy hemuja y mpucycTBy cBUECKOT U roBeher xemormobuna (0,1 uM).
Haxkon nnky6anuje, henuje cy onnenssuane 0,25% pactopom tpurncua/EDTA u duxcupane 4%
pactBopoM opmangexuna. Hakon ucnupama y pactsopy PBS, hemuje cy o6ojene (40 min Ha
37°C) pactBopom mponuaujym joauaa (50 pg/ml PI, 0,1% Triton X-100 u 0,1 mg/ml PHKaze A 'y
pactBopy PBS) u 1o ananuze npxxane Ha neny. [Iporpecuja kpo3 henujcku MUKITyC aHAIM3UpaHa
je Ha mporounom nuroMetpy Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, CA/I).
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Crnuxka 3.4. I'padmuku mpuka3 pe3ynTara aHanuse henmjckor MUKIyca IpOTOYHOM IUTOMETpHjoM henuja
o0ojeHux mnponuaujym joaumaom. Ilpuka3 nporieHta onx ykymHor caapxkaja JHK koju mortude on
anonrorckux henuja (sub-G1 nuk) u henuja y Go/G1 u S/G2 ¢a3u henujckor nukiyca.

3.5.2.3.2. Ananu3a kioHorenor norenumjaiaa [IK-MMh

YTunaj cBumCckor u roseher xemornobuna Ha kinoHorenu kananuret [IK-MMhA ucnuran
je CFU-F tectom (Trivanovi¢ et al., 2013a). [IK-MMT cy 3acejaBane y KoHIeHTpanuju o 40
henuja/Oynapuhy u rajeHe q8e Helesbe y MPUCYCTBY CBUILCKOT MK roBeher xemornobuna (0,1, 1
u 10 uM) y ctannapaaum ycnosuma. Kao kontpona ciysxune cy IIK-MMh rajene y cranaapasom
menujymy. Hakon Tpetmana, henuje cy ucnupane pactsopom PBS, ¢pukcupane 10 min Ha co6HO]
TEeMIEpaTypu, METaHOJIOM IpeTxoaHo oxiahenum Ha -20°C, 60jene 0,1% pacTBOpom KpucTai
BuoJet 6oje, 10 min Ha coOHOj TemmepaTypu, U UCIUpaHe JecTuiaoBaHoM BojaoM. bpoj CFU-F
kononuja [IK-MMh oapehen je 6pojamem cBeTiiocHuM Mukpockornom (Olympus BX51, Jaman).

3.5.2.3.3. AHa;in3a crocoOHOCTH MUTPaNje Me3eHXuMcKknX heauja

VYTH1aj cBUlBCKOT U roBeher xemornoOuHa Ha ciocooHocT murpanuje [IK-MMh, ATDCS,
MC3T3-E1, 3T3L1 u C2C12 henuja ucnuras je ,,Scratch” tecrom. Y 1iusby nsBohema oBOT TecTa
henuje cy 3acejaBeHe y miode ca 24 mMecra M MyIITaHe Jla pacTy y CTaHIApJHOM MEAUjyMmy 3a
KyJnTuBauujy henuvja 1o nocrusama KoHpIyeHTHOCTH. HakoH Tora, BpXoM CTEpUIIHOT HacTaBKa 3a
nureTe MOByUYeHa je JIMHHUja 1Mo cpennHu OyHapuha kako 6u ce ¢popmupao npocrop 6e3 henuja
(T3B. orpeboTmHa, eHr. Scratch), makon dera cy omnerubeHe henuje ykimamaHe HCIUPABEM
pactBopom PBS. ITlo mpaBmemy ,,orpebotune, henuje cy KynTuBucaHe aoaatHux 24 h y
MPUCYCTBY Pa3IMYMUTUX KOHIIEHTpalMja CBUICKOT U roseher xemornobuna (0,1, 1 u 10 uM) y
DMEM/1 % FCS. Oamax mo momaBamy pacTBOpa XeMOrjoOuHa, ,,orpe0oTHHA® je ClMKaHa
CBETJIOCHUM MHKPOCKOIIOM KaKo OU ce 3a0elexnia ’eHa oYeTHA MOBPIIMHA (TIOBPITUHA Y HYJITO
Bpeme, t0). Hakon tpermana, henmje cy duxcupane nenenum meranosnoM (10 min Ha coOHO]
temneparypu) u 6ojene 0,3% pactBopom Kpuctan BuoieT 60oje (10 min Ha cOOHO] TemmepaTypH),
a 3aTuM cy ,,0rpe0oTHHE ciauKaHe cBeTIocHUM MukpockornoM (Olympus BXS51, Jaman).
Jobujene Mukporpaduje ananmuzupane cy nporpamom TScratch (Computational Science and
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Engineering Laboratory, Swiss Federal Institute of Technology, ETH Ziircih, [1IBajiapcka) kako
0u ce oapenno mpoieHart henuja koje cy murpupaie y oomact orpedotune (Kocic et al., 2012).

3.5.2.3.4. Ananu3a nudepeHIIujannoOHOT MOTEHIUjaja Me3eHXUMCKHUX henja

YTtunaj cBumckor u roBeher xemornoOuHa Ha JUGEPCHIMJAIMOHH ITOTCHIIH]AJ
ME3CHXMMCKUX helldja MCIUTUBAH je HaKOH MHKyOamuje henuja y MenujymMuMa 3a XOHJIPOTEHY
(ITIK-MMh u ATDCS), octeoreny (ITK-MMh u MC3T3-E1), agunoreny (IIK-MMh u 3T3-L1)
nmn muoreny nudepennmjamujy (IIK-MMA u C2C12). Crenen mudepennujanuje henmja
onpehuBaH je XHCTOXEMHUJCKMM METOAMMa 3a JeTeKIHjy akTuBHOCTH ALP eH3uma wu
MUHEpalu3alyje BaHhenmujckor Marpukca (ocTeoreHa jaudepeHIMjanmja), MPUCYCTBA
riuko3amuHornukana (IAI') (xomaporena mudepeHnujanyja), JUMUIHUX Tena (aaunoreHa
nudepeHnujamnyja) Wi MuoTyoa (MuoreHa qudepenuujanuja). Judepennujanmja Me3eHXUMCKHX
hemuja ka oapeheHOM THIy TKWBa, AOJATHO j€ MOTBpl)eHA aHATU30M EKCIIpecHje TeHa
cenuuunnx 3a oapehenu tun maudepenmujamuje RT-PCR-merogom. YTHIA] CBHUEBCKOT U
roBeher xemorioOmHa Ha audepeHIUjalMj)y ME3eHXMMCKHX henmja KBaHTH(HUKOBaH je
JICH3UTOMETPHJCKOM  aHAJIM30M  eKclpecHje TeHa crnenuduyHux 3a oapeheHu  Tum
nudepeHujanyje.

3.5.2.3.4.1. Xonaporena gudepeHunjanuja

VY muspy uanyknuje xonaporene nudepennujanuje [IK-MMh u ATDCS henuja, henmje
cy 3acejaBane y mioue ca 96 mecta y Konuentpanujama ox 5x10% (ITK-MMT) u 8x10° (ATDCS5)
henuja/Oynapuhy u rajeHe y craHaapJHOM MEIWjyMy IO/ CTaHAAPAHUM YCIOBUMA J0 IMMOCTH3amba
koH(payerTHOCTH 071 80%. Hakon noctuszama cyOkoH(pyeHTHOCTH, henuje cy nabe KyITUBHCaHEe
y XOHApOoreHoM audepennurjanronoM meaujymy (XM) koju ce cacrojao o DMEM menujyma ca
monatkom 5% FCS, 100 U/ml nenunununa/crpentomunmia, 2 ng/mL TGF-B, 50 puM
ackopOuncke kucenue M 10 nM nekcamerazoHa (moamduroBan mportokon mo Nikoli¢ u
capamuunu (2011). CBumcku nin ropehu XeMOrJI00MHHU 10aBaHu ¢y Y XM y KOHIIEHTPAIHMjH O
0,1 uM. [IK-MMT cy y XM unkybupane 14 nana, nox je uakyoamuja ATDCS henuja tpajana 10
nana. Kao konrpose ciyxuie cy kynrype [IK-MMHh u ATDCS henuja y XM, 6e3 xemorioOuHa.
Menujym je MemaH cBakor Apyror n1aHa. Hakon tpermana henuje cy ¢pukcupane 3,7% pacTBopom
dopmanuna y 90% metanoiny, a 3atum 6ojene 0,1% pactBopom cadpanun O 60je, 5 min Ha COOHO]
temrepatypu. Cadppanun O 60ju ['Al” kapakTepucTuuHe 3a BaHNEIN]CKU MaTPUKC XPCKaBUIaBOT
TKHBA U BUXOBO MPHUCYCTBO JETEKTOBAHO j€ HAKOH OBOI' 00jea MOCMATPAkEM 110/l CBETIIOCHUM
mukpockornoM (Olympus BX51, Janan). Uatensurer 6oje y henujama, o6ojenux cadpanna O
aHaM3UpaH je JEeH3UTOMeTpujcku, kopumhewem codrepa TotalLab TL120 (TotalLab Ltd,
Benuka bpurtanuja).

Y uwby UCIHTHBama YTHIAja XEMOTJIOOMHA Ha EKCHpPEeCH]y cheru(HuuHUX MapKepa
xonaporene nudepenuujanuje, [IK-MMA u ATDCS henuje 3acejaBane cy y miode ca 6 Mecta u
rajeHe y CTaHIapJHOM MEIWjyMy TIOJ CTaHIapJHUM yciIoBMMa. HakoH TmocTH3ama
cyokondayentroctu (80%), [IK-MMhA u ATDC5 cy rajese y XM 11 u 7 gaHa, pecrieKTHBHO.
CBumCcku U roBehu XxeMornoOuH jgoaaBan je y XM y konnentpanuju og 0,1 uM. KonrpomHum
HUBOOM €KCIIpecHje reHa cMaTpaH je oHaj koA henuja rajenux y XM 6e3 xemornoOuna. Hakon
kyntuBanuje, ”PHK wu3zonoBana je u3 henuja mo mportokony ommcaHoM y 3.5.3.1. omesbky,
kommiementapaa JIHK (xk/IHK) cunTeTrcana je mo mpoTtokony omucanoM y 3.5.3.2. oxebky, a
JlaH4YaHa peakiuja nojauMepase (eHr. polymerase chain reaction, PCR) je uzBoleH mo mpotokomy
omucaHoM y ojesbky 3.5.3.3. kopumhemeMm TmpajMepa 3a TeHE chenu(pudHe XOHAPOTCHY
mudepennmjanujy: SOX9, COL1AL1 u COL2A1 3a I[IK-MMh u Sox9, Col2al u Colllal 3a
ATDCS henmje.
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3.5.2.3.4.2. Ocrteorena nudepeHunjanmja

Kako 6u ce unaykoBana ocreorena audepennujauja [IK-MMH u MC3T3-E1 henuja,
henuje cy no poctusama cyOkoHpayeHTHOCTH (KOH(payeHTHOCT of 80%) rajeHe mon
CTaH/JapJHUM YCIIOBUMA, Y CTaHIapTHOM MEANjyMy, Y Iiouama ca 96 mecra y Koje Cy 3acejaBaHe
y koHnenrpanuju ox 5x10% (IIK-MMMh) u 8x10° (MC3T3-El) henuja/6ynapuhy. Ocreorenu
mudepennujanmonn Meaujym (OM) 3a [IK-MMH canpxao je DMEM ca 5% FCS, 100 U/ml
neHunuiuHa/crpentomuimaa, 10 mM B-rmunepodocdara, 10 nM gexcamerazona u 50 uM
ackopOuHCcKe KucennHe (MoaudukoBan mporokoi mo Nikoli¢ u capamuuim (2011)). Uaaykuuja
octeorene audepennujanuje MC3T3-E1 mocturayra je rajemeM oBux henmja y OM koju ce
cacrojao ox 10 mM B-rmunepodocdara u 50 uM ackopOMHCKE KucenuHe u caapxkao 10 nM
nekcamerasona (Birmingham et al., 2012) wiu je 6uo 6e3 nexcamerasona (Yazid et al., 2010).
Cumcku 1 rosehu xemorsiobun noxasanu cy y OM y xonnentpanuju ox 0,1 uM u menujym je
MemwaH cBakor apyror aaHa. Kynrype [IK-MMh u MC3T3-E1 y OM 6e3 xeMoriioouHa ciry>Kuiie
Cy Kao KOHTpOJIE.

Pana ¢aza octeorene audepenuujanuje oapehupana je qeTEeKIUjOM aKTUBHOCTH €H3MMa
ALP nakon 7 nmana kyntuBanuje [IK-MMHA u MC3T3-El henmwja y oxarosapajyhum OM.
AxtuBHocT ALP nerekToBaHa je XucToxeMujckuM 0ojemeM kopuithemem pactsopa NBT/BCIP.
hemmje cy HakoH oxromapajyher tpermana Qukcupane 3,7% pactBopom dopmanuHa y 90%
METaHoJly, ucnupane y pactsopy PBS, a 3atum je nonat pactBop koju ce cacrojao og BCIP y
¢unannoj kouneHtpanuju 0,165 mg/mL u NBT y ¢unannoj konnearpanuju 0,3 mg/mL. Yenen
akTuBHOCTH eH3uma ALP, gomasu no xuaponuse cymcrpara NBT/BCIP u nHactanka
WHTEPMEIUjEPHOT jeIHbCHha YUjOM Ce JUMEpHU3aujoM ociiobahajy joHM BOJOHHKA KOjU Jajbe
nooae no penykuuje NBT, mto Boau ctBapamy HepactBopHor NBT-dopmazana, jenumemna
Jpyonuacte 6oje. TamHa 6oja Koja ce pa3Buja y Oynapuhuma ca henvjama unja je aktuBHoct ALP
eH3MMa MoBHIleHa, oMoryhaBa Buzyenu3aiujy pate (ase octeoreHe nudepeHiujaimje.

Kako 0m ce ucnimrao yTuiaj xeMorioOnuHa Ha kKacHy a3y ocreoreHe nudepeHmnujammje,
UCIUTHBAHA j€ CIIOCOOHOCT JIEMOHOBama jOHA KalllldjymMa y BaHNENHjCKU MaTpPUKC, OJHOCHO
criocoOHOCT MuHepanm3aije. henuje cy rajene y OM Ha Beh onucan HayWH Ja OW HAKOH JBE
Hezesbe Oue puKcupane, a 3aTuM 6ojeHe 2% BOIEHUM pacTBOPOM alM3apuH LPBEHO 00je TOKOM
30 min, Ha coOHO] Temneparypu. Kako ce oBa 60ja Be3yje 3a jenoe Kajalujyma y BaHhelnjcKkoM
MaTpHUKCY, CTENIEH MUHEpaIN3aliije JeTEKTOBAH je TOCMaTPambeM 10/l CBETIIOCHUM MUKPOCKOIIOM
(Olympus BX51, Janan). Matensurer 60je y henujama o6ojenum NBT/BCIP xpomorenom uinm
JIM3apuH LPBEHO 00jOM aHAIU3UPAH je JIEH3UTOMETpHjcKH, KopuinhewmeM codrepa TotalLab
TL120 (TotalLab Ltd, Benuka bpurtanuja).

Kako Ou ce ucnurao yTuiaj xemMorjioOMHa Ha €KCIpecujy CHelupUUHUX MapKepa
ocreorene nudepennujanuje, [IK-MMh u MC3T3-E1 henuje 3acejaBane cy y mioue ca 6 mecra
u rajee y CM moj cTaHIapJHUM YCIIOBMMA JI0 NMOCTH3ama KoH(uyeHTHOocTH o1 80%. Hakon
tora, [IK-MMh u cy rajene y onrosapajyhem OM 7 u 14 nana, nox cy MC3T3-E1 henuje rajene
y OM ca unu 6e3 aekcamera3oHa 5 naHa. XeMOIJIOOHWH je JI0JaBaH y oArosapajyhe ocreoreHe
MeaujyMme y konuentpauuju og 0,1 pM. KoHTposiiHEM HUBOKMMA €KCIIpecHje reHa cMaTpaHu Cy OHU
y henujama rajenum y OM 6e3 xemorno6una. I1o 3aBpmeHom tpermany, uPHK je nzonoBana u3
henuja mo mporokony omucaHoMm y 3.5.3.1. oxespky, k/JIHK je cunTeTncana mo mpoTokoiy
onucanoM y 3.5.3.2. onespky, a PCR je u3BoheH mo mpoToKosly OomMcaHOM Yy ojesbKy 3.5.3.3.
kopuithemeM TpajMepa 3a reHe crernuduuHe octeoreHy audepennmjamujy: RUNX2, ALPL,
BGLAP u COL1A1 3a [IK-MMh u Runx2, Alpl u Bglap 3a MC3T3-E1 henuje.
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3.5.2.3.4.3. Anunorena nuepeHnujanuja

Kako ©Oum ce wHaykoBama amunoreHa gudepennujammja I[IK-MMB cy no
cyokoupayentHoctr (70%) rajene y CM, a 3aTuM y aqunoreHoM AuQepeHInjalliOHOM MEIUjyMy
(AM) koju ce cactojao og DMEM ca 5% FCS, 100 U/ml nenunununa/crpentomuiiuna, 100 pg/ml
IBMX, 1 uM nexcamerazona u 10 pg/ml nncynmuna (Nikoli¢ et al., 2011). Menujym je Meman
CBaKOI JPYTor JlJaHa, a CBUILCKU U ToBehu xemorsiooun noaati cy y AM y konuentpanuju ox 0,1
uM. Kao kontpone ciayxmuie cy kyarype IIK-MMh y AM 6e3 xemorinobuHa.

VY muspy uaaykiuje agunorene nudepennujanuje 3T3-L1 henuja, henuje cy 3acejaBane y
mioue ca 96 MecTa y KoHueHTparuju ox 8x10° u rajeme y cTaHmapaiHOM MemHjyMy 0
koH(payenTHOocTH onf 80%. Hakon Tora, hemuje cy uMHKyOHpaHe y MHAYKLIHOHOM MEAH]jyMY
(DMEM ca 5% FCS, 0,5 mM IBMX, 1 uM nekcamerazona u 10 pg/mL uncynuHa) TOKOM TpU
naHa, 3aTuM y uHcynuHckoM menujymy (DMEM ca 5% FCS u 10 pg/mL uncynuna) y Toky
YeTHPH JJaHa ¥ KOHAYHO Y CTaHJapJHOM MeAMjyMy joi Tpu nonarHa nana (Reed & Lane, 1980).
CBumckn u roehu XeMOrNIOOWH J0JaTh Cy TOYEB OJf KYJITHBAIMje Y WHAYKIMOHOM WA
MHCYJIMHCKOM MeNUjyMy, Kako OM ce MCIUTA0 BUXOB edekar Ha paznuuuTe (aze agurnoreHese.
Kao konTposne cinyxuie cy kyarype 3T3-L1 henuje rajene y OM 6e3 xemornoo6uHa.

Hakon 28 (IIK-MMHh), omnocHo 10 mama (3T3-L1 hemumje) Tpermana, hemuje cy
dbukcupane 3,7% pactBopoMm (opmanuna y 90% meranony. YHyTaphenujcka JHUMNHIHA Tea,
MoKa3areJsb mporieca aiuIorene nudepeniujammje, jerekropane cy 6ojemem oil Red 6ojom (0,5%
pactBop oil Red y nzomnpomnanoiny, aucneproBas y AeCTUIOBaHO] BoaU y ogHocy 3:2, v:v) (Merck,
Hemauka) u nmocmatpameM moj ceeTsiocHuM MukpockornoM (Olympus BX51, Janan).

Kako 06m ce umcnurtao yTuIla] XeMOrloOMHAa Ha EKCHpecHjy crheuuuuHux Mapkepa
agunorere nupepernujanuje, [IK-MMh un 3T3-L1 henuje henuje 3acejaBane cy y 1iode ca 6
MecTa U rajene y CM non crangapaauM yciaoBuma. Hakon noctuzama kondmyentaoctu o 80%,
[IK-MMTH u cy rajene y onrosapajyhem AM 7 u 14 nana u XeMOTJIOOHMH je MOJaBaH y OB3j
MeaunjyM y konteHTpauuju ox 0,1 pM. 3T3-L1 henuje rajene cy y onroapajyhem AM 10 nana, a
XeMOTJIOOHH je onaBaH y KoHmeHTpauuju of 0,1 uM modeB oJf MHAYKIMOHE, WU WHCYITHHCKE
¢aze agunorene qudepennujanyje. KoHTpoHUM HUBOMMA €KCIIpecHje T'eHa CMaTpaHu Cy OHU Yy
henmnjama rajerum y AM 6e3 xemornoouna. [1o 3aBpmenom tpermany, uPHK je mu3zonoBana u3
henuja mo mportokoiny omucaHoMm y 3.5.3.1. oxemky, k/IHK je cuHTeTHcana mo mpoTokoiy
onucanoMm y 3.5.3.2. onesbKy, a PCR je u3BoheH 1o mpoTOKOJy OMUCaHOM Y ojiesbky 3.5.3.3.
KopuirhemeM mpajMepa 3a reHe creruduuse agunoreny qudepennujauujy: PPARG, ADIPOQ u
LPL 3a [IK-MM" u Pparg u Adipoq 3a 3T3-L1 henwuje.

3.5.2.3.4.4. Muorena nudepenunjanuja

VY mupy unaykmnuje muorene nudepennnjamuje, [IK-MMh cy 3acejaBane y moue ca 24
MecTa y KoHueHTpauuju oj 1x10% hemuja/Gynapuhy u rajeHe y cTaHaapAHOM MEIHjyMy 0
noctuzama KoH(payeHTHocTH on 80%. 3atum cy IIK-MMMK wuHKkyOupane y MHOT€HOM
mudepennmjanmonom Meanjymy (MM) koju ce cacrojao oqn DMEM ca 2% FCS, 5% HS, 0,1 uM
nexcameta3ona u 50 uM xunpoxoptuzona (Nikoli¢ et al., 2011). henuje cy nukyoupane 16 nana,
MEJIMjyM je 3aMeHhHBaH CBAKOT JPYTOr J1aHa, a CBUECKU M roBehu xemornoOuH noxatu cy y MM
y korneHTpanujama ox 0,1, 1 u 10 uM. Kao xortposne ciayxune cy kynrype [IK-MMh y MM 6e3
XEeMOTJI00MHA.

Hakon Tpermana, henuje cy ¢uxcupane neneHuM meraHosioMm u 6ojere 0,3% pacTBopoM
KpHCTall BUOJeT 0oje (Ha HauuH onmcad y 3.5.2.2.1). Unaykuuja Muorena audepeHmnujanmje ou
Ouna moTBpheHa caMo aKko cy y KyATypama, IOCMAaTpameM I0Jl CBETIOCHUM MHKPOCKOIIOM
(Olympus BX51, Janan), youene muoty6e, hemnuje ca Tpu WM BUILIE jeaapa.
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Kako 6u ce nnaykoBana muorena nugepenuujamuja C2C12 henuja, henuje cy 3acejaBane
y miode ca 24 mecta y KoHueHtpammju ox 8x10° henmja/6ynapuhy m rajene mo mocTh3ama
koH(payeHTHOCTH (80%) y cranmapaaom Meaujymy. Hakon tora, C2C12 henuje cy rajene 6 nana
y MM. MM 3a C2C12 cacrojao ce omn DMEM/ 2% HS (Koci¢ et al., 2012). Kao koHTpoJIIE CiTyKHIe
cy kyarype C2C12 hennja y MM 6e3 xemornobuna. Hakon 3aBpiieHor TperMana, opMupaHe
MHOTYyO€ BU3yelIM30BaHe Cy Ha UCTH HauuH onwucad 3a [IK-MMMH.

WNuneke chepuynoctu hopMupaHux MUOTyOa oapeleH je mo npoTokoiy Jex u capagHuka
(Yeh et al., 2014). Mukporpaduje hemuje 060jeHUX KpPHUCTall BHOJIET O0jOM HAIIPaBJbEHE CY MO/
yBenmnuameM oOjexktuBa 10X, a xopumthemem codrBepa Image J (NIH, CAJl) ompehene cy
MOBPIIIMHA, TyXXKHHA U MPOCEYHA IUPHUHA YCIUKaHUX MUOTy0a. HAEeKC chepruuHOCTH H3padyHaT
j€ Kao KOJMYHUK IY)KUHE M MPOCCYHE IIMPUHE MHUOTYOa. 3a CBAaKU y30paK aHAIU3UPAHO je
HajMame 20 Muortyoa.

Y uuWiby UCIHTHBama YTHIAja XEMOTJIOOWHAa Ha EKCIpecHjy crhenu(uuHuX Mapkepa
muorene nudepenuujaunje C2C12 henuje cy rajene 1o nocruzama cyokonpmyentnoctu (80%) y
CM, npu craHgapAHUM yCJIOBUMa, a 3aTuM y MM jour 6 nana. CBUmCKHU U roBehu xemornoOux
nonasad je y MM y konnentpauuju on 0,1 um. HuBou ekcripecuje rena y henujama rajeHuM y
MM 06e3 xeMorjoOMHAa cMaTpaHH Cy KOHTpPOJIHMM HHBouMa. Hakon tpermana, mPHK je
u3oyioBana u3 henuja mo npotokosry onucanom y 3.5.3.1. omesbky, k/IHK je cuHTeTHcana mo
poTOKOJTy onrcanoM y 3.5.3.2. ozmesbky, a PCR je u3BoheH 1mo mpoToKoIry OMMCAaHOM y OJEIbKY
3.5.3.3. kopumihemem npajMepa 3a reue crernuduune muoreny qudepenimjanujy: Myog u Ckm.,

3.5.2.3.5. Anaau3za umyHomoayJaropaor kananutera IIK-MMh

YTHI1a] CBUKCKOT U roBeher xemornoOruHa Ha uMyHoMoaynatopuu noteHnujan [IK-MMh
ucnutad je aHanmmzoMm edekra [IK-MMA na hemmjckm mmkiyc m amonto3y anorennx MHH
0ojemeM mponuaujyM joaunom u aHainm3om edexrta [IK-MMh Ha mponudepanujy anoreHux
MHH CFSE tectoM. YTuiaj xeMoriioOnHa Ha €KCIIPECH]y HEKUX O MMYHOMOTYJIaTOPHUX T'eHa
on 3Hauaja 3a oBy ¢ynkuujy MMh (HLA-A, HLA-G, HLA-DR, TGF-g, IDO-1, PTGS2, IL-6,
HOMX1) ucniutan je npumenom RT-PCR metona.

3.5.2.3.5.1. UcnutuBame moayaatopHor edgexra [IK-MM'h Ha hemjckn mukiyc u anonrosy
anorenux MHHh

VYTunaj xemornobuHa Ha mopayinatopHu edekxar I[IK-MMh na henuwjcku nukinyc u
anonTo3y ainorennx MHR, ananusupan je Tecrom oOenexaBama HMPONUINJYM JOAUIOM. Y TY
cBpxy, [IK-MMT cy 3acejaBane y mioue ca 24 MecTa y KoHIeHTpanuju o1 2x 10%/mL u octaB/bene
na anxepupajy npeko Hohu. Cneneher nana MHB cy u3onoBane u3 nepudepHe KpBH 3paBUX
JaBajala 1o MpoTOKOIy omnucaHoM y onesbky 3.3.3.. Ilpe momaBama MHH u xemormoOuna
nposngepannja IIK-MMh 3aycraBibena je TpetMmanoM MutomuiiHoMm C (25 pg/mL, 30 min, Ha
37°C). V 6ynapuhe ca [IK-MMh noxaro je mo 1x10° MHR y cranmapaaom RPMI Mennjymy ca
10% FCS. Xemorno6unu cy aogatu y konuentpauuju on 0,1 uM. MHR y oapehenom 6pojy
Oynapuha 6une cy crumynucane ca PHA (2,5 pg/mL). henuje cy unkyoupane 72 h. MHh
KyJITHUBUCAHE Yy CTaHIApIHOM MeIujyMmy, 06e3 MHUTOreHa, u 0e3 XeMOrjloOMHa CIIy)KHIIe Cy Kao
koHTposie. Hakon naky6amuje, MHR cy cakymbene u3z 6ynapuha u 6pojane y pacTBopy TpHUmaH
TJIaBOT MO MPOTOKOIY OMHCAHOM y ojesbKy 3.5.2.1.3.. CycneHsuje y kKojuma ce Hanasuno 5x10°
BHjabuiHUX HecTuMynucanux wim PHA crumynucannx MHRA npeHete cy y HOBe enpyBeTe u
neHtpudyrupane Ha 400xg y Toky 8 min. henujcku Tanor je pecycnennoBas y pactsopy PBS, a
3aTuM je y henmjcKy CycleH3Hjy y CBakoj empyBeTH JojaTo mo 2,5 mL amconyTHOr eTaHoua.
Etanon je monaman, Kam MO Karl, HU3 3MJI0Be emnpyBeTe. TOKOM JojaBama eraHona, hemuje cy
Jp>KaHe Ha JIeTy ¥ BOPTEKCOBaHE KaKo OW ce crpeunsa arperaiuja TokoM ¢ukcaiyje. hemnuje cy
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MHKyOUpaHe Ha ey 15 MuHyTa, a 3aTuM uctpane y pactsopy PBS nentpudyrupamem na 400xg,
5 min. Hakon nenrpudyrupama henmje cy pecycnennosane y 0,5 mL pactBopa PBS u 0,5 mL
xunoocmorckor JIHK ekcrpakuuonor mydepa u nakybupane 5 min Ha coOHOj Temmepatypu. [1o
3aBpIICHO] HHKYOaIuju, hemuje cy nearpudyrupane (400xg, 5 min) u pecycnengosane y 0,5 mL
PI pactBopa koju je mpunpemibeH pactBapameM 20 pg/mL PI y pactBopy PBS. henuje cy y PI
pactBopy uHKyOMpane 30 min Ha cOOHO] TeMriepaTypH, y Mpaky. Hakon uakybamnuje, MHh cy
ucnpane y pactBopy PBS, pecycnengosane y 0,5 mL pacrBopa PBS u ananusupane Ha
nporoyHoM nuroMeTpy Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, CAJI).

3.5.2.3.5.2. UcnutuBame moayaartopHor edgexra IIK-MMh na nposmdpepannjy asoreHux
MHHh

CFSE Ttect, npuMmemseH 3a onpehusame yrunaja [IK-MMA Ha nponudepaiujy anoreHux
MHT y npucyctBy xemorinoOuHa 3aCHHBA ce Ha KOBAJCHTHOM Be3MBamy (uryopecueHTHe 0oje
CFSE mnpeko CyKUMHMMUAWI Tpyla 3a aMHHO Tpyne yHyraphemujckux monekyna (Parish &
Warren, 2001). KapGokcu-¢ayopecuen  auanerat  CyKIMHUMHIWI — ectap  (eHT.
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, CFDA-SE) je HedayopeclieHTHO U TUIO(PHIHO
jenumeme Koje Op30 yna3u y henuje, anu ux O6p3o u Hamymrta. Mehytum, kana ce nahe y henuju,
yHyTaphemnmjcke ecTepase yKiamajy aleTraTHe Ipylne OBOT jenumema unMe Hacraje CFSE -
(bIIyOpecleHTHO jeUbEhe CMambeHe JUMOGUIHOCTH KOje CHopo H3ia3u u3 hemmja, yume ce
poyXaBa BpeMe Ja KOBAJCHTHO oJpearyje ca yHyTapheiawjckuM MoJeKysinMa. 300T OBHX
ocoouna CFSE ce myro 3aapkaBa y hemmjama, mro ra 4YMHU MOTOJHUM areHCoM 3a npaheme
nponmdepanuje y peamHoMm BpemeHy. Hakon cBake hemmjcke neobe, CFSE ce paBHOMepHO
pacniopelyje Ha nBe HOBOHacTane hepke henuje, na je cMambeme HHTEH3UTeTa QIIyopecieHIle Koje
Ce OYUTaBa MPOTOYHUM IUTOMETPOM AUPEKTHO MPOTIOPLUOHAIHO OpOjy 1e00a, OTHOCHO CTEIIEHY
nposindepanyje ucnutuBanux hemuja. OBoMm MetogoMm Moryhe je aHanusuparu a0 8 henmjckux
neo0a Mpe Hero ImTo HUBO (DIyopecleHIle TOCTUTHE HUBO ayTO(MIyOpecleHIIe HEOOCIeKEHIX
henuja.

Y mwpy usBohema oBor tecra, [IK-MMHh cy 3acejaBane y mioue ca 24 mecra y
KoHueHTpamuju on 2x10%/mL u ocraBbeHe na ajaxepupajy, HAKOH 4Yera MM je 3aycTaBJbeHa
npoiudepanuja TperMadoM mutoMuiimaoM C (25 pg/mL; 30 min Ha 37°C), HemocpeaHo Tpe
nonaBaba MHB u xemorino6una. MHR cy u3onoBane u3 nepudepHe KpBU 3/IpaBHX JaBaolia 1o
IPOTOKONY ONMMCaHOM y oxebky 3.3.3. YV cBakum OyHapwh momaro je mo 1x10° MHR
pecycniennoBanux y RPMI/10% FCS, mperxoano ob6enexxenux CFSE 0Gojom y ¢uHanHoj
KoHueHTpanuju ox 5 uM. Hectumynucane u PHA (2,5 ng/mL) crumynucane MHH oGenexene
CFSE 6ojoMm, kyITHBHCaHE Cy 5 laHA y IPUCYCTBY CBUILCKOT U roBeher xemornobuna (0,1 uM).
Hectumynucane MHH u MHh crumynucane PHA, kyntusane 0e3 [IK-MM'h kopunthene cy kao
koHTposie peaktuBHocT MHA. Heo6ojene MHH u MHT koje cy o6ojene CFSE u xojuma je
HaKOH Tora mponudepanuja 3aycraBjbeHa muromunuaom C (25 pg/mL; 30 min wHa 37°C)
KopuurheHe cy kao KOHTposa camor merona. Hakon 5 nana y kyarypu, henuje cy ucnpasne asa
nyra y pactBopy PBS u pecycniennoBane y 500 pL 4% pactBopa dhopmanuna y pactsopy PBS u
yyBaHe y Mpaky, Ha 4°C, 1o aHanuse Ha npoToyHoM muromerpy Cytomics FC 500 (Beckman
Coulter, CAJl). [lonynanuje henuja pa3npajaHe Cy Ha OCHOBY BEJIMUMHE M TPAHYJIUPAHOCTH, a
3aTuM je MepeH HuBO duryopecteHiie. uTensuteT HecnenuuyHe (ayopectieHie oapehen je
aHanm3oM Heobojenux MHA. Makcumanny ¢uyopecuenity nasaie cy obojene MHH tpetupane
mutomurimaom C, T1j. henuje umja je neoba 3ayctaBibeHa. Y kyatypama MHRA koje cy
nponudepucane, HHTEH3UTET (iryopeciieHiie 6uo je namehy makcumanae guryopectenie (hemuje
KOje ce HHUCYy Jenuie) M HMHTEH3uTeTa ayroduiyopecileHie HeoOojeHux henuja. MHnekc
nposrdepanije 3a CBakM y30pak, u3padyHar je mo ¢opmynu aaroj y cryauju Parish u Warren
(2001). Mupekc npomudepanuje Hectumyaucannx MHB kynaruBucanux y RPMI/10% FCS
Meaujymy 0e3 XxeMorJioonHa apOuTpapHo je 03HaueH Kao 1.
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3.5.2.3.5.3. Ana;an3a ekcnpecuje umyHomoayaaropuux rena [IK-MMh

VY muiby UCIMTHBama yTHIAja XeMOITIOOMHA Ha €KCIPECH]y UMYHOMOAYJIaTOPHUX T'eHa
IIK-MMh, oBe henwuje 3acejaBane cy y miode ca 6 MecTa 1 ”HKYOMpaHe ca CBUECKUM U ToBehum
xeMorioOnHOM y TOokKy 24 umu 48 h. Xemorno6un je 6uo pactBopen y DMEM/5% FCS y
koHneHrpanuju 0,1 uM, a Kao KOHTPOJHUM je cMaTpaH HHBO ekcrpecuje reHa y [IK-MMh
rajeauM y DMEM/5% FCS 6e3 xemorno6una. Hakon kynrusanuje, u”PHK je nzonoana u3 I1K-
MMHA no nportokony omucanoMm y 3.5.3.1. omespky, kJIHK je cuHTEeTHCaHa MO MPOTOKOITY
omrcanoMm y 3.5.3.2. onmesbky, a PCR je m3BoheH mo mpoTOKOIY OMUCAaHOM y OJeJbKy 3.5.3.3.
kopuithemeM npajMepa 3a reHe crnenuduyHe 3a uMyHoMmoayaaropae Gynkiuje MMA: HLA-A,
HLA-G, HLA-DRA, TGFB1, IDO1, PTGS2, IL6, HOMX1.

3.5.3. AHasiM3a ekcnpecuje reHa

VYTHumaja cBumckor U roBeher xemornobuna Ha mpomeny ekcrpecuje reHa [IK-MMA,
ATDCS5, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12 npahen je Ha HuBoy monekyia m”PHK. Hakon n3onanuje
ykynHe nPHK u3 henwmja, cuaretncanu cy monekynmu kJIHK, na 6u ce 3atum y PCR peakuuju
YMHOXXWJIM T'€HU O] HHTepeca.

3.5.3.1. U30amanmja ykynae PHK

Y mwpy m3onanuje ykynae PHK, hemwje (IIK-MMh, ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u
C2C12) kyntuBHcaHe Cy y miioyama ca 6 mecta. HakoH oxpeljeHor Tpetmana, henuje cy ucnpade
pactBopom PBS, a 3atum je nomaBan xnanan TRIzoL (1 mL/6ynapuhy). MakyOanmja je Tpajana 5
min, TOKOM Koje je, 1a Ou ce 0be30equna normyHa nu3a henuja, cycrneH3uja npomymraHa Kpo3
HacTaBak nunere. JIluzar je mpebanuBan y enpysete 3anpemune 1,5 mL rae je cBakoM y30pKy
nonaro 1o 0,2 mL xnopodopma. HakoH cHaXXHOT MelIama y Tpajamwy o 15 cekyHu, y30pLu Cy
uHKyOupanu 10 min Ha coOHOj TemmepaTypH, a 3aTuM HeHTpudyrupanu Ha 12000xg, 15 min Ha
4°C. LlentpudyrupameM Cy U3IBOjeHe TpH (a3ze: IpBeHa 0ma, peHos-xyopodopm haza y Kojoj
Cy ce Haja3wiM NPOTEeUHHU U JUNHIU, 6ena uHTepdasa y kojoj cy ce Hanaswiu JJHK mMonekynu u
ropma, 6e300jHa, BojieHa (pasa y kojoj cy ce Hanazunu PHK monexynu. [TaxxssuBuM nuneTupamem
jenHake 3ampeMuHe BojeHe (aze mpebarmBane cy y HoBe emnpyBere. PHK je mpenunurupana
nonasameM 1o 500 pL n3onponanona u uctanoxeHa neHTpudyrupameM Ha 12000xg, 20 min Ha
4°C. Ilo yknamamy uzonpormnanoia, Ha Tanor PHK je nomaBano 1 mL 75% eranona. Y3opuu cy
BOpTeKCOBaHM M LeHTpudyrupanu Ha 7500xg, 5 min Ha 4°C. HakoH neHtpudyrupama,
cynepHatanT je oanuBad, Tanor PHK ocraBman na ce ocymmu Ha coOHOj Temmeparypu, U
pactBopeH y 20 pL DEPC Boxme. Konnenrpaumja PHK y cBakoM y30pky MepeHa je Ha
cnekrpodoromerpy NanoPhotometer P300 (Implen, Hemauka) HakoH 4era je wyBaHa Ha -70°C.

3.5.3.2. PeBep3Ha TpaHCKpHUINIIHUja

Kako 0u ce u3 ykynHe uzonosane PHK, camo nPHK npesena y xk/IHK kopumthenu cy
onmuro dT mpajMepu Koju ce y peakiju peBep3He TPaHCKPHUIIMje Be3yjy 3a noyn(A)-penose u
omoryhaBajy ymHOXkaBamwe eykapuoTckux HPHK. 3a usBoheme peBep3He TpaHCKpUIIIHjE
kopuinheH je komeprujanau komruter RevertAid TM Hminus First Strand cDNA Synthesis Kit, a
peaknuja je wusBoherma Mastercycler personal amapatom (Eppendorf, Hemauka). Ilparehwm
yIIyTCTBa MPOM3BOhaya peareHaca, mpuIpeMaHa je peakllMoHa cMellla Koja ce cacrojaia of 2 ug
y3opka PHK, 1 pL. onmuro dT npajmepa u 6,5 ul. DEPC Boxe. OBa cmera nHKyOHnpaHna je S min Ha
65°C xako Ou ce omoryhmna xubpuanzanuja onuro dT npajmepa 3a nonu(A) penose uPHK. ¥V
cineneheM kopaky, TemriepaTypa peakiyje je cHmkena Ha 25°C TokoM 7 min, 3a BpeMe KOjux je
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PEaKIMOHO] CMEUIM J0faBaH OCHOBHM MHKC peareHaca KOju Ce cacrojao o 5 1myra
KOHIIGHTPOBAHOT mmydepa 3a peBep3Hy Tpanckpuniujy (4 ul), maxuburopa pubonykiease (0,5
ul), cmeme ne3okcunykieotuna (enr. deoxynucleotide, dNTP) (2 uL) u RevertAid enzuma
peBep3He TpanckpunTase (1 pL). Ha oBaj HaunH npumnpeMIbeHH Y30pIH Cy JOJaTHO HHKYOUpaHU
60 min Ha Temneparypu o 42°C koja je onTUMaiaHa 3a aKTUBHOCT PEBEpP3HE TPAHCKPHUIITA3e, a
3atuM 10 min Ha 70°C kako 0u ce peakuuja npekunyna. Jlooujena kJ[HK ayBana je na -70°C wimn
je ynoTtpeOspaBaHa 0MaXx y peakiiju JaH4YaHe peaKilrje mommMepase.

3.5.3.3. Jlanyana peakumja nojumepase

Kako 6um ce mobuo moBosbaH Opoj Komuja reHa oj mHTepeca, kopumrhen je PCR meron
kopumrhemeM TmpajMepa crnenuduuaux 3a oxapehene cexsenne kJIHK y oarosapajyhem
temriepaTypaoM nporpamy. PCR npousBonu no6ujenu cy uakyoamujom 200 ng k IHK, 1 uL mapa
cneunduynux npajmepa, 9 uL. DEPC Bone, 10 pL rmaBae MasterMix cmemie (caapxu Taq L (50
U/ml), dNTP (500 uM) u nBa myra konmenrpoBan mydep 3a PCR ca MgCl). Y3zopuu
NpUIPEMJbEHH Ha OBaj HAYMH MHKYOMpaHu cy y TepmoOiioky Mastercycler personal amapara mo
porpamy KOoju ce cactojao of TpH Qase:

1) nHMIMjanHa neHaTypanyja: 5 min Ha TeMmepatypu ox 94°C;
2) 20 — 40 mukiyca:  a) aeHatypanuja: 45 sec Ha Temneparypu ox 94°C,

0) xuOpuam3anuja mpajmepa: 30 sec Ha TeMIEpaTypu NaToj y
Ttadenu 3.1 uu 3.2,

B) eJloHTanyja npajmepa: 1,5 min Ha Temneparypu o 72°C;
3) dunanna enonranuja npajmepa: 10 min Ha Temmneparypu ox 72°C.

bpoj muxiyca y ¢dasm 2), ka0 U Temmeparype XuOpuamsanuje npajmepa y ¢asu 0)
npuiarohaBanu cy KOpUIIheHoOM ceTy IpajMepa u aatu cy y tabenama 3.1 u 3.2. 3a pedepeHTHu
reH omabpaH je TeH 3a jaexuaporeHasy rmnepanaexun 3-¢pocdara (enr. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH) koju je BUCOKO KOH3epBHPaH, KOHCTUTYTHBHO €KCIIPUMUPAH
T'eH y CBaKoj kuB0j henuju, ma ce cmatpa ,,housekeeping *“ reHom.
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Tabena 3.1. Xymanu npajmepu kopumthenn 3a PCR; Fw - forward mpajmep, Rev - reverse
npajmep, bp - 6a3nu map, T — TemmnepaTypa Xubpuauzanmje.

Beauuuna Bpoj
(o]
Ten CexBenna ?g)r;))zlyma TCO | pukenyea

Fw: 5>-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
GAPDH Rev: 5>-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 452 51 33

Fw: 5-TCACACTCCTCGCCCTATTGG-3"
BGLAP Rev: 5-GGGCAAGGGGAAGAGGAAAGA-3’ 330 51 33

Fw: 5-ATGCTTCATTCGCCTCACAAAC-3’
RUNX2 Rev: 5-CCAAAAGAAGTTTTGCTGACATGG-3’ 261 48 33

Fw: 5’-CCCAAAGGCTTCTTCTTG-3’
ALPL Rev: 5’-CTGGTAGTTGTTGTGAGC-3’ 300 43 33

Fw: 5-GCTGGAGTTCAGTGGTGTGA 3’
ADIPOQ | Rev: 5'-ACCAACCTGACGAATGTGGT-3’ 164 48 33

Fw: 5-GCTGTTATGGGTGAAACTCTG-3’
PPARG Rev: 5-ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC-3’ 351 48 33

FW. 5-GAGGAAGTCGGTGAAGAACG-3’
SOX9 Rev: 5-ATCGAAGGTCTCGATGTTGG-3’ 300 48 33

Fw: 5-TTCAGCTATGGAGATGACAATC-3’
COL2AL | Rev: 5°-AGAGTCCTAGAGTGACTGAG-3’ ar2 at 36

Fw: 5-GAGAGCATGACCGATGGATT-3’
COLIAL | Rev: 5-CCTTCTTGAGGTTGCCAGTC-3’ 178 52 33

Fw: 5-AAAGCCCTGCTCGTGCTGAC-3
LPL Rev: 5-TAAACCGGGCCACATCCTGT-3’ 472 31 33

Fw: 5-GGTGCCCAGCGAATGC-3"
MYOG Rev: 5-TGATGCTGTCCACGATGGA-3’ 155 46 35

Fw: 5’-GCATCTGGCACAATGAC-3’
CKM Rev: 5-GATGACCCGGAGGTGATC-3’ 68 45 33

Fw: 5'-GACGACACGCAGTTCGTGC-3’
HLA-A Rev: 5-CATGTCCGCCGCGGTCCAA-3’ 331 4t 33

Fw: 5-CGAGTTCTCTATCTGAATCCTG 3"
HLADRA | Rev: 5-GTTCTGCTGCATTGCTTTTGC3' 644 S

Fw: 5>-GGAAGAGGAGACACGGAACA-3’
HLA-G Rev: 5’-CCTTTTCAATCTGAGCTCTTCTTT-3” e 47 3

Fw: 5- ATCACCATGGCATATGTGTGGG -3’
IDO1 Rev: 5°- GTGAAACACTTGAAGGGCTTTCTC -3° 390 51 33

Fw: 5’-ATGAACTCCTTCTCCACAAG-3’
IL6 Rev: 5’-AGAGCCCTCAGGCTGGACTG-3’ 626 53 3

Fw: 5’-GGGACTATCCACCTGCAAGA-3’
TGFBL Rev: 5’-CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG-3’ 239 50 3

Fw: 5-CCTTCCTCCTGTGCCTGATG-3’
PTGS2 Rev: 5-CTGGCCCTCGCTTATGATCT-3’ 203 51 33

Fw: 5’-ATGACACCAAGGACCAGAGC-3’
HMOX1 Rev: 5’-GTGTAAGGACCCATCGGAGA-3’ 115 49 3%

Fw: 5’-CAGAGCAGGAAAAGGAGTCA-3’
HIF1A Rev: 5’-AGTAGCTGCATGATCGTCTG-3’ 234 47 3
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Tabena 3.2. Mumiju nipajmepu koputithenu 3a PCR; Fw - forward mpajmep, Rev - reverse npajmep,
bp - 6a3uu map, T — Temmeparypa XuOpuan3aImje.

Beanyuna Bpoj
(o}
Len CexBenna ?g)[;))uyma O HKIyca

Fw: 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
Gapdh Rev: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 452 51 33

Fw: 5’-GACAAAGCCTTCATGTCCAAGC-3’

Bylap Rev: 5-AAAGCCGAGCTGCCAGAGTTTG-3’ 240 52 38

coizal | F¥: 5 -GCCTCGCGGTGAGCCTGATC-3’ 1A 472: . »
Rev: 5°-CTCCATCTCTGCACGGGGT-3" IIB 268

coitial | F: 5-GGAAAGATGGGCTACCAGGACA3 2 o i

Rev: 5’-GGACGTCCTGGCAAACCAATTG-3’

RUNX2 Fw: 5’-AGGGACTATGGCGTCAAACA-3’ 08 48 35
Rev: 5’-GGCTCACGTCGCTCATCTT-3’

Fw: 5>-ATCGGTGAACTGAGCAGCGAC-3’
Sox9 Rev: 5’-GCCTGCTGCTTCGACATCCA-3’ 159 51 33

Boar Fw: 5-GCTGTTATGGGTGAAACTCTG-3’ 251 47 2
parg Rev: 5’-ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC-3’

Adino Fw: 5"-CCCAAGGGAACTTGTGCAGGTTGGATG-3’ S5 55 2
PO | Rev: 5°-GTTGGTATCATGGTAGAGAAGAAAGCC-3’

Alol Fw: 5’-GTTGCCAAGCTGGGAAGAACAC-3’ 121 47 35
P Rev: 5’-CCCACCCCGCTATTCCAAAC-3’

Mvo Fw: 5>-TTTCTACCAGGAGCCCCACTT-3’ 707 54 35
yog Rev: 5>-TGATGGCTTTTGACACCAAC-3’

ckm Fw: 5’-CAATAAGCTTCGCGATAAGGAG-3’ 561 56 35
Rev: 5’-AGGAAGCTTTTGTTGTCGTTG-3’

Fw: 5-AGGCTAAGACCGCCTTCCT-3
HmoxL | pev: 5-TGTGTTCCTCTGTCAGCATCA-3’ 31 48 35

- Fw: 5>-TGCTTGGTGCTGATTTGTGA-3’
Hifla Rev: 5’-GGTCAGATGATCAGAATCCA-3’ 170 45 35
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3.5.3.4. Buzyeaunsanuja PCR npousBoaa enekrpogope3om y arapo3HoMm resy

Jobujern PCR mpousBoau pasaBajanu cy y 1,5% arapo3nom reny y Tris-ameratHoM-
EDTA (enr. Tris-acetate-EDTA, TAE) nydepy (40 mM Tris, 20 mM cupherna kucenuna, | mM
EDTA). Arapo3a je pacTBapaHa KyBameM, a HAKOH KyBama M JCIMMHYHOT XJjalhema, a Ipe
relMpama, y by je J0JaBaH eTHaIujyM-opoMu y koHrerTpanuju ox 0,01%. Araposa je u3nuBana
y KaJuIe 3a IelIoBe M OCTaBJbeHA Jla Ce OXJIAH M MOoJMMepHIne Ha coOHOj Temmeparypu. PCR
NPOJIYKTH MEIIaHW Cy ca mydepoM 3a HaHomewme y3opka (10 mM Tris-HCI (pH 7,6) 0,03%
opomdenon miaso, 0,03% kcunen nujanon FF, 60% rimuuepon, 60 mM EDTA) y ognocy 5:1. ¥V
CBaKoM reiny je kao koHTposa HanomeH JIHK mapkep koju umnm cmemy JIHK ¢parmenara
no3Hare Mojiekyiacke mace ox 100 go 1000 bp (Gene Ruler plus Prestained DNA Ladder).
Enexrpodopesa je uzBohena y anapary 3a xopuzoHTtasny enekrpodopesy (Biorad, CA/l) y TAE
nydepy, npu Harony oA 100 V, jaunnu crpyje ox 400 mA u y Tpajamy oa 40-60 min (3aBHCHO 011
BennmunHe PCR mpoaykra). PCR mpousBoau pa3aBOjeHH Yy arapo3HOM Tely JETEKTOBAaHU CY
ocBeTJpaBateM rena UV ceersiomhy y TpaHcuiymMuHaTopy. el je CHHMMaH, HAKOH 4era cy
WHTEH3UTET curHayiia u Opoj 6asumx mapoBa PCR mpowmsBoma (Ha ocHoBy mopehema ca JIHK
MapKepoM) aHaJM3HpaHd ICH3UTOMETpHjcku mporpamom ImageMaster TotalLab TL120 (GE
HealthCare Life Science, CAl). PenarusHa excnpecuja nPHK 3a cnenuduune rene onpehupana
j€ Kao 0JIHOC ONTHYKUX T'YCTHHA Tpaka 100ujeHux 3a reH oa uarepeca u GAPDH y natom y30pky.

3.6. CTaTHucTHYKA aHAJH3A MOAATaKa

Pesynraru nobujeHn y OKBUPY OBE JOKTOPCKE AUCEPTAIlH]e aHATU3UPAHU Cy CTaHIapTHUM
cTaTUcTUYKUM MeToauma kopuinhemem Microsoft Office 2016 Excel (Microsoft Corporation,
CAJl) nporpama. Ilpukazanu cy cpelme BPEAHOCTH =+ CTaHAAapAHA JCBHjalldja HajMamke TPH
NIOHOBJbCHA CKCIICPUMEHTA. 3a TPOILEHY CTATUCTHYKE 3HAYAJHOCTH CPEABUX BPEIHOCTH
KOHTPOJIHE M XEMOTJIOOMHOM TpETUpPaHe IpyIie, MPBO je yrBphuBaHa pazinka uzMely BapujaHcH
nBa ckymna F tectom, a 3aTuM je mpuMemuBaH HeynapeHu, qsocMepHu CtyneHToB t-tect. 3a 06a
TecTa, BpeAHOCT BepoBaTHohe p Mama o1 0,05 cmarpana je craructidku 3Ha4ajHoM ((*) p<0.05).
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Pesynratu

4. PesyaraTn

4.1. U3onanmja, npeunmhaBame U (PU3NYKO-XEeMHjCKA KapPaKTepH3alHMja CBUICKOT H
roseljer xemor/ji06nHa

CBumbCKH 1 TOBehr XeMOTII00MH H30JI0BaHU Cy IPayaTHOM XHUIIOTOHUYHOM XEMOJIH30M
U3 CYyCIICH3Mj€ MAKOBAaHUX EPHUTPOIMTA CBUILCKE M roBehe kianmyne kpBu. HakoH rpamyanHe
XEMOJI3€ JIM3aTH Cy NpeurIIneHd TaHTeHIHUjaHOM yaTpadunarpanujoMm. KoHmeHTpanuja
XEMOIIOOMHA Y ISTUMUYHO TTpeunitheHuM u3ojiaTuMa Kperana ce y pacrnony ox 30 mo 70 g/L, a
cajipKaj MeTXeMorio01Ha Huje mpenazuo 2%.

Y cBakoM MOjeIMHAYHOM U30JIaTy UCIHUTAH je caipkaj MPOTSHHA | JIMMKUA, oapeleHa je
npocevHa BEJIMYMHA KOJOUIHMUX YECTHIA, CHUMJbEHH Cy arcopriuonn UV-Vis crexktpu u
UCIUTaHA j€ CIOCOOHOCT XeMoraobuHa aa penykyje ABTS pagukan.

[IporenHCKM canapka] wW30iara aHanu3upan je penykyjyhom SDS-PAGE wu
u3oenekTpuaanM (pokycupameM. Pesynratu SDS-PAGE mnokazanu cy 1a U y CBUECKHM H Y
rosehum mzonaruma Buie ox 90% npoTerHa YrHE MPOTEUHU KOJU MO MOJIEKYJICKO] Macu ox 16
kDa onrosapajy nmormnyHo penykoBaHuM riioouHckuM Janiuma (Sakai et al., 2002) (ciuka 4.1. A).
[Topen oBux (paxiuja, youeHe Cy U MPOTEHHCKE (paKIMje CIadOT UHTEH3UTETA, MOJICKYJICKHX
maca of 25, 26, 30 u 70 kDa (ciuka 4.1. A). Pa3zaBajameM m30J1aTa Ha TeIy W30CICKTPUIHUM
(hOKyCHpameM YOUCHE Cy JIBE€ MHTCH3MBHE W HEKOJHMKO Mambe M3PaXKCHUX MPOTEHHCKHX Tpaka,
Koje cy unHmie Buie o 90% IeTeKToBaHUX MPOTUHCKHUX (DpaKimja, U Koje Cy IO BPEIHOCTUMA
pl ox 6,55 mo 7,35 oarosapane xemornobouny (Sakai et al., 2002) (cnuka 4.1. B). ITopen oBux
Tpaka, ICTCKTOBaHA j¢ U jeJHa Tpaka cJIador MHTCH3UTETa Koja 1o cBojoj pl BpemHoctn ox 5,9
oarosapa kapboanxuapasu rosehux epurporura (Montich, 2000).

@DOTOH KOpENAIMOHOM CIIEKTPOCKOINHjOM TIOKA3aHO je Ja je MpoceyaH XUAPOANHAMHYKA
IPEYHUK KOJOWJHMX YECTULA Y M30JaTUMa CBUECKOI U roseher xemoriobnHa U3HOCHO 7 nm,
IITO OJroBapa XUAPOIMHAMUYKOM MPEYHHKY HATHBHOI MoOJeKyna xemorioduHa (Domingues-
Hamdi et al., 2014) (ciuka 4.1. B).

ATICOpIILIMOHY CIIEKTPH U30J1aTa CBUKCKOT U TroBeher xeMoriaoouHa aHanusupanu cy UV-
Vis ancoprnuuoHOM CHEKTPOCKOIHjOM KOJOM Cy Yy CBHUM Y30pLUuMa HICHTU(UKOBAHU
aTnCOPIIMOHN MaKCUMYMH KapaKTEpPUCTUYHH 32 HATUBHU oKcuxemoryiooun: 275, 350, 413-415,
541, 576 nm (Sherif & Amal, 2010; Zijlstra et al., 1991). Ancopnironn mackcumyM Ha 630 nm,
KOJU MOTUYE OJ] METXEMOTJI00MHa, 610 je cmabo u3paxkeH (cnuka 4.1. T).
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Cauka 4.1. Ousnuko-xemujcka KapakTtepuzanmja usoiara cBumckor (CX0) u roeeher (I'X0) xemornoOwHa A0OWjeHHX TpayalHOM XHUIIOTOHHYHOM JIM30M
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n3oenekrpodokycupameM (b). Benmnunna xomounanx yectuna, onpehena goron kopenaruonom criekrpockonujoM (B). PenpesentaruBan UV-Vis ancopriimonu
criextpu (I).



Pesynratu

XpomarorpadgujoM JUNHAAa HAa TAaHKOM CJIOjy CHJIMKA rejla MCIHUTAHO je MPUCYCTBO
HEYTPAJTHUX JMIUJA (XOJIeCTepUII-ecTapa, TPUTIIMIEpHIa, XojecTepona) u ¢ocdonunuua y
CBUICKMM H ToBehuM wm3onatmma. HakoH xpomatorpadckor pasaBajama y u3oiatumMa obe
JKUBOTHIGCKE BPCTE JNETEKTOBAaHM Cy camo ¢ocdomumuau (cauka 4.2. A). Cagpxkaj docdopa y
M30JIaTUMa CBHILCKOT XeMoriiobuna mzaocuo je 0,42 mol/mol xemornobuna u 6uo je Behu of
cagpkaja (ochopa y wusomatuma roeher xemormobuna koju je m3Hocuo 0,28 mol/mol
xemornoouHa (cnuka 4.2. b).

Y ¢dochonunuauma w30iaTa CBHECKOT XEMOIIOOMHA JIeTeKToBaHO je 10 macHHX
KHCennHa, a 'y ¢pochonumuarma u3onata roeher xemorinoouna 6 (cnuka 4.2. B). YV npucyraum
dbochonmunuarma y u3ojgaTuMa XeMOoTJIo0nHa 00€ )KMBOTHE-CKE BPCTE HAaj3acTyIJbEHHU]E Cy Ouiie
3acuhene macHe kucenune (>50%), anu Ccy JETEKTOBaHE U MOHOHe3acuheHe U monuHe3acuheHe
macHe kucenuHe. Ox 3acuheHrX MacHUX KUCEIHMHA JIETCKTOBAaHE Cy MAJIMUTHHCKA M CTEapUHCKA
kucenuHa. [larMuTHHCKA KHCcennHaA OWIIa je 3acTyIUbCHHja Y Y30pIHMa CBUE-CKOT XEMOTTIOOMHA
y OIHOCY Ha Yy30pKe roBeher XemorjoOWHA, IIOK je IpOLEHAT CTEaPUHCKE KHUCEIHHE Y
xemonuzartuma obe BpcTe 6uo mpubmmkHO jenHak. On MOHOHe3acHMheHUMX MacHUX KHCEIHHA Y
U30JIaTUMa  CBHUIGCKOT ~ XEMOIJIOOMHA  JICTCKTOBaHE Cy  IMaJMHUTOJICMHCKA,  OJICMHCKA
(Haj3acTyIJbE€HH]ja) M BaKIEHCKA KHCEIMHA, JOK je Yy u3oiaruMa roeeher xemorinoOmHa
JICTEKTOBaHA CaMO OJICMHCKA KHCEIHHA. Y y30pIIiMa CBUECKOT XeMOTJIOOMHA JIETEKTOBAHO je U 5
NOJMHE3aCHNEHNX MACHMX KHCEJIHHA (JIMHOJIHA, Y-JIMHOJICHCKA, O-JTHHOJCHCKA, JTHXOMO-Y-
JIMHOJICHCKA M apaxMJOHCKa), OJ1 KOjUX Cy JMHOJIHA U apaxHJOHCKa Owiie Haj3acTymbeHuje. Y
y3opiuma roeeher xeMorioouHa JeTeKToBaHe ¢y 3 noiuHe3acuhene MacHe KUCEIUHE (JTMHOJIHA,
JIMXOMO-Y-JIMHOJICHCKA U apaXHIOHCKA), 0J1 KOJUX CY Haj3acTyIJbeHHUja OWJia JIMHOJHA KHCEIHHA.

C o03upoM J1a je XeMOorjJoOWH y CBUM aHAJIM3MPAHUM H30JIATUMA TPEICTaBbA0
JOMHHAHTaH MPOTEHH, U Ja Cy JIMIHIU, KOjU MOTHYY OJ MEeMOpaHa epUTPOIUTA KAo TIIaBHU
KOHTAaMHWHAHTH H30JaTa Ouin MPUCYTHU Y HUCKUM KOHIIGHTpaHI/IjaMa, Y HapCIHUM ACJIOBUMaA
TEKCTa OBE TUCEPTAIlHje TEPMHUH ,,M30JIaT" 3aMCH-EH j& TEPMUHOM ,,XEMOTIIO0UH".

ABTS TecTom mokaszaHo je Ja U30JI0BaHU CBUILCKM U roBehu xemMorioOuH, 3axBajbyjyhu
MPUCYCTBY OUYBAHOT JBOBAJICHTHOT rBokha y XeMy, Ha JI03HO 3aBUCaH HauyuH peaykyjy ABTS
pamukan. Cnocobnoct penykuuje ABTS paamkana xemorioOWHa HW30J0BaHUX M3 OBE JIBE
JKUBOTHUILCKE BPCTE HHjE Ce pazsinkoBaia (ciuka 4.3).

Kako je ¢usznuko-xemujcka KapakTepusalija y3opaka CBUBCKOT U roseher xemornoouna
NoKas3ajla MUHUMajiHe Bapujanje u3Mel)ly jeMHKM HCTe BpCTe, 3a HCIHMTHBama yTUlaja
XeMoryoOrHa Ha pyHKIM]CKe KapakTepucTuke henuja kopuitheHu cy 30MpHU y30pLid CBUECKOT
U 30MpHU y30pLU roBeher xemMornoOuHa, MPUIPEMIbEHH MEIlakheM MCTHX 3alpeMHMHa y30paka
XEeMOTJI00MHA U30JI0BAaHUX U3 EPUTPOLIUTA JBE KUBOTHUIHE.
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Canpikaj pochopa
mmol/L mmol/g X6 mmol/mmol X6
Caumbcku X0 0,72+ 0,20 0,007 + 0,000 0,42 £ 0,01
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Pesynratu

VYneo macuux kuceanHa y ¢pocoannmanma (%)
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o
E 18,0
5 16,1
> -
g 18,1n-9
< 18,1n-7
2
g 18,2
2 18,3n-6
18,3n-3
20,3 B CX0 mI['X0
20,4
Macue kuceaune | bpoj C atoma CXo I'Xo
Sacuhene macwe | HAIMHTHHCKa 16,0 30,4+04 241+1,0
KHCCIIMHE CTeapuncka 18,0 292+52 31,2+37
ITaaMuTOJIe HHCKA 16,1 0,4+0,1 /
M oHoHe3acuhene
Mache kucennme | OJ1eHHCKa 18,1n-9 222+1,0 276+25
Baknencka 18,1n-7 16+0,1 /
JluHoJHA 18,2 122+14 136+1,3
Y-JIHHOJIEHCKA 18,3n-6 1,7+0,1 /
ITonunezacuhene
NREHE [NSSER O-JIMHOJIEHCKA 18,3n-3 0,3+0,1 /
Auxomo-y- 20,3 1,7+0,1 54401
JIMHOJIEHCKA
ApaxuaoHcKa 20,4 6,3+0,1 19+0,1

Cauka 4.2. Ananusa cazpxaja mnusa y uzonatiuma ceumckor (CX6) u roseher (I'X0) xemoriiobuna xpomarorpadujoM Ha TAHKOM cllojy criika rejia (A). Ctpenuia
MpescTaB/ba HecnenupuuHo 000jeme Koje moTude o OyTHI-XuApPOKCU-TomyeHa. KoHneHTpauja dhocdopa y yzopuuma cBumckor u roeeher xemornobuna (b).
[IporeHTHH Y0 MacHUX KUCeIuHa Y (pochonrnuanmMa n3oara CBUECKOT 1 roBeher xemornoouna ozapelen raciom xpomarorpadujom (B). PesynraTu cy nmpukaszanu
Kao Cpefiiba BPEAHOCT & CTaHIapIHa JeBHjalldja.
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Cauxka 4.3. Penykiuja ABTS paaukana ceumckum (CX6) u rosehum (I'X06) xemornoourom. Pezynratu
Cy MIPHUKa3aHU Kao CPe/kha BPEAHOCT + CTaHAapAHA JACBH]jallHja.

4.2. [lorBpaa 6moJIONIKE AKTUBHOCTH CBUI-CKOT M roBeler xemorjio0uHa

[Ipe 3anounmama eKclepuMeHaTa y KOjUMa je aHaJW3WpaH YTHIA] BaHhemujckor
XeMOTJIOOMHA KCEHOTSHOT MOpeKyia Ha (YHKIHUjCKa CBOjCTBA ME3EHXMMCKHX hemuja in vitro
ypal)eH je HU3 eKCIIeprMEHaTa KOojuMa Cy MCIIMTAaHW NpOMEHa caapikaja CBUELCKOT W ToBeher
XeMOTJI00MHa y KynTypama hemnmja, BbUX0Ba MIUTOTOKCHYHOCT M KallaluTeT MOAYIaluje QyHKIHja
JeykouTa nepudepHe KpBU 4OBeEKa.

[Ipomena caapkaja CBUICKOr M roBeher xemoriioOMHa HCIUTaHA je Yy KyJITypama
HecTUMynHcaHux U mutoreHom ctumyiaucanux MHRA u IIK-MMh yoseka. [{utoTOKCMYHOCT
CBUILCKOT U roBeler xemoraoOuHa ucnurana je Ha moneny xymanux MHh. JlonatHo, ucnurano
je Ja Ju XeMOTrJOOMHHM yTHYy Ha Hpoiudepann)y/audepeHunjannjy onpeaesbeHuX MaTUYHUX
henuja xemaTornoese nepudepeHe KpBU 4OBEKa, U J1a JIM MOIYJIMIIY aIXe3UBHOCT U MPOAYKLHU]Y
ROS y MHh u IIMA.

4.2.1. Cagpikaj cBUICKOT U ropeler xemorj100MHa y KyJarypama xymanux heanja

[IpahemeM mpomeHe KOHIIGHTpallMje CBUILCKOT U TroBeher xemoryioomHa y 48-caTHuUM
KyJITypaMa HECTUMYJIUCAaHUX U MUTOreHoM ctumyinrcanux MHB u 48- n 96-catHum kynTypama
[TK-MM wucnurany cMo /1a 1M Yy OBUM KYJITypama J0J1a3u J0 ,,IOTPOLIE™ XeMOTJI001Ha.

PesynTtatu npukazanu y TabGenu 4.1 mokaszanau cy Aa je KOHIEHTpaluja XeMOrJIoOuHa y
Kyntypu Hectumyiaucannx MHB onagana Ha 703HO 3aBucaH HauuH. llpu moueTHO)
KOHIeHTpauuju ox 1 puM, y kyarypu Hectumynucanux MHT, KoHLEHTpaiuja CBUECKOT
xeMorjiobnHa omana je Ha 83%, a KoHIeHTpanuja roBeher xemorioOuHa Ha 75% moueTHe
KoHIeHTpauyje. Kaga cy xemornoOuHu OmiM 10/1aBaHy y MOYETHO] KoHLeTpauuju ox 10 uM, y
Kynrypama HectuMmynucanux MHR nakon 48 h, koHIIeHTpalKja CBUBCKOT XeMOTJI00MHa orasa
je Ha 91%, a xonneHtpanuja roseher Ha 83% nouerHe KoHueHTpayje. Crumynanuja PHA Huje
JIOJIATHO yTHIIAJIa Ha TTOTPOIIKY XeMOoTIoonHa y kyarypama MHR.

Hakon 48 h y kynrypu ca [IK-MMM, KoHIeHTpauuja CBHECKOI XEMOIJIOOMHA Yy
CylepHaTaHTHMa OBUX KyJiTypa omajia je Ha 88% MoYyeTHEe KOHLEHTpaldje Kajxa je OBaj
XeMorjnoouH aoxaBaH y koHueHtpaumju ox 0,1 m 1 pM, m Ha 92% xaga je nonaBaH y
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koHueHTpauuju og 10 pM. Hakon 48 h, koHuenTpanuja roseher xemornoOuna onana je Ha 90%,
92% u 94% on nmouetnux 0,1, 1 u 10 uM, pecnektuBHo. Hakon 96 h mpornenar ,,morpomeHor
xemorio6uHa je nosehan 3a noxataux 20% (tadena 4.1).

Hamm pesynrati mokasyjy fAa je YOUEHO CHHKEHE KOHIICHTpAIMje XEeMOIJIOOMHA Y
henujckum KynTypama OWIiIo MOCIeanIa Berose ,,IoTPOIIke™ o7 cTpaHe henuja, a He mocneauna
ETOBOT HECIIEIM(MYHOT JICTIJhErba 3a MOBPIIMHY IJ104a 3a henmujcKy KynTypy.

Ta6ena 4.1. [IpomeHa KOHIEHTpalje CBUICKOT W roBeher xemornoOwHa y henmjckuMm KyJiTypama
ucnurtana Ha xymanuM MHB u [IK-MMh. Bpearoctn npukaszane y Tabenu mpeacTaBibajy MPOIEHAT O
MoYeTHEe KOHLEHTpanyje XxeMornoonna y henujckum kyiatypama. Pesynrtatu cy mpukasaHu Kao cpelmba
BPEIHOCT + CTaHJap/lHa JIcBUjalldja.

. CBHICKH XeMOI 1001 H I'oehu xemor100un

* 0,1 uM 1uM 10 yM 0,1 uM 1uM 10 pM
MHT (48h) / 83%5 91+7 / 5+4 837
MHT + PHA (48h) / 797 89+9 / 7710 89+11
ITK-MM (48h) 88+1 88 +2 92+1 90 +2 92+2 94 +2
IK-MMh (96h) 683 703 792 77 +2 74+1 81+3

4.2.2. UciuTuBambe¢ HIUTOTOKCHYHOCTH CBUHCKOT U roeler xemorsodouna na mogeny MHHA
nepudepHe KPBU Y0BEKAa

Moryhu nurotrokcuunu edekar cBUBCKOT U roBeher xemornoouna Ha MHB ucnuran je
MTT Ttectom u 60jemeM TpUIaH IIaBUM.

MTT TecT je mokazao Ja je CBUICKHM XEMOIVIOOMH 3HAyajHO CMamHBaoO BUjaOMIHOCTU
Hectumyinucanux MHRA y konuentpauujama Bummm oa 4 puM, nok je oBaj edekar rosehu
XeMOTJIO0MH TMO0Ka3a0 y KOHLeHTpalujama BumumM o 1 uM (ciuka 4.4. A). ¥V kyntypama MHh
ctumyiucanuM PHA u cBumcku 1 roBehu XxeMoriioOuH cy 3HayajHO, Ha JJO3HO 3aBHCaH HauuH,
CMambUBaJIM BUjaOMIIHOCTH OBUX henja y cBUM UCIIMTUBAHUM KOHIIEHTpauujama (cnuka 4.4. b).

bojewmem henuja Tpuman miuaBUM U OpojalkbeM y XEMOIMTOMETPY IOKa3aHO je Ja
XeMoriaoouHu y koHueHtpauuju ox 0,1 pM He yTuuy Ha BHjaOuiHocT Hectumynaucanux MHH
HAKOH NeT AaHa KyaTuBauyje (ciuka 4.5.A). CBUBCKU XEMOTJIOOHH je y KOHIIeHTpanujama oJ 1
u 10 uM cmamuBao BujabunHOocTH Hectumyinucanux MHNA, nok je oBakaB edekar 3a roBehu
XEeMOTJIOOMH 3amakeH caMo Yy KoHueHTpamuju onx 10 pM. Hu y jenHo] MCIUTHUBAHO]
KOHIIEHTpPALUj1, HU CBUICKU HU roBehy XeMorio0uH HUCY JAOBENHU JI0 IPOMEHE KOHIIEHTpaluje
(6poja) mectumymnucanux MHh (cmuka 4.5.5). Ctumynmucane MHB y kynTypu ca CBUECKUM U
roBehuM xemorioOuHoMm Huje O6mso moryhe OpojaTd 0BOM MeToJ0M 300T BEIMKHX KiacTepa
(henmjckux arperara) Koju cy ce (popmupai Kao pe3yaTaT CTUMYJIalije MUTOTEHOM.

79



Pesynratu

A b) 120

S S
=

g g
: :
=

40 r
& g
= =
m 20 7 é
0 . . . . . . 0 . . . . . ¥
0.25 0,50 1.00 2,00 4,00 8,00 16,00 0.25 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00
Xemor0ouH (M) Xemor0ouH (uM)
—*—CX6 —*—IX6 -—~---- M —*—CX6 —*—IX6 ~-~---- CM

Cauka 4.4. Bujabwinoct Hectumynucanux (A) u muroreHoMm ctumyinrcanux (b) MHB Hakon 5 nana y
Kyntypu ca cBumbckuM (CX0) u rosehum (I'X0) xemornobuuom, oapehena MTT tecrom. BujabuiarocT
MHT ca xeMOrno0MHOM M3paXkeHa je Kao MPOoleHAT BUjaOUIHOCTH HECTUMYIUCAHUX (A) UM MUTOT€HOM
ctumynucanux (b) MHh y cranmapaaom Meaujymy 3a rajeme henuja 6e3 xemorioouna (CM) (noaespeHa
BpenHocT 100%; ncnpexkunana nuHuja). Pesyntatu cy nmpukazaHd Kao Cpeima BPEAHOCT + CTaHAapIHa
neBujanuja. (*) o3HAauaBa CTATUCTHYKH 3HAa4ajHy pasnuky y BHjabmmHOocTH MHRA KkynTmBHcanux ca
xXeMorIoouHoM y ogHocy Ha MHh rajene y CM.
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Cauka 4.5. Bujadbunnoct (A) u xonuenrpauyja (b) nectumynucanux MHA HakoH 5 naHa y Kyntypu ca
ceutbckrM (CX0) u roeehum (I'X0) xemornobunoM, ojpehieHa Oojemem henuja TpumnaH IUIABHM H
OpojameM y xeMonuToMeTpy. BujaOmitHOCT 1 KOHIIEHTpalHja u3paxxeHe Cy Kao MpoleHaT BHjaOMmITHOCTH
n koHueHntpanuje MHQ rajenux y cranmapaHom menujymy 3a rajewe hemmja (CM) 6e3 xemorsioOuHa
(100%; ucnipexkunana JuHUja). Pe3yntatu cy nprKa3aHu Kao Cpe/iha BPEAHOCT + CTaHAap/IHa JeBHjalldja.
(*) o3Ha4yaBa cTaTHCTUYKY 3HAYajHYy pa3iuKy y BujadmiHocT MHR KynTHBHCaHMX ca XeMOTJIIOOWHOM y
onHocy Ha MHh rajene y CM.

4.2.3. YTunaj cBumckor u ropelher xemori00MHa Ha npoaundepanujy/audepeHuujanujy
onpeae/beHNX MaTHYHUX hennja xemaTonoese nepudepHe KpBM YoBeKa

VYTunaj xemoraoOuHa Ha nponudepanyjy/audpepeHnnjannjy onpeaesbeHuX MaTHYHIX
henuja xemaronoese nepudepHe kpBu yoBeka ucnutubad je CFC tectom.

CratucTiuka aHaJlM3a CBUX JI0OMJEHUX MoJlaTaka MoKasaja je ]a HU CBUICKH HU roBehu
XEeMOTJIO0MH y KOHLIEHTpauju o1 1 uM HUCY TOBOAMIIH 10 3HAUajHE pa3IMKe CPEAbe BPEIHOCTH
opoja ykymaux kojonwja (CFC), ka0 HM TOjeIMHUX THUIOBAa KOJIOHH]a (OPMHUPAHUX O]
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eputponanux npekypcopa, (BFU-E), mpekypcopa rpanynonutHo-moHonutux (CFU-GM) u
MpeKypcopa 3ajeTHUYKNX 3a helje epuTpouIHe U MUJEJIONTHE J103€ (EpUTPOLINTE, TPAHYIIOLUTE,
moHouuTe u Mmerakapuonure; CFU-GEMM) (cnuka 4.6).

OBakBM pE3yJITaTH CTaTUCTHYKE oOOpaje IMojaraka Ccy OWIM TOCIeIuIa BEITUKUX
WH/IMBUYAJIHUX BapHjanrja y Opojy KOJOHHja XEMaTOIMOETCKUX MpeKypcopa Koja je MocTojana
n3mely camux gasanama (tadena 4.2). CxoqHo e(heKTy KOju Cy CBUICKH M TOBehU XeMOrioOuH
octBapwn Ha Opoj BFU-E u CFU-GM kononuja xox onpeheHux maBanama, AaBaouud cCy
NOJIEJbCHU Y cefaM rpyna. [IpBy rpymy YMHWIM Cy JaBaollM KOJl KOjUX Cy CBUILCKH U TOBehn
xemoroouH nosehasanu 6poj u BFU-E, u CFU-GM. [Ipyry rpyny 4nHe JaBaolu KOJ KOJUX CYy
CBHUICKH U TroBehH XeMOoriioOnMH cMamuBaiii Opoj oBux kosoHuja. Kom tpehe rpyne naBasarna,
xemoroouH je moBehaBao 6poj BFU-E u cmamuBao 6poj CFU-GM, 1ok je Ko 4eTBpTe rpyrie
JaBajara eekar XxeMorioornHa 6uo cynporan: cMamuBao je 6poj BFU-E u mosehasao 6poj CFU-
GM. Kon mere rpyne naBanaia, xemorinooun Huje memao 0poj BFU-E, nok je mosehao mmm
cmamuBao 6poj CFU-GM. Hu cBumCcku, HE roBelhu XeMOrI00MH HUCY OCTBApHIIH eeKaT Ha Opoj
CFC-GM «kopn nmaBanama miecte rpymne, Mok cy cmamuBanu 0poj BFU-E. Kox camo jemnor
UCIMTUBAHOT JaBaolla (CBPCTAHOT y CEeAMY I'pyIly) XeMOrJIoOMHYU HHCY yrunanu Ha 6poj BFU-E
au CFU-GM xoionwmja.

v UJbY JieTaJbHUjer UCIIUTUBAbA edexTa XEeMOTJI001Ha Ha
npoiudepanujy/nudepeHnyjanujy onpeacsbeHnX MaTHUHUX henmmja xemaromoese, MHRA Tpu
JaBayalla MHKyOHupaHe cy ca XeMorioOuHuMa y mupeM ormcery konuentpanuja (0,1, 1, u 10 uM)
u a”amusupaH je Opoj dopmupanux CFC. Pesynratéi cy NOTBPAMIN TIOCTOjaEbe BEITUKUX
UHIMBUJYaJIHUX BapHjalldja y OJrOBOPY XEMAaTOINOETCKUX IpeKypcopa mnepudepHe KpBH Ha
CyIUIEMEHTANH]y XeMoriioOnHoM. Tako HM CBHIGCKM HH roBehi XeMOrioOMH HHUCY YTHLAIMA Ha
cnoco0HocT hopmupama BFU-E konoHuja HU y jeHO] OJ1 MCIIMTUBAHUX KOHIEHTpanuja (CiInuKa
4.6. B). 3nauajHo cmameme y 0pojy CFC-GM kononuja 3abenexeno je camo kogq MHR rajennx
y npucyctBy 10 uM cBumckor xemoriobuna (cimuka 4.6. I'). C 063upom na je 6poj CFU-GEMM
KO/l CBUX UCIIUTUBAHUX JaBayama Ouo u3pasuto Majiu (< 2), OBH pe3yiaTaTH HUCY MPUKA3aHU.

Nako je cy moka3aHe BeNMKE WHTCPUHIMBHIYalHE Bapujaldjeé y KBaHTHTATHBHOM
0JITOBOPY ormpeaesbeHux hemuja xemarornore3e Ha 1 uM xemorioOuH o0e aHalM3UpaHe BpPCTE
(Taberna 4.2), KO CBUX JaBajalia je 3alMaKeHO Ja je IPUCYCTBO XeMOIIo0uHa, 0e3 0031pa Kakas
je yrunaj umano Ha 6poj CFC, cHaxxHO yTHIANO je Ha MOPQOJIOTH]y KOJIOHH]JA, TaKO Ja CY
KOJIOHH]je (popMHUpaHe y IPUCYCTBY XeMOTI00KMHa Ouiie KpynHuje o oHUX ¢popmupanux y CM 6e3
nonarka xemorinoouHa (ciuka 4.6. 1, D).
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Cauka 4.6. bpoj kosoHHja onpeesbeHuX MaTHYHMX henrja xemaTonoese nepudepHe KpBU YOBEKa rajeHUX
y npucyctBy 1 uM cBumckor (CX0) (A) nnu 1 pM roseher xemornoouna (I'’X6) (b). CFC — ykyman 6poj
xosionrja, BFU-E (eputpounnu npexypcopu), CFU-GM (ipexypcopu rpaHyIOLUTHO-MOHOLIUTHE JI03€),
CFU-GEMM (npexypcopu 3ajeTHHYKH 32 €PUTPOUAHY U MH]jEJIOUAHY JI03Y). PesynraTu cy mpukasanu Kao
opoj CFC no 6pojy 3acejanux MHh. bpoj BFU-E (B) u CFU-GM xkononwuja (I') dopmupanux y npucycry
0,1, 1 m 10 uM cBumckor u roseher xemornoduna. bpoj BFU-E u CFU-GM konoHuja rajeHux y
CTaHIapAHOM Menujymy Oe3 xemornoouna (CM) o3nHaueH je xao 100% u mpukasaH HCIPEKHIAHOM
nuHEjoM. Pesynrtatm cy mpHKazaHH Kao Cpelllba BPETHOCT + cTraHiapiHa neBWjanuja. (*) o3HauaBa
CTaTHCTUYKH 3Ha4ajHy pas3auky y opojy CFU-GM MHH ca xemorno0OunomM y oaHocy Ha 6poj CFU-GM
MHT rajenux y CM. PenpesenraruBue mukporpaduje BFU-E (/1) u CFU-GM (b) hopmupanux y CM (—
X06) wim y npucyctBy 1 pM xemornobuna (+ X0).
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Ta6ena 4.2, Ytunaj cBUmCKor U ToBeher xemorioOuHa Ha nmponudepanyjy/andepeHnyjanyjy onpeae/beHuX MaTHYHUX hiennja xeMaTornoese nepugepHe KpBU Y0BEKa;
[Ipernen mo gaBaortmma MHK. CFC — ykyman 6poj kononuja, BFU-E (epurpouman npekypcopu), CFU-GM (npekypcopu rpaHyIoOnuTHO-MOHOLIUTHE J103¢), CFU-
GEMM (mpexypcopy 3ajeqHIYKHY 33 epUTPOUAHY H MHUjEIOUIHY J103Y). Pe3ynratu cy mpuka3aHu Kao Cpefrba BPEIHOCT + CTaHIap/IHa IeBH]jallja.

| rpyna: nosehame opoja BFU-E, moBehame 6poja CFU-GM (1 1)

IMDM C BHIHCKH X € MOTJI0 0HH IMDM T'oBe hu xemor1001H
. CFC- CFC- . CFC- CFC- CFC-
Kosonuje BFU-E CFC-GM  ~£\Mm CFC BFU-E CFC-GM  ~£\Mm CFC Kosronuje BFU-E o\ ceEmm CFC | BFU-E CFC-GM  ~2\im CFC
JaBasan 1 22+1 19+1 1+1 42+1 33+7 23+4 25+1 58+10 Jasauan 1 54+3 7+1 7+1 68+5| 75+3 22+2 7+1 1047
Hasaman 12 29+3 1141 4+1 44+4| 46+4 22+3 3+1 71+6
Il rpyna: cmameme 6poja BFU-E, cmameme 0poja CFU-GM (| |)
IMDM C BHH>CKH X € MOTJIO OUH IMDM ToBe hu xemorioonn
. CFC- CFC- . CFC- CFC-
Kostonnje BFU-E CFC-GM £ CFC BFU-E CFC-GM  Emm CFC Kostonuje BFU-E CFC-GM  Emm CFC BFU-E CFC-GM  £nv CFC
Hapaman 3 26+1 13+1 / 39+1 12+1 3+1 1+1 15+1 Haaman 3 26+2 13+1 / 39+3 [ 135+1 9,5+1 1+1 2442
Jasanan 4 12+1 4+1 / 16+2 8+1 2+1 / 11+2 Jasanan 5 2+1 20+1 / 23+2 / 16+1 / 16+1
Hapaman10 [ 6+1 20+2 / 26+2 3+1 15+4 / 18+5 Haaman 7 2142 4+1 1+1 26+3 14+1 2+1 / 16+2
1l rpyna: nosehame 6poja BFU-E, cmameme opoja CFU-GM (1 )
IMDM C BHH>CKH X € MOTJI0 OMH IMDM T'oBehu xemori00mH
. CFC- CFC- . CFC- CFC-
Kosonuje BFU-E CFC-GM  emm CFC BFU-E CFC-GM  ~cvm CFC Kosonuje BFU-E CFC-GM  ~£\m CFC BFU-E CFC-GM  ~c\im CFC
JaBaman 5 2+1 20+1 / 23+2 1+1 9+3 / 10+3 Jasauan 1 22+2 19+3 1+1 42+4 28+1 12+4 2+1 42 +£4
Haaman 7 21+1 4+1 1+1 26+3 27+2 3+1 / 30+3 HaBaman 4 12+1 4+1 N,D, 16+2 13+1 1+1 1+1 15+1

IV rpyna: cmameme 6poja BFU-E, noBehame 6poja CFU-GM (| 1)

IMDM C BMH>CKH X € MOI'JI0 OUH
. CFC- CFC-
Kosonuje BFU-E CFC-GM GEMM CFC BFU-E CFC-GM GEMM CFC
JaBaman 8 21+1 1+1 1+1 23+1 18+2 4+1 1+1 23+3




Taoeaa 4.2. Hacrasax.

V rpyna: BFU-E 6e3 npomene, cmameme/moehame opoja CFU-GM (= 7)

Pesynratu

IMDM C BHILCKH X € MOIJI00HH IMDM I'oBehu xemor100uH
: CFC- CFC- . CFC- CFC-
Koaouuje BFU-E CFC-GM GEMM CFC BFU-E CFC-GM GEMM CFC Kosouuje BFU-E CFC-GM CEMM CFC BFU-E CFC-GM GEMM CFC
Jasanan 2 23+2 7+1 4+1 34+4 23+2 4+1 2+1 29+4 Hapaman13 | 46+3 8+1 2+1 564 46 £6 15+2 3+1 64+6
HaBananl0| 6+1 20+2 / 26+3 6+1 6+1 / 12+1
VI rpyna: cmameme 6poja BFU-E, CFU-GM 6e3 npomene ({ =)
IMDM C BHIHCKH X € MOTJI0 0HH IMDM T'oBe hu xemorioonn
. CFC- CFC- . CFC- CFC-
Koaouuje BFU-E CFC-GM  ~cnim CFC BFU-E CFC-GM  ~chim CFC KoJuonuje BFU-E CFC-GM  ~cham CFC BFU-E CFC-GM  ~cnim CFC
JaBanan 9 14+1 1+1 1+1 15+2 12+1 2+1 / 14+2 JaBanan 9 14+1 1+1 / 15+1 10+1 1+1 / 11+1

VII rpyna: BFU-E 6e3 npomene, CFU-GM 06e3 mpomene (= =)

IMDM C BHH>CKH X € MOTJIO OMH
. CFC- CFC-
Kouonuje BFU-E CFC-GM GEMM CFC BFU-E CFC-GM GEMM CFC
JaBasan 6 31+3 8+1 1+1 40+3 29+5 10+2 2+1 41+3
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4.2.4. YTHnaj cBUIBCKOr U ropeler xemor;100MHa Ha ajgXe3WBHOCT JieyKouuTa nepudepHe
KPBH Y0BeKa

HcnutuBame yTHIlaja XeMOrII00MHA Ha aXe3UBHOCT JICYKOIUTa neprudepHe KpBU YOBEKa
paheHo je Ha qBa HauWHA: ca U 0e3 mpe-aaxes3uje, a edpekaT xemornoonHa ucnutrubad je Ha MHR
u [IMh (cnuka 4.7, npunosu 1 u 2). Kaga cy MHR ocraBibeHe 1a aaxepupajy rmpe nHKyoOarmje ca
XEeMOTJIOOMHOM (TIpe-aaxe3uja), CBUIbCKU XEMOTJIOOUH HHje MMao yTHIlaja Ha aJXxe3UBHOCT OBHUX
henuja, 1OK jy je roBelu XeMOTIIOOMH CTUMYJIMCA0 y CBUM HCIIUTHBaHUM KoHueHTparujama (0,1,
1 1 10 uM) (cnuka 4.7. A). CBUBCKH XeMOTJI00UH HUje nMao edekTa HU Ha anxe3uBHOCT [IMA y
TECTy ca Npe-aIxe3ujoM, 0K je ToBehu XeMOrJIOOWH CTAaTUCTUYKU 3HAYajHO CTHMYJIHCAO
aJxe3uBHOCT oBUX henuja camo y koHueHnTpanuju ox 10 uM (cnuka 4.7.5).

CBUIBCKH XeMOTJIOOWH JIOBOJHO je 0 cMamema aaxesuBHocth MHR y tecty 6e3 mpe-
anxesdje y koHmneHtpamuju ox 1 uM (ciuka 4.7. B). HUctu edekar octBapen je na [IMh
MHKYOMpPaHUM Ca CBUICKUM XEMOTJIOOMHOM y CBUM MCIIMTUBAHUM KOHIICHTpalujama (ciuka 4.7.
I'). 3a pa3nuky ox cBUECKOT, ToBehn xemornoOun Huje ocTBapuo edekar Ha aaxesusHocT MHH
u [IMh y Tecty 6e3 npe-anxesuje (cnuka 4.7. B, I).
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Cauxka 4.7. Ytunaj ceumckor cBumbckor (CX6) u roseher (I'’X0) xemornoouna Ha ajgxe3uBHocT MHE (A,
B) uIIM (b, I') ucnurana y Tecty ca npe-anxe3ujom (A, b) unu tecty 6e3 npe-aaxesuje (B, I'). Pesynratu
Cy IpuKa3aHu Kao npoieHaT afaxe3uBHocTd MHB uinu [IM'h rajenux y cTanaapIHOM MEIU]jyMy 3a rajermbe
henuja 6e3 xemornobuna (CM) umja je BpenHocT o3HaueHa kao 100% u koja je mprukazaHa HCIPEKUAaHOM
nuHUjoM. PesynraTH cy mpuKasaHH Kao cpelmba BPEIHOCT + CTaHAapAHa JeBHjandja. (*) o3HauaBa

CTaTUCTHYKH 3HAYAjHY Pa3NUKy y aaXe3uBHOCTH helrja KyJITHBHCAHUX Ca XEMOTJIOOWHOM Yy OJHOCY Ha
henuje rajene y CM.
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4.2.5. YTunaj ceumckor u roseher xemormoouna Ha npoaykuujy ROS y neykonumrnma
nepudepHe KPBH Y0OBEKA

NBT TtectoM je moka3aHo Ja Cy M CBUICKM W roBehu XeMOrJIIOOMH CTUMYJIHCAJIH
nponykuujy ROS y MHR u [IMh camo y HajBHIIIO] MCOIMTHUBAHO] KOHIEHTpanuju oa 10 uM
(cmuka 4.8. A, b, nputor 3), npu yemy je ctumynatopuu edpexkar Ha MHR Ono uzpakeHuju.

A) 20 | B) 160 | .
- <140 | *
& 200 S0t
[7p]
[7p]
(@) -
Q 150 x 100
= = 80
gloo i 60
> 40
5 50 s
é- 20
0 0 - -
0,1 1 10 01 1 10
Xemor.100uH (pM) Xemor00uH (uM)

Cauxka 4.8. Ytunaj csumckor (CX0) u roseher (I'’X0) xemornoduna uva npoaykiujy ROS y MHK (A) u
I[IMA (b). Pesyntatm cy mpukazanum kao mpomeHaT mnpoaykmmje ROS y MHWIIMA rajenux y
CTaHJapJHOM MEAMjyMy 3a rajeme henuja 6e3 xemornobuna (CM) umja je BpenHocT o3HadeHa kao 100%
U KoOja je TpHKa3aHa HCIPEKHIAHOM JIMHHjOM. Pe3ynrtatm cy mpHKa3aHU Kao Cpelamba BPEIHOCT +
CTaHmapaHa aeBHjanyja. (*) o3HauaBa CTATUCTHYKH 3HAYAjHY paszinuky y mponaykiuju ROS ox crpane
MHTH/TIMh kynTuBucanux ca xemoriioounom y ogaocy Ha MHR/IIMA rajene y CM.

4.3. HcnurnBame YyTHIAja CBHUEKCKOI M roBeher xemorsio0uHa Ha QyHKOHjCKe
KapaKTepucTHKe Me3eHXUMCKUX henuja

VYTHuaj cBumCKOr u ropeher xemornoOuHa Ha QYHKIMCKE KapaKTepPUCTHKE MPUMapHUX
ME3eHXUMCKUX MAaTUYHHUX henuja UCIHTAaH je aHaJIu30M eeKTa XeMorioOrnHa Ha BHjaOUITHOCT,
KarnamureT GopMupama KOJIOHH]ja, helnnjcKku IUKITYC U alonTo3y, MUTpalnjy U AudepeHuujanmjy
[TK-MM'h ka XOHJIpOTreHOj, OCTEOTeHO], aUNOTeH0j U MHOTeHO] J103u. [Topen edexTa KceHOTeHnX
XeMOrJo0MHa Ha IpUMapHe XyMaHe Me3eHXMMcKe henuje, MCHHMTaH je M HUXOB edekar Ha
BHJaOMIIHOCT, MUTPATOpHU U JudepeHlHjallMOHN MOTEHIHMjall Ka XOHAPOTEHO], OCTEOI€HO],

a/IUTIOT€HO] U MUOTEeHO]j J103U yetupu muiije hemujcke muanje: ATDCS, MC3T3-E1 u 3T3-L1 u
C2C12.

YTunaj xemorao6uHa Ha umyHoMonynatopau edexar [IK-MMRA ucnutan je aHanuzom
yrunaja [IK-MMRA Ha anonto3y, henujcku nukinyc u npoiaudepaunjy anoreuux MHR, kao u Ha
eKCIPEecHjy TeHa 3a HeKe 0]l IMYHOMOIyIaTOpHUX npoTtenHa MMA.

4.3.1. YTuuaj cBUBCKOr U ropeler xeMorjio0nHa Ha BMjaOuJIHOCT Me3eHXUMcKHX heanja

VYTuuaj xemorno6una Ha sujadunHoct [IK-MMA TokoM TpoiHEBHE KyJITHBAIM]j€ HCITUTaH
je MTT tect u Hoechst 60jemem, 10K je yTHIlaj XeMorJIoOMHa Ha BUjaOMITHOCT hellnjCKuX TuHUja
uctiutad MTT Tecrom. IIpe ucnutuBama epexra xemoriaoouna, MTT Tectom je mokaszaHo ja ce
BHjaOMITHOCT CBUX MCIUTHUBAaHUX henuja crioHTaHo moBehaBama TokoMm 72 h kynTuBaiuje, anu aa

je nuHamuka nosehama 6una creruduyHa 3a cBaku Tun henuja (cnuka 4.9. A, cnuka 4.10. A, T'u
cmuka 4.11. A, I).

Pesynaratu MTT tecrta nmokasanu cy Aa HU CBUECKH HU TOBehH XeMOTTTIOOWH HUCY YTUILIATTN
Ha BujabuimHOCT [IK-MMA Hakon 24 u 48 h. Hakonm 72 h, xemorinoOunum 00e BpcTe Yy
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KoHIeHTpauujama ox 1 u 10 uM crumynucanu cy Bujabunnoct [IK-MMH, nok y HajHHXKO]
koHuentpanuju (0,1 M) aucy nokasanu edekar (ciauka 4.9. b, B). Cnuyan TpeH[ 3anaxeH je u
npu ananusu Bujabminoctu [IK-MMA Hoechst 6ojemem. U cBumbcku u roBehu xeMorioOuH cy
HakoH 72 h 3Hauajno nmosehaBanu BujabuiaHOCcTH [IK-MMh y koHnenTpanujama ox 1 u 10 uM,
aTd je OBUM TECTOM IIOKa3aH W 3HayajaH CTUMYJATOpHH edekar roeher xemorimoOuHa y
koHneHtpanuju ox 0,1 uM HakoH 72 h, KOjU CBHUICKM XeMOIJIOOMH HHUje MMao. JlomaTHo,
MOKA3aHo je Jla Cy XxeMmoriioounu obe Bpcte cMmamuBanu BujadmiHoct [IK-MMh nakon 24 h y
KoHIeHTpanuju ox 10 puM. VY HCTO] KOHIIEHTpallMju CBUECKM XeMOTJIOOMH je moBehaBao
BujadbunHocT [IK-MMh 1 Hakon 48 h.

CBHICKU U TOBeh) XeMOTJIOOHH Cy Y CBUM HCITUTHBAHUM KOHIICHTpAalldjaMa CMambHBaIIU
BujabmtHocT ATDCS henuja nHakon 48 u 72 h. Hakon 24 h uaxubutopHu edekar mokasas je camo
3a roBehu xeMornoouH y koHnentpanuju og 10 uM (cnuka 4.10. b, B).

XemornoOuHu 00€ KMBOTHICKE BpCTE Cy Yy KoHUeHTpamuju on 10 pM cmamuBanu
BujabuiHocT MC3T3-E1 henuja Hakon 48 u 72 h. Hakon 48 h cBUHCKM XeMOTJIOOWH j€ CMambUBAO
BUjabuimHOCT oBHMX henmja y konuentpamujama ox 0,1 m 1 pM (cmukxa 4.10. ). T'osehu
XEMOIJIOOMH je MCHOJBMO MCTHU HMHXHOMTOpHHU edexarT Ha BHjabuinHocT MC3T3-El henmja y
KOHIIeHTpauuju ox 1 uM y cBa Tpu ucniutuBana repmuna (ciauka 4.10. D).

CBumbCKH XeMOTJI00MH je y KoHleHTpaurjama oa 0,1 u 1 uM nHakon 48 u 72 h nosehasao
BujabmwiHocT 3T3-L1 hemuja, mok je koHmeHtpamuja onx 10 pM moBomuia 0 CMamema
BUjaOMIIHOCTH Y CBUM MCIUTHUBaHUM TepmuHHMa (ciuka 4.11. b). Bujabunnoct 3T3-L1 henuja
KyJITHBHCAaHUX ca TroBehuM xemorjoOmHoM Owuia je moBehaHa mnpu CBUM HCHUTHBAHUM
KOHIIEHTpallijaMa XeMOTrJo0uHa U TEPMUHHUMA, U3y3eB KoHIeHTpayje 10 uM koja je HakoH 24 h
JIOBOJIWIIA JIO M3PAKCHOT CMambemha BUjadmHoCcTH (ciika 4.11. B).

CBUIbCKHM XEMOIJIOOMH je 3HayajHO cMamuBao BujadbunHoct C2C12 hemuja y
KoHIeHTpanujama o 1 u 10 pM y CBM HCHIMTHBAaHUM TEPMHHHMA, TOK Y KOoHIleHTparmju ox 0,1
uM Huje umao edekra (cimmka 4.11. II). T'oBehu xemornmoOuH je y cBe TpU HUCHHUTHBAHE
KOHIIEHTpanuje cMamiBao BujadbuinHocT C2C12 henmja nakon 24 h, mok je HakoH 48 h oBaj
MHXHOUTOPHU e(eKaT UCIOoJbUO0 caMo MpH KoHIeHTpanujama oa 1 u 10 uM. Hakon 72 h rosehu
XEMOIJIOOHH je y CBe TpU MCHUTHBaHe KOHIeHTpauuje nosehaBao BujadbunHoct C2C12 henuja
(cmuka 4.11. D).
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Cauka 4.9. Ytunaj roseher u cBumckor xemornoouna Ha BujadbunHoct [IK-MHR. Cnonrana sBujadunnoct [IK-MMh (A). Ytunaj ceumsckor (b,I') u roseher (B,[1)
xemoryioonHa Ha BujabuinHocT [IK-MMh ananusupan MTT tectom (B, B) u Hoechst 6ojemem (I, /1). Pesynratu cy npukasanu kao npoiieHat BujaduaHoctu [1K-
MMT rajeHux y CTaHIapIHOM MequjyMy 3a rajeme henmja (CM) umja je BpemHocT o3HaueHa kao 100% wu mpuka3aHa WcnpekuaaHoM JMHHjoM. Pesynratu cy
MpUKa3aHd Kao Cpelma BPEeIHOCT + cTaHaapaHa naeBujandja. (*) o3HauaBa CTATHCTUYKM 3Ha4yajHy pasnuky y BujabmnHoctu [IK-MMT kyntuBucanux ca
xemoriobunoM y ogHocy Ha [IK-MMT rajene y CM.
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Cauka 4.10. Yuuaj roseher u ceumckor xemoriioornna Ha Bujadbunnoct ATDCS u MC3T3-E1 henuja. Cniontana Bujadbunnoct ATDCS (A) u MC3T3-E1 (I') henmja.
VYruuaj ceumckor (b) u roseher (B) xemornobuna Ha Bujadunnoct ATDCS henuja. Ytunaj ceumckor (1) u roseher (b) xemornoduna Ha BujadunHoct MC3T3-E1
henuja. Pesynratu cy mpukasanu kao nporeHat BujaduimHoctd ATDCS u MC3T3-El henuja rajeHux y craHaapiHOM Meaujymy 3a rajewe henmmja (CM) uuja je
BpeAHOCT o3HaueHa kao 100% M mpukazaHa MCIPEKUIaHOM JIMHUjOM. Pe3ynTaTu Cy MpUKa3aHW Kao Cpeima BPEIHOCT + CTaHaapaHa JcBHjanuja. (*) o3Hayapa

CTaTUCTUYKH 3Ha4ajHy pa3nuky y Bujadunnoctu ATDCS u MC3T3-El henuja kyntusucanux ca xemorsioouom y ogaocy Ha ATDCS u MC3T3-E1 henuje rajene y
CM.
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Cauka 4.11. YTuiaj roseher u ceumckor xemoriioounta Ha pujabmnaocT 3T3-L1 u C2C12 henuja. Crionrana BujaduiaaocT 3T3-L1 (A) u C2C12 (I') henuja. Ytunaj
ceumbckor (b) u roseher (B) xemorno6una Ha BujabunHocT 3T3-L1 henuja. YTuuaj cBumckor ([) u roseher (B) xemornoouna Ha sujabminoct C2C12 henwmja.
PesynTatu cy npukazanu kao npouenat sujadunnoctu 3T3-L1 u C2C12 henuja rajennx y craHzapJHoM MeanjyMmy 3a rajeme henuja (CM) unja je BpeAHOCT 03HaUYeHa
kao 100% w mpuKa3aHa HCHPEKUIAHOM JIMHUjOM. Pe3ynTaT cy npuKa3zaHi Kao Cpejiba BPEJIHOCT + cTaHap/Ha aeBujanuja. (¥*) o3HauaBa CTATUCTHYKU 3HAYAjHY
pasnuky y BujabunHoctu 3T3-L1/C2C12 henuja kynTuBrcanux ca xemornoonaoMm y onHocy Ha 3T3-L1 u C2C12 henuje rajene y CM.
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4.3.2. YTunaj cBumckor u roseher xemor1o0mHa Ha heJMjCKH HUKIYC M amonrTo3y
Me3eHXuMcKuX heqanja

VYTHnaj cBumckor u roseher xemornobuna y konuertpauuju ox 0,1 uM nHa henmjcku
nukinyc [IK-MM'h ananusupan je y 24 u 48 h kynrypama (cinuka 4.12). [Ipotouna nuuromerpuja
[IK-MMh 0060jeHNX NpONuAMjyM jOOUIOM IOKa3aja je Jla MPHCYCTBO CBUILCKOT W roseher
XeMOTJIOOMHa HHUj€ 3HAuYajHO yTUIajgo Ha Opoj amonrorckux hemuja. Mehyrum, 6poj henuja y
G0/G1 ¢a3u henmjckor muKiIyca y KylITypama ca XeMOTJIOOMHOM je HakoH 24 h 610 ITBOCTPYKO
Behu o1 BUXOBOT Opoja y KOHTPOJIHUM KyaTypama (ciuka 4.12. A, b, B). Hakon 48 h y kynaTypu
oBaj edekar ce m3ryomo, tako ma ce mpoueHat hemmja y GO/G1 ¢da3u henmjckor nukimyca y
KyJITypama ca JOJaTKOM XEMOIJIOOMHA M KYyJTypaMa T'ajeHUM caMmoO y CTaHIapJAHOM MEIUjyMy
HUje 3Ha4ajHO pa3nukoBao (ciuka 4.12. T, 11, B).

4.3.3. YTU1aj CBUICKOT U ToBel)er xeMor;100MHa Ha KJIOHOT€HH MOTEHIHjaJl Me3eHXUMCKHX
heanja

Knonorenu norennujan [IK-MMh ananusupan je CFU-F tecrom. Pesynratu tecra cy
MOKa3aJlv J1a Cy U CBHILCKH U roBehu xeMorio0uH y koHnenTpanyjama o 1 u 10 uM cmamuBamu
6poj CFU-F xononuja, 1ok y koHuentpauuju ox 0,1 pM Hucy yTunanyu Ha KJIOHOT'€HHU MOTEHIH]al
[IK-MMH (cnuka 4.13. A).

4.3.4. Yruunaj cBHUBCKOI HW ropeher xemMorjo0MHa Ha MUTPATOPHM MOTEHIUjaJl
Me3eHxuMckux heauja

VYTumaj ceumckor u roseher xemornoduna y konmnenrpanyjama ox 0,1, 1 u 10 uM Ha
MHTPAaTOPHHU MOTEHIMja]l ME3CHXMMCKUX hesuja aHanu3upas je ,,scratch” tectom (cnuka 4.14.,
npuior 4). JlobujeHn pe3ynraTi MOKa3aiu Cy Ja Cy HakoH 24 h cBe aHaIM3UpaHe ME3CHXUMCKE
henuje, npumapue xymane [IK-MMh u munije henujcke nuauje (ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u
C2C12), umane crmocoOHOCT CIOHTAHE MUTpAIUje U Ja Cy XEMOTJIOOMHHU OJIaro MOYJIACAIH
murpauujy osux henuja (ciuka 4.14., npusor 4). Edexat xemorino6uHa 3aBucHoO je 011 BpCTe U3
KOj€ j€ M30JI0BaH U TUIA aHaIu3upanux henrja. CBUBCKU XEMOIVIOOMH HUJ€ YTHIA0 Ha MUTPALIH]y
[TK-MMT HH y jeIHO] HICIUTUBAHO) KOHLEHTPAIU]H, IOK jy je TOBEehH XeMOrio0uH CTUMYJIMCAHO
camo y BuIIKUM KoHueHTpauujama (1 u 10 uM) (cnuka 4.14. A). Murpauuja ATDCS henuja 6una
je CTUMyJIMCaHa y MPUCYCTBY CBE TPH UCIIUTHBAHE KOHIIEHTpAIMje CBUCKOT Xemoryiobuna (0,1,
1 u 10 uM) n y npucyctsy 0,1 u 1 uM roseher xemorno6una (cnuka 4.14. b). CBumcku 1 ropehu
XeMorinoouH crumynucanu cy murpanyjy MC3T3-El henuja camo y koHueHTpauuju ox 1 uM
(cmuka 4.14. B). 3T3-L1 henuje umaine cy uzpaxkeHy CIOCOOHOCT CIIOHTaHE MUTpalllje Koja je
HakoH 24 h pesynToBana y MOTIYHOM 3aTBapamy ,,0rpe0oTuHe®. 300r OBaKO BHCOKOI HHMBOA
CIIOHTaHE MUTpalyje, CTUMYJATOPHU YTUIA] XeMOIloOWHa HUje Morao outu npumehen, anu je
CUTYpHO J1a XeMOTJIOOMHM HHCY CMamUBaJIM MUTPATOPHU MOTEHIMjald oBUX henuja (cnuka 4.14.
I'). Hakon 24 h y KynTypu ca CBUBCKUM XeMOTTI0OMHOM, Murparopuu norennujan C2C12 henmnja
0CTao je HETPOMEHEH, JIOK je roBeh XeMOrJIoOuH CTUMYJINCA0 MUTpAlUjy oBUX henuja y cBUM
WCIIUTUBAHUM KOHIeHTpanujama (ciuka 4.14. J1).
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Cauxka 4.12. Ytunaj ceusbckor u ropeher xemorioouna Ha anonto3y u henujcku muknyc [IK-MMA. Tporienar Bujaduinux u anontotuuHux (sub-G1) [IK-MMh y
CTaHJApAHOM MeaujyMy 3a rajeme hemuja 6e3 xemornoomna (CM) Hakon 24 h y xynarypu (A) u 48 h y xyarypu (I'). Ytuuaj ceumckor (b, J1) u roseher (B, D)
xemoraobuna Ha npoueHat anontorckux [IK-MMh u henujcku nuknyc Bujadbuinaunx [IK-MMh wakon 24 h y xkyntypu (b, B) u 48 h y xyarypu ([, D).
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Cauka 4.13. Ytuuaj cBUBCKOT U roBeher xemoryioOuHa Ha kinoHoreHu noreHuujan (6poj CFU-F) I1K-
MM (A). Pegynaratu cy mpukazaHu Kao MpolLeHaT yKymHor Opoja xojonuja [IK-MMT rajenux y
CTaHJIapIHOM MeAHjyMy 3a rajemne henuja 0e3 xemorioouna (CM) umja je BpeaHocT o3HaveHa kao 100% u
NpUKa3aHa UCIPEKUAAHOM JIMHHjOM. Pe3ynraT cy mpHKa3aHH Kao Cpeima BPEAHOCT + CTaHAapaHa
nesujanyja. (*) o3HaYaBa CTATUCTUYKH 3HAYajHY pa3iuKy y Opojy kononuja [IK-MMh kyntuBucanux ca
XeMOTJIOOMHOM y ojiHOCY Ha Opoj kosoHuja [IK-MMh rajenux y CM. PenpesentatuBHe Mukporpaduje
CFU-F dpopmupaHnx y nprcycTBY pa3IMIUTUX KOHIIEHTpanuja cButbckor (Bb) u roeeher (B) xemornoouHa.
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Cauka 4.14. Yunaj ceumckor (CX0) u roseher (I'’X6) xemornoouna Ha murparopuu norennyjan [IK-MM* (A), ATDCS (B), MC3T3-E1 (B), 3T3-L1 (I') u C2C12
hemmja (/1) Hakon 24 h y xyntypu. PesynraT cy npukazaHu Kao IPOIEHAT MOITyHEHOCTH MOBPIINHE Orpe0oTHHE Y KynTypH oaroBapajyhux hemmja y omHocy Ha
MOBPLIMHY OrpedoTHHE Y noyeTHoM TpeHyTKy (CM to) K0joj je noxesbeHa BpeanocT 100% u npukasaHa je UCIIPEKUIaHOM JIMHHUjOM. Pe3ynratu cy mpukaszaHu Kao
cpelba BPEeTHOCT + cTaHjapiHa jAeBujanuja. (*) o3HauaBa CTATHCTHYKW 3HAYajHY pasivKy y MOMYHEHOCTH MOBpIIMHE orpeboTHe henmuja KyNTHBHCAHHMX ca
XeMOTJIOOMHOM y OJHOCY Ha MOMYHEHOCT MOBPIIMHE Orpe0oTHHE Y KyJITypH hieuja rajeHux y CTaHaapJHOM MeInjyMy 3a KyituBaiujy henuja (CM).
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4.3.5. Yrunaj ceumckor u roseher xemorsiod0mHa Ha audepeHUMjanMOHN NMOTEHIINjaJ
Me3eHXuMcKuX heqanja

YTtunaj cBumckor u roBeher xemornoOWHa Ha AUQPEPECHIUjAllMOHH ITOTSHITH]jal
ME3CHXMMCKUX henwja MCIUTHBAH je W Ha XymaHuM npumapHuMm henujama (IIK-MMh) u
henujckum nmuanjama muma (ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12). dudepenunjanuja oBUX
henwuja xa oapeheHoj 103u (XOHIpPOreHa, OCTEOreHa, aIuIIoreHa ¥ MHOTeHa) TIPBO j€ JETEKTOBaHA
XMCTOXEMHJCKUM METOJMMA, a 3aTHUM MOTBpl)eHa aHAIM30M eKCIpecHje TeHa crnenupuyHux 3a
onpehenn tTun nudepennujamyje, metoaom RT-PCR.

Kako je xemorno6uH y koHrearpanyju og 0,1 pM noka3ao HajMame U3pakeHe ePeKTe Ha
BHjaOMITHOCT U MHUTPAIl]y ME3CHXMMCKUX henuja, yTUIa] CBUELCKOT U roBeher XxeMoriioonHa Ha
mudepennmjannjy [IK-MMRA n henujckux JvMHUja MCIIUTaH je y OBOj KOHIEHTpauuju. Hamm
NpEIMMUHAPHU PE3yATaTH MOKa3ald Cy Ja XEMOTJOOMH He yTude Ha audepeHujarmjy
ME3CHXUMCKUX henwja yKONIMKO ce 10Jajy Y CTaHJapAHH MEIUjyM 3a KYJITUBalUWjy henuja
(D’MEM ca 10% FCS; npunor 5), Tako na je edekar xemMornoonHa Ha audepeHlnjalioH:
NOTEHIMjaJl ME3eHXMMCKHX heiMja HWCHHMTaH J0JaBamkeM XeMoriioOmHa Yy ojaroBapajyhu
T epeHInjalluOHN MEIU]yM.

4.3.5.1. Yruuaj cBumckor u roseher xemorio00MHa Ha XOHAPOreHy audepeHUUjanu]y
Me3eHXMMCKHUX hesuja

HNmyHnoxucroxemujckuMm OojeweM cappanunHoM O mokazano je aa [IK-MMh u ATDCS
henvje HaKOH KyJITHBAIIM]jE Y XOHAPOTEHOM JU(EPEHITNjaInOHOM MeaujyMmy (XM) ekcripumMupajy
AT, mapkep xouaporene qudepenmujamnuje (cauke 4.15 u 4.16).

JIeH3UTOMETPHjCKOM aHaJIM30M WHTEH3UTEeTa 00je HakoH Oojema cadppanuHom O,
MOKAa3aHo je Jla MPUCYCTBO XeMornoOuHa ooe Bpcre y XM cmamyje caapxkaj [Al' y [IK-MMT 3a
npubmkao 30% (cuka 4.15. A, B). RT-PCR ananu3a excripecuje XoHaporenux mapkepa y [1K-
MMT nokazana je na CBUEBCKHM XEMOTJIOOMH JOBOJIM N0 CHUXema ekcrpecuje SOX9 rena 3a
npubmkHO 40%, MoK roBehu XeMOTIIOOMH CHIKaBa HUBO €KCIIPECH]e TOMEHYTOT MapKepa UCIIO]]
HuBoa Aerekuyje (ciauka 4.15. b, I'). 3a paznuky ox SOX9, excnipecuja COL1AL1 u COL2A1 rena
y IPUCYCTBY XeMorioOnHa 6una je nosumieHa (cnuka 4.15. b, I).

XemornoOuHu 06e BpcTe MHXUOUpAIM cy U XOHJporeny audepepenuujaunjy ATDCS
henmnja. U cBumcku u roBehu xemorioOMH cmamuBainu cy caapxkaja Al oBux henuja, anu je
CTENEeH MHXMOUIMje 3aBUCHO 01 BPCTE XeMOTJI00MHa. Tako je CBUCKU XEMOITIOOMH CMambUBao
caapxkaja Al 3a mpubmmkno 25%, a roBehu 3a 10% (cnuka 4.16. A, B). T'oBehu xemorno6uH je
y ATDCS henmnjama, xao u y [IK-MMM, noBoano no cHmkema ekcrpecuje SOX9 rena 3a
npuOImKHO 55%, MOK je CBUECKM XEMOTJIOOMH CTUMYJIHCAO EKCIIPEcCHjy oBor mapkepa. U
CBHIHCKH 1 roBehu xeMornoOuH cHmkaBaiu ¢y ekcrpecrjy Colllal rena ucrosa HUBoA ICTEKIH]je
RT-PCR meromom, nok Col2al uPHK Huje netekToBaHa HH O] KOJUM yCJIOBHMA KYJITHBAIIH]E.
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Cauka 4.15. Ytunaj ceumckor (CX0) u roseher (I'X0) xemorno6nHa Ha XOHIPOTreHy Au(epeHLnjannjy
[IK-MMT. [en3utomerpujcka ananusa cagpxkaja I'Al' nerektoBanux 6ojemeM cappanuH O HakoH 14
JlaHa Y KYJITYpH y XOHJIPOTE€HOM JTudepeHnrjaironoM meanjymy (XM) mim XM cyruiementrcanum ca 0,1
UM cBumbckuM (A) u ropehum xemornoounom (B). Pesynratu cy npukazanu kao npoueHar caapxaja LA
y kyntypu IIK-MMR kyntuucanunx y XM (100%, ucnpekunana JIMHMja) U Kao Cpeldmba BPEIHOCT +
craHjapaHa jaeBujandja. (*) o3HauaBa CTATHCTHUYKK 3HA4YajHy pasnuky y caapkajy AT (p<0,05).
Hensutomerpujcka ananuza tpaka podmjernx RT-PCR merogom reHa cnenmuduyHUX 3a XOHAPOTEHY
mudepennnjanmjy HakoH 11 nana y kyntypu y XM mim XM cyriementucannm ca 0,1 pM cBumckum (B)
u roBehum xemorno6unom (I'). Tlpukazane cy penpesenratiBae RT-PCR Tpake aHanmm3upaHux reHa U
Tpaka GAPDH kao KOHTpoO/Ia KOJUYMHE y30pKa HAaHETHUX Ha ren. Pesynraru cy mpukaszaHu Kao MpOLEHAT
excnpecuje oarosapajyher mapkepa y IIK-MMMA rajenux y XM (100%, npukasaHu HCIPEKHIAHOM
JIMHU]OM) M Ka0 Cpefiiba BPEIHOCT & CTaHIap/iHa JIeBUjaluja.
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Cauka 4.16. Yunaj ceumckor (CX0) u roseher (I'’X0) xeMorinoOnHa Ha XOHAPOTeHY AU EPEHIH]alH]y
ATDCS5 henwmja. [leHsuromerpujcka aHaim3a caapkaja rimkodamuHormukana ([AIY) merexToBaHHX
6ojemem Cadpanna O HakOH 7 AaHa y KyITypH y XOHAPOreHOM AudepeHuujaunonoM Meaujymy (XM)
wm XM cymiementucaauMm ca 0,1 uM cBumckum (A) u roBehum xemornmodunom (b). Pesynratu cy
nprKazaHu kao mnpoueHat caapxkaja Al y kynrypu ATDCS henmja xynaruBucanumx y XM (100%,
WCIpeKHIaHa JIMHUja) U Kao Cpe/ba BPEIHOCT + CTaHIapiaHa jaeBujanydja. (*) o3HavyaBa CTATUCTUYKH
3HauajHy pa3nmuky y caapxajy Al (p<0,05). densuromerpujcka aHammza Tpaka gooujeanx RT-PCR
METO/IOM T'eHa CrieNU(PHYHHX 32 XOHIPOTeHY JudepeHiujannjy HakoH 7 qana y Kyarypu y XM wimm XM
cymementucanum ca 0,1 uM cBumckuMm (B) u roehum xemormoomnom (I'). [lpukasane cy
penpe3enratuBHe RT-PCR Tpake ananusupanux resa u tpaka GAPDH kao koHTpona KolIM4YuHE y30pKa
HaHETUX Ha ren. PesynraTtu cy mpukasaHu Kao MpoLeHaT ekclpecuje oarorapajyher mapkepa y ATDCS
henmujama rajenux y XM (100%, mpukazaHu HCHPEKWJIaHOM JIHMHUjOM) M Kao Cpela BPETHOCT +
CTaHJap/iHa JIeBHjalja.

4.3.5.2. Yrnnaj cBumckor u roseher xemorno0MHa Ha ocCTeoreHy IM(epeHUHjanHjy
Me3eHXHMMCKHUX hesmja

Hakon xynTtuBanuje y ocreoreHoM audepeHnujannonom menujymy (OM), ocreorena
mudepennnjanrja [IK-MMA u MC3T3-E1 henuja notBphena je neTekiujoM akTHUBHOCTH PaHOT
Mapkepa ocrteoreHe audepenuujauuje, ALP eH3uMa, HMMyHOXHCTOXEMHJCKMM O00jemeM
pacteopom NBT/BCIP, u mnpucycTBOM MHHEpaiu3alidje, Kao KacCHOT MapKepa OCTEOreHe
nudepeHImjaluje, 1eTeKToBaHe 00jelheM pacTBOPOM alM3apuH LPBEHO Ooje.
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Hakon 7 nana y KynTypu, IPUCYCTBO CBHECKOT U TOBeher XeMorioOnHa CHIKaBao je
aktuBHOCTH ALP y [TK-MMA, u excripecujy reHa Koju Koaupa oBaj eH3uM (cinuka 4.17. A, b).
OBaj uaxubutopHu edpekar Ouo je m3paxkenuju kox IIK-MMRA kynrtuBucanux ca rosehum
xemorsoonHoM. Excripecuja RUNX2 6uta je 6iaro cruMmysnucaHa y IpuCyCTBY XeMOIrio0nHa o0e
KUBOTHIHCKE BPCTE, K je e(heKaT CBUILCKOT XeMOIIoonHa 610 m3paxxeHuju. Excripecuja rena 3a
KoJyiareH Tum | Ouiia je cTUMyNucaHa y MPUCYCTBY CBHEbCKOT, a CHIDKEHA y MPHCYCTBY roseher
xemornobonna (cimka 4.17. B, I'). wPHK 3a ocrteokamuH (KacHU MapKep OCTEOTCHE
nudepennujanuje) auje ouna gerekroana RT-PCR metomom.

Hakon 14 nana y xyntypu, konumumHa nenos3urta kammujyma y [IK-MMHA rajenux y
IPUCYCTBY U CBUECKOI M ropeher xemorsoOuHa Ouiia je cTaTUCTUYKM 3HayajHO CHMJKEHa, IIPU
4eMy je OBaj HHXUOUTOPHHU edeKar ropeher XxeMorioonHa Ono u3paKeHUjU Y OTHOCY Ha CBHEHCKHU
xemornoonH (ciouka 4.18. A, b). CBUEHCKH XEMOTJIOOMH j€ CHHXKaBao CKCIIPECH]y CBHUX
nerekroBannx MPHK: RUNX2, ALPL, COL1Al (cnuka 4.18. B). Mako cy ekcrepuMeHTH ca
CBHUICKUM M ToBehjuM xemorinoonHom pahenn ucropemeno, ca [IK-MMT y ucroj nacaxu, y I1K-
MMM koje cy kopuinhene 3a eknepumenTe ca ropehum xemoriaoonnom ekcrpecuja RUNX2 auje
uHAyKoBaHa KyiaTuBauujoM y OM min y OM ca rosehum xemorino6unom. I'oehu xemornoOuH je
Kako W CBHEbCKHM, cHWkaBao ekcnpecujy ALP um COL1A1l (cimka 4.18. I'). Ekcmnpecuja
ocrekanuuHa Huje aerekroBana y IIK-MMh RT-PCR meronom Hu HakoH 14 naHa y Kyntypu
(cmuka 4.18. B, I).

YTunaj cBUKBCKOT U roBeher xemornoOrnHa kao MoayIaTopa ocTeoreHe audepeHiujanuje
MC3T3-El henuja ucnuran je y ABE EKCIIEPHUMEHTAIHE IOCTaBKE: WHIYKIIMjOM OCTEOTCHE
mudepeHinjairje y OCTeOreHoM MeInjymy ca uin 6e3 nexkcamera3zona. Y OM 6e3 nekcamerazoHa
JETCKTOBaHA je 3HATHO BUINAa akTmBHOCT ALP en3uma y omHocy Ha hemuje rajene y OM ca
JeKCaMeTa30HOM HAKOH jeJHakor Opoja maHa y kyntypu (7 mana) (cmuke 4.19. A u 4.20. A).
CynpoTHO, y OCTEOTEHOM MEIUjyMy ca JeKCaMeTa30HOM KOJIHMYHMHA JCMO3UTa Kallujyma y
MC3T3-E1 henujama 6uia je Beha y ogHocy Ha henuje rajene y OM 6e3 nekcamera3oHa HAKOH
14 nana y kyntypu (cnuke 4.19. b u 4.20. b).

Y OM 06e3 nekcameTa3oHa U CBUECKU U roBehu XeMOrI0O0MH Cy CHMKaBaJld aKTUBHOCT
ALP, amu je edekar roseher xemornoOuna Ouo m3paxenuju (ciuka 4.19. A, I'). CBumcku
XEeMOTJIO0MH HUje YTHIIa0 Ha KOJIMYMHY JIMO3UTa KaJlllijyMa, JIOK Jy je roBehu cHMKaBao (CiInKa
4.19. b, 1). Cumcku xemornobun ctumynucao je ekcrnpecujy RUNX2 u ALPL wmapkepa
octeorene nudepeniyjanyje (cnuka 4.19. B), nox je uctu edexat roseher xemornoonHa mokaszax
camo 3a ALPL ren (cmuxa 4.19. B). C nmpyre crpane, roBehu XeMOrJIOOMH j€ CHHUKaBao
KOHCTUTYTUBHO HHCKY ekcrnpecHjy RUNXZ ucnon HuBoa gerekuuje RT-PCR meromom. Hu
CBUIHCKHM HU TOBehM XeMOrIoOMH HHCY y 3HaYajHUj0j MepH yTulanu Ha ekcripecujy BGLAP rena
(cmuka 4.19. D).

Y OM ca nexkcaMeTa3oHOM, HU CBUECKM HU TOBehUM XEeMOIJIOOMH HHCY YTHIAIU Ha
aktuBHOCT ALP (cimka 4.20. A, I'), ka0 HM Ha KOJMUYMHY Jeno3uTta Kaauujyma y MC3T3-E1
henmunjama (ciuka 4.20. b, 1), anu cy 06a xemornoOuna cHukaBanu exkcrpecujy ALPL rena (cnuka
4.20. B, D). CBumcku xemMornoOuH HHje yTunao Ha HUBO ekciipecuje BGLAP rena (cnuka 4.20.
B), ok je roBehu xemMori00MH 10BOMO J0 OJaror CHIKEHha eKCIIPECH]e OBOT MapKepa OCTEOTECHE
mudepennmjanmje (cnuka 4.20. B). Excnpecuja RUNX2 rena y MC3T3-E1 henujama rajenum y
OM ca aexcamera3onoM Huje 6una gerekroBana RT-PCR metonom (cnuka 4.19. B, D).
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Cauka 4.17. Ytuuaj csumckor (CX6) u roseher (I'X0) xemorinobuHa Ha ocTeoreny audepeHiujamnmjy
[NK-MMT HakoH 7 naHa y KyATypu. JeH3utomerpujcka aHanu3a akTuBHOCTH ALP eH3uMma nerexkToBaHe
NBT/BCIP Gojemem HaKoH 7 1aHa y KYATYpH y OCTEOreHOM audepeHnrjanuoHoM Meanjymy (OM) mnun
OM cynnementucanum ca 0,1 uM cBumckum (A) u rosehum xemorsodunom (b). Pesynrartu cy npukazanu
Kao Cpelma BPENHOCT * CTaHJapJHa JeBWjanuja mnporeHta aktuBHoctd ALP y xyntypu [IK-MMh
kyntuBucannx 'y OM (100%, ucnpekuaana nuHuja). (*) 03HaYaBa CTATHCTHYKU 3HAYajHY PasluKy y
aktuBHoctn ALP (p<0,05). Jlensutomerpujcka ananusza tpaka aodujeHux RT-PCR meromom rena
cneun(pUIHUX 3a OcTeoreHy AudepeHuujanrjy HakoH 7 1aHa y kyntypu y OM unu OM cyniieMeHTHCaHUM
ca 0,1 uM cBumckuM (B) u rosehum xemornoounom (I). Ipukazane cy penpesenraruBie RT-PCR Tpake
aHanmm3upaHux reHa u tpaka GAPDH kao koHTpona KoJdM4YMHE y30pKa HaHETHX Ha rej. Pesynratu cy
MpHKa3aHU Kao Cpe/ihba BPSIHOCT £ CTaHIap iHa JCBHjallja MPOIICHTa EKCIIPecHje oArorapajyher mapkepa
y IK-MMT rajenunx y OM (100%, ucripekugana JuHuja).
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Cauka 4.18. Ytuuaj csumckor (CX6) u roseher (I'’X6) xemorioObnHa Ha ocTeOreHy IU(EpeHIIH)aIH]jy
[NK-MMT HakoH 14 pana y xynTypu. JleH3UTOMETpHjCcKa aHAIM3a JEMO3UTa KAIIUjyMa JIETeKTOBAaHHX
0ojemeM annu3apvH PBEHUM HAKOH 14 gaHa y KyJITYpH y OCTEOreHOM AH(epeHIjallmOHOM MeanjyMy
(OM) mim OM cymnementucanum ca 0,1 pM ceumckuMm (A) u roehum xemornodunom (b). Pesynratu cy
NpUKa3aHU Kao BPEIHOCT + CTaHAap/Ha JIeBHjallja MPOLEHTa KOJHUYMHE JEeTI03UTa KallKjyMa y KyJITypH
[NK-MMHT kyntuBucanux y OM (100%, ucnpekugana nuHUWja). (*) O03Ha4aBa CTATUCTHYKU 3HAUYAjHY
pasnuky y aktuBHoctu ALP (p<0,05). [lensutomerpujcka aHanusa tpaka nooujenux RT-PCR meromom
reHa cCrHeuupUUHUX 3a OcTeoreHy amdepeHuujauujy HakoH 14 npaHa y kyatypy y OM mmm OM
cymmementucanum ca 0,1 uM cBumckum (B) um roBehum xemormoomnom (I'). Ilpukaszane cy
penpesenratuBHe RT-PCR Tpake anann3upanux rena u tpaka GAPDH kao kKoHTpona KoJIMYMHE y30pKa
HaHeTUX Ha reil. Pe3ynraTu cy mpukazaHd Kao cpeliba BPEJIHOCT *+ CTaHIapJHa JIeBHjalyja MpoleHTa
ekcrpecuje oarosapajyher mapkepa y [IK-MMh rajennx y OM (100%, ucnpexuaana jJuHHja).
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Pesynratu

Cauka 4.19. Ytunaj ceumckor (CX0) u roseher (I'’X0) xemornodbuna Ha octeoreny audepennujanujy MC3T3-E1 y octeoreHom meaunjymy (OM) 6e3 nexcamerazoHa.
Jensuromerpujcka ananusa aktuBHocTH ALP ensuma nerekroBane NBT/BCIP Gojemem HakoH 7 nana y Kyntypu y OM mwim OM ca nogarkom 0,1 uM cBumckor (A)
i roseljer xemornoouHa (I'). JleH3nToMeTpHjcKa aHaIM3a JeT03UTa KaJllijyMa JeTeKTOBaHUX 00jemheM aln3apyH PBEHUM HaKoH 14 naHa y kynrypu y OM unu
OM ca pomatkoMm 0,1 uM cBumckor (B) mnm rosehjer xemornoouna (/I). Pesynraru cy mpukasaHud Kao Cpelrhba BPEIHOCT £ CTaHAapjIHA JeBHjalldja MPOLECHTa
aktuBHOCTH ALP/nenosura xanuujyma y kyarypu MC3T3-El kynrtuBucanux y OM (100%, ncnpexknaana nuauja). (*) o3Ha4aBa CTATUCTHYKH 3HAYAjHY Pa3iIdKy Y
aktuBHOCTH ALP/mpouenty nenosura xammjyma (p<0,05). JlensutomeTpujcka ananm3a Tpaka jgooujenux RT-PCR meromom reHa crienupUYHHX 32 OCTEOTECHY
nudepeHyjanujy HakoH 5 aana y kyatypd y OM win OM ca 0,1 uM cBumckm (B) mim rosehjum xemorsioounom (B). IIpukasane cy penpesenrarusie RT-PCR
Tpake aHanm3upaHux reHa u tpaka GAPDH kao KoHTposia KOJMYMHE y30pKa HaHETHUX Ha rejil. Pe3ynTat Cy mpuKazaHHM Kao Cpeliiba BPEIHOCT + CTaHAapHa
JIeBHjalyja MpouenHTa ekciipecuje oaropapajyher mapkepa y MC3T3-El rajenux y OM (100%, ucnpexunana 1MHuja).



A) 120

ALP (%)

N CM [0 OM I CX6/0M

Z

Jlenosurn kanuujyma (%)

140

2P
® 9o N
S & o

N @
S o o
T T T

o

EEEEN CM [0 OM [ CX6/0M

150

)
(OX®)

O0)

CM

oM

CX6/0M

CM

ae

oM

CX6/0M

-’
LS
o N b
S o o

T 1

ALP (%)
3 s

SN
S o

=3

BN CM [0 OM [ 'X6/0OM

B

Jenozutn kaamujyma (%)

140 -

B
A o ® O N
S © & & o

—

N
(=}

o

NN CM [0 OM N 1'X6/0M

CcM

30

Q9

OXC)

DO

650

oM

I'X6/OM

CM

DO

Runx2

B oM

CM

oM

I'X6/0M

Runx2
Alpl

102

S s w—— L
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Cauxka 4.20. Ytuuaj ceumckor (CX6) u roseher (I'’X0) xemoriioduna Ha ocreoreny nudepennujanujy MC3T3-E1 y octeoreHoM Meaujymy (OM) ca iekcaMeTa30HOM.
Jensuromerpujcka ananu3a aktuBHocTH ALP ensuma nerekroBane NBT/BCIP 6ojemem HakoH 7 nana y kyntypu y OM mim OM ca nogarkom 0,1 uM cBumbCKor (A)
unu roseher xemoraobuna (I'). leHsutomeTpujcka aHann3a AEMO3UTa KajllKjyMa JeTeKTOBaHUX 00jemheM alu3apiH LPBEHUM HakoH 14 naHa y kyntypu y OM uiu
OM ca gomatkom 0,1 uM cBumckor (b) mim roeseher xemornoduna (/). Pesynratu cy mpukasanu Kao cpelma BpEeAHOCT + CTaHJapAHA JeBHjallija MpPOLEHTa
aktuBHOCTH ALP/nenosura kamujyma y kyarypu MC3T3-El kynrusucanux y OM (100%, ucnpexknaana iuauja). (*) 03Ha4aBa CTATUCTHYKHU 3HAYAJHY Pa3NIUKy Y
aktuBHOcTH ALP/mpouenty aenosura xanmujyma (p<0,05). ensutomerpujcka ananmusza Tpaka nooujenux RT-PCR meronom reHa cnenmpuyuHHX 3a OCTEOTE€HY
nudepeHnrjanujy HakoH 5 gaHa y kyiarypu y OM niu OM + 0,1 uM cBumcku (B) unu rosehu xemornooun (b). [lpukazane cy penpesenrarusae RT-PCR tpake
aHanu3upaHux resa u tpaka GAPDH kao KOHTpoia KONMW4MHE y30pKa HAHETHX Ha reil. PesynraTu cy mpHKa3aHH Kao Cpejima BPEIHOCT + CTaHIap/Ha AeBHjaluja
MpoIieHTa ekcrpecuje onroapajyher mapkepa y MC3T3-El rajennx y OM (100%, ucnipekugana JInHUja).



Pesynratu

4.3.5.3. Yrunaj cBumckor m ropeher xemor100MHa Ha aJMIOreHy IM(epeHUHjanujy
Me3eHXuMcKuX heqanja

Cnoco6uoct [TIK-MM*h u 3T3-L1 hennja na ce nudepentyjy y npasily aunoreHe J03e
noTBpheHa je nerekiujom qunuaaux tena y [IK-MMh nvakon 21 nana y kynrypu (ciuka 4.21. A)
u 'y 3T3-L1 henujama nakon 10 nana y kynarypu (cnuka 4.22. A). JlununHa Tena AeTeKTOBaHA CY
u y kyarypama [IK-MMRA u 3T3-L1 henuja rajeHuM y aIurnoreHuUM MEIUjyMUMa y MPUCYCTBY
XEMOTJIOOMHA, aJlv je ’bUXO0B Op0j OO0 MamH Y OAHOCY Ha OpOj JIMITUIHUX TENa y MeIUjyMuMa 0e3
xemorsobuHa (cimuka 4.21. A; cnuka 4.22. A).

AHanm3a ekcrpecuje Mapkepa aaumnorene nudepernujamuje y [IK-MMh nokasana je na
Y CBUIbCKH M TOBehH XeMOTI00MH 3Ha4ajHO cTUMyIniny ekcrpecujy PPARY rena nakon 7 nana y
kyntypu (cnuka 4.21. b, I'). Mehyrum, nakon 14 nana y Kyntypu o6a HCIUTHBAaHA XEMOTJIOOWHA
CHIKaBajia Cy eKcIpecHjy oBor mapkepa (ciuka 4.21. B, JI). Excripecuja rena 3a aqunmoHeKTUH U
munonporenH munasy y [IK-MMh nuje nerekroBana RT-PCR MeTonom Hu HakoH 7 HU HakoH 14
naHa y kynrypu (ciauka 4.21. b-]1).

Y mwey unaykuuje amunorene audepenunujampje 3T3-L1 hemuja, npumemuBaH je
IPOTOKOJI KOjU MOJIpa3yMeBa rajeme henuja y HHAYKIIMOHOM, 3aTUM MHCYJIMHCKOM U KOHAYHO —
CTaHJapJHOM MEIUjyMy 3a rajeme henmja, Tokom 10 mana. YTuiaj XeMorioOnHa Ha pa3IuInTe
daze anmunorene audepennumjanuje 3T3-L1 henmja, wucnutan je kopumihemeM JBe
EKCIIEPUMEHTAJTHE TIOCTaBKe y KOJUMa Cy XEMOTJIOOWHHU JI0IaBaHu y KynTypy hemumja 1) moues ox
WHAYKIIMOHOT MeAMjyMa WM 2) TMO4YeB OJ HMHCYJIMHCKOr Menujyma. JloObujenu pesynratu
MOKa3aJM cy J1a je excrpecuja PPARy mapkepa Ouna noBumieHa y 3T3-L1 henujama y mpucyctBy
CBUILCKOT U roBehjer XeMOrjIoOMHa Kajia Cy OHU JIOJIaBaHH TIOYEB OJ] MHAYKIIMOHOT MEIHjyMa
(cmuka 4.22. B, I'). CynpoTHO, Kaja Cy XeMOTJIOOWHU JI0IaBaHU TI0YEB O MHCYJTMHCKOT ME/IH]jyMa
excripecuja PPARy mapkepa je Oumna cHumxena (ciuka 4.22. B, NI). JlomaBame CBHECKOT
XEMOIJIOOMHA TI0YEB 0J1 HHIYKITMOHOT Menujyma y kyntypy 3T3-L1 henuja auje umano yruiaja
Ha eKchpecujy anumnoHekTuHa (cimka 4.22. B), gok je roBehu XxeMornoOuWH y UCTOj
EKCIIEPUMEHTAITHO] TIOCTaBIM 0JIar0 CTUMYJIMCA0 CKCIPECHjy OBOT MapKepa aJUIOTeHE
mudepennnjanuje (cnuka 4.22. I'). U cBUmBCKU U TOBehU XEMOTIIOOMH CHIKABAJIM Cy €KCIIPECH]Y
aJMIOHEKTHHA Kajia je CyIUIEMEeHTalllja aJuloreHor Meaujyma BplleHa Yy Hocienmoj ¢azu —
JI0JJaBakbeM y MHCYJIMHCKU MenujyM (cinuka 4.21. B, J1).
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Cauka 4.21. Ytunaj cBumckor (CX0) u roseher (I'’X0) xemornoOuHa Ha aguIioreHy AuQepeHIH]janu]jy
[NK-MMH. PenpesenratuBae mukporpadpuje [IK-MMTK HakoH noxaBama CBHECKOT WM ToBeher
XeMorJo0uHa y ajaurnorenn Mmenujym; 6ojembe Oil Red G6ojom (A). JleHsuTomerpujcka aHalu3a Tpaka
nobujennx RT-PCR metonom rena cnenuduyaux 3a aaunoreny nudepenurjanujy Hakos 7 nana (b, I') u
14 (B, [) nana y xyarypu y agunoreHoM menujymy (AM) wimm AM ca 0,1 pM cBumsckum (b, B) nim
roeehum xemornoounom (I, 1I). Tlpukazane cy penpesentaruBHe RT-PCR Tpake aHanm3upaHux reHa u
Tpaka GAPDH kao koHTpoja KOJIMUYMHE y30pKa HaHETHX Ha reil. Pe3ynTaTu cy NpHKa3aHU Kao Cpelmba
BPEIHOCT + cTaHIapaHa AeBUjalja IpoLeHTa ekcrpecuje oarosapajyher mapkepa y [IK-MMR rajenux y

OM (100%, ucnpexupana JTMHN)A).
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Cauka 4.22. Ytunaj cumckor (CX6) u roseher (I'’X0) xemornoOuHa Ha aJuIoreHy qudepeHinjamnmjy
3T3-L1 henuja. Penpesentaruue mukporpaduje 3T3-L1 henuja HakoH 1o1aBamba CBUEBCKOT WM ropeher
XeMOTJI00MHAa TI0YEeB 01 MHCYTUHCKOT Meanjyma; 6ojeme Oil Red 6ojom (A). JleHsutomerpujcka aHain3a
tpaka go6ujernx RT-PCR meTon0M rena cnenuduunmx 3a aaunoreny nudepeHIyjanyjy HakoH J10/1aBamba
0,1 uM cBumckor (b, B) wimm roseher xemornobuna (I', ) y agumorenu meaujym (AM) moueB ox
unnykiuonor (b, I') wmu uncynunckor (B, /1) meaujyma. [Ipukazane cy penpesentaruBHe RT-PCR tpake
aHanu3upaHux reia u tpaka GAPDH kao KOHTpoja KOJMYMHE y30pKa HAaHETUX Ha ren. Pesynratu cy
NpUKa3aHu Kao Cpejiba BPEJHOCT + CTaHIap/iHa JIeBUjallHja IPOIeHTa eKCpecHje oaroBapajyher Mmapkepa
y 3T3-L1 henuja rajennx y AM (100%, ucripekugana JIMH1ja).
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4.3.54. Yrunaj cBHEBCKOI M TroBeher xemMorjo0MHa Ha MHOTeHY IM(epeHIHjanujy
Me3eHXuMcKuX heqanja

MuoreHna nudepeHnujamnmja JeTeKToOBaHa jeé Ha OCHOBY (hopMHpama MUOTY0a y KyATypH
henwuja rajenum y MuoreHom meaujymy. Kako y [IK-MMR HucMo MOTH J1a MHIYKYj€MO OBaj THIT
mudepennmjanuje (MUOTYOe HUCY 3amakeHe HAKOH KyJTHBAlLlMje Yy oAroBapajyheM MUOTEHOM
MEUjyMy), YTHIIA] CBUECKOT M roBeher XxeMoriaio0nHa Ha MUOTeHY AU epeHITr]jaln]y UCITUTaH je&
camo Ha C2C12 hemujama. [Ipu konnerTpanuju xemorinoouna oa 0,1 pM (koHIIEHTpan#ja y K0joj
je ucnuTaH edexar XxeMorioOoruHa Ha XOHAPOTeHY, OCTEOTCHY M aAumNoreHy audepeHIrjanm]jy)
HUje YOUCH MOAYJIATOPHHU e]eKaT HUjeHE BPCTEe XeMOITOoOMHAa Ha MUOTEeHY AudepeHuunjanujy
C2C12 henuja, oIHOCHO Ha CIOCOOHOCT (hopMupama MUOTY0a, ma je edekar XeMorIoOuHa Ha
MHUOTeHY OuQepeHljalnjy UCIUTaH y mupeM omncery koHunentpauuja: 0,1, 1 u 10 uM. Kox
C2C12 henwja rajeHUX y NPHCYCTBY XEMOIJIOOMHA, MHOTYy0€ Cy YyO4YeHE Yy KyJTypama
cymnemenTrcanum ca 0,1 u 1 pM xeMornoOuHOM, JIOK je XeMOTJIOOWH Y HajBHIIO] IPUMEHCHO)]
koHueHtpanuju (10 uM) y motmyHocTH HHXHOUpao GpopMupama MUOTYOA.

Mopdomerpujcka ananuza GopMHpaHUX MHOTYOa MOKa3aia je 1a CBULCKU XeMOTIO0MH
HE MEHa 3Ha4ajHO MOBPIINHY, AYKHHY, IPOCCYHY IIUPUHY U UHIACKC cHepruuHOCTH (HOpMUPAHUX
muotyoa (cimuka 4.23. b). ['oBehu xemornoOuH je y HajMam0j ucrutuBanoj kKouneHTpaiuju (0,1
uM) nosehaBao moBpIIMHY MHOTY0A, a Y KOHIIEHTpauju o1 1 pM CHMXaBao AY)KHHY U HHICKC
chepuunoctu muotyda (ciuka 4.23. B).

Amnanuza excrpecuje Mapkepa muoreHe audepenunjauje y C2C12 henujama rajeHuM y
MHOT€HOM MEIWjyMy CYIUIEMEHTHCAHHM Ca XEMOTJIOOMHOM IOKa3ajia je J1la HU CBUILCKH HU
roehu xemornobuH y konueHrpanujama ox 0,1 u 1 uM He noBoae A0 MpoMeHe eKclpecuje
MHUOT€HHHA, JIOK y KOHIeHTpauuju ox 10 uM momasu mo Gnaror CHMXema eKCIPEeCHje OBOT
Mmapkepa (ciuka 4.24. A, b). CBUICKH XeMOTJIO0MH HUje JOBOJHMO JI0 MPOMEHE eKCIpecHje reHa
3a KpeaTHH KHHa3y cnenuduuHy 3a MumuhHo TKuBO y KoHIeHTparujama ox 0,1 u 1 uM (cnuka
4.24. A), 10K cy ucTe KOHIEHTpaluje ropeher xemornoOMHa cTUMYNHcajae eKCIPECHjy OBOT
mapkepa (ciuka 4.23. b). Xemorino6uau o6e ’KHUBOTHECKE BPCTE Cy Y KOHIIeHTpauuju o 10 uM
3HAa4YajHO CHUKABAJIM EKCIIPECH]y TeHa 3a MUlInhHy KpeaTuH kKuHasy (cinuka 4.24. A, b).
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Iospmmna Jyxuna IMupuna n.C. MoBpunna Jly:Kuna IlInpuna n.C.

20,1 yM X6 S5 | M X6 B (0 uM X6 — — -MM

70,1 yM CX6 B8 | yM CX6 HEEm [0 uM CX6 — — -MM

Cuauka 4.23. Y1unaj ceumckor (CX0) u roseher (I'’X6) xemornoouna Ha muoreny audepenumjaunujy C2C12 henuja. PenpesentatusHe mukporpaduje henuja rajeHnx
y MuoreHoM menujymy (MM) u crangapaaom meanjymy (CM) HakoH Oojema kpuctan BuosietoM (A). Mopdomerpujcka ananmza muotyda C2C12 henuja rajennx y
MM 6e3 niu ca ceumckuM (B) u roseljum (B) xemornobunoM. Pesynratu cy nprkasaHu Kao cpeimha BPEJIHOCT £ CTaHAap/iHa JIeBUjallja IpoIleHTa oAroBapajyher
napamerpa Muoty6a C2C12 hennja rajernx y MM (100%, ucnpexunana nunauja). U.C. — unaexc cepuaHOCTH MUOTYOA.
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mmm Myog

DMEM/5
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Cauka 4.24. Ytunaj ceumckor (CX0) u roeeher (I'X0) xemorio0uHa Ha MHOTEHY AuQepeHIHjaiu]jy
C2C12 henuja. lenzutomerpujcka aHanuza Tpaka gooujeHnx RT-PCR meTtozom rena cneunpuuHux 3a
MHOTeHy IudepeHnrjanijy HakoH aoAaBama CBUILCKOT (A) miu roseher (b) xemorno6uHa y MHOreHH
meaujym (MM). Ipukaszane cy penpesentaruBHe RT-PCR Tpake ananmsupanux reHa u tpaka GAPDH kao
KOHTPOJIa KOJIMYMHE Y30pKa HAaHETUX Ha Treit. PesynTaru cy nprkasaHu Kao cpelitba BpeIHOCT + CTaHAapIHa
JieBHjalyja MpoLeHTa ekcnpecuje onrosapajyher mapkepa y C2C12 henujama rajernx y MM (100%,
UCIPEKUIaHa JINHUja).
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4.3.6. YTunaj cBumckor u roseher xemorjioOMHa Ha MMYHOMOXYJIATOPHH NOTEHLUjaJl
Me3eHXHUMCKHX MAaTUYHUX henuja

Jla 6u ce yTBpAHIIO Ja JTM CBUELCKU M TOBEhM XeMOTJIOOWH yTHYYy HAa UMYHOMO/YJIATOPHH
noteHijan [IK-MMR, oBu xemorinoOunu cy nomaBanu y kokyiarype [IK-MMRA u anmorenux
MHR, HakoH Yera cy aHaJM3UPaHU arlonTo3a, helnjcku MUKITyC U nHaeKe nponudepamnuje MHA.
JlonatHo, WCHHTaH j€ YTUIA] XEMOTJOOMHA Ha CIIOHTAHY eKCIpecHjy crenuuaHux
umyHomonynaropuux reka y MMh (HLA-A, HLA-G, HLA-DR, TGF-4, IDO-1, PTGS2, IL-6,
HOMX1).

4.3.6.1. YTHuaj cBUICKOT U roBeljer xemorsioonna na moayJjaaropuu epexar IIK-MMh na
heaujckn nukiayce n anonrosy ajgoreanx MHR

YTunaj xemornmoomna Ha monynaropHu edekar [IK-MMTK na hemmjcku mmkinyc u
anonro3y anorennx MHh ucnutan je Ha Behem Opojy maBamana MHH. MHR oBux naBanana
HUCY jeJTHAKO pearoBajy Ha TpoJHEeBHY ctuMmynauujy mutoreHoM (PHA) u y onHocy Ha pasiuke
y OBOM OJTrOBOpY, JaBaole je Owino moryhe monmenutd Ha cimabe u qoOpe pecnonaepe. Y
kynrypama MHA noGpux pecnonmepa mporeHatr henuwja y aeobu, omHocHo y S/G2 dazama
henujckor muKiTyca, anmu U 6poj anmonToTckux henuja, 6uo je Behu y omHocy Ha O6poj oBux henuja
kog MHh cnabux pecnonnepa, He3aBUCHO O/ CTUMYyJalje MuToreHom u npucycrsa [IK-MMh
(cnuka 4.25).

VY kynrypama Hectumynucanux MHTR cmabux pecronzepa xemorinoOuH obe Bpcre je
W3pa3nTO CHIKABAO Opoj amonToTckux henuja, 1ok je 6poj hemmja y GO/G1 das3u 6uo mosehan, a
Opoj hemmja y meobm (S/G2 ¢daza) ocrao HempomemeH (cmuka 4.25. B). YV KokynaTypu
Hectumyucaanx MHB u [TK-MMR, 6poj anmontorckux henrja 61o je ABOCTPYKO MambU Y OJTHOCY
Ha BUXOB Opoj y kynrypu Hectumynucanux MHHB 6e3 TIK-MMH, a cBumcku u rosehu
XeMOTJIOOMHH Cy JOAAaTHO CMamWBaIM MpOLEHAT anonToTckux hemmja. JlogaTtHo, XeMOTIO0MH
U30JI0BaH U3 00€ )KUBOTHI-CKE BpCTe je Oiaro nosehasao je 6poj henujan'y GO/G1 ny S/G2 dasu,
QM je CTUMYJIATOpHHU edeKaT CBHICKOT xemorioOmHa Ha Opoj hemuja y neobum Omo HemTo
u3paxxeHuju (cinuka 4.25. B).

W cBumcku U roBehu XeMOTJIOOMH CMamHBalIM Cy MPOIEHAT amoNTOTCKUX henwja y
kyntypu MHhA cnabux pecnonzepa ¥ HakoH CTUMYJallMjeé MUTOTEHOM, JIOK je Opoj henmja y
GO0/G1 da3u octao HempoMemeH, a nmporeHat henuja y S/G2 da3u 6uo aqBocTpyko Behu (ciuka
4.25T). Y xokynrypu ctumynucanux MHh cnabux pecrionniepa u [IK-MMR, xemorno6unu Hucy
3HA4YajHO MEHaIM OpOj arnonToTCKUX henuja u HUCy yrtunanu Ha O6poj henuja y GO/G1 dasm, a
caMo je CBUICKU XeMorioouH nosehasao 0poj henuja y neodu (cimuka 4.25. ).

V¥ xynrypama Hectumynucanux MHR nobpux pecrnionzepa XxeMorioOuH U30J10BaH U3 00e
KUBOTHUHCKE BPCTE HMj€ 3HAUajHO YTUIA0 HA Opoj anmonToTcKux henuja, cMambUBao je MpoIeHaT
henuja y geobu, a moehaBao npouenar henuja y GO/G1 daszu (cnuka 4.25. E). V kokyntypu
Hectumynaucanux MHR u ITIK-MMN, npouenat anontorckux henuja 610 je MambHu y OAHOCY Ha
BUX0B 0poj y Kyntypu Hectumynrcanux MHR 6e3 IIK-MMh. Ceumcku 1 roBehu xemornoOuHu
JoJlaTHO ¢y noehaBaiu mpolieHaT anonToTckux henuja u cmamuBanu nporeHat henuja y GO/G1
u S/G2 da3u y ogHocy Ha npoueHar henuja rajenux 6e3 [IK-MM (cnuka 4.25. K).

VY kynarypama crumynucanux MHR nobpux pecnonzepa xeMorioOuH 06e KUBOTHECKE
BpcTe nmoBehaBao je mpoleHaT anonToTCKUX hennja, a cMamuBao nporeHar henuja y S/G2 daszu
henujckor nukiyca, 10k Ha 6poj henuja y GO/G1 ¢a3u Huje nMao HEKH 3HAYaJHUJU YTULIA) (CIIMKa
4.25.3). Y xokynrypu ctumymucaanx MHh nobpux pecnonnepa ca [IK-MMR, 06a xemorino6una
Cy cMamuBaIuM Opoj amonrtorckux henuja, moBehaBanmu Opoj hemuja y GO/G1l u cmamuBanu
npoueHat hennja y S/G2 ¢a3u, npu yeMmy je edexaT CBUECKOI XeMOrjJoOuMHa OHMO HEIITOo
u3paxkenuju (cnuka 4.25. N).
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A) MHh MHA +PHA MHHA +IIK-MM*h MHHRQ +PHA + I[IK-MM*h

s e 0 s a8 s 05
FS0H 107 P (10° FacH %) FoCH (10%)

. E) Hectumysmucane MHA B) Hectumynncane MHR + I[IK-MMh
& CM CXo I'X6 CM CXo I'Xo
sub-G1 24,0 10,2 £34 82+12 12,8 48 £11 68 +05
G0/G1 71,2 841 +13 87,0 +0,9 81,4 86,3 +0,2 86,3 +1,7
SIG2 47 57+21 48 +08 5,6 8,7+09 6,7+12
. F) PHA ctumymucane MHB I[) PHA crumymcane MHA + IIK-MM*h
& CM CXo I'X6 CM CXo I'Xeo
sub-G1 11,8 6,4 +0,6 79 +£0,6 6,4 55+0,8 72 +05
G0/G1 83,9 84,1 +0,7 82,7 £35 76,6 74,2 £0,7 773 +£19
SIG2 42 94 +0,1 93+28 16,6 200 £1,2 152 +1,3
T’) MHR MHH +PHA MHT +I[IK-MM*h MHH +PHA + IIK-MM*h
i
. E) Hectumysmcane MHA )K) Hectumynncane MHA + IIK-MMhA
& CM CXo I'Xo CM CX6 I'X6
sub-G1 42,0 399 +21 397 +114 34,0 546 +9,1 478 +6,2
G0/G1 39,2 478 +1,8 49,1 £83 49,8 36,1 £93 40,1 +6,0
SIG2 157 10,3 +0,3 97+41 12,7 82 +05 90+01
. 3) PHA ctumymmncane MHA I/I) PHA ctumymcane MHA + IIK-MM*h
& CM CXo I'X6 CM CX6 I'X6
sub-G1 19,0 27,0 £0,7 315 +04 44,0 35,0 +83 39,0 +24
G0/G1 532 515 +75 50,2 +0,3 334 48,6 +£6,2 38,7 +0,5
SIG2 25,2 199 +6,3 16,3 +0,1 20,7 141 +13 195 £31

Cauka 4.25. Y1unaj cBumckor u roseher xemorsioouna na mogynatopau edexar IIK-MMh na henujcku
UKITyC | aronto3y aoreHnx MHA naBanana uuje cy MHR cnabo pearoBasie Ha CTHMYJAIyjy MUTOTEHOM
(A-I) u nmaBanmana cy umje MHRA no6po pearoBaie Ha crumynaimjy mutoreHom (b-U). (A, B):
PenpesenTatuBHa pacnozena BeauuuHe W TpanyiupaHoctd MHTR noOujeHa mpoToYHOM LHUTOMETpPHjOM
(FSC/SSC nujarpam). Ilpounenar hemmja y amonto3u (sub-G1), u GO/Gl u S/G2 ¢dazama henujckor
nuKiyca, y kyarypu Hectumynucannx MHh (b, B, E, XK) nnmn PHA crumymucanux (I', 1, 3, 1) MHR,
rajenux camo cranaapaHoM meaujymy (b, I', E, 3) unn y kokyntypu ca IIK-MMH (b, I, K, 1). Pesyntaru
Cy IIpUKa3aH Kao Cpeltha BPeJHOCT + CTaHAapIHa JeBHjaLuja.
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4.3.6.2. YTHnaj cBUICKOT U roeher xemorsio0uHa Ha moayJjaaropuu epexar [IK-MMh na
npoaudepaunujy anorenux MHh

VYTumaj xemornob6mna Ha wmoxynaropHu edekar [IK-MMhA na mnpomudepannjy
HECTUMYJHMCAHUX M MUTOTCHOM cTUMyiucaHux aimoreanx MHRA ucnutan je Ha Behem Opojy
3apaBux gaBanana MHA. 3amaxeno je na cy MHR naBanaria koju ¢y Ha TpPOJJHEBHY CTHMYJIAIIH]Y
mutoreHoM (PHA) pearoBanu nmoehamwem nporenta henuja y neodu (1o0pu pecionaepm), Tj. y
S/G2 ¢azama hemmjckor uumkiayca (omucano y ageny 4.3.6.2), pearoBayum u moehaHoMm
nposindepanrjoM y OAroBopy Ha METOAHEBHY CTUMYJIAIM]y MUTOTEHOM. 300T OBAaKBOT OJIrOBOpa
Ha CTUMYJIAlljy MHUTOT€HOM TMojiesia Ha ciabe u JoOpe pecrnoHuepe je 3aapkaHa H KO
WCIIMTHBamka YTUIaja XeMoriioonHa Ha nmponudepanujy MHR.

Kox cnabux pecnionnepa, (cnuka 4.26. A-B) cCBUIBCKH XeMOTJTIO0MH HUjE€ MEHA0 UHICKC
nponudepanuje Hectumyucannx MHR, nok ra je roBehu xemornodun mosehasao (cimka 4.26.
b, B). Hu cBumcku HU roBehu xemoriioOnH HHCY AOBOAWIIM JI0 3HAYAjHUjE MPOMEHE WHICKCA
nponudepanuje crumynucanux MHR, kao vu Hectumynucanux MHTH y xokynarypu ca TIK-
MMh. Mehytum, xemoriioona o0e KUBOTHE-CKE BpCTe je moBehaBao WMHAEKC Mpoiudepanuje
ctumynucannx MHR y kynrypu ca IIK-MMT (cnuka 4.26. b, B).

Kon nobpux pecrionnepa, (cnmuka 4.26. I'-D) u cBUICKM M TOBehU XEeMOTIIOOMH Cy
nosehaBamy MHIEKC nposudepanyje HecTumyiaucaHux U crumynucannx MHR, kao u
Hectumyiaucanux MHhA y kxokyntypu ca IIK-MMMh. 3a pasnuky on Jjomux pecrnoHaepa,
XEMOTJIOOMHH HUCY MMaJM 3HauajHUju yTulaj Ha npoiudepannjy MHA nobpux pecrnonaepa y
kokynTypu ca [IK-MMh.

4.3.6.3. YTunaj cBMlBCKOr M ropeler xeMorjioonHa Ha eKkcrnpecujy MMYHOMOAYJIATOPHUX
rena IIK-MMh

AHanm3a KOHCTHUTYTHBHE eKCIpecuje uMyHoMonynaTopaux rena MMR Hakon 24 u 48 h
y KynTypu noka3zana je na je ekcrapecuja HLA-G, HLA-DR, TGF-4, PTGS2, IL-6 u HMOX1 6una
ucnon HuBoa aerekmnuje RT-PCR meromom (ciuka 4.27). Excnipecuja HLA-A nmerexroBana je
HakoH 24 h y kyntypu ca roBehum xemoriioonHoM (ciuka 4.27. A), 10K je ucti eekar H30CTao
kon henuja kKoje cy Owie KyJITHBHCaHE ca CBUECKMM xemornoOuHoMm. Hakon 48 h y kynrypu
XEeMOTJIOOMH M30JI0BaH U3 00€ JKUBOTHUILCKE BPCTE JIOBEO je 70 Oyiare CTUMyJalyje eKkcipecuje
IDO-1 rena koja uuje nmerekroBaHa y [IK-MMMH rajeruMm y cTaHmapaHOM Meaujymy Oe3
xemornobuna (cnuka 4.27. b).
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A)  MHR

MHTR +PHA

MHA +IIK-MMh

MHh

Pesynratu

+PHA + I[IK-MMh

02 s 03

e
FSGH (10%)

B) PesiaTuBan uHAEKC npojudepanuje B) Penartusan ungexc npoaundepanuje npema
% npema Hectumyancanum MHR kouTpoaHuM MHR 6e3 xeMoryioonna
CM CXo I'Xo CM CXo I'Xo

MHHR 10 10+01 16 £0,3 1,0 10+£01 16 £03

MHAh + PHA 14 15+£0,1 14+£01 1,0 1,1+01 10+£0,1
MHA + IIK-

+ +

MMHh 1,0 1,0+£0,1 10+01 1,0 10+01 1,0+£0,1
MHA + IIK-

MMHB + PHA 12 18 +0,3 1,7+0,1 10 15+0,.2 15+01
r) MHHh

MHA +PHA

MHH +IIK-MMh

MHA + PHA + IIK-MM*h

I[) PesiaTuBaH HHAEKC Npoud epanuje B ) Peaarusan unexc nposnd epanuje npema
% | npema Hecrumyancannm MHR xonTpoanum MHE 6e3 xemornioouna |
CM CXo I'Xo CM CXo I'Xeo

MHR 10 24+01 31+01 1,0 24+01 31+01
MHAR + PHA 3,7 6,0 £ 0,6 53+01 1,0 16+0.2 14+01
MHAh + IIK-

+ +

MMHh 2,6 47+01 42 +01 1,0 18+01 16+01
MHR + IIK-
MM + PHA 43 49 +04 39+01 10 12+01 09=+01

Cauka 4.26. Yunuaj ceumckor (CX0) u roseher (I'’X6) xemorno6una na moxynaropuu edpexar IIK-MMh
Ha nposudepanujy anoreanx MHR nasanana unje cy MHB citabo pearosasie Ha CTUMYJIAIIA]y MUTOTC€HOM
(A-B) u pamamana cy umje MHRA jaue pearoBane Ha crumynamnujy muroreHom (I'-B). (A, I):
PenpesenratuBHa pacronena BeauduHe W rpanyiaupaHoctd MHRA noOujeHa mpoTOYHOM IHUTOMETPH)jOM
(FSC/SSC nujarpam). PenaruBan nnnexc nponudepanrje MHR rajenux camo crangapanom meaujymy (b,
) nmn y xoxyntypu ca [IK-MMh (B, 'B). Pesyntatu cy npukazanu Kao MpoMeHa BPEeIHOCTH MHJEKCa
nponudeparyje y ogaocy Ha Hectumyircane MHR (Bpenroct 1), mnm kontporne MHB 6e3 xemoroOrna
(BpemHOCT 1). Pe3ynraTu Tpu eKcriepuMeHTa Cy H3pa)KeHH Kao CpeJiba BPEIHOCT + CTaHAapIHa IeBHjalrja
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A) -~ Co\lﬁrcl\gl ro)'(lﬁ/ucl‘\gl b) o coleﬁjlcl.\ﬂl FO);{lS;l('T\gI
GAPDH ss20p  GAPDH [ 452 bp
HLA-A s3tbp  HLAA [T s:: o
HLA-DR 64400 HLA-OR ([ s+ t»
e [ - o I ;-
Hvox: [ -0 vox: [ -

Cauka 4.27. YTunaj cBUBCKOT U roBeljer xeMorinoOrnHa Ha eKCIIpecHjy IMyHoMoaynaTopHux rena y [1K-
MMMh. Tpake nodujene RT-PCR mMeTon0M reHa ykJby4eHUX Yy IMYHOMOTYJIAIN]y HaKOH noaaBama 0,1 pM
CBUIHCKOT HJIH TOBeljer xeMoriaoOuHa y cTaHaapIHu MeaujyM 3a KyintuBauujy henuja (CM) HakoH 24 h (A)
u 48 h (b). Ilpukazane cy penpesentatuBHe RT-PCR Tpake ananusupanux reHa u tpaka GAPDH kao
KOHTPOJIAa KOJIMYMHE y30pKa HAHETUX Ha redl.
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Huckycuja
5. Auckycuja

XeMornoOuH, MPOTEUH NMPHUCYTaH Yy CBUM I[APCTBHMA JKMBHX OpraHW3amMa M BHCOKO
KOH3€pBHCAaH Mel)y KHuMemaluMa YHHH OCHOBY aepoOHOT JKMBOTa Ha IUIAHETH 3eMJbU.
YHyraphenujcku XeMOTJIOOMH epuTpornuTa uMa (U3HOJIOMIKK JeAMHCTBEHY YIJIOTY IpeHoca
KACEOHWKAa YMME JONPHHOCH OJip)KaBamby OMOEHepreTcke xomeocrtase opranusma. Ilopen
KHCEOHHKAa, XEMOTJIOOMH MOXKE J]a BEXe, TPAaHCIOPTYje MM MoIyiuine (QyHKIHje W APYTHX
racoBa, CO2, CO u NO (Quaye, 2015; Coates & Decker, 2016; Olson, 2020). Banhemnujcku
XEMOTJIOOMH, HACTA0 MHTPA- WK EKCTPABACKYJIAPHOM XEMOJIH30M, Ka0 M HErOBH JICTPaIalliOHA
IPOM3BOJIM, MOTY JIa UCII0Jbe U OpojHE npyre ouosomke ¢pyHkuuje. Banhenujcku xeMorinobuH je
MOJICKYJI Ca BUCOKHM ITOTCHIIMjAJIOM 3a CTBapame PEaKTHMBHHUX BPCTa KHMCEOHHMKA MPEKO KOjUX
ocTBapyje cBoje nmpookcuaatuBHo aejctBo (Igarashi & Sun, 2006; Jeney et al., 2013; Schaer et al.,
2013). 3axBaspyjyhu 0BOM MeXaHH3MY, JJaHAC CE CMAaTpa J1a je BaHNEeINjCKU XeMOTTI00MH YKIbYyueH
y erHonorujy W mnarodusuonordjy OpojHMX Oo0JecTH TMONmyT MapoKCH3MaliHe HOhHe
XEMOTJIOOMHYpPH]je, aHEMH]€ CPIIACTUX EPUTPOLIUTA, AJIIIXajMEPOBE O0JIECTH, MYJITUILIE CKIEPO3e,
nepedpaline HHTPABCHTPHUKYIIApHE Xemoparuje, npeekiamicuje u apyrux (Pandav et al., 2004;
Rifkind et al., 2015; Rother et al., 2015; Bamm et al., 2017). /lonatHo, XeMOrJI00HMH Aeiyje U
npouHpIamMaTopHo, Be3yjyhu ce 3a penentope 3a mperno3HaBame oOpasana (HIp. perentope
cimuune Toll-y) wmu LPS, aktuBupajyhu makpodare, Heyrpobuie u eHaoTeincke hemuje u
ammuudukyjyhu undiamaropuu oxrosop (Lara et al., 2009; Widmer et al., 2010; Jeney et al.,
2013). Melyytum, pe3yaTatd MojeIMHUX UCTPAKUBama MOKa3yjy Ja XMIPOJIU3aTH XeMOTIO0nHA
MOTY WCIOJbUTH W AaHTUOKCHJIATUBHO, AHTHHH(IAMATOPHO H AaHTUMUKPOOHO J€jCTBO.
AHTUMHKPOOHU MENTHU/IH, OJHOCHO XEMOIMJINHU HACTAIH OJ] XeMOTJIO0MHA MIOMaXy y ofA0paHu
UMYyHCKOT cucTema nomahmHa onx pa3nmuumTux MuKpoopranm3ama (Mak et al., 2007, 2008;

Bochenska et al., 2013).

KceHorenu XxeMOrI00MHY TIPE/ICTaBIbajy OMTaH MpeMET OMOTEXHOJIOIMIKAX HCTPAKUBAHA
Kao moTeHIujanuu 3amenuin 3a kps (Alayash, 1999; Chen et al., 2009), kao qoanu npousBoanMa
KOjU Ce KOPHCTE y MCXpaHu Jbyau u xuBothiba (Gonzélez-Rosendo et al., 2010; Hoppe et al.,
2013), 3a ucnuTHBamkE TOKCHYHOCTH CHHTeTHYKKX 0oja (Kamaljeet et al., 2017), unrepakimje ca
nexouMa (Yan etal., 2013; Liu & Liu, 2015; Xu et al., 2019), ucniutuBame eekata HaHOYESCTHUIIA
(Soto Méndez & Caballero Pérez, 2011; Aliakbari et al., 2019), uta. Ocum Tora, Kako CBaku
MOJIEKYJT XEMOTJIOOMHA KUYMEmaKa CaJipKu YeTHpU aToMma TBokha y oOIHMKy XeMcKor TrBoxha,
KCEHOTEHH XEMOTJIOOMHM Cy TOCEOHO HMHTEPECAaHTHH y WCTPaXMBAkBUMa Kao MOTEHIIMjaHa
OCHOBa Mperapara 3a MPEBEeHIIN]y U JICUCH¢ aHEMH]ja y3pOKOBaHUX JepuinuToM reoxkha (Simoni
et al., 2014; Abuchowski, 2017). Hemgocraiu youeH# KOJ 3aMEHHKA 332 KPB Ha 0a3ud XyMaHOT H
roseher xemornoOnHa (Ba30KOHCTPHUKILMja M OKCHUIATHUBHO ollTehewe), mnpeBazuheHu cy
KopuirheeM MPUPOTHOT MOTUMEPHOT XeMOTTIOOMHA H30JI0BAHOT U3 MOpCKe mosuxeTe Arenicola
marina. Mcra wuctpaxmpauka rpyma pasBuia je HEMO2Life® (Mallet et al., 2014),
HEMOXY Carrier® (Rousselot et al., 2006) u HEMOXCell® (Le Pape et al., 2015; Le Pape et al.,
2017a) koju Cy HaMEH-CHH 32 MPe3epBallljy TKHBA K OpraHa ex Vivo, Kao MPEeHOCHOIU KUCEOHHKA
3aCHOBAHM Ha XEMOTJIOOMHY M Ka0 OKCUTEHAIIM]CKH aIUTHBH Y helnjcKoj KynTypH, peCIIeKTUBHO.
VY nopehewy ca npectapenoM XyMaHOM KpPBH KOja C€ MO)KE€ MCKOPHUCTUTH Yy ClIydajy Jla ce HHUje
yrmorpebuna 3a TpaHcy3Hjy, KIaHMYHA KpB IpEACTaB/ba IMPAKTUYHO HEMpPECyIIaH H3BOP
MOJIeKyJIa XeMOTJIOOMHA, IITO MOJIPKaBa IleHYy eKOHOMUYHOCT M IIOTOTHOCT 32 IIUPOKY YIOTPeOy.
CBumcka u roeeh)a kpB cy, y nopehemy ca ;KUBHHCKOM, TI0OKEJbHHUjU H3BOPU XEMOTIIOOHMHA jep Cy
CBHIbE U TOBEJIa CHCAPU YHMjH EPUTPOIIUTH, 32 Pa3IMKy OJ €PUTPOIMTA NTHIA, HE CaIpiKe jenpa,
IITO OJIAaKIIaBa €KCIIEPUMEHTAIHY MaHMITYJallWjy W M30JIalijy XeMoriioOuHa u3 oBHX henwja.
Honatno, u cBumcku (Yang et al., 2019) u rosehu xemornooun (Wang et al., 2017a) mokasyjy
BUCOK CTETEeH XOMOJIOTHje XyMaHoM xemorioOuny (84,4% u 85%, pecrieKTUBHO).
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5.1. Xemoznobun uzonosan u3 Kianuune Kpeu uma 00J1uKe HAMUBHO2 XeMO2I00UHA

VYV capanwu MHCTHUTYTa 3a MEOUIMHCKA UCTpa)XkMBama U TEXHOJOMIKO-METaTypIIKOT
dakynrer YHuBep3uTeTa y beorpany, pa3BujeH je 1 oNTUMH30BaH eUKacaH MPOIeC 3a U30JIALN]y
BHCOKO IPEYUIINCHOT XeMOTJI0O0MHA M3 KIIAHMYHE KPBH 3aCHOBAH Ha TPajlyajlHOj XUIIOTOHUYHO]
xemomusu (Kosti¢ et al., 2014; Stojanovi¢ et al., 2012) u koju je y U3paaud OBE JOKTOPCKE
JIUcepTalje KopuiiheH 3a M30JIallijy CBHELCKOT U roBeher xemorioOuna. Enexkrpodoperckum
TEXHHKaMa JIOKa3aH j€ BUCOK CTETeH MpeuniheHocTr nporenHa (>90%) y u3onaTuma CBHEHCKOT
u roBeher xemornoOwnHa. ['JTaBHM KOHTAMHMHAHT Yy U30JaTHMa XEMOTJIOOMHA Ha OCHOBY
monekyicke texune (30 kDa) u u3onextpuyne tauke (5,9) oaroBapa kapOOHMIIHO) aHXUAPa3U
(Tanis et al., 1970; Lecoeur et al., 2011). Ananuza UV-Vis criekrapa ¥ IPOCEYHE BETHUHHE
KOJIOMJTHUX YECTHUI[A IMOKa3alli Cy Jia C€ XEMOTJIO0WH Halla3u y HATHBHO] (hOpMH, Kao TeTpamep
IIOOMHCKHX JIaHAIIA KOjU calipku XxeM rpymny. UV-Vis criekTpalHOM aHaJM30M NOTBpheHo je na
U30JIOBAHM  XEMOTJIOOMHM  WMajy  alCOpNIMOHE  MaKCHMyM€  KapaKTepUCTHYHE 32
okcuxemornobun (Zijlstra et al., 1991; Sherif & Amal, 2010). doxarHo, ypalheHa je aHanmza
cajipkaja YKynmHuX Junuaa u Qochonunuaa y y3opiuyuMa XeMorioOWHa, a 3aTUM U JIETaJbHO
UCIMTUBAkE yjeja MacHUX KUCENIMHA Y JieTeKToBaHUM (ochomunuauma. [lokazaHo je na je
caapxaj docdonunumaa 6uo Behm y y3opruma CBHECKOT XEMOTJIOOMHA y OJHOCY HAa Y30pKe
roeeher. Takole, cacraB MacHMX KHCEIHMHA CE PA3JIMKOBAO y y30pIMMa CBHECKOT W roBeher
XEMOIJIOOMHA, )i je OArOoBapao OHOM KOjU JIUTEpaTypHU IMOAAIM TOKa3yjy 3a ¢ochonummme
ceumckux (Malovrh et al., 2014) u rosehux (Sako et al., 1989) epurpouura. [To3Haro je qa xem
rpymna uMa antuokcuaarusaa cojcrsa (Giulivi & Davies, 1990; Tang et al., 2015). JIo3Ho 3aBucHa
penykuuja ABTS panukana y npucycTBy CBHECKOI U roBeher xemMorino6uHa mokasana je aa je
X€eM y OBHM MoJIeKkynMa y epo oomuky (Fe?"), mro ykasyje 1a XeMOriIo6HH KOji CMO KOPHCTHIIN
y HaIllUM SKCIIEPUMEHTUMA UMa 04yBaHy (D)YHKIIH]Y Be3UBamba KHCEOHUKA.

5.2. Edexam eanhenujckoz xemoznoouna ucnuman je Ha o0zoeapajyhum henujckum
Mooenuma

C 003upoM J1a cy eKCTIIEpUMEHTH (PU3NIKO-XEMUJCKE KapaKTepU3alrje MOTBPIMIN Ja Ce
XEMOIJIOOMH HaKOH Ipoleca M30jaluje U JAeNMMUYHOr mnpeuuithaBama Hajasuo y (opmu
HATHBHOT TeTpaMmepa OKCHXEMOTJIOOWHA, MPUCTYIMWIM CMO TeCTHpamy edekara CBHICKOT U
roeeher xemorao06uHa y henmjckoj KyaTypu Kako OM MOTBPAMIIN BEroBY OMOJIOIIKY aKTUBHOCT, a
3aTUM UCIIUTAJIU U HeroB edekar Ha (PyHKIH]CKe KapaKTepuCcTHKe Me3eHXUMcKux henuja. [Ipema
HAaIllUM Ca3HambHUMa, MOJIAIH O IMPEKTHOM HJIM HHAWPEKTHOM yTHUIIA]y XeMOIJI00MHa TOPEKJIOM U3
CBUIbCKE U roBehe kpBM Ha QyHKIMjcKa cBojcTaBa MMyHckux henuja 1 MMh e nocroje. ¥V
U3paJiu OBE JJOKTOPCKE AMCepTalije MPUMEHEHO je HeKonuKo hennjckux mozena. C 063upomM Ha
OpojHE TOMEHYTE€ HMYHOMOAYJIATOpPHE M HMYHOperyiaTtopHe (yHKuMje Koje BaHhenujcku
XeMOTJIOOMH HCIOJbaBa, YTHIA] JBAa KCEHOI€HAa XEMOIJIOOMHA y MpPBOM Jelly HCTPaXHBamba
UCIUTaH je Ha MOJeNy XyMaHuX MoHOHykJeapHux hemuja (MHR) wu rpanynonura
(monumopdonykineapuux henuja, [IIMT) nepucdepne kpBu 3apaBux naBanaua. JlogatHo, edekar
CBUILCKOT M roBeher xemorno6una ucnurad je Ha MMA u3onoBanum u3 nepudepue kpsu (I1K-
MMHA), kao tumy MMHh koju, y mnopehemy ca MMNA wu3 apyrux usBopa, y ciydajy
MHTpPABACKYyJapHE XEMOJIU3€ MOKE€ NpBH JOhM y KOHTaKT ca BaHNENIMJCKHUM XEMOTJIOOMHOM.
[Tpennoct xopumhewa oBor tuna MM npencraBba U TO IITO je MpOLEC HU30JALHUjE Mambe
WMHBa3MBaH y OJHOCY Ha npotuec nzonanuje MMh u3 nqpyrux TkuBa Koje Mory OUTH U3BOPU OBHUX
henuja, a Mo ycnemrHoj M30Jaluju, HUXOBA Mpornaranyja je ayra u crabwina. Mako MMh
aJIeKBaTHHUje ofipakaBajy In ViVo ycioBe y TecToBUMa iN Vitro y mopehemy ca TpanchpopMucaHuM
WIM UMOpTann3oBaHuM henujckum snmHMjama, MMA mpencraBibajy XeTeporeHy MOIyJamujy
henuja, umje KapaKTEpPUCTHKE 3aBUCE OJ1 JaBaolia, Opoja macaxa u OpojHux aApyrux (akropa (He
et al., 2007; McLeod & Mauck, 2017; Arnhold et al., 2019). Kako kceHOreHn XeMOIJIOOMHH U
caMH TIPEJICTaBJhajy XETEPOreH OHOJIONIKM MaTepujan (pa3inuuuTe MOJIeKyJcke (opme,
MOJIEKYJICKE CTPYKTYpE, KOHTAMMHAHTH...) YTULA] CBUECKOT U ToBeher XxeMorioonHa A0AaTHO je
WCIIUTaH U Ha 4YeTUpH henujcke JIMHUje, KOje MPEeCTaB/ba]y YHH(MDOPMHHU]E MOJEN CHUCTEME Yy
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onHocy Ha MM'h kao mpumapue henuje, u oanuKkyjy ce, kao U cBe henmjcke nuHuje, Op3omM
npoudeparinjoM, BACOKOM €KCITaH3uBHOIINY 1 cTabmiHonthy. 360r Tora je yruiiaj Banhemaujckor
XeMOrjo0MHa Ha (DYHKIMjCKE KapaKTepHCTUKE ME3EHXMMCKUX henvja MCIUTaH U Ha YETUPH
muiije henujcke muamje: ATDC5, MC3T3-EL, 3T3-L1 u C2C12 koje npeacraBibajy agekBaTHe in
Vitro Mozene 3a Mpoy4yaBamke MHUOIEHE3e, XOHIPOTeHe3e, OCTEreHe3e U aJMIIOoreHese,
PECIIEKTUBHO.

5.3. Hnoupekmnu ooxazu nomeplyjy oa je cmpykmypa xemoznoouna ouysana y henujckum
Kyimypama

VY npBOM ceTy eKcriepuMeHaTa UCTIMTAIM CMO Jia JIU C€ CBHICKH U roBehu XeMoriaoOuH
,,TpOILIE*, OJHOCHO 2 JIY J10J1a31 10 IPOMEHE BbUX0BE KOHIIEHTpalllje y CyllepHaTaHTUMa KyJITypa
MHHh u [IK-MMh nakon 48 h 1 96 h. OBa nBa BpeMeHCKa TepMUHA H3adpaHa Cy MOIITO j€ Y CBUM
eKCIIepUMEHTHMa ca henrjama, XeMOTJIOOMH y MeaujyMuMa 3a oaroBapajyhe hemmjcke kynrype
(RPMI 3a neanxepentne 1 DMEM 3a aaxepentre henuje) 6M0 MemaH y IPOCEKY Ha JiBa 10 TPH
nana. Hajeehe 3a0enexeHO CHIKEHE KOHIICHTpaI]je XeMoriIo0uHa y KyaTypu hennja HakoH 48h
u3Hocwio je 25%, omHocHO 32% mnHakoH 96 h. VYpahenma UV-Vis chnekrpanHa aHanmmsa
cynepHaTtaHara henujckux Kynrypa (nodayu Hucy npukazaHu) HHUje JIOBOJbHA Ja OMCMO ca
curypHourhy 3HaJIM Ja U je XeMOTJIO0MH y ’buMa | Jjajbe OMo y (POpMH HATUBHOT MOJICKYJIA HITH
je JIOILIo 10 BeroBe AeTUMHUHE Jerpaganuje. Mehyrum, Ipyru pe3yiraT, IpUKa3aHu y OKBUPY
OBE€ JOKTOPCKE JHCepTalnje, HHIMPEKTHO Cy YKa3ajil Ha TO JIa je CTPYKTypa XeMOTJIOOMHA UTaK
Ouna ouyBana. Hanme, nmokasaHo je na ce excripecuja HO-1 moxe nnaykoBaru kako y MHR (Mo
et al., 2005; Habtezion et al., 2011; Fagone et al., 2013), takxo 1 y MMh (Vanella et al., 2011,
2012; Li et al., 2017; Nowak et al., 2017) nox yrumajeM pa3jinduTHX CTUMYJIyca, YKIbY4yjyhu
XeMOTJIOOMH M HeTOBE JepuBaTe Y HAIIUM EKCIIEpUMEHTHMa Ha helujckuM Kynrypama, HH Y
JEAHOM eKCHEpUMEHTAIHOM JM3ajHy HUCMO ycrenu 1a aerekryjemo excupecujy HO-1 RT-PCR
METOJIOM. JeHO OJ TOTEHIUjaTHUX O0jallmkberhba MOXKEe OMTH Jla YaK U Jia je clo0oJaH XeM
MocTojao y KyiaTypama henuja, meroBa KOHIIGHTpalMja HUje Ousia J0BOJbHA Ja HMHIYKYje
eKcipecHjy oBor eHzuma. Mako ce Mmeamjymy 3a henmjcke KyaType pyTHHCKH J0ajy pa3InduTh
nydepcku cuctemu (y HammM ekcriepumenTMa kopuithen je HEPES), nemuHoBHO ca pactom u
O/IBUjakbeM MeTabonMukux (QyHKuMja hemuja nosasu 10 3aKkHIle/baBamkba MenujymMa y KOME ce
henuje Hanmaze, moceOHO NMpH BUILIEHENEJFHUM heNujcKUM KylTypama y OKBUPY HHIYKOBamba
paznuuuTUX TUMoBa aqudepeHujanuja. CxogHo ToOMe, y HallluM €KCIIEpUMEHTHMA Ce, TIPE 3aMeHE
CTapor MeJujyma cBeXuM, xeMorioou y DMEM unu RPMI Meaujymy 6ap Heko Bpeme Hajla3u
y cpeaunHu r1e ¢y pH BpeaHoCcTH ucnoa HeyTpaHuX/(hU3HOJIOMIKUX, a TOKA3aHo je Ja PU TAKBUM
HIKUM pH BpenHOcTMMa TeTpaMep XeMOrjJoOMHa JUCOCYje Ha JIUMepe, a 3aTUM, ca JOJaTHUM
camwkemeM pH Bpennoctn u Ha moHoMmepe (Huang et al., 2013). C 063upom Ha cBe HaBEIEHO,
HajBehu yneo 3abenexHUX QyHKIMja XeMOTIIOOMHA MPUITUCY]EeMO MOHOMEPHOM, TUMEPHOM HJIH
TETPaMEPHOM MOJIEKYJy XEMOIJIOOWHa, Mako ce 0e3 JI0JaTHUX HCTpaXkuBama CTaOUIIHOCTU
XeMorjao0uHa y henujckuM KyaTypama He MOXe MCKJbYUUTH JUPEKTaH yTUIaj XeMma (XeMHHa),
MIETNTH/Ia TTOPEKJIOM 01 XeMOTJI00nHA Wi ciioboHoT TBOKha Ha henuje.

5.4. Xemoznooun cmamyje eujabunrnocm MHB

Jluteparypuu nojanu o yrunajy xemornoouna (Ortegon et al., 2002; Chen & Palmer,
2010; Le Pape et al., 2017a; Kuck et al., 2018), xemuna (Yang et al., 2017), xema (Lara et al.,
2009) u menTuaa nmopekiom oxa xemorinoouna (Wang et al., 2017b; Lueangsakulthai et al., 2018)
Ha nposudepalyjy/BujabuaHOCT pa3nuuuTux henuja cy O6pojHH, anu HEeKOH3UCTeHTHU. Edekat
XeMOTJIOOMHa Ha BHUjaOMITHOCT henuja 3aBUCH OJ] BPCTE OpraHM3Ma M3 KOT je XEeMOTJIOOWH
U30JI0BaH, MpHUMEHEHE KOHLIEHTpaluje XxemoriioOmHa W Tuma henuja Ha KojuMa je edekar
MCIUTHBAH, MITO Cy MOKa3ajll U pe3ylTaTd ToOWjeHU Y OBOj JOKTOpPCKO] aucepTauuju. Hamm
pe3yiTaTH UCIIUTHBAakA MUTOTOKCUYHOCTH XeMOTJIO0MHA y IIMpEM oIicery KoHieHTpauuja (0,25,
0,5,1,2,4,8wu 16 uM, omnocuo 0,016, 0,031, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5 u 1 g/L) na xymanum MHH
MIOKa3aJly Cy /1a HAKOH 5 JJaHa MHKYOalllje CBUH-CKU XEeMOTTIOOMH 3Ha4ajHO CHUKaBa BHjaOMIIHOCT
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MHT y xoHueHTpalijama BUIUM 011 4 UM, 1ok roBehu xeMornoOuH ucrosbaBa UCTU eeKat Mpu
KOHIIeHTpanjama BumuM on 1 pM. CBe wucnuTHBaHE KOHIICHTpamHje XemorjoOuHa o0e
KUBOTUILCKE BPCTE HCIOJbHIIE Cy HUTOTOKCHYaH epexkat Ha MHRA crumynucane MUTOTEHOM.
[Togamm w3 auTEparype O UCIHUTHBAKY YTHIIaja XEMOIJIOOMHA Ha BHjaOMIHOCT Makpodaramx
henujckux TMHMja TIOKa3yjy J1a XyMaHH XeMOrIoOuH He yTude Ha BujadbunHoct THP-1 makpodara
y konneHtpamujama ox 0,05, 0,1, 0,5 u 1 mg/mL, koje oxroapajy oHMMa Koje CMO M MH
KOPHUCTHIIH, aJlU j€ BpeMe HHKyOaluje y CTyAuju Apyrux ayropa omuio kpahe: 6 h macympot 5 nana
y nammMm ekcnepumentuma (Bahl et al., 2014). IToka3ano je W 1a XeMOIJIOOMH CHjaMCKOT
kpokoauia (Crocodylus siamensis), kao ¥ YeTHPH MENTHIa HACTaJIa XUAPOIU30M OBOT' MOJICKYJIa
HUCY VyTHIAIA Ha BUjabwiIHOCT wMmulIje MakpodarHe henujcke auHuje RAW 264.7 'y
koHIeHTpaujama o1 62-500 pg/mL Hakon unkyb6amuje on 24 h (Lueangsakulthai et al., 2018).
Fischer-Fodor u capagauiu (2011) ucnuranu cy edekat HatuBHOr 1mM roseher xemormobuna
Ha KyITYpy XyMaHux numdoruta y Toky 24, 48 u 72 h u mokasanu ga Tek rnocie HHKyoOauuje o
72 h moma3u no Gnaror cMamema BUjaOMITHOCTH OBHX henuja rajeHuX y MeaujyMy Koju je Omo
CYIUIEMEHTHCaH XeMOTJIOONHOM. XeMOTIIOOMH MHKAICYIUPaH Y HAHOUECTHIIE O] OJIOK IMOoIuMepa
miteyHe kucenuHe u monuerwicH riaukoina (enr. poly(lactic acid)-poly(ethylene glycol), PLA-
PEG), nuje y Behoj mepu Memao BujabuiaHocT (mpomena msmehy 75% u 115% y oaHocy Ha
KOHTPOJIY) MUIIjUX IEPUTOHEATHUX Makpodara y KOHIIeHTpalijama Koje 0JiroBapajy OHUMa Koje
CMO M MU KOPHCTHJIHM Y HamuM uctpaxuamuma (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, u 1 mg/mL) nakon 48
h y kyntypu (Sheng et al., 2009).

Mehyrum, nako je MTT Tectom aerekoBaH majn meradbonuuke aktuBHocTh MHHA y
NpUCYCTBY XeMorioOuHa (y KoHueHTpauujama BumuM ox 4 uM u 1 uM y kynarypama ca
CBUILCKHM W TOBehHM XeMOTJIOOMHOM, PECHEKTHUBHO), NUPEKTHUM OojemeM hennja TpumnaH
IUIaBUM HHje YyOoueHa pa3iuka y KoHueHTpauuju MHR rajenux ca xemMorioOMHOM, JOK je
BHUjaOWIIHOCT OWiIa HE3HATHO CHIDKEHAa CaMO Yy KyJITypaMa ca BHIIUM KOHIIEHTpalldjama
xemornobuna. Jluckpenanna uMely peanHor Opoja BujaOmiHuX henuja W BUjaOHIHOCTH Kao
pesyaratra MTT Tecra HHje HeyoOHUajeHa TI0jaBa y eKCIIEpUMEHTHMA ca heujcKuM KylaTypama
(Pagliacci et al., 1993; Gordon et al., 2018). Kako ce MTT Tect 3acHHBa Ha Mepery arcopbaHiie
(dbopMazaHa, HEPACTBOPHOT MPOU3BOJIA HACTAJIOT JCJCTBOM MHUTOXOHJIPHU)CKOT €H3MMa CyKIIUMHAT
nexuaporenase (Fotakis & Timbrell, 2006), npomene y Opojy nin GyHKIHjH MUTOXOHIPHja MOTY
OuTH OAroBOpHE 3a ,,naj BUjadbmitHOCTH netekToBaH MTT Tecrom y cutryarujama kaaa HUje
3a0enexxeHa mnpomeHa Opoja hemuja onpeheHa aupekTHUM OpojambeM MO  CBETJIIOCHUM
mukpockoriom (Pagliacci et al., 1993). Ho, xako Ou ce cTekao ayO/bH YBHI Y MOJIEKYJICKE
MeXaHU3Me KOJUM XeMOIJIoOuH ocTBapyje epekaT Ha BujadbuiiHoct MHR Heonxoquu ¢y 1oaatHu
eKCIIEPUMEHTH.

5.5. Xemoznooun modynuwe aoxesuenocm u npooykyujy ROS 00 cmpane xymanux MHB u
IIM K

@darouuTH Urpajy KJbY4Hy YJIOr'y TOKOM JIOKajHE HHQIamanuje Koja Moxke OuTH
MOKPEHYTa Y OJrOBOPY Ha MH(EKIHU]Y, UIN Y3pOKOBaHA ayTOUMYHCKUM peakuujama. LlenTpannu
norahaj koju omoryhaBa oBuM henujama J1a U3 HUpKyJaluje JOCHejy Ha MecTo HHGEKIHje jecTe
eKCTpaBasaliyja Koja ce oJiBhja Kpo3 Hu3 (haza ykibyuyjyhu KoTpspame 1o eH10TeTHuM henujama,
cTabwiHy anxesujy 3a ose henuje um nujanenesy. ['7aBHy yjory y oBMM IpoliecMMa HUIpajy
WHTETPUHU U CEJICKTUHH, MOJIEKYJT eKCIIPUMHUPAHU Ha JICYKOIUTHMA U €HAOTEJICKAM henmjama,
pecriektuBHO (Souto et al., 2011; Alvarez-Zarate et al., 2015; Lavoie & Levy, 2017). ¥V oBoj
JOKTOPCKO] JMCEpTalliji UCHUTaH je edeKaT CBUECKOT M roBeher xeMorjioOMHa Ha aaxe3ujy
MHHN u [IMT y aBe ekcriepuMeHTaliHe MocTaBke: 1) ca mpe-aaxe3unjom, kaja je henujama mnpe
JI0JlaBaba XeMOIJIoOMHa oMoryheHo a agxepupajy 3a IJIACTHKY YMMeE Cy MOKPEHYTH CHUTHalU
Koju JoBojie 1o aktuBaije henuja (Taylor & Weinberg, 2009; Abbas et al., 2016) u 2) 6e3 mpe-
aaxesuje, Kajga cy henvje u XeMOrjioOMH HCTOBPEMEHO J10JIaBaHU y KynType. Hamm pesynrtatu
NoKa3ajli Cy Ja XEMOIJIOOMH ocTBapyje Apyraumju edekaT Ha aJxe3HUBHOCT IPETXOJHO
aktuBupannx MHh u IIMRA y onHocy Ha HeakTuBupane henuje. CBUBCKH XEMOTJIOOMH HUjE
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OCTBapHO YTHUIIA] HA aXE3UBHOCT MPETXOIHO aKTUBHpaHUX henuja, 0K je rosehu cTumynucao.
O6pHyTO, y TecTy 0€3 mpe-anxesnje roBehu xeMornoOuH HUje OCTBAPHO YTHUIIA] HA aIXE3UBHOCT
MHHh u [IMA, 10K jy je CBUECKH XEMOTJIOOWH CHUXKABao.

JlutepaTypHu nojaiu Takohe nokasyjy a XeMOorJIoOMH MOXE OCTBAPUTH TUXOTOM eeKaT
Ha OBY (YHKIIM]CKY KapaKTepHUCTUKY jeykouurta. Hau u capaguunu (1981) mokasanu cy naa
J0JIaTaK XEeMOTJIO0MHA y MHTPANEPUTOHEATHU HHOKYIYM IManoBa (MoJed eKCIIepUMEHTATHOT
MEePUTOHUTHCA) cripedaBa HopMmasiaH uHyke [IMh y neputoneanny mymsunay. Mctu ayropu
MOKa3aju Cy Ja XeMOIJOOWH JI03HO 3aBHCHO CHIKaBa XeMoTakcuuHu oarosop IIMh, nok ne
yTU4e Ha CIIOHTaHy MuTpanujy kako [IMRA, tako atu MHh (Hau et al., 1977). [lonatho, cynpecuja
xeMoTakce Omia je moBehaHa kajga ce XxeMOTJIOOMH J10J1aBa0 AUPEKTHO HA MECTO Tie cy henuje
Owie npucyTHE (a HE Ha MECTO IJIe C€ HaJla3M0 XEMOaTpPaKTaHT), TaKko Ja Cy OBU ayTopu
MPETIOCTaBMIIM J1a XEMOTJOOMH OCTBapyje oOBaj CBOj edekar, mHXUOWpajyhu ekcmpecujy
perenTopa 3a XeMOaTpaKTaHT WM CHUTHAJIM3AIUjy yTeM mera. Freischlag u capagnuiu (1985)
MOKa3aju Cy Jla XeMOTJoOWH JOBOAM 10 CHUXewa anxesuBHoctd [IMh u 3apaBux 3edeBa u
3eueBa KoJl KOjUX j€ MHIyKOBaH neputoHutuc. OBU ucTpakuBauu kopuctuiau ¢y [IM'h nzonosane
U3 TMEepUTOHEyMa, ald U u3 KpBU. IlocToje wcTpakuBama YUjU PE3YyATaTHU TOBOPE O YJIO3HU
XeMorIoOnHa kao xemoarpakranta 33 MHA u nennpurcke henuje KpBu, Kao ¥ J1a 0Baj MOJICKYJ
CTUMYJIHIIIE aJIXe3H1]y ca eHIO0TeICKUM hellvjaMa U TPaHCEHAOTEICKY MUTPALIH]y MOHOILIUTA, YUME
Ce MPETIOCTaBJba J1a OCTBApPYje YJIOTY y €THOJOTHjH U MPpOrpecHju atepockiepose (Buttari et al.,

2007, 2011).

HcrpaxkuBama 0 yTHIAjy XeMOIJIOOWHA Ha aIXE3MBHOCT JIEYKOIUTa rnepudepHe KpBU
CIIpOBE/ICHA CElaM/IECeTUX M OCaMIECeTUX TO/IMHA MPOIUIOr BeKa IpaTHia Cy OHa y KOjuMa je
aHaM3UpaH edekar oBOr MoJieKyaa Ha ¢arouuTtody U npoaykuujy ROS y daronutuma. Hau u
Simmons (1980) nmoka3aiu cy 1a XeMOTrJI00MH HHXUOMpPa (arouTo3y U yHyTaphenujcko youjame
mukpo6a y [IMh. Jla xemornoOuH cHM)KaBa OaKTepUIIUIHY aKTHBHOCT OBHX helja MOTBPIMIN
cy u Welch u capamuunu (1982). Crymuje Lee u capannuka (1979) motBpauie cy 1a 3amaxeH
epexaT xemoriioOMHa Ha XEMOTaKCy, aJXe3MBHOCT, (aromuro3ly W CIOCOOHOCT YyOWjama
OakTepuja 3aBHCH O] JeNa MPOTEHHA KOju caapku rBokhe. Hamm pesynratu mokasyjy na u
CBUIbCKU ¥ TOBehr xemornooun noBoe 10 nosehama npoaykuuje ROS y MHK u [IM'A Ha no3Ho
3aBHMCaH Ha4YMH, ILITO j€ Y CKJIaAy ca pe3y/lTaTuMa UCIUTHBamka e(heKTa XyMaHOT XeMOTJI00MHa Ha
nponykuujy ROS kox HT-29, xymane henujcke nunuje kanmepa koiona (Lee et al., 2006). Abe u
capaguuim (2001) mokaszanu cy na Heo upBeHe henuje (enr. neo red cells) koje npencraBibajy
XEMOTJIOOMH HHKATICYJIMPaH y JIMIIO30ME CTUMYJTHIIY TPOAYKIH]y cynepokcuaa y [IMh. McFaul
u capaauuiy (1994) mokasanu cy 1a XeMOTJI00MH CTUMYJIHIIIE XeMOTakCy | aaxepenity [IMh 3a
xyMmaHe eHjotenHe hemuje ymOmnukamHe BeHe (ednr. human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC) u na ce oBaj edpexar noHuIITaBa Kaja ce y MeMjyM 10/1ajy HeyTpanuiyha aHTuTena 3a
IL-8 u TNF-0, mTo roBopu 0 HOTEHIIMjaTHOM MEXaHU3MY JI€]CTBAa XEMOIJIOOMHA.

5.6. Xemoznobun moodynuwe npoaugepayujy/oughepenyujayujy onpeoebeHux MamudHux
henuja xemamonoese nepughepene Kpeu uoseka

Jla XeMOTJI00MH yTHYe Ha epUTPONOE3y IMO3HATO je jOII O/ MMOHUPCKUX eKCIIepUMEHaTa
KOJU Cy TOKa3aiH Ja MHQY3Mja XeMOrJoOWHA y TJIOJape W Jby/A€ CTUMYJIHIIE €PUTPOINOE3y
(Okamura et al., 1971). Mehyrtum Tauan MexaHH3aM KOJUM CE€ OCTBapyje oBaj e(hekar joul yBeK
HHj€ y TIOTIIYHOCTH pa3jallikbeH, HaKo Ce MPETIOCTaBba Ja YKIbYUyje CUTHAIM3AIN]y MTPEKO Xema
win rBoxha, ogHOCHO moBehama cuHTe3e eputpornoeruna (Okamura et al., 1971). Mueller u
capamaunu (1997) mokasanu cy ga XEMOIJIOOMH MOXE OCTBAPUTH M JUPEKTaH YTHIA] Ha
EpUTPOUIHE MPOTreHUTOpE. Y HCTPaXHBamby KOjeé Cy CIPOBEIU XEMOTJIOOWH je JTOBOJAMO JIO
noBehawa pacrta u audepeHIUjalje XeMaTOMOETCKUX MPOTeHUTOpa, OJHOCHO KOJIOHHjE Cy
nocrajaine Behe u ,,AHTEeH3UBHU]j€ LIpBeHE™ y MpucycTBY Xemoryobuna (Mueller et al., 1997). Uctu
ayropu nokasamu cy n1a CD34" xemaronoercku nporeHuTopu ekcrpemupajy CD163, monexy: 3a
KOJH C€ MPETXOJHO MUCIIWIIO Ja C€ eKIPUMHUPA UCKIbYYMBO HAa Makpodaruma ¥ MOHOIIUTUMA, U
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Jla ce HajBEpOBATHH]jE BE3UBAHEM 32 OBAj MOJIEKYJI OCTBApYj€ YTULAj CI0O00THOT XeMOTJI00MHA Ha
eputpouane mpekypcope (Matthews et al., 2006). JlomaTHO, mMOKa3aHO je Ja CHUTHAJIHA
TpaHCIYKIMja ca OBOT perentopa pe3yaryje y cuaresu IL-6, IL-1p u GM-CSF 3a koje je mo3Hato
Ja uMajy xemaromnoercky aktuBHOCT (Van den Heuvel et al., 1999).

Mehyrum, kako cy Tanaka u capaguuiu (2019) ucrakiu, mpu eKCTparnoaiuju moaTaka
no6ujeHux in Vitro u in Vivo Tpeba OuTH nakJbUB, jep y ycloBuMa in Vivo henuje MUKpocpeanHe
XEMaTOMOETCKUX OpraHa HajBepOBaTHHje INTUTE XEMaToloeTcke henuje oa mpeKoMepHe
KoHIleHTpanje TBokha. Takohe, kox mamujeHata ca XeMOXpoOMaTro3oM (IMPEKOMEPHUM
CKJIaUIITEHeM IBOXkNa y opranusmy), 10 MOBUIIECHA KOHLEHTpAIH]je TBOXkNa 0a3u MOCTENEeHO
Kako 0OJIeCT Hampejayje, Tako Ja OpraHu3aM HMMa BpEeMEHa Ja pa3BHje aJalTHUBHE 3aIITUTHE
mexanusme (Tanaka et al., 2019). Tanaka u capaguuiu (2019) ucnuranu cy yruiiaj reoxha Ha
xemaromoercke hemuje in Vitro u mokaszanu aa cy u nponudepandja u audepeHnyjanuja oBUxX
henuja cHMKEHE y IPUCYCTBY rBOkla, ITO je HajBepoBaTHH]je Nocieania akymynamnuje ROS. Jie
u capagauny (2018) mokasanu Cy HCTO Ha MHUIIIjeM MOJEIY MHUjEIIOANCIUIACTHYHOT CHHApoMa. Lu
u capagaunu (2013) mokasanu Cy a XeMOXpoMaTo3a J0BOIH 110 cMamema opoja CFU-E, BFU-E,
CFU-GM u CFU-GEMM, kao u na je oBaj edekaT HajBepoBaTHHUje MOCPEAOBAH IPOAYKIIH]OM
ROS. Tlpumena xenupajyhe tepanuje U aHTHOKCHIaHAca ycrena je na moseha 6poj MOMEHYTHX
KOJIOHHja XeMaTOIMOETCKUX MPOTeHUTOPA KO MaiijeHara HakoH 6 mecenu (Lu et al., 2013).

Kako ce y HammM eKCriepuMEHTHMa Paauio O JYroTpajHuM Kyiarypama (14 mana), a
xeMmorio6uH je 36or npupoae meaujyma MethoCult nonat jemannyr kaga cy henuje 3acejane,
yOo4YeH edeKaT XEeMOrJIOOMHa y HalluM EKCIePUMEHTHMAa MOXKE C€ MPUITMCATH TOBUIICHO]
KOHIIEHTpaluju rBoxkha y henujckoj MUKpOCpEIHH, CXOIHO TOME Jia je 3a BpeMe MHKyOaluje
HajBepOBATHHUjE JIONUIO JI0 AErpajanuje mporemHa u xema. Melhyrum, 3a yrBphuBame TauHor
MeXaHU3Ma KOJUM XEMOIJIOOMH OcCTBapyje 3amakeHu e(dekaT HEOoNXoJHa Ccy JoJaTHa
UCTpaXKMBama. 300T BEIMKUX WHAMBHUIYATHUX BapHjanuja y Opojy KOJIOHHja XEMaTOMOETCKUX
npekypcopa u3mely naBanana koje Cy MOKa3ajad HaIld Pe3ysITaTH, AAaBaolle CMO MOJCIWIN Y
celaM rpyra Ha OCHOBY TOTa Jia JJM XEMOTJIOOWH JTOBOJHM JI0 CMamemha, MoBehama mim He Mema
6poja BFU-E u CFU-GM kosnonuja. 300r oBakBe BapujaOUIHOCTH, CTAaTUCTHUYKM 3HAYajHE
pasnuke y ykynHoM 0pojy kononuja (CFC) nmm 6pojy mojennnaunux BFU-E, CFU-GM u CFU-
GEMM «kononyuja u3Mely Kynrypa TpeTUPAHUX XEMOTJIOOMHOM M KOHTPOJIHUX KYATYpa HUCY
yOo4eHe, MaKo Cy Hallli pe3yJITaTH MOKa3ajlu MpoMeHy Mop¢oiioruje KoloHHja pOpMHUpPaHUX Yy
HPHUCYCTBY XeMOTTIOOMHa, IITO je y CKIay ca pazynratuma cryauje Mueller u capanauka (1997).

5.7. Xemoznooun mooynuwe sujabunnocm mezenxumckux henuja

ITo3naro je na xana ce Hale BaH hennja, XxeMOrs00MH MOsKe J1a yTuue Ha QpyHKuujy hennja
u kapaktepuctrke TkuBa (Schaer et al. 2013; Coates and Decker 2016). 13 Tor paziora je u y
OKBHUPY OBE JJOKTOPCKE JAUCEpTaIije HCIUTHBAH e(hpeKaT KCEeHOIeHUX XeMOTJI00MHa Ha Pa3InynuTe
henuje mesonepmanHor nopeksa. Hcnurtan je edexkar xemorjsoOMHa Ha pacT, MHUTPATOPHH,
mudepeHnMjaiuoin 1 umMyHoMonaynatopau norennujan [IK-MMH, koje cy kopumihene kao
MOJIENI CUCTEM TPUMapHUX ME3CHXMMCKHX henuja. ['aBHY mpemHocT KopHuimhema MpuMapHUX
xymanux henuja 3a in Vitro aHamu3y OHMOAKTHBHHX jelUIbCHA, Y OJHOCY Ha TPAIUIIMOHAIHO
KopuirheHe TpaHcpopMuUCaHe WM UMOpTaIN30BaHe hennjcke JIMHUje Mpe/ICTaB/ba YHHEHHIIA J1a
npumapHe henuje BepoaocTojHHje ocnuKkaBajy in vivo ycimose (Scanu et al., 2011; Uysal et al.,
2017). Umajyhu y Buay ha XeMOTJIOOMH W3 KJIaHWYHE KPBU MPEJICTaBJba MOJET CHUCTEM 3a
CHUMYJAIMjy OTHYIITakba BaHNENMjCKOT XEeMOIJIOOMHA YClled XeMosiu3e Yy (HU3HOJOMIKUM U
narosonikuM ycinoBuma (Schaer et al. 2013; Coates and Decker 2016), [TK-MM'h nipezacraBibajy
NOroJlaH MOJENl CHUCTEM 3a M3y4aBame OBHUX Ipoueca. Mehyrum, kao mro je Beh pedeHo y
noryiaBjby S5.2. ME3€HXMMCKE MaTW4HE henmje, HEe3aBHCHO OJ M3BOpa M3 KOT' Cy HM30JI0BaHE
IpEe/CTaB/bajy XeTeporeHy henujcKy MOomynanujy 4yuje KapaKTepHCTHUKE 3aBHCE O]l OpOjHHX
daxTopa, ykJbyuyjyhu maBaora, 6poj macaxa y henujckoj kyntypwu, uta. (He et al., 2007; McLeod
& Mauck, 2017; Arnhold et al., 2019). U3 Tor pasniora, UCIUTAIK CMO YTHIId] XEMOIJIOOWHA Ha

120



Huckycuja

(GyHKIHjCKE KapaKTepHCTUKE ME3CHXMMCKUX henuja kopuctehn kao monen u yerupu henujcke
JWHU]E ME30ACPMAITHOT TIOPEKJIa KOje MpeACTaBbajy YHU(DOPMHHU]jE MOIeN cucTeMe y opehemy
ca mpumapuuM hemujama. Mumje hemujcke muuamje: ATDCS, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2CI12
KopultheHe cy 3a UCIIUTHUBAkE YTUIIaja XeMOTJIOOMHA Ha BUJaOMITHOCT, MUTPALIH]y U CITOCOOHOCT
mudepeHInjanrje Ka XOHIPOTeHOj, OCTEOreHO], aIMITOTCHOj M MHOTE€HO] JIO3U, PECTICKTHBHO.

VY ucTpaXuBamHMa aHAIM3E YTUIAja XEMOIJIOOMHAa Ha (YHKIHUjCKE KapaKTEPHCTHKE
Me3eHXUMCKuX henuja omryuninu cMo ce 3a Tpu kKoHrentpauuje (0,1, 1 1 10 uM) nmomro cy Hamm
NPBU EKCIEPHMEHTH ITOKA3aJIM Jla Cy Ce CBE aHAIM3UpaHe Me3eHXuMcke henuje ,,oaenspusane’
OJl TojaJiore Kaga Cy Owuje KyJITHBHUCAaHE Yy MEIUjyMy KOjU je Caap’Kao XEMOTJIOOWH Y
KOHIeHTpauuju Bumoj ox 10 uM. Ilpema HammM ca3HambuMa, y UCTpaKUBambuMa ypaheHHM y
OKBHUPY OBE€ IOKTOPCKE AUCEPTAIlH]je, 10 IPBH ITYT je aHATU3UpPaH e(heKaT XeMOTI00HHA ITOPEKIOM
13 OMII0 Koje OMOoJIoIIKe BPCTE Ha (DYHKIIN]CKE KapaKTEPUCTUKE ME3CHXUMCKHUX hellnjCKuX JINHH]a,
ATDC5, MC3T3-E1, 3T3-L1 u C2C12. [lonatHo, y TUTEpaTypyu HUCY 3a0€JICKEHHU MOAAIH O
YTHIIA]y XeMOrJioOumHa cucapa Ha mpoiudepanujy/Bujadbunmnoct MMK doseka, Beh camo
xemorjoouHa mopeksiom u3 anenua (Le Pape et al., 2017a; (Le Pape et al., 2017b). V cryaujama
y KOjUMa je MCIUTUBAH YTHUIaja XeMOrnoOruHa aHenuaa Ha BujabuiaHoct MMRA u3onoBaHux u3
KOCHE CpKHM 4YOBEKa IIOKA3aHO je Ja KOMepLHjamHo AocTymaH mpomssog HEMOXCell® y
koHueHTpauuju ox 0,025 g/ noBoau A0 cMameme BpeMeHa moTpeOHor 1a ce 6poj oBux henuja
yasoctpyun. JIpyrum peunma, HEMOXCell® je y xonnentpanuju ox 0,025 g/L moBoauo je 1o
crumystaije npoaudepannje MM Hakon 13 nana y kyarypu (Le Pape et al., 2017a), npu yemy
cy henmje 3anprkaBaie cBojy THnU4HY Mopdonorujy cimany ¢pudpodnacruma. Kormenrparuja o
0,05 g/L je mosehana Bpeme notpedHO Aa ce 6poj MMRA u3 kocHe cpxu ynBocTpyun. Heke o
henmja xynTuBHcanux ca oBoM koHenTpanujom HEMOXCell® nouene cy na 3a106mjajy okpyrao
00JINK, IITO je yKa3aJio Ha IyOJbeHhe CBOjCTBA aIXEPEHIIE 3a INIACTUKY. McTH ayTopH IoKa3anu cy
na 0,025 g/L HEMOXCell® crumynume npomudepaujy MMR U3 KocHe CpXH H Y OCTEOTEHOM
mudepenmujaimonom Meaujymy (Le Pape et al., 2017b).

Pesynararu noGujeHn y OBOj JOKTOPCKO] AWCEPTAIMjU MMOKa3yjy Ja CBHUECKH M roBehu
XeMOIJIOONH y HIDKUM KoHIeHTpanjama (0,1 pM) ne yruuy Ha Bujabunnoct [IK-MMH, ok y
BuinuM KoHneHtpamujamMma (1 u 10 pM) crumymumny Bujabwinoct [TK-MMh nHakon 72 h
UHKYyOanuje (Hajayxe BpeMe HHKyOaluje NpuMemeHe y 0Boj cTyauju). Hamm pesynraru y kojuma
CMO aHaIM3UpaIH eeKaT HAaTUBHOT XeMOTTIOOMHA U30JI0BAHUX U3 EPUTPOLINTA JIBE BPCTE CHCApa,
ce HE MOTY JMPEKTHO MOPEAUTH ca pe3yaTaTuMa eKCliepuMeHaTa y KOjUM je UCIIMTUBAH yTULaj
XEMOTJIOOMHA MOPCKHUX aHENU/Ia, jep j€ XeMOTJIOOWH aHeIuaa OrPOMaH MOJMMEPHHU BaHNEIN]CKU
OpOTEeHH, JApyraudje CTpyKType U (YHKIMOHAJIHUX KapaKTepucTHKa Yy mnopehemy ca
xeMmoriioonHoM knumemaka (Zal & Rousselot, 2014).

Behu 6poj nctpaxuBaykux rpyna UCIHUTAO je epeKkaT XeMOrJI00MHa Ha BHjaOMIIHOCT KaKo
HOpPMaJIHUX, Tako M TyMopckux hemwuja. Lee m capaguunu (2006) mokazanu cy ga XymaHH
XeMOrJ00uH cTumynuiie nponudepanujy henuja kanuepa konona (HT-29 u LOVO) 1 HOpMamHuX
¢udpodmacta komona (CCL-33Co henmjcke mwHMje) Ha JO3HO 3aBUCAH HAuWH. Y
KoHIeHTpauujama ox 0,25, 0,5 u 1 mg/mL Xxymanu xeMorjaoOMH HUje YyTHIA0 Ha BHjaOMIIHOCT
HUVEC henuja nakon 18 h unkybarmje (Kuck et al., 2018), anu je nyxa unkybanuja (24, 48 u
72 h) goBoamna 10 cMamema BHjaOWMIHOCTH OBUX henvja KyATUBHUCAHUX Ca XEMOTJIOOMHOM
(Fischer-Fodor et al., 2011). Roth u capaguauim (2014) ucnuranu cy yTuiaj XymaHor, roeler u
XeMOTJI00MHa KUIIIHE TIKMCTe Ha BUjaOWiIHOCT henuja rimoma y KoHueHTpanujama ox 1-5 g/L u
MOKa3aJIk J1a CaMO XyMaHU XEMOTJIOOMH JTOBOJM JI0 3HAYAJHOT CMamermha BHUJaOUITHOCTH OBHX
henuja, anu UCKIbYYMBO y YCIOBUMA XUITOKCH]je (KOHIIEHTpAIMja KUCEOHHKa Mama oA 5%). Mako
HHUje 10BOaMO 10 mpomene BujabmmHocTH C3A henmja (henujcka JMHHMja XyMaHOT XermaToMa),
npuHoc henrja rajeHux y OMopeakTopy ca MeJiijyMOM CYTUIMEHTHCAHUM roBehjuM XeMOr100MHOM
(15 g/L) 6uo je nymmo Behm y omHocy Ha henuje rajeHe y CTaHAApIHOM MeEIUjymy 0e3
xemorno6una Hakon 14 mana (Chen & Palmer, 2010). Ucnutupama yrunaja HEMOXCell® y
henwjckoj KynTypH 3amodera Cy aHaJIu30M yTHIIaja OBOT MPOU3BO/IA Y IMIUPEM KOHIIEHTPAIIU]CKOM

121



Huckycuja

omcery (0,125-2 g/L) na BujadunHoct henmujcke muanje CHO-S y BuiegneBHEM Kyntypama. Tako
je moxasano na je HEMOXCell® ne ocTBapyje 3Hauajan yruuaj Ha lag dasy pacra opux hemmja y
KYATYpH, 0K aMIiunukyje ekcrioneHnujanny (10g) dbasy Ha 10310 3aBucan HaunH. Tek cy BuIe
kounentpanuje (1 u 2 g/L) moBoauie 10 cMamema BujadbuaHocTr oBux henuja (Le Pape et al.,
2015). IMentun nopeksiom oj roBeher xemorioOWHA HCIOJBHO je C1a0y HUTOTOKCHYHOCT Ha
MIAPaCa-2 henujcky nuHH]y KaHIepa MaHkKpeaca y koHueHtpamujama oa 0,1 mo 0,4 mg/mL
HakoH uHKyOanuje ox 72 h (Wang et al., 2017b).

I'pyna ucrtpaxkuBauya u3 IllaHraja ucrnuTHBaNia j€ YTHUIA] XEMOTJIOOMHA W HHETOBHUX
JeTpaJaliMOHUX MPOU3Boa Ha henuje HepBHOT crcTeMa. Tako cy mokasaju Ja XeMUH HakoH 24 h
(m 6 h mperpermMana ca XeMOrJ00MHOM) JOBOJHU JIO JIO3HO 3aBHCHOT CMameHha BHjaOMIIHOCTH
NpUMapHHUX MAIlOBCKUX acTpouuTa y KoHieHTpanujama ox 0-60 uM (Yang et al., 2017). Ucru
ayTOpH TI0Ka3alu cy Aa roBehu xemornoouH y koHneHTpamujama ox 0-30 uM Ha J103HO 3aBUCAH
HauyMH noBehaBa BUjaOWIIHOCT MPUMapHUX NaoBckux acTpouuta HakoH 24 h (Yang et al., 2018).
OBa cTyauja MOTBPAMIIA je pe3yaTare J0 KOjuX Cy mperxoaHo mouutd Lara u capaguuiu (2009)
KOjH Cy IMOKa3aju Behy 0CeT/bUBOCT HEypOHA Ha TOKCUYHOCT XeMoryioonHa u xema (rmo 10 pmol/L
ToKOM 12 h) y 0IHOCY Ha acTpOIUTE: MAIOBCKH XEMOTJIOOMH M XEM CYy CMambHBaJIl BUjaOMITHOCT
HepBHUX henuja u HUCY ucoJbuaH eekat Ha acTponute namosa. Ciauano, Ortegon u capagauIU
(2002) moxkaszamu cy Aa XyMaHH XEeMOIJIOOMH JOBOJHM 10 CMambeiha BUjaOMIHOCT (eTarTHuX
HepBHUX henuja manoBa y KoHIeHTpanrjama ox 2 u 6,5 g/dL Hakon 24 h unkybamuje.

Pesynratn mnpukazaHu y OBOj JOKTOPCKOj MIHCEpTallju TOKa3yjy JAa je VYTHII]
XeMOTJI00MHA Ha BHjaOMITHOCT ME3EHXUMCKHUX henrja 3aBUCHO Of] THIIa ME3eHXUMCKUX hennja u
nopekyia xemorsioonHa. Tako, HAKOH NPOJIA3HOT CMamema, roBehu XemorioOuH J0BOAM 10
noBehama BujabumHocTH [IK-MM, 3T3-L1 u C2C12 henuja HakoH 72 h, amu cmamyje
BujadbunHoct ATDCS5 nu MC3T3-E1 henuja. CBUBCKM XEMOIJIOOMH je MpaTHO OBaj oOpasarl
yrunaja Ha BujadbunHocT [IK-MMRA, ATDCS nu MC3T3-E1, anu ce meroB edexar Ha BUjaOMITHOCT
3T3-L1 u C2C12 henuja paznukoBao o edekra ropeher xemornodbuna. CBUBCKH XEMOTJIOOHH je
cmamuBao BujabmwiHOocT C2C12 henuja y Bumum konneHtpanujama (1 u 10 uM), ok je yTuiaj
CBUILCKOT Xemorniobuna Ha BujabmwiHocT 3T3-L1 Ouo nuxoroMm, y HajBUIINO] HCHUTHBAHO)]
KOHIIGHTpAaIljU J€ CMamHUBa0 BHUJAOMIIHOCT, MOK j€ HCHOJBHMO CTUMYJIATOPHU edekar y
koHueHTpauujama o 0,1 u 1 uM nakon 48 u 72 h. Cmameme crenena npoaudepanuje [IK-MMh
HakoH 24 h 6wio je y cariacHOCTH ca pe3yJiTaTuMa yTHIlaja XeMOorjIo0MHa Ha henmujcKu UKITyC
oBHX henMja KOju Cy mokasaju Ja Jfoja3u o npoiasHor 3actoja y G0/G1 ¢a3u Hakon 24 h y
KynITypu ca xemorioOunoM. OBaj edekar je moyeo na cnadbu HakoH 48 h y xkyntypu henuja ca
roeehuM XeMorioOMHOM M OMO y MOTHYHOCTH MOHUINTEH y KyiaTypama henuja ca CBUECKHM
XeMorJIoOMHOM 3a ucTo BpeMme. JlonaTHo, Opoj anontorckux henuja y kynrypama [IK-MM* ca
XeMOTJI00MHOM OHMO je HM3aK M Ha HUBOY OHOT y KyATypama henuja rajeHuX y CTaHIapJIHOM
Meaujymy. Hu cBumcku Hu rosehu xemornoOuH y koHueHtpauuju on 0,1 uM Hucy gosenu a0
npomeHe kioHoreHor norexniujana [IK-MMR, nok cy y BummM (1 u 10 pM) koHLIEHTpalujama
cmamuBaiii 0poj CFU-F kononnja. CXoqHO CBEMY HaBEIEHOM U YMHH-CHUIIH J1a j€ KOHIIEHTpaI1ja
on 0,1 puM poBena 1o mnpomeHa henujcke BHJaOMIIHOCTH HajMamer HWHTEH3UTETa, OBa
KOHIICHTpallrja je n3adpaHa 3a J1aJbe UCITUTHUBAE YTUIAja XeMOTJIO0MHA Ha AU epeHI]jalluOHN
KaraiureT Me3eHXUMCKHX henuja.

5.8. Xemoznooun modynuwe mucpamopnu kanayumem mezenxumckux henuja

[Tomaum u3 nureparype nokasyjy aa [IK-MMh najsepoBatHuje Boje nopekio ox MMh
U3 KOCHE CpXH KOje y OJrOBOpY Ha pa3lIMuUTe CHTHAJIC MHUKPOCPEIHHE olTeheHOr TKhBa
MHTPUpPajy KPO3 €HI0TeN U OWBajy MpUBYYECHE HA MECTO MH(IaMaIfje Win MOBpeae Te MOTy
OCTBApHTH CBOjy pereHepaTtusHy yiory (Bianco et al., 2008; Trivanovi¢ et al., 2013a; Alvarez-
Viejo, 2015; Gonzalez-Garza et al., 2018). Maxko jour yBek HUCY [TO3HATH CBU (DAKTOPH YKIbYUCHH
y OBaj IMpoIec, 3HAa Ce Ja MHKPOCPEIMHA TPOU3BOAM IUTOKHUHE, XEMOKHHE W Jpyre
XeMoarpakTanrte koju crumynuinry murpanujy MM (Nakamizo et al., 2005; Son et al., 2006).
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[Tomanm U3 nmuTEepaType O yTHIA)y XeMOTJIO0MHA U HETOBUX JeTpaJallMOHUX MPOU3BOAA
Ha MUTPATOPHY CIIOCOOHOCT Me3eHXUMCKUX henuja cy perku. Bo u capagaunu (2015) mokazanu
cy na HbAlc (rmuMKo3uiaoBaHM XEMOTJIOOMH HM30JI0BaH W3 KPBH TNalujeHaTa 00oJenux oj
nujaderec MenuTyc Tun 2) moBoau jgo uHxuOunuje murpanuje HUVEC hemuja y cBum
UCTIIMUTUBAaHUM KOHIeHTpauujama. ROth u capaguuim (2014) ucnutanu cy yTHIa] XyMaHor,
roBeher u xemornoOuHa KuiiHe rimcte (ormcer KoHueHTparnuja 1-5 @/L) Ha murparopuy
crocoOHOCT henuja riaroma Npyu pa3InIUTUM KOHIEHTpauujama kuceonuka (19%, 5% u 1%). ¥
CBUM €KCIIEPHMEHTATHUM ITOCTaBKaMa, XeMOTJIOOWH HHjeIHE BPCTE HHUjE JIOBOJIHO JIO TPOMEHE
MHUTpaTopHe crocobHocTH henuja rimoma y ,,scratch® tecry, usyseB roseher xeMorao0uHa Koju
je y xonuenrpauuju ox 0,5 g/L, npu KOHIEHTpalKju KUCEOHUKa 01 5%, CTUMYINCA0 MUTPALIH]y
oBux hemuja (Roth et al.,, 2014). C nmpyre crpaHe, XeMOIJIOOMH KHIIHE TIUCTE je Y HCTO]
KOoHIeHTpauuju npu 1% Oz 3Ha4ajHO cCMamkUBAO MUTPATOpHU KanamurteTa. Wang u capaaHuim
(2017b) nokazanu cy na aBa O NET TECTHPAHMX IMENTHAA TOPEKJIOM O roBeher xemorioonHa
uHxuOupajy murpaiujy MIAPaCa-2 henuja y ,,scratch® tecty 3a 50% u 30% y omHOCy Ha
KOHTPOJHY rpyny HakoH 72 h y xyarypu,. Kako je mokazaHo W mpu aHauu3u yTHIaja Ha
BHjabuiiHOCT henmja, TOHOBO je edekaT XeMOorjJoOWHa 3aBHCHO O] BPCTE M3 KOj€ j€ M30JIOBaH,
PUMEHCHE KOHIICHTpAIHje, BpeMeHa nHKyoOanuje u Tuma henwja. Hamum momany mokasyjy aa je
edeKkaT CBUEBCKOT M ToBeher xemoriioOnHa 610 npeIOMUHAHTHO 0J1aro CTUMYJIaTOpaH, ITO 3HAYN
Ja XeMorjnoOmHu HuUcy moBehaBamu murparopuu kamanuter [IK-MMh, ATDCS, MC3T3-E1,
3T3-L1 u C2C12 henuja 3a Buie ox 10%. OBaj npeJOMUHAHTHO CTUMYJaTopaH edekar je y
CKJIay ca pesyiaratuma aobujeHuM y cryanjama Roth u capagnuka (2014). McnosbaBame 0BOT
CTHMYJIATOPHOT e€()eKTa y HAIIUM €KCIIEPUMEHTHMA je Takole 3aBucuiio of tuna henuja, Bpcre u3
KOje je XEeMOTJOOMH H30J0BaH M TNpPHMEHEHEe KOHIEHTpamuje. Tako cy xemorioOuHu o00e
XKHUBOTUICKE BpcTe cTumynucanu murpaunjy ATDCS henuja, 1ok je camo roehu xemornooux
ocTBapuo oBaj edekat Ha murpanujy C2C12. Cauuan TpeH] 3aMaxeH je y eKCIepuMeHTHMa ca
[TK-MMT: cBUICKH XeMOIJIOOMH HHje OCTBAPUO YTHIIA] Ha MUTpAIUjy OBUX henuja, AOK jy je
roBehju XEeMOTJIOOMH CTHUMYJIMCAO y BHIIMM KOHIEHTpamujama. CTuMynaTopHH edekaT Ha
murparopuu norenuujan MC3T3-E1 henuja octBapuia cy 06a XxeMorsioOnHa y KOHIEHTpaluju
oxn 1 uM. IMoreHnujamHu cTUMYIATOPHU eekaT xemorinoouHa Ha murpaiujy 3T3-L1 auje morao
OUTH yOUeH y NMPUMEHEHO] eKCIIEPUMEHTAIHO] MOCTAaBIM CXOJAHO TOME Jia Cy oBe henuje umaine
U3pakeHy CIIOCOOHOCT CITIOHTaHe MUTpalije U HakoH 24 h crionTaHo 3aTBapaiie ,,0rpe0oTHHY .

5.9. Xemoznooun cmamyje oughepenyujayuonu kanayumem mezenxumckux henuja

BepoBaTHo HajBakHM]ja U HajBUILIE IpoyyaBaHa (PpyHKIM]jcKa kapakrepuctika MM jecte
BHUXO0Ba CocoOHOCT Audepenuyjanmje. Kako Hoce ped ,,Me3eHXUMCKE™ y CBOM Ha3uBY, OWIIO je
OUYEKMBAHO MPETIOCTAaBUTH, a 3aTUM j€ U JI0Ka3aHo, Jja ce Mory audepeHuuparu y henvje Tkusa
ME30JIEpMaIHOT TIOpeKJIa, YKJbydyjyhH MacHO, KOIITAaHO, XPCKaBMYaBO M MUIIMNHO TKHBO
(Pittenger et al., 1999; He et al., 2007; Cesselli et al., 2009; Gao et al., 2014). Mehytum, nokazano
je aa moteHuujan 3a gudepenuujaurjy MMTH npeBasunasu rpaHuie TKMBAa ME3E€HXHMCKOT
Mopekyia M Ja ce OBe henmuje mory audepeHmupatu v y henwje ekrojepma M eHo0JepMa,
ykibyuyjyhn xematornute (Petersen et al., 1999; Schwartz et al., 2002), neypone (Tropel et al.,
2006) u kapauomuonmte (Pijnappels et al., 2008; Ayuningtyas et al., 2020). Jenan o1 kputepujyma
nponucaHux oj crpaHe MelhyHapoaHor apymTBa 3a henujcky Tepamujy 3a KapakTepus3alujy
u3onoBanux henrja kao MM jecte u moreHnujan 3a MyATHUNOTEHTHY audepenuujanujy. To
noapasymeBa udepeHIUjalrjy y TMpaBly HajMame TPU J03€, OCTEOreHe, aJuIoreHe u
XOHPOTEHE MO/ CTaHJapIHUM YCIIOBHMA 3a audepeHiujanmjy in Vitro u Taj moTeHmujan ce y
HaluM JadopaTopujaMa pyTHHCKH ucnutyje. CXOAHO TOME, OJUTYYHIIA CMO JIa TECTUPaMO YTHIIA]
CBUICKOT M ToBeher xemormobmHa Ha cmocoOHocT I[IK-MMh na ce audepenmupajy ka
OCTEOT€HOM, XOHJPOT€HOM M aJUIMOr€HOM TKHUBY M JOAATHO, MOKYIIAIH CMO Ja MHAYKYjeMO
MuoreHy audepeHiujanyjy opux hemmja. [lapanenno ca oapehenum Tumom audepeHIujaimje
[IK-MMN, unzaykoBaH je MCTU THN JaudepeHIMjanuje koj oaronapajyhe hemujcke nuHyje:
octeorena audepeniujanuja MC3T3-E1 henuja, xounporena nudepennumjanuja ATDCS henuja,
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aaunoreHa audepennujauuja 3T3-L1 henmmuja u muorena nudepennmjanuja C2C12 hemumja. Y
OKBUpPY OBE JIOKTOPCKE JWCEpTaIje YCHeId CMO Ja HWHAYKYjeMO CBE HaBEICHE THIIOBE
nudepeHnrjanyje CBUX HCIUTUBAHUUX hemnuja, ca u3y3eTkoM MmMuorene nudepennujanuje 11K-
MMMH. Ilo3naro je na mukpocpennna MMh, ogHOCHO M3BOpP M3 KOT Cy M30JI0BaHE, yTUYY Ha
BHUXOB JU(PEPCHIIMjAllMOHN U YKynaH pereHepatuBHHM noteHuujan (Kukolj et al., 2018, 2019;
Obradovic et al., 2019), tako ma Huje HeoudekuBaHo mro cy [IK-MMHh usryousne crocoGHOCT
mudepennmjanyje ka mMumuhaom TkuBy. Kako cy Hamm pe3ynTatd Mokasald Ja CBUIGCKU U
roBehu xemornobwH He ytuuy Ha mudpennujannjy [TIK-MMh kanma ce nonajy y craHmapaHu
MeAMjyM 3a KyJITuBanujy henmja, yTuiiaj XeMOrIoOWHA je MCIHUTAH J10JIaBalkbeM CBHEHCKOT WIIH
roBeher xemoryioouHa y oaroapajyhu audepeHijauoHd MeaujyM. Y CBUM €KCIIEpUMEHTHMA
KOjUMa je MCIUTUBAH yTUIaja XeMOIJIOOMHA HA CIOCOOHOCT Au(epeHnrjarje Me3eHXUMCKUX
henuja xopumheHn cy CBUICKM M ToBehn xemornoOuH y xoHuneHntpanuju ox 0,1 uM. 3a oBy
KOHIICHTPALKjy XeMOIJIOOMHA CMO Y TIPETXOJHUM EKCIIEPUMEHTHMA MOKa3ali J1a UMa HajMambe
u3pakeHe e(heKTe Ha BUjaOMITHOCT U MHUTPAIU]y ME3eHXUMCKHX henwja.

5.10. Xemoz2nooun cynpumupa xonopozeny ougpepenyujayujy mezenxumckux henuja

Toxom emOpuonanHor passuha, MM ce nudepenunpajy y Xonapooiacte u XOHIPOIHUTE,
nposiazehu Kpo3 Mpolec XOHIPOTreHe3e. XOHIpOreHe3a ce JeliaBa Kao pe3yiaTarT TpyIucama
Me3eHXUMCKuX hemmja koje ekcrnpumupajy kosaren tuma I, III u V u audepenuujanuje
XOHJIPOIIPOTCHUTOPCKUX henrja Koje eKCIpUMHUpajy KoJiareHe CrHenu(udHe 3a XPCKaBUYABO
TkruBO — konaren tuma I, IX u XI (Xu et al., 2008; Yue, 2014; Tiruvannamalai Annamalai et al.,
2016). Ilpe mouerka xonaporeHeze, MMA cy okpyxeHe BaHWENHjCKUM MAaTPUKCOM KOjH Ce
OJIJIMKYyje 3HAa4YajHOM KOJIMYMHOM XHjallypoHa Koju oMoryhaBa mokperame cieneher kopaka
xoHaporenese — (paze rpynucama. Tokom oBe paze, MMA Memajy 001uK, rydoe HacTaBKe, OCTajy
OKpyriiacTe, MpUOJIMIKABajy Ce je[Ha IPyroj M ycrocTaBibajy MelycobHe konrtakte (Goldring,
2012). V hemujckum MemOpanama OBHMX henuja, TpPUCYTHH cy N-KaaxepuHH, CHHICKAaH,
anxe3uBHU MoJieky HepBHuX henuja (enr. neural cell adhesion molecule, N-CAM) u unTerpuny,
JIOK ce y BaHNeJIjCKOM MaTpUKCY KOjH HCITyhaBa mpoctope u3Mely henuja Hanase ¢puOpoHeKTHH,
JaMUHHMH, BEPCUKaH, TEHAaCUMH W XOHAPOUTHH-CyNI(paTHU mpoTeoriukanu. IlocpeacTBom
UHTETpUHA, henmje yCIocTaBibajy KOHTAKT Ca TIMKOIMPOTEMHCKUM KOMITOHEHTaMa MaTpHKCA.
AKTUHCKHU (PMITaMEHTH KOJU YCIIOCTaBJbajy KOHTAKTE Ca XMjaJypOHAHOM M TEHACLUHOM IPEKO
BEPCUKAHCKUX MOJIEKYJIa, JOBOJIE IO MpoMeHe 00yinka henrja yuMe UX MOJACTHYY Ja KPeHy Ka
cieaehoj ¢da3u xoHaporeHese — nudepeHIpamy NPEeXoHAPOoreHux henmmja y XoHapoOsiacTe u
xonapormute. TokoM oBe (aze j0a3u 10 MpoMeHe KOJTMYMHE U cacTaBa BaHNENNjCKOT MaTpUKca.
Konnunna matpukca ce nosehasa, na henuje nocrajy ynabeHuje jeiHe o Apyrux. PUOpOHEKTHH,
BEPCUKaH ¥ JJAMUHUH C€ IOCTEIIEHO 3aMemYjy KOMIOHEHTaMa MaTpUKca XPCKaBHIIE, TPE CBEra
konaresom Tuna 11 n arpexanom (Serban, 2007; Yue, 2014). Ose npouece kouTponuury TGF-p,
dakTop pacra pubpodnacra (enr. fibroblast growth factor, FGF) u mopdorenercku nporenn
koctH (enr. bone morphogenetic protein, BMP) (Kobayashi et al., 2005; Yoon et al,. 2006; Geurts
etal., 2011).

VY 0BOj IOKTOPCKO] IUCEepTalMjU T00UjE€HH Cy pe3yaTaTu Koju Mokasyjy aa je Huso ['AT
(umyHOXeMmujcku JeTekToBaH cadpaHuH O 0ojemeM) OO HUKHM HAKOH MHAYKIIM]E€ XOHJIPOreHEe
mudepennmjanmje [IK-MMA u ATCDS y XonzaporeHoMm audepeHLnjaljoHOM MEeIujyMy ca
JOJIATKOM CBHUECKOT MM ToBeher xemorjoOuHa. OBakaB pe3yiTar yka3yje Ja oOBa JBa
XeMOTJIO0MHA CMamyjy KanaluTeT XOoHAporeHe qudepennrjanyje ananuzupanux henuja. Egexar
XEMOTJIOOMHA Ha eKCIPEeCH]y TeHa KOju MPEICTaBIhajy MapKepe XOHAPOTeHe nudepeHIujaimje
3aBHUCHO j€ 01 XOMOT€HOCTH henujcke momynaiuje, kKao u of gaze XxoHaporeHe nudepeHIujammje.
Haume, Xu u capagauiu (2008) cy xopucrehu RT-PCR ommcanu BpeMEHCKe MpPOMEHE y
eKCIIPECHjH T'eHa YKJbYUEHHX Y XOHIporeHy audepenmujamyjy MM in vitro u Ha ocHOBY cBOjUX
pesynrara pa3Buiau mieMy ¢asza XoHaporeHe audepenuujanmje. Ilpema oBumM ayropuma,
XOHAPOTEHH MapKepH UMajy crienrdruyad BpeMeHCKH o0pasall eKcrpecHje Koju 1e(huHHIIY CBaKy
onx yetnpu (aze xoHaporene audepenujanuje. Y npsoj dasu (0-6 mana) konaren tumna [ u VI,

124



Huckycuja

kao u Sox 4 u BMP-2 nokasyjy HajBuie crenene ekcrnpecuje. Jpyra ¢asa (6-12 nana) onmnukyje
Cce MaKCHMyMHMa EKCIpecHja I'eHa 3a OJIMTOMEPHU MATPUKCHH MPOTEHH XPCKABUIIEC, BE3HH
NpOTEeUH XHjadypoHa W muporeornukana (enr. hyaluronan and proteoglycan link protein,
HAPLNL1), komaren i XI 1 S0x9, 10K je reHcKa eKcrpecHja MaTpriinHa 3, ,,nomeobox 7¢ rexa,
xonapoanxepuHa 1 WNT 11 nporenna Hajseha y dasu 111 (1218 nana). henuje y uetBproj dazu
xonaporene audepennyjanuje (18—24 nana) MakCMMaJHO EKCIPUMHpPA]y Te€HE 3a arpekas,
konaren tun IX, II u X, octeokanuuH, GpuOpOMOITYINH, MPOTEUH TOBE3aH Ca MapaTUPOUIHUM
xopmonoM (err. parathyroid hormone-related protein, PTHrP) u ALP. Ox cBuX HaBeaeHHX
MapKepa, MU CMO y HaIllUM EKCIIEPUMEHTHMMa aHallM3e YTHIlaja XeMOIJIOOMHA Ha CHOCOOHOCT
xonaporene nudepennujanuje [IK-MMh u ATCDS ucniuranu excripecujy SOX9 y I[IK-MMA u
ATDCS5 kao rmaBHOT TPAHCKPHUIIITMOHOT (haKTOpa KOjH peryiuile pa3Boj XpCKaBHYaBOT TKUBA, U
KOjH je aKTHBaH TOKOM IeJIOr mporeca XoHaporene audepennujanuje (Lefebvre & Dvir-
Ginzberg, 2017), xao u konareHa tun XI, koju mo mozaeny Xu u capaanuka (2008) npencrassbajy
Mapkepe npyre ¢daze xonaporeHe audepenuujanuje. Takohe, aHamuszupanu cmo obpacie
excnpecuje konareHa tun I y IIK-MMh kao mapkepa mpse (asze xoaporene audepeHuujamnmje u
konarena tuna Il y ATDCS henmjama kao mapkepa IV ¢dasze. Hamu pesynraru mokasajy na
napaieiaHo ca cMamemeM canpxaja Al y [IK-MMh u cBumcku u roBehn XeMorinoOuH J0BoIe
no cHmxkema ekcnpecuje SOX9 rena (mapkep II ¢aze xonaporene audepeHuujanuje), IT0K
CTHMYIIMIIY €KCIIpecHjy TeHa o0a aHanm3upaHa KoylareHa, kosnarena tun I (mapkep I ¢aze) u
konareHa tumn Il (mapkep IV dasze). Edekar roseher xemornoOuHa Ha €KCIpecHjy TIaBHOT
perymaropa xonjaporeHe maudepennujamuje (SOX9) 6uo je MOTeHTHUjU y OgHOCY Ha edekar
CBUILCKOT XEMOTJIOOHMHA, 10K j€ CBUELCKU XeMOrIoOuH y mopehemy ca rosehum noBoauo 1o Behe
ctumynanuje ekcripecuje reHa COL2A1. Kako [TK-MMh npencraBibajy XeTeporeHy HOIyJIaiujy
hemmja (Uysal et al., 2017), oueknBaHO je 1a yTHIA] XeMOTJIOOMHA HAa €KCIPECH]y XOHIPOTCHUX
MapKepa MOKe€ OWTH pas3iIHuuT y pa3auuuTHM (azama XOHIporeHe auepeHIujanmje OBHX
npumapHux henuja. Hacynpor IIK-MM, ekcrnpecuja reHa 3a KacHE XOHIPOT€HE Mapkepe y
ATDCS henujama auje nerekroBana RT-PCR meTonom, mTo je yka3ano Ha TO Jia Cy oBe hemnuje,
Ka0 XOMOI'€H MOJIEJI CHCTEM U TeHeTHYKH uaeHTr4Ha nomynamuja (Carter & Shieh, 2015) 6une y
II ¢asu mponeca xouaporene nudepeHnujanyje. Hamm pesynratu nokasanu cy 1a HakoH 7 JaHa
y KyJITypH, TOBehi XeMOTTIO0MH JOBOJIU /IO CMak-€Hha HUBOA EKCIIPECHj€ CBUX JIETEKTOBAaHHUX I'eHa
(Sox9 i Colllal) y ATDCS henujama, mro je y CKJIaay ca pe3yaratuma gooujeHum cadpanun O
6ojemeM. Mehyrum, nako je cagpxkaj [Al' y ATDCS henmujama KyaTHBHCAaHUM Y NPHUCYCTBY
CBHUIHCKOT XEMOTJIOOMHA OO CMameH y OJIHOCY Ha henuje rajeHe y meanjymy 0e3 xemorjaoOuHa,
CBUI,CKM XEMOIJIOOMH je JI0OBEO JI0 CTUMYyNaluje ekcrnpecuje SOX9 reHa, Aok je edekar Ha
excripecujy Colllal 6uo unentuvan edekry ropeher xemoriaoouHa.

JlutepaTypHH MoAaly O AUPEKTHOM YTHUIA]y XEMOIJIOOMHA WJIM XeMa Ha XOHJpPOTeHY
mupepenuyjan)y MMA unu Mesenxumckux henujckux nMHMja He moctoje. JIBe crynuje
UCNHTANE Cy YTULA] pa3IMUUTHX jeiubemba rBoxkha Ha XoHaporeHu kanauuter MMA nopexiiom
U3 KOCHE CpKH, Yy IMJbY pa3BOja pa3IUUMTHX henujckux obenexuBaua. Papadimitriou u
capagauim (2014) mokasanu cy na reoxle-caxaposa JOBOIHM 10 MoMepama (ase eKcrpecHje
SOX9 u COL2AlL rena. Y npuCyCTBY OBOT JeIUCHA, Y OJHOCY Ha HeoOenexeHe henmje ncror
JlaHa XOHJporeHe audepeHLujayje, NETeKTyje C€ CHIKEH HHUBO €KCIIpecHje HMCIUTHBAHUX
Mapkepa Koju ce kacHuje nocreneno nosehasa. Roeder u capamuunm (2014) nodwnu cy ciuyHe
pesyirare y ekcnepuMeHTuma obenexxkaBatba MMh ca cyneprnapamMarHeTHUM rBohe-OKCHIOM
KOje je Ha JI03HO 3aBHCaH HAYMH CHIDKABAO EKCIPECHjy XOHAPOTEHHX Mapkepa. Mehyrtum,
JI0JJaTHA UCTPAKMBamba HEONXO/IHA CY Ja OMCMO MOTBPIMIM Ja je edekaT XeMorIoOruHa MmoKa3aH
y HaIllUM €KCIIepUMEHTHMa 01O MOoCIeanIa yTUIlaja XeMCKOT TBoXa.

5.11. Xemoz2nooun cynpumupa ocmeozeny oughepenyujayujy mezenxumckux henuja

VY Toky eMOpHOHATHOT pa3Buha, CKEJET ce pa3Buja O TPU Pa3IUUIUTE JIMHH]E: O] COMUTA
HAacTaje aKCHjaJHM CKeJeT, OJf Me30JepMa JaTepajHe IUIode HacTaje CKeleT yaoBa U Of
KpaHHjaJlHe HeypallHe KpecTe HacTajy OpaHXujaaHH JyK U KpaHHodalrjaaHe KOCTH U XPCKaBHIIA.
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[Toctoje nBa rmaBHa HauMHA (GOpPMHpama KOCTH]Y U 00a yKIby4yjy TpaHcopMalujy noctojeher
ME3EHXHUMCKOT TKHBA Y KOIITAaHO TKUBO. J[MPEKTHAa KOHBEpP3Hja ME3EHXUMCKOT TKUBA Y KOIITAaHO
TKHBO, O3HAU€Ha je Kao MHTpamMeMOpaHcKa ocu(UKalKja U Ha OBaj HAYMH HACTAjy MJHOCHATE
KoCTH. [yre KOCTH HacTajy mpoIecoM YHYTapXpCKaBU4aBOT OKOIITaBamka KOje ce YeCTO Ha3uBa U
uHAMpeKTHUM okornraBameM (Gilbert, 2000; Serban, 2007).

I[IpBa Ha3HaKa J1a je mpoLec MHTPAaMEMOPAHCKOT OKOIITABAka 3aII04ue0 je MPHOINKaBambe
U TpyIucame ME3CHXUMCKHX hemuja, TokoM Kor henvje Memajy cBoje MOPQOIIOIIKE OTHKE O
3Be3JJOIMKKX henmuja ca JyruM U TaHKWUM IUTOIIa3MAaTCKUM HAcTaBIMMa, 10 KOUKacTux hemuja.
Ha oBaj naunn henuje oOpa3yjy jeaHy BpCTY OCTpBIa, yHyTap KOT BeoMa Op30 Joia3u 0
JICTIOHOBAa OPTaHCKMX KOMIIOHEHTH MaTpUKCa — MPOTEOTVIMKAHCKUX MOJIEKYJa YAPYKEHHX ca
CTPYKTYPHUM TJIMKOIPOTEHMHUMA, Ka0 W IPOKOJIATCHCKHX MOJIEKyJa KOoju he ce yapyx utu y
konareHe ¢uobpmire. Hakon Tora moryhe je KOHCTaTOBaTH IOYETAaK IPOLECa MUHEPATU30Babha
matpukca. [lapanenHo ca \wuM, HacTaBJba ce rpynucame 1 npuodImkaBame HoBux MM koje ce
IIOCTaBJbajy Ha MOBPIIMHU OBaKO (hopMHpaHe KOIITAHE CIUKYJE M YCIIOCTaBJbajy KOHTAKTE Ca
onnM henrjama Koje Cy ocraje 3apoOJbeHe MaTpukcoMm y dopmupamy. lIpornec mupekTHor
OKOIIITaBamka OJIMTPaBa ce MICTOBPEMEHO Ha MHOTUM MECTHMA M KOILITAaHE CIHUKYJIe HACTAJIC Ha Taj
HAuYWH Ce HAKHA/IHO MOBe3yjy 3axBasjbyjyhu MM koje ce Hanaze m3melhy mux. Tako ce oOpasyje
jeIMHCTBEHA KOLITaHa Maca IUbOCHATEe KOCTH. YHYTapMEeMOPaHCKO OKOIITABamkE MOJpa3zyMeBa
npekTHy Tpancdopmanujy MMA y ocTeoknacte Koju TIOCTajy OCTEOIUTH Y TPEHYTKY Kaja Cy
OKpYXEHH MHHEpaln30BaHUM MaTpukcoM. OBaj mpotec je nona kontposnom TGFP, FGF, kao u
,hedgehog“ mporenna u mporenHa 3a koje komupajy WTN renu (Birmingham et al., 2012;
Asserson et al., 2019).

EHIOXOHIpaTHO OKOIITAaBamke MOAPA3yMeBa JEIMMUYHO YKIakhakhe XPCKaBUIaBOT TKUBA
U 110jaBy HOBOT KOIITAHOT TKHMBa Ha H-ETOBOM MecCTy. XpPCKaBHYaBH MOJEJ Iyre KOCTH CBOjHM
obmkom nojceha Ha puHaATHY hopMy KOjy he KOCT MMaTH TT0 OKOHYARKY MpoIieca OCHUpUKaIlT]e.
Ha crnospamimoj MOBPIIMHU XPCKAaBUIE MPUCYTaH j€ MEPUXOHIPUjYM, MOCEOHO pa3BHjeH Yy
obnactu Koja oarosapa kacHujoj aujadusu. OBo je 00acT y K0joj ce OurpaBajy npBe IMpoOMEHE
KOj€ JI0BOJIE 10 OKOIITaBama 1 y K0joj ce Hanaze MMh o kojux he mocreneHo HacTaTu KOMITaHO
TkuBO. [Iporec enpoxonapanHe ocudukaiuje mojaesbeH je y S dhaza. Y npsoj dasu, noj yTuiajem
napakpuHux ¢akrtopa, okonHe MM ekcripumupajy aBa TpaHckpuniuona ¢axrtopa (Paxl u
Scleraxis) koju akTUBHpAjy reHe criennupuIHe 3a XpckaBU4aBo TKUBO. Jpyra ¢aza moapazymeBa
rpynucame onpenesbeHnx MMR y Hopyne u audepenuunjanujy y Xonapouure, koju he y tpehoj
dazu Op3o mponudepucaTd kKako OuM HampaBwiIM Mojen kocTu. Kako ce nmene, XOHAPOIUTH
CEeKpeTyjy ekcTpahenujcKu MaTpUKC creruduuaH 3a XpcKaBuIly. Y 4eTBpToj (a3, XOHIPOLMUTH
npecTajy ca n1eobama, mosehaBajy cBoj BOJIYMEH U MOCTajy xurepTpodupanu xouapouutu. OBu
U3MEHCHU XOHJPOLUTH MOYMbY /1a MEHajy MaTpUKC KOjUu Mpoaykyjy (nonajyhu xomareH X u
(GuOpOHEKTHH) Kako OW omMoryhwim MuHepanu3anujy Kaiuujym kapOonatom. Ilera daza
yKJbYy4yj€ MHBa3M]y XpCKaBUYaBOI MOJIeNIa KOCTH OJ1 CTpaHe KPBHHX Cy/l0Ba. XunepTrpodupanu
XOHJIPOLMTH YMHPY alloNTO30M M IPOCTOP KOJU OCTaje 3a kuMa nocrtahe kocHa cpx. Kako henuje
XPCKaBUYaBOI TKUBa yMHUpY, henuje Koje Cy OKpYXHJIe XPCKaBUYaBU MOJEN MOYUBY Ja ce
mudepeHnnpajy y ocreo0riacte, 10K Cceé KOHAYHO XpCKaBHIla HE 3aMEHM KOIITAHUM TKHBOM.
3ameHa XxoHApouuTa henmujama KOIITAaHOI TKMBA 3aBHCH OJf MUHepain3anuje ekcrpahenujckor
MaTtpukca. Kaiamujym Heomxo/1aH 3a 0Baj mpoIiec ce Jonmpema myTeM KpBHUX cyaoBa. Hus morahaja
BOJIU XHUNEPTpopUju M MHUHEpaIM3alMju XOHIPOIMTA, YKJbY4Uyjyhu WHHIMjadHM Tpena3 Ha
aHaepoOHy pecnupalujy Koja Mema MerabonuzaM henuja W €HEpPreTcKd IMOTEeHIIHjal
MHUTOXOH/IpHja. XUNepTpoUpaHu XOHIPOIMTH CEKPETY]y OpojHE CUTHE MeMOpaHCKe BE3UKYIIE Y
BaHheIMjCKH MaTPUKC KOje Cajip)Ke EH3MME aKTHBHE Y TeHEpHCamy JoHa Kanujyma u ¢ocdara u
VHUIIHjalyj 1 IIpolieca MUHEpaIn3alyje y OKBHpY Xpckasuuapor marpukca (Gilbert, 2000; Serban,
2007; Birmingham et al. 2012; Asserson et al., 2019).

Pesynratu npukasaHu y 0Boj JOKTOPCKO] AMCEPTALIUjH Cy TIOKA3aJIH J]a CBUCKH U roBehu
XEMOIJIOONH MOKa3yjy cCympecuBaH epekaT Kako Ha paHy, TaKO U Ha KacHy (ha3y OCTeoreHe
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mudepennmjanuje npumapaux [IK-MMA u MC3T3-El henujcke nunuje. Huang u capaguumm
(2007) momenunm cy octeoreny audepennujaiujy MM in vitro va tpu dase. IpBy dasy (1-4
JaHa) OJUTHKYje MakcuMyM y Opojy hemmja. Ipyry dasy, dhasy pane henujcke audepenuujanuje
(5-14 mana) omIMKYjy MaKCHMYMH €KCIIPECHje TeHa 3a ajakanny (ocdarasy u kojare tum | koju
yuecTByjy y Qopmupamy BaHhenujckor MaTpukca Yy KOjU c€ JCNOHY]y HpPOTEHHHU
KapaKTEepUCTUYHU 3a KOIITaHO TKWBO. Tpehy u mocnenwmy ¢asy (14-28 mana) xapakTepuIry
BHCOKH HHUBOW EKCIIPECH]e OCTCOKAIIIMHA M OCTEOTIOHTHHA, IpaheH! JCTO3UIINjOM KaJIijyMa
dochara y Banhenmjcku marpukc (Huang et al., 2007). RUNX2 je mpemo3HaT Kao TJIaBHU
TPAHCKPHUIILIMOHU perynarop omperesberbka MMA ka OCTeoreHoj JIMHUJU TOKOM OCTEOTCHE
nponudepanuje, ¢ 003UpOM Ha TO Ja MO3UTUBHO YTHYE Ha paznuuute ¢asze audepeHIujanmje
octeobnacra (Lian & Stein, 2005). Tokom octeorene audpepenuujamje, RUNX2 je ykibydeH y
eKCIpecHjy KoJjlareHa Tuma I, oCTeOnoHTHHA M OCTEOKAJILMHA, aJIU 32 Jlajby MaTypalujy KocTH,
eKCIpecHja OBOT TPAHCKPHUIIIMOHOT (akTopa Mopa outu yramena (Bruderer et al., 2014). Hamu
pe3yiTaTd IOoKa3yjy KOH3MCTEHOCT Yy eQeKTy CBHUICKOI U TroBeher xemoryioOuHa Yy
XUCTOXEMHjCKUM TecToBuMa. Haume, aktuBHOCT ALP enszuma (mepena NBT/BCIP Gojemem) u
KOJMYMHA Jernoa Kalujyma (MepeHo aim3apuH IpBeHuM OojemeMm) y [IK-MMMA rajenum y
IPUCYCTBY XeMOTJI0O0MHa 00€ )KHUBOTHILCKE BpPCTE OMJIe Cy CMambeHe y 0JTHOCY Ha henwmje rajeHe y
menujymy 0e3 xemornobuna. Mehytum, ananuza reacke ekcrpecuje RT-PCR meronom nokazana
je He3HaTHe pa3iuke y e(pekTuMa CBUEBCKOT H TroBeher XxeMoraoOMHa Ha OCTEOTCHY
mudepennujaunjy [IK-MMA Ha renckom HuBoy. Jlok cy HakoH 7 nmaHa oba xemorioOuHa
crumynucana ekcripecujy RUNX2, nakon 14 naHa CBHECKH XeMOTIJIOOMH j€ CHUKAaBa0 EKCIPECH]y
oBor mapkepa. KoncrtutyrtuBna ekcrnpecuja RUNX2 je y I[IK-MMTh Ouna HucKa, cKOpo Ha
rpanumm aerexiuje RT-PCR meronom, 300r yera edexar roeher xemornoOuHa Hije MOrao OUTH
youeH. Kako ce pamu o xereporenoj momynanuju henuja, Hucka excrpecuja RUNX2 mapkepa
Moria Ou OWTH TMOCIIeqUIla EHXOBOT OpXer mpojacka Kpo3 ojapehene dasze ocrteoreHe
mudepenuujanuje. Exkcrnpecuja octeokanuuna (kogupan BGLAP renom) nuje nerexkroBana y I1K-
MM 11 HakoH 14 nana mrTo je y ckiaay ca npuxBaheHnM MoesIoM ocTeoreHe audepeHnujarmje
oBux hemnwmja in vitro (Huang et al., 2007; Birmingham et al., 2012). XemornoOuHu Cy CHIKaBaIH
excnpecujy ALPL rena u nakon 7 u HakoH 14 nana, ¢ TUM WTO je TOBehH XEeMOTIOOMH OCTBAPHO
NOTEHTHU]jU edeKaT Ha 0Baj Mapkep. MelyTum, 10k cy HE3HaTHO CHM)KABaJIM €KCIIPECH]y I'eHa 3a
konareH TN | HakoH 14 nmaHa y KyaTypH, epekaT CBUECKOI M roBeher xemorioOuMHa Ha
€KCIPEeCcHjy OBOI MapKepa ce HaKOH 7 JaHa y KyJITypH pa3jIMKOBao, CBUEHCKM XEMOTJIOOUH jy je
CTUMYJIHCAO0, JIOK je roBehu XxeMorinoOMH KOHCTAaHTHO MMao MHXUOHWTOpaH edekar. Paznuke y
oOpaciuMa eKclpecHje OCTEOreHHUX MapKepa OBUX hendja ce IOHOBO MOTy OO0jaCHUTH
nuBep3uTeToM Te henujcke nomynanuje. Haume, TkuBo u3 xor motuuy MM uzonoBaHe u3
nepugepHe KpBH jOII YBEK HHUje jeTHO3HAYHO oJpeleHo, anu ce MpeTIocTaBba Ja BOAE MOPEKII0
U3 KocHe cpxH. JlomatHo, Tpeba y3eTH y oO3Mp Kako NOTEHLUjalHy KOHTaMHUHAIU]y NpHU
NPUKYIUbaky Y30paka U MepuBacKyIapHy JOKaIu3aluujy oBux henuja, Tako u unmeHuny aa I1K-
MMM npexacraBibajy cTpoMaliHe/IPOreHUTOpCKe henuje Ha pa3IuyuTUM CTYIHEBUMA 3pEI0CTH
(Bianco et al., 2008; Trivanovié et al., 2013a; Alvarez-Viejo, 2015; Gonzéalez-Garza et al., 2018).

Jla 6u ucniutany edexar XxeMorJIo0MHa Ha OCTeoreHy audepeHnujannjy Ha yHupOopMHHUjeM
henujckom Moneny, ekcnepumente cmo HactaBuianm ca MC3T3-E1l henujama, octeobmactHoM
henujckom uaujoM. [103HATO je 1a MPOMEHE Y eKCIIEPUMEHTAITHOM ITPOTOKOJIY Ha HCTOM iN Vitro
MOJIeNly 3a HCIHMTHBAKkE yTUIAja M MeXaHHW3aMma JejcTBa BaHNENHjCKOT XeMOrJoOMHAa MOTyY
yrunati Ha nooujene pesynrare (Lara et al., 2009). Crora, cMo ca nu/beM ga youumo (GuHe
pasyiiKe MHIYKOBaHe XeMoriioOnHoM, cnenuduyHe 3a cBaky (asy ocreoreHe audepeHuujammje,
HMCKOPHUCTHUJIIH JIBa IMTPOTOKOJIA 32 TIPUIIPEMY MEIH]yMa 3a UHIYKIIH]y OCTeOreHe U epeHIIjaiuje
MC3T3-El henuja, octeorenu menujym 06e3 aekcamerasona (Yazid et al., 2010; Jie et al., 2018)
U OCTEOTeHH MeIHjyM ca nekcamerasonoMm (Birmingham et al., 2012; Li et al., 2019b). MC3T3-
E1l henuje rajene y ocTreoreHoM MenujyMmy ca JeKCcaMeTa30HOM Cy Opike mposazuiie Kpo3 ¢asze
octeoreHe audepeHrjanrje y OAHOCY Ha henuje rajeHe y OCTEOreHOM Meaujymy 0e3
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JIeKCaMeTa30Ha, IITO Cy MOKa3aJld pe3yiTaTd XUCTOXEMHU)CKUX 0o0jema, a 3aTUM MOTBPIMIN U
pesynratn nobujern RT-PCR wmeromom. Hamme, MC3T3-El henuje rajeHe y ocTeoreHOM
MEAMjyMy ca JIeKCAMETa30HOM Cy C€ MHTCH3WBHHjE OOjuiie alu3apuH LPBEHOM, YKa3yjyhu Ha
noBehaHe zernoe Kainujyma y iuMa (KacCHOT MapKepa ocTeoreHe audepeHIyjamnmje), 10K cy ce
MC3T3-E1 henmje kynTHBHCAaHE Y OCTEOI€HOM MeEIUjyMmy 0Oe3 JIeKcaMeTa3oHa WHTEH3WBHU]E
6ojmie NBT/BCIP 6ojemeM, ykazyjyhu Ha moBuiieHy akTuBHOCT ALP eH3uMma (panor mapkepa
ocreoreHe audepnenujanuje). M cBumbckn u ropehu XxeMornoOWH JOBOAWIN Cy JO CHIDKEHA
aktuBHOCT ALP ensuma y MC3T3-El henmujama rajeHMM y OCTEOr€HOM MeEaMjymy Oe3
nexcameta3ona. ['opehu xemoriiobuH je 3aapkao MHXHOWTOpaH edekar W Ha cajpikaj Jernoa
KaJIMjyma y oBUM henmjama, oK CBUECKH HUje JOBOIUO JI0 IPOMEHE OBOT napamerpa. JlogatHo,
CBHEGCKH XEMOTJIOOUH je ctumyiiucao ekcnpecujy Runx2 u Alpl u Huje noBoamo 1o 3HavajHuje
npomeHre eknpecuje Bglap mapkepa y MC3T3-E1 henujama rajeHuM y 0CT€OreHOM MeIujyMy 0e3
nekcamera3zona. ['oBehn xeMornoOuH je cHIKaBao ekcripecujy RUNX2 rcrox HUBOA IETEKIHje U
UMao MCTH eeKaT Kao M CBUELCKU XeMoryioouH Ha excupecujy Alpl i Bglap rena. Mako cBumbcKu
U roBehu XeMOornoOMH HUCY TOBOJIMIIN 0 MIPOMEHE IMapaMeTpa AeTeKTaOMITHUX XUCTOXEMU]CKUM
6ojemuma kog MC3T3-El henuja KynTHBHCAHUX Y OCTEOTC€HOM MEIUjyMy Ca JIEKCaMETa30HOM,
edekar xeMoriaoOnHa 00e )KMBOTHELCKE BPCTE HA EKCIIPECH]Y OCTCOTCHUX MapKepa OBUX hernuja
6wuo je ynudopmuuju. Haume, excripecja Runx2 y opum henujama Huje 1eTeKTOBaHa, IITO TOBOPU
0 BUXOBOM OpkeM TIpostacky kpo3 (aze ocreorene audepennyjanuje y nopehemy ca hemujama
rajeHuM y Meaujymy 0e3 nekcamerasoHa. J[olaTHO, CBUECKH M TOBehM XeMOrIIOOMH CHUKaBaJIH
cy ekcrpecujy Alpl u Bglap mapkepa y oBum henujama. Kako mpuxsaheHu mojen octeoreHe
mudepennnjanrje MMB npernocraBba na mMopa aohu 1o ramema ekcrnpecuje RUNX2 3a
nporpec Kpo3 kKacHuje ¢ase Koje OmIuKyje CHiKerme ekcrpecuje Alpl rena u crumysamnmja
eKCIIpecHje TeHa 3a OCTEOKAIIINH, jeTHO 01 Moryhux o0jamimema 3a 1001jeHe pe3yaTare ouno ou
Jla XeMOTJIOOWH WM3a3uBa ToMepama ¢a3e, OJHOCHO ,,Kalllibelhe™ 0CTeoTeHe AudepeHIrjanuje y
OJIHOCY Ha ocTeoreHy nudepeHudjaudjy henwja koje cy KyITHBHCAaHE y Meaujymy Oe3
xemoriobuna (Aubin, 2001; Huang et al., 2007).

Nako cy mojauu o yTulajy XeMOIJIOOMHAa M HErOBUX JErpajalliOHUX IMPOU3BOJAA Ha
ocTeoreHy nudepeHIrjannjy OCKy/IHH, UTaK je HEeroB yTUIAj Ha OBaj THI AudepeHuujanmje, y
nopehey ca ocranum TUMOBMMA, HajBuie npoy4yaBad. Hashemi u capaguunm (2020) nokazanu
Cy na MukKpocdepe oI XHUAPOKCHANATHTa KOje caapke TIIOOWHCKE JaHIle, MHUIEePUINH |
HaHoYecTHIle rBoxkha 3HauajHO CTUMYIHINY ocTeoreHy audepenunjanjy MMh kocHe cpxu u
excripecujy RUNX2, ALP u octeokaniunaa HakoH 21 gaHa y KyaTypu. ['pyna KuHeCKuX ayropa
NoKasaJia je Ha MUILjeM MOJIeNly ca MHJYKOBAaHOM XeMoparujckom anemujom a1a MM'A uzonoBane
13 BUXOBE KOCHE CpXKHU uMMajy moBehaHy cmocoOHOCT ocTeoreHe audepeHiujanmje (1 y ucto
BpeMe CMameHy CIIOCOOHOCT ajnunorene audepenuujamuje) (Wu et al., 2014). Ilokaszano je na
BMP9 nportenH ucToBpeMEHO UHIYKYj€ U OCTEOTEHY U afaunoreHy audepenuunjaunjy MM, anu
na HO-1 urpa kibyuny yJory y oaigy4yuBamy O J1ajboj cynOouHu henuje, jep ctumynuime BMP9
3aBUCHY HHJIYKIM]Yy Ka OCTEOreHO] JIMHWJU U HCTOBpeMEHO cMmamyje BMPO unnyknumjy xa
amunorenoj ymauju (Liu et al., 2018). 3a xem okcureHasy je MokKa3aHO W Jia YYECTBYje Yy
CUTHAJIM3AIIM]U YKJBYUYEHO] y OCTeoreHy audepeHirjannjy henrja nepuogoHTaTIHOT JTUTaMEHTa
(Cho et al., 2010), emOpuonanaux Marnyaux hemuja (Sim et al., 2016) ¥ MMh u3onoBaHux u3
kocHe cpxu (Barbagallo et al., 2010; Zhang et al. 2014).

VYTunaj reoxha Ha octeoreHy audepeHIHjalujy J0CTa je MpoydaBaH ca acleKTa
Kopuirhema HaHOUECTHIIA TBOXKI)e-OKCHIa M CTATHYKOT MarHeTHOT 1T0Jba 3a KOje je MoKa3aHo Jia
y pPa3NMUYMTUM BapHjaHTama Koje IMOJApa3yMeBajy AOAATHO oOJarame YecTHld Pa3IHuUuTHM
JeIumbembMa, 10 MPaBUILy CTUMYIHUITY ocTeoreHy nudepenmujamnujy kako MMh, Tako u MC3T3-
E1 henuja (Jiang et al., 2016; Wang et al., 2016; Zhuang et al., 2018; Xia et al., 2019). MehyTum,
[O0CTOj€ U JIMTEpPaTypHH MOJalM KOjU IOKa3zyjy Aa rBokhe Moke MHXHOUpaTH OCTEOTeHY
mudepennujanyjy u Munepaituzaunjy MMh nopexinom u3 kocue cpxu (Zhang et al., 2015). Osu
ayTOpH TPETIOCTaBIbajy Aa je Y ocHOBH OBOT eekra roxha mosehame nmponykmnmje ROS. Osaj
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pesyntatr (mEXuONIH)y audepennujanrje MMA 13 KocHE CpKu y OCTeo0acTe U CIpeuaBame
MuHepanu3aije) motspawiu cy Borriello u capagaunm (2016), anu HUCYy ycnenu aa AeTEeKTY]y
nosehame npoaykuje ROS y oBum henujama.

5.12. Xemoz2nooun cynpumupa aounozeny ougepenyujayujy mezenxumcxkux heauja

MacHo TKUBO je TUHAMHUYaH OpraH Koju o0aBJba BakHe (usnonomke yinore. Kon cucapa
MOCTOj€ JIB€ BPCTE€ MACHOT TKHBA KOj€ C€ Pa3IMKYjy IO CBOjOj CTPYKTYpH U (PpyHKIHjU, Oeno u
MpPKO MacHO TKHBO. Koj Jbynu 0elio MacHO TKUBO j€ MPEAOMUHATHO y aAyJITHOM OPTaHHU3MY U
uMa yJIory y eHepreTCKOj XOMeOCTa3u, MHCYJIUHCKIM CUTHATHUM ITyTEBUMa U JIy4eHY CYIICTaHII!
KOj€ MOTY MMaTH €HJOKPHUHO, TAPAKPUHO U AYTOKPUHO JICjCTBO (JIENTUH U aIUIIOHEKTHH). MpKO
MacHO TKHBO OJIFOBOPHO je 3a HeapxTehy TepMmoreHesy, koja je nocpegpoana UCP-1 npoTenHoM
(enr. uncoupling protein-1). Kox jbyau HajBuIie ra uMa Ko eTyca U HOBOPOheHUA M, JTOK je KO
0JIpacJIor OpraHu3Ma IpUCyTHO y BeoMa Majioj konmurau (Sarjeant & Stephens, 2012; Ruiz-Ojeda
etal., 2016).

MacHo TKMBO YWHE pa3aIu4uTH heaujcku TUIOBH, YKJbyuyjyhu ennotenne henuje, henuje
KpBH, (pubpobmacre, mepuure, Makpodare u apyre henmje MMYHCKOT CHCTEMa, JOK 3peid
aJMIOLUTH IPE/ICTaBIbajy npegoMunatHe henuje oBor Tkusa. hemnuje 6enor, 6€x 1 MPKOT MaCHOT
TKHBa BOJIE TIOPEKJIO O/ PE3UICHTHUX ME3CHXMMCKHX MATHYHUX henuja, MPUCYTHUX Y MacHOM
TKkuBy. Mako HarmamreHa pasiauka y mMopdomoruju oBux MMh He noctoju (Ruiz-Ojeda et al.,
2016), moka3aHo je Ja MoCTOje MUHUMAJIHE Pa3iMKe Ha HUBOY reHcke excrpecuje y MM on
KOjUX BOIe Mmopeksio oBa Tpu tuma aaunoiura (Wang et al., 2016). ¥ npusior Tome roBopu u
YHLEHUIIA 1A j€ TPAHCKPUTIMOHH peryiatopHu npotenH PPARY Heonxoxan 3a pa3Boj o0e BpcTe
MacHOT TKMBa. AJMIIONUTH HACTajy OJ ME3EHXMMCKHX henuja koje ce audepeHuupajy y
munobnacre. Jlumobmactu Genor MacHOT TKHMBAa Cy BpeTeHacTe henwje y 4YMjoj IUTOILIa3MH
MOYWIbY J1a C€ HarOMuUJIaBajy cBe OpojHHja TUIUIHA Tejla MaJIOT MIPeYHrKa, Koja he ce mocreneno
CJeIMHUTH Y jelHO jenuHO NUmuaHO Teno. OBaj mpouec MOMaky BUMEHTHHCKH (DMIIAMEHTH.
[Tapanenno ca moBehaweM Opoja MUMUIHUX Tela, J0Ja3U JO0 MPOMEHE O0JIMKa HyKieyca KOju
1ocTaje cpracT U OMBa MOTHCHYT Ha nepudepujy hemuje, mok nena hemuja mocraje Jionracra.
JlunmoGmacre MpKOr MacHOr TKUBa OJUIMKYje moduenpuuHa d¢opma u Oyayhu na cy
CKOHIIEHTPUCAHU JeJlaH y3 APYTH, 00pa3yjy rpynaluje Koje uMajy emuTeIONIHU U3rien. Y muMa
JI0J1a34 JI0 TOCTENEHOI HaroMUJIaBama JMIUIHUX Tela KOje ce He yjelumbyjy Y jenHo Tesno Behux
numensuja (Sarjeant & Stephens, 2012; Wafer et al., 2017). V perynamnujy pasBoja 3peinux
QJIMIIONNUTA O/l MPEKypCOpPCKUX henMja ykJbydeH je YMTaB HU3 PA3IMUUTUX TPAHCKPUIIIMOHUX
dakTtopa. Y ciydajy HacTaHka ajumnonuTa Oelor MacHOT TKHBa, HU3 Jorahaja 3amouumbe
aKTHBAIIMjOM aKTHBATOPCKOT npoTenHa-1 (enr. activating protein 1, AP-1), a 3aTtim ce HacTaBJba
exkcripecujoM PPARy. Jlpyru TpanckpunimoHu (pakTopu OJIaKIIaBajy Ca3peBarbe aUIIOINUTA,
HOMYT CUTHAJHUX TpaHCAycepa M akTHBaTopa Tpanckpumuuje (enr. signal transducer and
activator of transcription, STATS), damunuje nporenna camunux Kruppel-y (enr. Krippel-like
factors, KLF), nporenna 1 koju ce Be3yje 3a eneMeHT oaroBopa Ha crepou (eHr. sterol response
element—binding protein-1, SREBP-1) u unanoBu damunmje nporenna koju ce Be3yjy 3a CCAAT
enxancep (ear. CCAAT-enhancer-binding proteins, C/EBP) (Sarjeant & Stephens, 2012; Wafer et
al., 2017).

VY miby HcIUTHBaBa eeKTa XeMOTTI00MHA Ha CIOCOOHOCT afurnoreHe qudepeHiujamyje,
[IK-MMT cy kopumhene kao Mmoxen mnpumapHux hemwja m 3T3-L1 xao xomorenuju u
yHudopMHUju Mozaen cucteM. Kako Ou 3ama3unu mnoTeHujaiiHe ¢UHE pa3iuke usmelhy
pa3nnuuTuX (paza oBOT Mpolieca, UCIIUTAIU CMO eKcIipecH]jy aaunorenux mapkepa y [IK-MMh y
JIBa BpEMEHCKa MHTEpBaia M yTUIIA] 10/1aTKa XEeMOIJI00MHA Y MEIUjyM 3a UHIYKLIU]Y aJUIOoreHe
mudepenunjanrje 3T3-L1 henuja nmoueB o7 MHAYKIMOHOT WM MHCYIUHCKOT Meaujyma. ['maBHu
peryiarop npoiieca aaunorese audepenuujamuje kox cucapa je PPARY u cmartpa ce u 10BOJbHUM
u Heonxo UM ¢aktopom (Wafer et al., 2017). U cBumcku u roBehu XeMOTIIOOUH Cy CTUMYJTHCAITH
€KCIPEecHjy OBOT MapKepa HaKoH 7 JaHa y KyATYpH M CHWXKaBaliu je HakoH 14 maHa. Excripecuja
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JIpYruxX aguIoreHux Mapkepa HHje 3alenexeHa ¢ 003MpPOM Ha TO Ja je JyXa MHKyOauuja y
aUTIIOTEHOM MeEMjyMa BEpOBAaTHO OWiia HEOMXOJHA Kako OW ce exkcrnpumupanu. Huje Ouio
paziuka HH y e(eKTy CBHICKOr HW ToBeher xemorioOmHa Ha CIOCOOHOCT aIUIIOTCHE
mudepenuujanuje 3T3-L1 henuja, a uctu je 3aBucuo o ase agurnoreHe AudepeHIrjamje y Kojoj
je xemornoOwH nmomar. HakoH gomaTka mouyeB O HWHIYKIIMOHOT MEIWjyMa, XEMOTJIOOWH je
cTumynucao ekcripecujy PPARY u anqunoHekTHHA 1 MHXUOMPAO SKCIPECH]Y OBUX MapKepa HaKOH
JI0/1aBamba OYEB O] MHCYJIIMHCKOT MEInjyMa.

OckyaHe ¢y CTyauje 0 YTHIIA]y XeMOTTIOOWHA W/HJIH HeTOBUX JCTPAIallMOHUX IMPOU3BOA
Ha agunoreny audepenuujaiujy hemmja. Puri u capaguunu (2012) mokasanu cy aa Xem
ctuMmyiuie agunoreny audepennujanujy MM, kao u 3T3-L1 henuja u nga ce oBu edextu
NOHUIITABAjy Y MPUCYCTBY MUMETHKA CYIIEPOKCH] AUCMyTa3e (Temmnona). JlogatHo, mokas3aHo je
Jla cy MaTo(QHU3UOJIONIKH MPOIECH IMOBE3aHN Ca OKCHIATHBHUM CTPECOM, Kao IITO Cy CTama ca
noBehaHOM MPOAYKIIMjOM JIEHATYPUCAHUX XEM-TIPOTEHHA, TIOBE3aHH Ca M0jayaHUM aIMIIOTeHUM
oarosopoM. OBaj edekar ce nmpeJOMHHAHTHO MaHu]ecTyje Kao xurepTpoduja agumoruTa Koja ce
KapakTepuie AUC()YHKIIMOHAIHUM, MPOMH(IAMATOPHUM aJUNOLUUTHMA KOJU HMAjy CHIDKEHY
eKcIipecH]jy aHTUHMH(IaMaTOpHOT XOpMoOHa, aaunonekTuHa (Gesta et al., 2007; Skurk et al., 2007).

5.13. Xemoz2nooun cynpumupa muozeny ougepenyujayujy mezenxumckux henuja

Toxom emOpuorenese mporec Gopmupama MUMIMAHOT TKUBA, O3HAYCH Kao MHOTEHE3a,
OJIBHja C€ IOJ yTUIAjeM TPAHCKPUIIHMOHHUX (aKTOpa, MHOTCHCKHX Oa3MUHUX XEIUKC-TIeTIha-
xenukce npotenHa (eur. basic helix-loop-helix proteins, bHLH) koju cy ykibyuenu y perynaimjy
excnpecuje rera cnenuduyanx 3a mummhae henuje. Henuje nmarepanHor gena comura jaeie ce
Kako O0u (opmupane aBa cioja hemuja o3HauUEGHUX Kao JEPMAaMHOTOM U MHOTOM Of Kojux he
Hactati mumuhu. Renuje MuoTOMa Koje MPOAYKYjy OCHOBHE XEJIHKC-TIETJba-XEIHUKC MPOTEHHE
(enr. basic helix-loop-helix proteins, bHLH) o3nadene cy kao mmobmactu — omnpenesbeHH
npekypcopu Mummhaux henuja. EKkciepiMeHTH Ha KynTypama MHOOJIacTa, TIOKa3ajiH Cy Jla OBE
henuje nponase Kpo3 Mpoiiec mopaBHama, a 3aTUM U Py3uje Kako 61 popmupane MyITHHYKIeapHe
henuje o3HaueHe kao muoTyOe. MuoTyOe Cy Jakiie TMPOU3BOAM Clajama W ry0bema hemmjcke
mMeMOpane Hekonuko muobmacta (Wakelam, 1985; Burattini et al., 2004). Cse 10k Cy NpUCYTHH
onpehenu daxropu pacra, npe csera FGF, muobmactu he mponudepucatu u Hehe ymazutu y
mudpepennujannjy (Huang et al., 2019). Kaga ce oBu ¢akropu pacrta Hal)y y HeIOCTatTKy,
MHO0JIACTH TIPECTA]y ca J1e000M, ceKpeTyjy GUOPOHEKTHH y eKcTpahesnjCKu MaTPUKC U BE3Y]y ce
3a mera nocpeactsoM o531 umHTerpuHa (rimaBHOr penenrtopa 3a ¢uOpoHektuH) (Menko &
Boettiger, 1987). JIpyru kopak mojpa3ymeBa mopaBHambe MHOTYOA U OBaj MPOIIeC MOCPEIOBAH je
TIIMKOIPOTeNHUMA, YKIbYuyjyhu kaaxepune u henujcke anxesuBHe Mosekyse (enr. cell adhesion
molecule, CAMs) (Knudsen et al., 1990). Tpehu kopak nmoapaszymesa camy ¢y3ujy henuja. Kao u
npu O6mio0 Kojoj Apyroj ¢ysuju mMeMmOpaHe, Y OBHM IIpOLECHMMa IJIaBHY YJIOTY HMMajy jOHHU
KaJIl1]yMa ¥ MOXKE C€ TIOKPEHYTH KaJI1]yMCKUM JoHOdOpaMa Koje TPEHOCe JOHE K] yMa Kpo3
memOpany (David et al., 1981). dy3uja je perynucana ceToM METaIONPOTEHHA O3HAYEHUX Kao
MenTpuHU. OBU IPOTEUHHU OTKPUBEHHU CYy TOKOM IOTpare 3a MpoTenHUMa MUOOJ1acTa Koju o1 Oumu
XOMOJIOTH (hepTUIMHY (MIPOTEUHY ca YJIOroM y Gpy3uju MeMOpaHe jajHe hemnuje 1 criepMaTo30ma).
Yagami-Hiromasa u capagaunu (1995) nokazanu cy jaa ce jeiaH THI MeJNTpUHA (MEITPHUH-0.)
eKCIpUMHUpa y MUOOIacTUMa y CKOPO MCTO BpeMe Kajia mounme y3uja u 1a 1o1aBamba aHTUCEHC-
PHK 3a mentpun-o maxubupa mpouec pysuje kaga ce moaa mmoobnactuma. [lopen ommcanux
eMOpHOHATHUX MHOTeHHMX henuja, TocToje M aayilTHe MUoreHe hemuje ykibydeHe y mpoliece
penapaiyje U pereHepaiyje CKeJeTHOr MUIIMhHOr TKHBa HAaKOH olTehema HacTaaux ycien
bu3HONOMIKUX Tporieca (CTapeme, BexOame) NN NMaTOJOMIKUX CTamba (MUIIUhHE nucTpoduje,
KaxeKcHja, capKoleHuja). Y Mpollec pereHepaluje CKeJeTHOT MHUIIWNHOT TKHBa YKJbYYEHU CY
pa3IMYUTU TUIIOBH hemuja momyT caTenuTCKuX henuja, crennjatu30BaHuX MUOTeHuX henuja koje
ce 10jaBJbyjy TOKOM KacHOT (petanHor pa3zBuha u Hajasze ce u3Mel)y 6azanHe JaMHUHE U capKojieMe
MUIIMAHOT BJIaKHA, ME3EHXMMCKE MaTH4HEe helrje akTHMBHE TOKOM MOCTHATaJIHOI pa3Boja U
perenepanuje mummuha, nepunutd U nomohnuuke mummuhae hemumje (Burattini et al., 2004,
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Klimczak et al., 2018). [Io TpeHyTHOM ommre npuxBah€HOM CTaHOBHIITY, y OATOBOPY Ha
noBpeay, nmoMohHuuke mummhHe henmuje ce akTUBHPAjy, OTIYIITA]y XEMOKHHE W Pa3IMUNTe
npouH(IamMaTopHe IMTOKMHE M IPHUBIAY€ MOHOIMTE M Makpodare Ha MECTO IOBpese.
AxTuBHpaHe noMohnuuke muiuhae henuje mponmdepuinry, MUTPUPajy Ha MECTO IOBpEIe U
TeHEepHIy MHOOJIACTe KOjU ce WM (Qy3uoHHIIYy ca omTeheHMM MUMIMhHUM BIaKHHUMa WA
dbopmupajy MHOTYOE KOje ca3peBajy U ¢opMupajy HoBa muinnhHa BiakHa. Pesunentne MMh
00e36el)yjy moapmky nomohHnykum mumrhaum henujama y perenepanuju mumuhsor TkuBa (Joe
et al., 2010; Uezumi et al., 2011; Judson et al., 2013), maza mocroje mogany ga ce€ U caMe MOry
nudepennuparu y henuje mummmhaor tkusa (Wakitani et al., 1995; Ferrari et al., 1998; Meligy et
al., 2012). Mnak Be3a uamehy MM'R 1 npyrux nporeHuTopckux Mumuhaux henuja joir yBek Huje
Haj00JbE TPOyUCHA.

HoBodopmupanu, miaan MHOOIacTH Cy MHOTEHMH HeratWBHE henuje, mro crpedaBa
BUXOBY JU(epeHIrjanrjy y MUIIUhHA BIakHa Wid Qy3Hjy ca MOcTojehuM cTapuM BIaKHHMA,
OJIHOCHO jomnpuHocH ToBehamy mwuxoBor Opoja. Kaga mmoGnactu mocturny oapehen Opoj,
3aMoYnbE eKCIPECcHja MUOTEHHHA KOjU je OATOBOPAH 3a Jjajbe KOPAaKe U yCMEpaBame MHUOTCHE
mudepennujanuje (Yin et al., 2013). C o03upom Ha TO, MUOTEHHH C€ y WMHIYKIHjH MHOTEHE
nudepenmjaiyje in Vitro cMaTpa leHUM paHuM MapkepoM. 3a pa3nuky ox iera MCK o3HaueHa
je Kao KacHU MapKep MuoreHe nudepeHiujanije 1 yKbyudeHa je y OMOeHepreTCKy XOMeocTasy
mumrhaux henuja (Van Deursen et al., 1994).

Kako y oBOM paxy HECMO ycIenu Jla UHAYKYyjeMo Muoreny mudepenuunjanujy [IK-MMA,
edeKxaT CBHICKOT M ToBeher xemornoOnHa Ha CrioCOOHOCT OBe Ju(epeHIInjalije UCTIUTaH je Ha
C2C12 henmjckoj nunuju. W cBUBCKU W roBehu XeMOrjaoOMH AOBOJWIM Cy 10 MHXUOMLHUjE
dopmupama MuOTyO0a y KoHHeHTpamujama on 10 pM. RT-PCR anamm3a morBpamia je
MHXHOUTOPHU edeKaT OBe KOHIEHTpalMje XxeMorinoouna Ha mumhay nudepennujanujy C2C12
henuja jep je 3amaxeHO CHMKEHE EKCIPecHje Kako paHor (MHOT€HHWH) TaKO M KacCHOT MapKepa
muorene audepenimjampje (MCK). CBumbckr XeMOTJIOOMH HHjE YTHIIA0 HA MOP(HOMETPHjCKE
napamerpe hopMupaHUX MHOTY0a y KoHIleHTparnujama o 0,1 u 1 uM, 1ok je roehu xemorinoOuH
y KOHIEHTpauuju ox 1 uM cMamuBao NMpOCeYHY AYKMHY MHOTYyOa M WMHJAEKC ChepHyHOCTH.
JlutepaTypHHU TMOAal O TUPEKTHOM YTHUIA]y XEMOTJIOOWHA, XeMa WM TBOXha Ha MHOTEHY
nudepeHnMjannjy oBux henuja, wim 6uio kojux Apyrux hemmja He nmocroje. Y ToM CMHUCIY, OBO
j€ TPBO HCTPaKMBAKE yTHUIlAja XEMOTJIOOMHA W/WJIU HETOBUX JETpajallMOHUX MpojyKaTa Ha
MHOTeHy nudepeHnrjanujy hemauja in Vitro u 1o1aTtHa UCTpaKMBamba Cy HEOMXOAHA Kako Ou ce
00jacHMIN MEXaHU3MHU YOUEHUX edeKaTa.

5.14. HIF-1 mosce umamu ynozy y 3anasxcenum epekmuma xemo2noouna na oughepenyujayujy
mezenxumckux henuja

VY nuiby ctunama 6ap 1eIMMUYHOT YBHJIA Y MOJIEKYJICKE MEXaHU3Me KOjH JIeKEe Y OCHOBH
yo4eHHX e(ekara XxeMOrIoOnHa, HCITUTAIA CMO YJIOTY JIBa CHTHAJTHA MOJIEKYJIa, XeM OKCHTeHa3e
(HO-1) u xunokcuja unaymuounHor dakropa (HIF-1), y nudepeniujaiijama HHIYKOBAaHUM KaKo
y kyarypama [IK-MM Tako u y kynrypama kopuirthenux henujckux auauja (npuior 6). HO-1
je TpPaAMLIMOHAIHO MPENO3HAT Ka0 €H3UM Ca KJbYYHOM YJIOTOM y KaTaboiau3My xema (pasrpabyje
oBaj moJieky1 Ha CO u OunupyouH). MelyyTum, rnociaeamux TOMHA CBE j€ BUIIE MOJlaTaka KOju
rOBOpPE O CUT'HAJHO] YJIO3U OBOT €H3MMa y Mpojudepanuju, anonTo3u, JudepeHnujanuju heiamja
U UIMYHCKOM OJ/IFOBOPY, Ka0 M 0 YKJbYYCHOCTH y maTodusuonorujy maorux oonectu (Cho et al.,
2010; Wu et al., 2019; Canesin et al., 2020). HO-1 ce cMaTpa 1 MPOTEMHOM TOILJIOTHOT CTpeca
(enr. heat shock protein) u meropa ekcripecuja je HHAYKOBaHA Pa3IHYUTAM areHCHMa Kao IITO CY
PEaKTUBHE KUCEOHHYHE BPCTE, HUTPO30 jeANEHa, TOIH(EHOIICKA jeTUeHha UITH JeTpaJalliOHH
npoayktu xemorsoouna (Yeh & Alayash, 2004). Regan u capaguuiu (2000) mokasanu cy aa
uHaynubmiHa popma xem okcurenasze (HO-1) octBapyje nporekTuBaH epekaT IpOTUB IITETHOT
JIejCTBa XeMOIJIO0OMHA Y KyaTypaMa acTporuTa. 3amTuTtHa yinora HO-1 ox xema u xemorioouna
JIOKa3aHa je U y KyJlITypama 3e4jux eHJOTeNICKUX henrja MUKpo KpBHUX cynosa (Abraham et al.,
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1995) u ¢pubpobiacra xpuka (Dennery et al., 1997). V Hamum eKcriepuMEeHTHMA, Y PA3THIUTUM
EKCTICpUMEHTATHUM JIN3ajHUMa, HUCMO YCIIeNn J1a MHAyKyjeMo ekcnpecujy HO-1 mTo roBopu o
TOME Jla MOJICKYJIH CBUILCKOT M ToBeher xemorinobuna y henmjckum KyiaTypama HUCY OWIIN
JIeTPaIOBaHU y 3HAYajHOM CTETICHY.

Tpanckpumnuuonu aktuarop HIF-1 je rmobamuu u rnmaBHu perynatop Oz xomeoctase y
OpraHu3My, YKJbYYEH y CHTHAJIHY TPAaHCAYKIH]y U EKCIPECHjy TeHa KOjU Jajbe PEerysuily
aHruoreHe3y, NpoTok kpBu u meradouzam (Yeh & Alayash, 2004; Semenza, 2009). Kao u HO-
1, au exkcpecuja HIF-1 Huje neTrexkToBaHa HY y jeTHOM eKcriepuMeHTaTHOM nu3ajuy y [IK-MM*,
anu je nerektoBaHa y hemmjckum nuaujama. Excnpecwja HIF-1 y hemmjckum nuHHjama
pasMKoOBaJIa Ce y pa3IudUuTUM TUIOBHMA audepeHiyjanuje. 1 cBumbCKH U roBehn XeMorioouH
racwiu cy excripecujy HIF-1 kog ATDCS henuja rajenux y xouaporenom meaujymy. ¥ MC3T3-
El hemmjama rajeHMM y OCTEOT€HOM MeaMjyMmy Oe€3 JeKcaMeTa3oHa U CBUECKM M ToBehun
XeMoraoOouH cy cHmwxkaBanu ekcripecujy HIF-1, mok je oBaj uHXMOMTOpHU edekar OHMO Mame
H3pakeH y Menujymy ca aekcamerazonoM. Kog 3T3-L1 henuja rajeHuX y aaunoreHoM Meaujymy
ca IOJaTKOM XEMOTJIO0MHA MOYeB OJ MHAYKLIMOHE (a3e, U CBUILCKU M roBehu XeMorJoOuH cy
He3HaTHO cHikaBanmu ekcrpecujy HIF-1 u Omaro je crumynucanu kajga je XeMOrJIOOMH OuO
JI0JJaBaH y aJIMIIOTeHH MEJIUjyM TI04YeB o1 MHCYIUHCKe (haze. OBe mpoMeHe Ouie cy y orcery +
20% y onHOCY Ha HMBO €KCIpecHje OBOI Mapkepa y henujama rajeHuM y aJuloreHoM Meaujymy
0e3 xemoroOuHa.

Buie crynuja nmokasano je aa xunokcuja npexo HIF curnannor myra octBapyje KIbydHy
yJIOTy y perynanuja pa3oja aprukyiapHe xpckasuiie (Robins et al., 2005; Amarilio et al., 2007;
Thoms et al., 2013). I'paaujeHT KOHIIEHTPAIHje KHCEOHUKA YHYTap 3a4eTKa y10Ba y TOKY pa3suha,
KOjU ce ojAp)KaBa y aIyJATHOM OCTE€O-XOHJIPAJTHOM TKHBY, IOIMPHHOCH DPa3BOjy XPCKaBUIE U
nocpeioBas je, 6ap aenom aktuBnouthy HIF tpanckpunimonor ¢akropa (Schipani et al., 2001).
Honatno, moka3ano je na HIF-lo octBapyje BaxkHy ynory y audepeHIujannju Me3eHXUMCKUX
MPOreHUTOPCKUX henrja y XOHIPOLUTE BE3UMBameM 3a MpoMoTopcku pernoH SOX9 gena u
NOCJICINYHUM aKTUBHpameM meroBe ekcrnpecuje (Robins et al.,, 2005). OBu mnopmanu y
CarJIaCHOCTH CY M ca pe3yJITaTUMa HaIllMX HCTPaXHBamba Y KOjUMa CMO TOKa3all KaKo CMambehe
CIIOCOOHOCTH XOHJpOreHe nudepeHnujanmje MICIUTUBaHUX helrja, Tako U CHHKEHY €KCIIPECH]Y
HIF.

HIF-1a je Baxan dakTop u y ojip’kaBamy XxomeocTtase komTanor Tkusa (Wang et al., 2007
Shomento et al., 2010; Rankin et al., 2012). MnakTuBam#ja oBOT T'eHa JOBOIU 10 CMambEHba
KOIIITaHE Mace U Opoja ocTeobmacra. Y ocreobnactuma je takohe excnpumupan u HIF-2a, anu
eKCITPUMEHTH Ha ,,KNOCK-0Ut MuIlIeBMMa 3a 0Baj 'eH MOKA3ajH Cy CaMO HE3HATHO CMAHCHE Y
BOJIyMeHY Tpabekynapue koctu (Rankin et al., 2012). CxonHo ToMe, yTHIIA] KOjU CY CBUELCKH U
roBehu xeMorioOWMH oCTBapwiIM Ha EKCIPECHjy OBOT TPAHCKPHUIIIMOHOT (hakTopa MOrao Ou
oOjacHuTH, Oap NEeIMMHYHO, edeKaT OCTBApEH M Ha OCTeoreHy audepeHlHjalujy UCITUTAHUX
henuja.

5.15. Xemoznooun ymuue na umynomooynamopnu kanauyumem InNK-MMh

[Topen ynore xoje mmajy y penapanyju TKHBa, ONINTE je MpuxBaheHO CTaHOBMIITE A
MMRA umajy U CcnocoOHOCT MOAYJaIMjeé MMYHCKOT OJrOoBOpa, OJHOCHO Jia TMPEeBACXOHO
ocTBapyjy umyHocynpecuBHo zejctBo (Shi et al., 2011; Soleymaninejadian et al., 2012).
Mexannsmu nyreM kojux MMRA cynmpummupajy HMyHCKH OATOBOp YKJbYUY]Y CYIpEcHjy
nposdepauuje T u b numdonura, naaykiujy perynatopaux T henuja, mHXuOUIMjy QyHKuHja
NK henuja, ka0 u nHXuOUIM)y AudepeHjanuje U eKcrpechje CTUMYJIaTOPHUX MOJIeKysa Ha
nennpurckuMm henmjama (Hass et al., 2011; Trivanovi¢ et al., 2013b). MmyHomonynaTopHa
aktuBHOCT MM'h 3aBucumhe om MukpocpenawHe y kojoj ce oBe hemuje Hal)y. Jla 6m morie
OCTBapUTH yJOT'y UMyHOMoayjiatopa, MMA Mopajy u came OMTH aKTHBHpaHE y 4eMy IJIaBHY
ynory octBapyjy IL-1, TNF-a u IFN-y (Newman et al., 2009; De Miguel et al., 2012; Ling et al.,
2014). Ox paznMuUTUX UMYHOMOAYJIATOpPHUX TeHa koje MM mory excnmpumupard, MU CMO
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ucrutanu edexat xemorinobmHa Ha ekcmpecujy HLA-A, HLA-G, HLA-DRA, TGFB1, IDO1,
PTGS2, IL6 u HMOX1 (Hass et al., 2011; Trivanovi¢ et al., 2013b). IIK-MMh kopurihene y
HAIIMM UCTPAXKUBAHIMa KOHCTUTYTHBHO HUCY EKCIIPUMUpAJIC HAjeJaH T'eH O] 3Hauaja 3a (b UXOBY
MMYHOMOJTYJIATOPHY (YHKIIH]Y, IITO j&é OYEKHBAHO jep je mokazaHo Aa y nopehemy ca MMh u3
npyrux uzsopa, [IK-MMh umajy koHCTUTYTHBHO ciia0y ekcripecujy oBux rena (Trivanovié et al.,
2013b). Hamu pe3yaratu mokasyjy a ¥ CBUELCKH M TOBEhH XeMOITIOOMH UHAYKY]Y €KCIIPECH]Y
IDOL1, nok je camo rosehu mumykoBao ekcrnpecujy HLA-A. Ogasawara u capagauiu (2009)
MOKa3aJli Cy Jia XeMOTJIOOWH, aJIi HEe M XE€M U alloNPOTEUH XEMOTJIIO0MHA, HHIYKYje €KCIPECcH]jy
OBOT €H3MMa, ITO j€ jOII je/IHa Y HU3Y IMOTBP/a JIa HajBePOBATHH]jE HUjE JIOILIO JI0 JACTpaaaIuje
OBOT MOJIEKYJia Yy KynTypH henuja y HamuMm excripumentuma. IDO niponykyjy henuje umyHckor
cucrtema ykJbyuyjyhu makpodare u nenapurcke henuje, kao u paznuunte Tymopcke henmje. IDO
npeJcTaBba MPBU M OTPaHWYaBajyhu eH3uM y jJerpajanuju TpUntodana u MpeTrnocTaBiba ce aa
CYIIPECOpPHY YJIOTY MMYHCKOT OJrOBOpa OCTBApYj€ MPAKIECHEM Jeroa OBe aMHHOKHCEINHE U
aKkyMynamnujoM MerabonuTta TpuntodaHa, YKIbY4yjyhu KHHYpPEHUH, 3-XHIAPOKCHAHTPAHUIIHY
KucennHy W kBuHoaMHMYHY kucenuny (Ling et al., 2014). Uunykyjyhu ekcnpecujy IDO-1
CBHUIbCKHU U TOBehH XeMOoriaoOuH cTuMynuiny uMmyHocymnpecopeky ¢dynkmujy [IK-MMA.

Nako nma noxaraka 17a MM'R u3 pa3nuunTux U3BOopa MOT'y €KCIIPUMHUPATH I'€HE TJIABHOT
KomIuiekca xuctokommaruounHocta (Shi et al., 2011; De Miguel et al., 2012; Berglund et al.,
2017), 3a [IK-MMM je noka3ano na He excripumupajy ose rene (Trivanovic et al., 2013b). Uctu
aytopu nokazanu cy na [IK-MMh y nupexktHoMm mehyhenujckom koHTakty ca anorenum MHH
uHXHOMpajy nponudepannjy oBux hemmja y oarosopy Ha PHA ctumymanujy m amoaHTureHe
(Trivanovic¢ et al., 2013b).

Y O0BOj [OKTOPCKOj JHMCEpPTAllMjH HWCIUTUBAH je YTUIAj] XeMorjoOWHa Ha
umyHoMmoaynatopHy yinory IIK-MMR ananuzom muxoBor edekra Ha anoTo3y, helujcku LuKyc u
npoudepanujy anoreanx MHRA y xokyntypu ca [IK-MMh. Pesynrartu cy nmokazanu na I1K-
MMH yrtuuy Ha anotosy, henujcku mukyc u nponudepanujy anorennx MHR, a 1a nmpucycTso
xemoroonHa Mema kKananuteT [IK-MMh na monynumie oBe ¢pynknuje MHR. Mehyrtum edekar
XeMoroouHa Huje 6uo yHudopMaH, U IPETOMHUHAHTHO je 3aBUCHO of Tora na jau cy MHh 6uie
no6pu wim cnabu pecrionnepu Ha ctumynannjy PHA. OBa paznuka y cnocoonoctu MHB na
OJITOBOpE Ha MPHUCYCTBO XEMOITIOOMHA je Mocjeaulia Tora IITO Cy OHE Ipe CBera XeTeporeHa
nonynaurja henuja (T u b numponut, Mmonouuntu, nenaputcke henuje, NK henuje) u na nako cy
cBu naBaoun MHRA 6unu 31paBe ocobe, BHUXOB UMYHCKU CHCTEM j€ y CTaJIHO] MHTEpaKIUjHu ca
AHTUTEHHMA U3 CIOJbAIlFbE CPellMHEe, ITO Ce OfpakaBa Ha (HYHKIIMOHAIHO CTamke MOMyJamnja
MHT u cnoco6HOCT 51a oaroBope Ha ctumynauujy u PHA u/unmu xemornoounom. O6janrmeme
OBHX pa3jiMKa CBAKaKo MPEBA3UIIa3H OKBUPE OBE IOKTOPCKE JMCEPTALIMje U PE3YNITATH yKa3yjy Ha
notpeldy 3a HOBUM HCTpaXHBamUM y KojuMma he ce mpenusHo aedunucaru henmje mmyHCKor
CHUCTEMa Ha KOj€ XEMOIJIOOMH Jeiyje OUPEKTHO WM HHAWPEKTHO, Moaynuinyhu ¢GyHKUUjy
nonynanuja MHA.

5.16. 3aspuwnu komenmap pesynmama

30upHO, MpUKa3aHU pPE3YyITaTH IOKa3yjy Ja CBUICKM M ToBehu XemorioOuH, Kao
KCEHOT€HH  XEMOIJIOOMHM, OCTBapyjy edexaT Ha MNpoiaudepaTuBHHU, MUTPATOPHHU,
TUQepeHINjalliOHd 1 UMYHOMOIYIATOPHU KalallUTeT pa3InuuTUX Me3eHXuMckux hemmja. Opa
UCTpaKUBamwa JIOMpUHOCE 00JbeM pazyMeBamy OMOJIOIIKUX edekaTa BaHhenHjckor XxeMorioOrnHa
KpO3 MOJIeNl CBHUECKOT U roBeher xemornobuna. Hamm pesynraTu ykasyjy Ha TO Jia Yak U y
yclIOBUMa KOJU HMHAYKY]y pasnuuute Tunose audepennujaiuje MM (rajeme y oapehenum
T epeHInjalliOHIM MeIUjyMIMa), XeMOTJIOONMH MMa MOTYNHOCT Ja CYyIpUMUpa/MHXHUOUpa WK
omnoxu mudepennyjannjy MMA, ogHOCHO a2 04yBa HUXOBY MAaTUYHOCT. Y OUEHE Pa3IUKe y
eeKTUMa CBUILCKOT U roBeher xemoryiioOnHa Ha QyHKIMOHanHe KapakTepuctuke MMH mory
outn mocneamiia pasnuka y npumapuoj (Hardison, 2012; Gaudry et al., 2014) wau BumM
HUBOMMA CTPYKTYpE OBUX MpoTenHa. Takohe, Halu pe3ynTaTH MoKas3aiu Cy MPUCYCTBO YKYITHO
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10 MacHUX KHCeIWHA Yy Y30pIHMa CBUECKOI M ToBeher XeMoriioOMHa, y TparoBHUMa.
Juctpulynuja U NPOIEHTYalHa 3aCTYIJBCHOCT OBHX MAaCHUX KHCEIMHA Pa3lIMKOBAlle Cy ce Y
y30pLUMa Pa3IMYUTUX KUBOTHECKUX BPCTH. BpojHU Cy nuTeparypHH MojAany KOju rOBOpE O
YTUIAjy pa3IMYUTHX MACHUX KHCEIIMHA Ha PyHKIMjcKe KapakTepucTike MMA. Tako je mokazano
Jla apaxuJOHCKa KHCEIMHA WHIyKyje aaumnoreHy mudepenHnujaunjy MMB nok uHxuOupa
ocreobactorene3y (Casado-Diaz et al., 2013; Antonio Casado-Diaz et al., 2019). ITopen Tora
ITO MOXKE Jia cTuMyJuiie nokpersbuBoct MMh (Jung et al., 2015), onerHcka KucenmmHa MOXe a
CTHMYJIMIIE W EKCIpPEeCHjy HeypalHuX wmapkepa konx MMThA wu30m0oBaHMX W3 XyMaHOT
ennomerprjyma (Kojour et al., 2017). CynpotHo edekTy apaxuioHCKe, JIMHOJICHCKA KHCEINHA
CTHMYIIMIIIE OCTEOreHy M MHXHOupa agunoreny audepennujaiujy MMA (Platt & EI-Sohemy,
2009; Kim et al., 2013, 2014). Mehyrum, uMa mogaraka Koju TMOKa3yjy Ja JIMHOJEHCKA U -
JUHOJICHCKA KHUcennHa cHmkaBajy ekcrpecujy RUNX2 y MMMA u crumynumry ekcrpecujy
PPARG, kao u ga moone 10 nmoBehane akymynanuje JUIMUIHUX TeJa y OBUM henujama Ha T03HO
3aBucad HauuH (Riera-Heredia et al., 2019). Ciinuan pe3yirar, noBehame akyMyJIaluje JUITHIHIX
tena y MM y Toky agunorene mudepenuujanuje, noowmm cy Yanting u capagaunu (2018) npu
kyatuBanju MMR ca JHMHOJCHCKOM, OJIEMHCKOM W MAJIMHUTHHCKOM KHCelIWHOM. Liu u
capaauaui (2019) mokasaium cy J1a CTeapUHCKA KUCEIMHA MOKE CTUMYIIHcaTH Murpanndjy MMh
U yOp3aTH 3a1e/bUBamke XPCKaBHIIe, Kao U J1a JOBOAM /10 moBehama Opoja KojoHH]ja oBUX henuja.
JlonatHo, mOKa3aHo je Jja cTeapuHCKa KUCETMHA MOXKE J1a CTUMYJIHUINE eKCIPECH]y pa3TuIuTHX
nuroknHa ox ctpane MM (IL-6, Backymapuu engorenHu ¢akrtop pacra (eHr. vascular
endothelial growth factor, VEGF) u MOHOIMTHH XeMOaTpaKTaHTHU HpoTenH-1 (eHr. monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1)) moxynuinyhu Ha Taj HaYMH BUXOBY HUMYHOMOIYJIATOPHY
yaory (Yaghooti et al., 2019). CxoxHo 0BUM moaIiiMa, pa3iinke y eeKTumMa CBHECKOT U ToBeler
XeMorIoOnHa Ha (PYHKIU)CKE KapaKTepUCTHUKE ME3CHXUMCKUX henrja onucaHe y 0BOj TIOKTOPCKO)]
JUCepTaIju Morie Ou ce, 6ap JesioM, 00jaCHUTH pa3iiuKama y 3aCTYIJbEHOCTH I0jeTHHAYHIX
MaCHHX KHCEJIMHA y KOPUIINEHUM Y30pIIMa CBHE-CKOT M roBeher xemornoOuna. Mehyrum, 6e3
JIOJaTHUX W JICTAJbHUJUX aHAIM3a yTUI[aja CBaKe OJf TUX KOMIIOHCHTH IOHA0C00, a 3aTHM U y
CHUHEPTHUjU, O YTHIIQ]y MAacHMX KHCEJIMHA MPUCYTHUM Y TParoBUMa y KOPHIINEHUM y30pIHMa
XeMOTJI00MHa Ha yodeHe npoMeHe (YHKIHjcKHX Kapakrepuctika MM, moryhe je jenuno
CTIEKYJIUCATH.

JonatHo, TpeUIOKeHAa  WCIUTHBAaEka Cy OCHOBA  IMPHUMEHEHHM  3allOYETHM
OMOTEXHOJIOUIKAM UCTPpaKMBakbUMa O TIOTEHIINjaTHO] ynoTpebu/6e36eqHocTr yrnorpede oBe 1Be
BpPCTE KCEHOTCHUX XEMOTJIOOMHA Kao JHJEeTeTCKUX CYIUIEMEHaTa WM CACTaBHUX KOMIIOHEHTH
MenujymMa 3a Ipomaraiuyjy WM KoHiepBauMjy henuja. TakBa mnoTeHIMjaqHa MpHUMEHa
nojpaszymMeBa 100ujame XeMOTJIO0MHA Ha HHAYCTPH]CKOM HUBOY, U3 JIAKO JOCTYTHOT MaTepujaia,
0e3 BHCOKeE IIeHE KOIITama U yoTpede OpraHCKuX pacTBapaya, OJHOCHO YIIPaBO HAa HAYMH OTHCaH
y OKBHPY OB€ JIOKTOPCKE JUCEpTaIHje.
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6. 3aksbyunu

Ha ocHOBy u3NnOX€HUX LMJbEBAa U MPENCTaBJbEHUX pe3ylTaTa, WU3BEACHU Cy cienehu
3aKJbyULlU:

6.1. U3onanuja, npeynmhaBame M (PU3HUYKO-XEMHjCKa KapaKTepu3aluja CBHICKOT M
ropeljer xemor/ji00MHa NoKa3aJjam cy jaa:

CBumcku u roehu xeMoriioOuH je Moryhe M30510BaTH M3 EPUTPOIHMTA KIAHHYHE KPBH
METOJIOM TpajayallHe XHWIIOTOHWMYHE XEMOJIM3€ U MPEUUCTUTH TaHTCHIIM]aTHOM
yirpaduiTpanujom;

N3onatu xemornoOuHa no0vjeHr U MpedyrinheHr Ha OBaj HAYMH UMAajy BHUCOK CaJipiKaj
xemoryioounHa (Buuie oa 90% yKynmHUX OpOTEUHa);

VY wuzonaruma xemorjiobwHa cy mpucyTHu ¢ochommmuau. buxos caapxkaj je Behm y
M30JIaTUMa CBHEGCKOT XEMOIJIOOMHA Yy OJHOCY Ha wH3oiare roeeher XemorjioOHuHa.
[IporieHTHY y/I€0 U cacTaB MAacHUX KucenuHa y Gochonmumuauma u3oaaTa XeMorioonHa
OBE JIBE KMBOTHUHCKE BPCTE C€ PasIIUKyje;

[Ipoceyan XUIPOIMHAMHYKH TPEYHUK KOJOWUJHMX YECTHIA Y M30JaTHMa CBUEHCKOT U
roBeher xemMoroOMHA OJroBapa XUIPOAWHAMHYKOM MPEYHUKY HATHBHOT MOJIEKYJIa
XeMOIJIOOHHA;

ATICOPIIIIMOHM CIIEKTPU HW30JaTa CBHECKOT W ToBeher xemorimoOwHa OaroBapajy
aTICOPIIIMOHOM CIIEKTPY HATUBHOT OKCUXEMOTJIOOWHA;

CTpykTypa XeM rpyle y W30JIaTUMa CBUELCKOT M roBeher xemoriioOMHa je odyBaHa U
JIBOBAJICHTHO T'BOXkN)e Y OKBHPY e uMa criocoOHocT peaykuuje ABTS panukana.

2. UcnuTuBambe HUTOTOKCHYHOCTH CBUILCKOI' U I‘OBeljel" XeMOIJI00MHA U IberoBe OMOoJIOIIKE
AKTHUBHOCTH IIOKAa3aJ10 je aas

KonnenTpanuja cBumckor u roeher xemormobuHa y 48-caTHHUM KylTypama
HECTUMYJIHCaHUX U MUTOreHOM ctumyiucanux MHH u 48- u 96-catnum kyntypama [1K-
MM ce 0s1aro CHU>XAaBa;

VY KBaHTUTATHBHOM OJIrOBOPY ONpEAEIbeHUX MAaTUYHHX henuja xemaToroese nepudepHe
KpBU YOBEKa Ha CTUMYJAllM]y CBHUEHCKMM M TOBehUM XeMOIIIOOMHOM IOCTOj€ BEJIMKE
MHTEpUHIUBUAYyalHe Bapujanuje. CBUBCKM U roBehu XeMorioOMH CHaXXHO YTHYY Ha
MOpGOJIOTHjy KOJIOHH]a ONpPEe/beHNX MaTHUHUX henuja xemaroroese nepudepHe KpBu
YOBEKa;

VY tecty 0e3 npe-aaxe3nje CBUHCKU XeMOTIIOONH cMamyje aaxe3uBHocT MHh u [IM'RA nok
roBehu xemoraoOuH He yrude Ha aaxe3uBHocT MHh u IIM'A. V tecty ca mpe-aaxe3ujom
CBUICKM XeMoryioomH He ytuue Ha aaxesuBHoct MHH u TIMTHA, nok je rosehu
XEMOTJIO0MH CTUMYJIHUILIE;

CBumcku u roeehu xemornoown ctumynuiry npoayknujy ROS y MHRK u IIMA y
KoHIeHTpauuju ox 10 uM.

3. HcnuTtuBame yTHHAja cBUIBCKOr u roseher xemorno0uHa Ha dyHKHHjcke
KapaKTepuCTHKe Me3eHXHMMCKHUX heuja mokasaio je na:

CBumcku M roBehu XeMOrIoOMH MOAYNHINY BHjaOMIIHOCT ME3EHXMMCKUX henmja y
3aBHCHOCTH O]l TUMa hennja, KOHLEHTpallKje XeMOTJI00MHa 1 )KHUBOTUILCKE BPCTE U3 KOje
je xeMorJIo0MH M30JI0BaH, Kao M BpeMeHa MHKyOanuje ca henujama;

CBUIKBCKHM ¥ TOBehH XeMOrIoOWH He yTU4y Ha Opoj amomToTCKHX henuja W J0BOJE N0
KpaTkopajHor 3ayctaBibama [IK-MMh y G0/G1 ¢a3u henujekor nukiyca;

CBumcku u roBehu xemornobun cmamyjy Opoj CFU-F kononmja I[IK-MMh vy
KoHIeHTpauujama o 1 u 10 pM;
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CBumbCKkH U TOBehH XEMOTJIOOMH MOJYJHUIY MUTPATOPHU KAIalUTET ME3EHXMMCKHUX
henwja y 3aBucHOCTH 011 THTIA henuja, KOHIIEHTpAIIHM]e XEMOTJIOOMHA U )KUBOTHELCKE BPCTE
U3 KOje je XeMOTJIO0MH M30JI0BaH;

CBumCKH U roBehn XxeMorsioOuH cMamyjy cliocoOHOCT XoHaporeHe audepeniujanuje [1K-
MMh u ATDCS henwuja:

CBumcku u rosehu xemornobun cmamyjy caapxaj Al y IIK-MMKA u ATDCS
henujama;

CBumcku u roBehu xemornoOuH cHmkKaBajy excnpecujy SOX9 rena u cTuMynumnry
excripecujy COL1AL1 u COL2A1 rena y [IK-MMh;

CBUIBCKH XEMOTJIOOMH CTUMYJIHIIE, AOK TOBehH XEeMOTJIOOMH CHHXKaBa €KCIIPECH]Y
S0x9 rena y ATDCS5 henujama; XemorioOMHH 00€ XKUBOTHHCKE BPCTE CHUIKABA]Y
ekcripecujy Colllal rena y ATDCS henujama.

CBUICKH U TOBehH XeMOTJIOOMH CMamyjy CllocoOHOCT ocTteoreHe audepeniujanuje [1K-
MMh u MC3T3-E1 henwuja:

CBumcku u roBehu XeMorioOMH CHMXaBajy aKTUBHOCT eH3uMa ALP u konmuunHy
neno3uTta kanuujyma y [IIK-MM'h henujama u HakoH 7 1 HakoH 14 naHa y KynTypH;
CBumcku u roeehu xemorno6un crumynumy excrnpecujy RUNX2 rena y I[IK-MMh
henujama HaKOH 7 aHa, a CBUILCKHU j€ CHUKAaBa HAKOH 14 naHa y KyATypH;

CBumcku u roeehu xemornobun cHmwkaBajy excnpecujy ALPL rena y IIK-MMh
henujama HakoH 7 U 14 naHa y Kynrypu;

Cumcku xemornodun crumynumie excnpecujy COL1AL rena y [IK-MMh henmnjama
HaKOH 7 JJaHa, aJly je CHUXKaBa HaKoH 14 naHa y kynrypy. ['oBehu xemorsioOuH cHuxaBa
excnpecrjy COL1Al rena y IIK-MM*h henujama u HakoH 7 u HakoH 14 nana y
KYITYpH;

Excnpecuja BGLAP ocreorenor mapkepa Huje AeTekroBana y kynrypama [IK-MMh
HHM HaKoH 7, HM HakoH 14 naHa;

CBumCcky 1 ToBeh XeMOrIIOOWH CHMXKaBajy akTUBHOCT eH3uma ALP nakon 7 maHa y
KYJATYpH U KOJIMYMHY Jeno3uta kanuujyma y MC3T3-El henujama HakoH 14 nana y
KYJITYpH KaJia Ce JI0JIajy Y OCTEOTCHU MEIUjyM 0e3 JeKCaMEeTa30Ha;

VY ocreoreHoM MeaujymMy 0e3 JOeKcamMeTa3oHa, CBHECKM XEMOITIOOMH CTHMYJIUIIE
excnpecujy Runx2 mapkepa y MC3T3-E1 henujama HakoH 5 maHa y KynTypH, JOK je
roeehy XeMOrJI00MH CHUKaBa,

VY octreoreHom Mmenujymy Oe€3 JeKcamMeTa3OHa, CBUICKM M TOBehH XeMOTJIOOMH
crumynumny ekcipecujy Alpl u Bglap mapkepa y MC3T3-E1 henujama HakoH 5 nana y
KYITYpH;

CBumcku u roBehu xemorsnoOuH He ocTBapyjy edekar Ha akTMBHOCT eH3uma ALP y
MC3T3-El henujama HakoH 7 1aHa y KYyATYpH Y OCTEOT€HOM MEIUjyMy ca
JIEKCAaMETa30HOM, JIOK CMamyjy KOJWUYMHY JAeNo3uTa Kallujyma HakoH 14 naHa y
KYJITYpH Y HCTOM MEIHjyMY;,

VY ocreoreHOM MenujyMy ca JI€KCaMEeTa30HOM, CBUICKM U TOBehU XeMorioOuH
cHikaBajy excnpecujy Alpl mapkepa y MC3T3-E1 henujama HakoH 5 1aHa y KyJITypH;
VY ocreoreHOM MenujyMy ca JI€KCaMEeTa30HOM, CBUILCKM XEMOTJIOOMH HE yTHYe Ha
excnpecujy Bglap mapkepa y MC3T3-El henujama HakoH 5 naHa y KyATYpH, JOK je
roeehy XeMOTJI00MH CHIKaBa,

Y ocreoreHoMm wmeaujymy ca gekcamerazoHom y MOC3T3-El1 henujama Huje
JIeTeKToBaHa excrpecuja Runx2 mapkepa.

CBumBbCKH U roBeh XeMorio0UH cMamyjy CIOCOOHOCT anumnorene audepennujanuje 11K-
MMHh u 3T3-L1 hennja:

Cumcku u roBehu xemornobun crumynuury excrpecujy PPARG rena y IIK-MMh
HaKkoH 7 u 14 nana y Kxynrypys;
Excnpecuja ADIPOQ u LPL mapkepa y [IK-MMh Hakon 7 u 14 nana y KyaTypu Huje
JIETeKTOBAHA.
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- CBumcku u rosehu xemornoOMH CTHUMYIUILy ekcrpecujy Pparg rema y 3T3-L1
henujama yKoJMKo ce 10/1ajy Y aJUIOTeHU MEIUjyM TI0YeB O] HHAYKIIMOHOT MEIU]jyMa
U CHMKaBajy je YKOJHMKO Ce J10/1ajy MOUYEeB OJ] MHCYJIUHCKOT MEJIHjyMa;

- CBumCcku xeMornobouH He octBapyje edekar Ha ekcrpecujy Adipoq y 3T3-L1 hennjama
KaJa ce J0Jia y aAUIIOTeH! MEI1jyM TIOYeB O] HHIYKIIMOHOT MEI1jyMa, 10K je ToBehu
Onaro crumynumie. Kaga ce xeMornoOuMHU A04ajy y aJAUIOTeHH MEIUjyM IMOYeB O]l
UHCYJIMHCKOT MEJIijyMa J0BOJIe 10 cHuXkewa excipecuje Adipoq y 3T3-L1 henujama;

Muorena mudepennujaimja [IK-MMRA  Huje uWHOyKOBaHA Yy  NPUMEHCHOM

EKCIEPUMEHTAIHOM JIU3ajHY.

CBumCckH 1 ToBehu xeMornoouH cMamyjy crmocooHocT Muorene audepenimjanuje C2C12

henuja y BUIIMM KOHIICHTpallMjama:

- CBUIBCKM XEMOTTIOOMH HE OocTBapyje edekar Ha MOp(OMETpHUjCKEe mapameTpe
dbopmupannx muotryoa C2C12 henuja, 1ok roBehu XeMorj100MH MOAYITHIIIE TOBPIINHY,
JTYKUHY U UHACKC CHEPUIHOCTH MUOTYOa Y 3aBUCHOCTH OJ1 KOHIIEHTpAIHje.

- CBumckH ¥ roBehu xeMorJI00MH CHIbKaBajy ekcnpecrjy Myog rena y C2C12 henujama
HaKOH 6 gana y koHneHTpanuju ox 10 pM;

- Ceumcku U roehu xemornodun cumkanajy excrpecujy Ckm rena y C2C12 henujama
HaKkoH 6 mana y koHueHtpanuju ox 10 M, nok je roBehn XeMOrno0uH CTUMYIIHUIIE Y
koHleHTpanujama og 0,1 u 1 pM.

CBumCckH ¥ roBehr XeMOrII0OWH MOAYJIUITY HIMyHOMO Iy aaTopHu notennyjan [IK-MMh:

- Edexar xemornobuna Ha mopxynaropuu edexat [IK-MMA na hemmjckm mmkiyc,
anonrto3y u nponudepanujy anoreaunx MHH 3aBucu on naBaouna MHB u sxuBoTumscke
BPCTE U3 KOj€ je XeMOTJIOOWH U30JI0BaH;

- Exkcrnpecuja cnenuduunux umynomoaynatopaux mapkepa MMh: HLA-G, HLA-DRA,
TGFB1, PTGS2, IL6 m HMOX1 nuje nerexkroBana y [IK-MM'h rajenum Hu y Menujymy
0e3, HM y MEJIMjyMy ca XeMOTJIOOMHOM,;

- ToBehu xemorno6un uHnykyje excrpecujy HLA-A rena y IIK-MMTh nakon 24 h y
KYJITYpHU, JOK CBUICKH XEMOTJIO0MH HE OCTBapyje oBaj edekar;

- CBumcku u roBehu xemornobun nHayKyjy ekcupecujy IDO-1 rena y IIK-MMh Hakon
24 h y xyntypH.
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[Tpunoszu

8. lpuo3n
HpwnJior 1

AnxeszuBHoct MHK u IIM'RA rajerux y mpucycTBy CBUE-CKOT HIIM TOBeljer XxeMorino0nHa HCruTaHa
y TEeCTy ca mpe-aaxe3njoM. Pe3ynraTu cy mpukasaHu kao mpoueHar aaxesuBnoctu MHR/TIMh
rajeHuX y CTaHJapJIHOM MEIUjyMy 3a rajeme henrja 6e3 xemornoOuHa uunja je BpeJHOCT O3HaYeHa
kao 100%. PMA: noBehame agxe3uBHOCH JE€yKOIIUTa y OJIroBOpY Ha cTumyianujy 50 ng/mL
PMA; o3utuBHa KOHTpoja TecTa. Bpeanoctu y Tabenu mpencTaBibajy CpeAme BPEIHOCTH =+
CTaHJap/Ha JeBUjallija YeTUPU HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

CBHUICKHM XeMOTIJIO0MH, TECT €A NMpe-aaxe3ujoM
Jaaman MHhK IIMh
0,1 pM 1 M 10 pM PMA 0,1 pM 1 M 10 pM PMA
1 99+2 116 £1 118+ 4 634+32 | 107+10 | 175+10 | 189+17 | 126 +10
2 100 £ 6 125+3 120+ 6 652+52 | 154+19 | 121+£20 | 149+32 9% +1
3 93+3 9%5+4 1137 2097 96 +6 101 +£7 95+6 92+9
4 87+4 85+4 89+5 266 + 14 74+6 76+ 6 77+5 112+ 4
5 181+10 | 179+13 | 147+10 | 28117 94 +2 101+£2 971 1097 + 30
6 135+10 | 119+11 93+3 303 + 15 116 £ 7 106 £5 69+3 320 + 31
7 90+18 106 £7 91+10 400 + 24 1057 110+£7 94 +4 808 + 30
8 1107 99+8 109+11 | 43929 106 £7 124 +£11 | 147+£23 [ 1291+£31
I'oBehu xemor;1001MH, TECT ca mpe-aAxe3njom
MHK IIMh
Alaatan 0,1 pM 1 pM 10 pM PMA 0,1 pM 1 pM 10 pM PMA
1 94+6 104+£8 112+11 | 201+22 | 116+10 | 117+12 | 127+11 | 88362
2 147 +4 138+9 156 +£13 | 318+14 | 180+21 | 139+18 | 124+11 | 1072+ 19
3 150+ 13 | 139+12 | 127+12 219+9 86+9 63+6 785 159+9
4 113+9 1105 1055 139+ 11 126 +9 113+4 138+ 12 221+3
5 92+11 91+7 103+13 | 37029 777 82+12 64 +11 138 £2
6 117+£12 | 140+£12 | 132+17 | 49924 865 84+3 91+3 361 + 30
7 94+6 104+£8 112+11 | 201+£22 | 116+10 | 117+12 | 127+11 | 88362
8 147 +4 138+9 156 +13 | 318+14 | 180+21 | 139+18 | 124+11 | 1072+ 19
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[Tpunoszu

IIpnior 2

AnxesuBHocT MHH u [IM'h rajenux y nprcycTBY CBUE-CKOT MJIH TOBeher xeMorimioOnHa ucrurana
y Tecty 0e3 mpe-aaxesuje. Pesynraru cy npukazanu kao nporeHat aaxesusaoctd MHKB/TIMh
rajeHux y CTaHJIapHOM MEINjyMy 3a rajeme henuja 6e3 xemMorjao0uHa urja je BpeIHOCT O3HAYCHA
kao 100%. PMA: TloBehame agxe3uBHOCH JICYKOIMTA y OJArOBOpY Ha ctumynanujy 50 ng/mL
PMA; nmo3uTHBHa KOHTpOJIa TecTa. BpenHocTn y Tabenu mpeacTaBibajy Cpeime BPEIHOCTH +
CTaHJapHa JACBHjallja YSTUPH HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

CBUBCKHM XeMOIJI00MH, TecT 0e3 nmpe-aaxe3uje
Naganan MHR IMHh
0,1 pM 1 pM 10 pM PMA 0,1 pM 1 pM 10 pM PMA
1 91+1 90+2 93+1 305 + 30 84+1 78+3 775 158 £ 31
2 104 +£3 93+1 102+4 158 £ 31 58+1 707 72+14 75+ 30
3 9%+4 92+2 86+3 218+9 109+8 120+ 15 98 +13 601 + 30
4 91+3 93+3 88+3 171+£3 92+8 94+6 77x4 473 + 32
5 125+10 97 +6 100+4 439 + 30 102+4 94 +2 92+4 1093 + 31
6 46 +3 65+5 60 £5 144 +9 71+5 62+ 6 50+3 | 66530
7 68+4 69+5 108 +8 377 £ 30 94 +7 91+3 86 + 10 669 + 33
8 92+4 74+5 104 +£8 498 + 32 92+5 84+6 88+3 772+2
I'oBehu xemor;100mMH, TecT 6€3 Mpe-aaxe3uje
JNaaman MHh IIMh
0,1 pM 1 uM 10 pM PMA 0,1 ptM 1 uM 10 pM PMA
1 68 £ 6 83+2 837 141 £5 104 +£7 100+ 4 98 +2 624 + 32
2 46+ 8 65+5 60 +7 231 +33 96 +3 92+4 9% +£5 978 + 30
3 42+2 48 £2 75+1 237121 65+4 50+6 53+5 299+ 6
4 54 +8 52+9 55+4 230 + 25 61+8 53+5 44 £ 7 202+ 12
5 114 +£2 1107 1007 409+18 | 166+19 | 150+10 | 153+10 | 811+31
6 128 £ 8 100+ 9 93+4 469 + 10 100 £5 95+4 102 +9 412 +1
7 68 £ 6 83+2 837 141 £5 104 +£7 100+ 4 98 +2 624 + 32
8 46+ 8 65+5 60 +7 231 +33 96 +3 92+4 9% +£5 978 + 30
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[Tpunoszu

IIpnior 3

[Tponykmnja ROS y MHR u [IM'RA kyntuBucaHUM y TPHUCYCTBY CBUELCKOT WJIM TOBeher
xemoraobuHa. Pezynraru cy npukazanu kao npoueHat npoaykmnuje ROS ox crpane MHR/IIMh
rajeHux y CTaHJIapJAHOM MEIUjyMy 3a rajeme hennja 6e3 xeMoriio0rnHa 4rja je BpeIHOCT O3HaUCHa
kao 100%. PMA: IloBehame agxe3uBHOCH JICYKOIIUTA Y OAroBOpYy Ha ctumynauujy 50 ng/mL
PMA; no3utuBHa KOHTpoOJa TecTa. BpenHocTu y Tabenu MpeicTaBibajy Cpelre BPEeIHOCTU +
CTaHJapHa JACBHjallja YSTUPH HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

CBUIbCKHM XeMOTJI00MH, mpoaykinuja ROS
Naganan MHR IMHh
0,1 pM 1 pM 10 pM PMA 0,1 pM 1 pM 10 pM PMA
1 91+1 90+2 93+1 305 + 30 84+1 78+3 775 158 £ 31
2 104 +£3 93+1 102+4 158 £ 31 58+1 707 72+14 75+ 30
3 9%+4 92+2 86+3 218+9 109+8 120+ 15 98 +13 601 + 30
4 91+3 93+3 88+3 171+£3 92+8 94+6 77x4 473 + 32
5 125+10 97+6 100+4 439 + 30 102+4 94 +2 92+4 1093 + 31
6 46 +3 65+5 60 £5 144 +9 71+5 62+ 6 50+3 | 66530
7 68+4 69+5 108 +8 377 £ 30 94 +7 91+3 86 + 10 669 + 33
8 92+4 74+5 104 +8 498 + 32 92+5 84+6 88+3 772+2
I'oBehu xemornooun, npoaykuuja ROS
JNaaman MHK IIMh
0,1 ptM 1 uM 10 pM PMA 0,1 ptM 1 uM 10 pM PMA
1 68 £ 6 83+2 837 141 £5 104 +£7 100+ 4 98 +2 624 + 32
2 46+ 8 65+5 60 +7 231 +33 96 +3 92+4 9% +£5 978 + 30
3 42+2 48 £2 75+1 237121 65+4 50+6 53+5 299+ 6
4 54 +8 52+9 55+4 230 + 25 61+8 53+5 44 £ 7 202+ 12
5 114 +£2 1107 1007 409+18 | 166+19 | 150+10 | 153+10 | 811+31
6 128 £ 8 100+ 9 93+4 469 + 10 100 £5 95+4 102 +9 412 +1
7 68 £ 6 83+2 837 141 £5 104 +£7 100+ 4 98 +2 624 + 32
8 46+ 8 65+5 60 +7 231 +33 96 +3 92+4 9% +£5 978 + 30
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Hpwuor 4

VYruuaj ceumckor (A, B, /1, E, 3) uroseher (b, I, D, XK, 3) xemornobuna Ha Murparopuu norenujan mezenxumckux henmja: IIK-MMh (A, B), ATDCS
(B, I), MC3T3-E1 (4, B), 3T3-L1 (E, XKX) u C2CI12 henuja (3, 1) nakon 24 h y xyntypu. Pesynratu cy npuka3zaHu Kao mpoleHaT MOMYyHEHOCTH
MOBPIIMHE OTpeOOTHHE y KYIATypu oaroBapajyhux hemmja y ogHOCY Ha MOBPIIMHY orpedoTuHe y moueTHoM TpeHyTKy (CM t0) kojoj je momesbeHa
BpeaHoct 100%. Pesynratu cy mpuka3zaHu Kao cpelma BPEIHOCT + cTaHaapiaHa AeBujanuja. (*) o3HayaBa CTAaTUCTUYKU 3HAYaAjHY DPasjiuKy y
MOMYKEHOCTH TIOBpIINHE orpeOoTHHE henrja KyITHUBUCAHUX Ca XEMOTJIOOMHOM y OJIHOCY Ha MOMYHEHOCT MOBPIIUHE OrpedOTHHE Y KyATypH henmja
rajeHux y CTaHJapAHOM Meaujymy 3a kyntusanyjy henuja (CM). [Ipukasane cy penpeseHTaTuBHE MUKporpaduje orpedotuHa y ciojy henuja.

IIK-MMh
CM t, CM 0,1 pM CX6/CM 1 pM CX6/CM 10 pM CX6/CM
Ionymwmenoct
NOBPILIMHE 100 121+3 124 +3 121+3 119+3
orpe6orune (%)
A
CM CM 0,1 uM I'’Xe/CM 1 pM I'X6/CM 10 pM I'X6/CM
Ionymenoct
NOBpLIMHE 100 121+3 122 +3 127 + 3* 129 + 3*
B orpeGorune (%)

175



CM t, CM 0,1 pM CXo6/CM 1 pM CXo/CM 10 pM CXo6/CM
Ionymenoct
MOBPIIMHE 100 117+3 121+ 2* 121+ 2* 119 + 2%
orpedorune (%)
r E
CM t, CM 0,1 pM I'X6/CM 1 pM I'X6/CM 10 pM I'X6/CM
IMonymenoct
TOBpIIHHE 100 117+3 122 £ 3* 120+ 2* 117+3
orpedorune (%0)
v
CM t, CM 0,1 uM CXo/CM 1 pM CXo/CM 10 pM CXo6/CM
Honymenoct
MOBpIIHE 100 121+4 123+ 3 124 + 2* 123+3
orpedorune (%)
T |
CM ¢, CM 0,1 pM I'X6/CM 1 pM I'X6/CM 10 pM I'X6/CM
IMonymeHoct
MOBPIIHMHE 100 121+4 124+ 3 125+ 3* 121+3

orpedorune (%)
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CM t, CM 0,1 pM CXo6/CM 1 pM CXo6/CM 10 pM CX6/CM
IMonymeHoct
MOBPIIHHE 100 125+3 126+ 3 126 £3 126+ 3
orpeoorune (%)
TR | e NERONE HA o
| odt 20 o o
“ Do >l % s
5 L _..'.';',,'._:-'1. ’:‘:ﬁ.‘ ~ - el
e WO G TR I 3T3-L1
CM t, CcM 01uMTX6/CM | 1pMTX6/CM | 10 pMIXo/cv | Deamje
IMonymenoct
NOBpIIHHE 100 125+3 127+3 125+3 127+ 2
orpedorune (%) _ _
(B2 S e a3 o N ]
- 2 | ESES A
Pt Al R O TS SN
CM t, CM 0,1 pM CXo6/CM 1 pM CXo6/CM 10 pM CX6/CM
IMonymeHoct
MOB pIIHHE 100 110+ 3 11143 110+ 3 109+ 3
orpeoorune (%)
C2C12
CM t, cM 01uMTX6/CM | 1pMIX6/CM | 10 pMIXo/CM | Deamje
IonymeHoct
NOBpIIMHE 100 110+ 3 118 + 2* 119 + 3* 119 + 2*
orpedorune (%)
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Hpwuior 5

I'oBehu u cBumCckH xemoraoouau goaatu y CM He unaykyjy xouaporeny audepenuunjanujy ATDCS henuja u ocreoreny audepennujamyjy [IIK-MMh
n MC3T3-El henuja. Xonaporena qudepenuujamuja ATDCS henuja ananusupana je 1eH3uToMeTpujcku oapehuBamem caapkaja AT gerexkroBaHux
6ojemem Cadpanunom O, HakoH 14 maHa y KynTypH y CTaHAApAHOM Meaujymy 3a Kyarusauujy hemmja (CM) unmu CM cymiementucanum ca 0,1 uM
rosehum xemorioounom (0,1 uM I'X6/CM). Ocrteorena nudepenuujanuja [IK-MMH u MC3T3-E1 ananu3upana je 1eH3UTOMETPH]CKUM oipehuBamem
aktuBHOCTH ALP en3uma nerekroBane NBT/BCIP Gojemem HakoH 7 nmana y kyntypu y CM mimu 0,1 pM I'X6/CM u 1eH3UTOMETPUjCKOM aHAIM30M
JIeTIO3UTa Kalll[ijyMa JIETEKTOBAaHUX OOjeHeM allM3apuH I[PBEHUM HAaKOH 14 nmaHa y KynTypu. Pesynratu cy mpukasaHH Kao Cpeima BPETHOCT +

CTaHJap/iHa JieBHjanuja mporeHTa caapxkaja AL, aktuBHOCT ALP 1 neno3uta kanujyma y kynrypu henuja kyntusucannx y CM (nonespeHa BpeqHOCT
100%).

ATDCS heanje, 60jene Cadpanunom O IK-MMHh, 6ojeme NBT/BCIP pearencom MC3T3-E1 heanje, 6ojeme aau3apus UpBeHUM
CM 0,1 uM CXo/CM CM 0,1 uM CXo/CM CM 0,1 pM CXo6/CM
A Rt - b -~ B NN\ NN
140 140 r
= 120 | S
= e
< =100 | E =4
2 S 8 22
= o 60 | E( =
] 2 s
= 20 -
© 0
CM 0,1 uM CX6 CM 0,1 uM CX6 CcM 0,1 uM CX6
ATDCS heuuje, 6ojeme cappanunom O NK-MMRA, 6ojerse NBT/BCIP pearencom MC3T3-E1l heauje, 6ojerse NBT/BCIP pearencom
0,1 iM IX6/CM cM 0,1 UM I'’X6/CM cM 0,1 UM I'X6/CM

e @@ | |96 @ " e @6

140 |
@120 | 120
= 100 | ~ 100 | — 100
E 80 | S L ®
= 60 f o 60
2 2 g
E o < I
S o 2
0 0
™M 0,1 uM I'X6 cM 0,1 uM I'X6 M 0,1 uM I'X6
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ITpuor 6

Yrunaj ceumckor (A, b, B, I', I, B) u roseher (E, XK, 3, U, J, K) xemorioouna Ha ekcpecujy
rena koju koaupajy HIF-1 (HIF1A u Hifla) u HO-1 (HMOX1 u Hmox1) y [IK-MM*h, ATDCS,
MC3T3-El u 3T3-L1 henujama rajeHumM y ctanmapaHoMm Meaujymy 3a hemujcky xkynrypy (CM)
Wi oaroBapajyhuM audepeHiujamoHuM MeaujyMuMa (XOHAPOTEeHU, OCTEOTCHH, aIUIIOTCHHU)
6e3 wm ca 0,1 uM cBumckor/roBeher xemornoouna. Maaykuuja Xouaporene nudepeHnujaimje
3a [IK-MMH tpajana je 11 gana (A, E), 3a ATDCS henuje 7 nana (b, XX). Manykiuja ocreorene
nudepennujanmje 3a [IK-MMTh tpajana je 11 nana (B, 3), 3a MC3T3-E1 henuje 7 nana (I', N).
WNunyknuja ocreorene audepennujanuje MC3T3-E1 henuja BpuieHa je y 1Be eKCIEpUMEHTAIHE
MOCTaBKe: TajemheM henuja y OCTEOreHMM MeIujyMyM ca aekcamerazoHoMm (OM ca Dex) wium
ocTeoreHMM MeaujymoMm 0Oe3 nekcamerazoHa (OM  6e3 Dex). Huayknuja amumnoresne
mudepennujanuje 3a [IK-MMh tpajana je 14 nana (/1, J), 3a 3T3-L1 henuje 10 nana (b, K) Tokom
KOjux cy henuje mpBo rajeHe y MHIYKIMOHOM, Ia MHCYIMHCKOM Meaujymy, na CM. 'osehu u
CBHUIbCKH XEMOTJIOOWHU Cy y amunorenn Meanjym 3a 3T3-L1 nomaBanu moveB oj ¢aze HHIYKIH]S
win uHeyluHcke dase. [lpukazane cy penpesenratuBae RT-PCR tpake ananm3upanux reHa u
Tpaka GAPDH kao koHTpona KoNMYMHE y30pKa HAaHETUX Ha rei. Y Tabenama cy JaTu
KBaHUTATUBHU mojaanu nobujern aenzutomerpujom RT-PCR tpaka. HuBo excnpecuje cBakor
reHa y cnenuguuHom audepeHIrjaloHOM MEIUjyMy je HOpMalli30BaH 0JIroBapajyhuM HUBOOM
excnpecuje GAPDH rena (o3naueno #). PesynraTu cy nmpukasanu Kao MpoleHaT eKCIpecHje reHa
3a HIF-1 u HO-1 y henuja rajenum y oarosapajyhem audepeHiujannoHoM MeanjymMy (J10/1e/beHa
BpenHocT 100%) 1 kao cpenma BpeTHOCT + cTaHAapHa JIeBUjallja.
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NK-MMh ATDCS5 henuje
A XM # XM % CM CX6/XM B XM # XM % CM CX6/XM
HIF1A / / / / Hifla 77 100 59 /
HMOX1 / / / / Hmox1 / / / /
XoHaporena
augepenunjaunja caPDH [ ——— 4527
HiF1 [ 232 bp
rnox: [ s
IIK-MMh 3T3-E1 henuje
OM # OM % CM CX6/0M 1" OM # OM % CM CX6/0M
B HIF1A (7 gana) ; ] ; ] HifLa (OM 6e3 Dex) 12 100 43 26
HIF1A (14 nana) / / / / Hifla (OM ca Dex) 39 100 91 86
HMOX1 (7 nana) / / / / Hmox1 (OM Ge3 Dex) / / / /
HMOX1 (14 nana) / / / / Hmox1 (OM ca Dex) / / / /
Ocreorena
I, o> 115 I o
7 OM 6e3 Dex-a OM ca Dex-om
AaHa K- 14 nana 3T3-L1 heuje
Ji | AM # AM % cM CX6/AM B AM # AM % cM CX6/AM
HIF1A (7 nana) / / / / Hifla (Mua. men.) 13 100 81 98
HIF1A (14 nana) / / / / Hifla (Muc. men.) 20 100 111 116
HMOX1 (7 nauna) / / / / Hmox1 (Mux. mex) / / / /
HMOX1 (14 nauna) / / / / Hmox1 (Muc. men) / / / /
AnunoreHna
IlH(l)epeHIIPljalIﬂja CM AM CX6/AM CM AM CX06/AM

CM AM CXo0/AM

7 mana

GAPDH 452 bp

CM AM CX6/AM

14 nana
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INK-MMh
E XM # XM % CM I'X6/XM
HIF1A / / / /
HMOX1 / / / /

XoHaporena

anpepenuujannia npon [ 15267

IK-MMh
OM # OM % CM I'X6/0M
3 HIF1A (7 naua) / / / /
HIF1A (14 naua) / / / /
HMOX1 (7 nana) / / / /
HMOX1 (14 nana) / / / /

Ocreorena
npeperjannja  ——— GAPDH 452 5p ——
T o oo
P o -

7 mana 14
san MK-MMh fana

# AM % CM I'X6/AM
/ /

HIF1A (7 nana)
HIF1A (14 naua)
HMOX1 (7 nauna)
HMOX1 (14 nana)

~|=|=1=I=Z

/

/ /
/ /
/ /

I'X6/AM

[ N

Anumnorena
audepeHnMjanmja C AM

I'X6/AM

HIF1A 234 bp
HMOX1 115bp

7 nana 14 nana
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K XM # XM % CM I'X6/XM
Hifla 77 100 59 /
Hmox1 / / / /
Gapih [ ——— 452D
virta [ 1 °r
Hmox. [ - .-
3T3-E1 heanje
151 OM # OM % CM I'X6/0M
Hifla (OM Ge3 Dex) 12 100 43 17
Hifla (OM ca Dex) 39 100 91 97

Hmox1 (OM 6e3 Dex)

/

/

Hmox1 (OM ca Dex)

/

/

CM OM

I'X6/0M

Hifla 170bp

— rmoxt. 31 bo |

CM

oM I'X6/0M

==J Gapth 452 bp | ——

OM 6e3 Dex-a OM ca Dex-om
3T3-L1 heanje
K AM # AM % CM I'X6/AM
Hifla (Mua. men.) 17 100 78 93
Hifla (Muc. men.) 20 100 110 106

Hmox1 (Mux. mex)

/

/

Hmox1 (Muc. men)

/

I'X6/AM

Gapdh 452 bp

/ /
M AM T'X6/AM

[ e e RTCIRIL e e em—"
S il fimoa 2op he e

WHAYKIHOHN MeTujyM
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IIpuaor 7

Cnucak ckpahenunna

2,3-DPG (enr. 2,3-diphosphoglycerate) - 2,3-mudochoraumnepar

A1M (enr. al-microglobulin) - al-mMukporno0OyauH

ABTS - 2,2 - a3un0-6uc- (3-eTnsben30THa30nnH-6-CyndoHCcKa KUCETHHA)
ALP (enr. alkaline phosphatase) — ainkanxa docdarasa

AMP (enr. antimicrobial peptide) - aHTHUMUKPOOHM TIETITUAM

AP-1 (enr. activating protein 1) - akTuBaTOpCcKHT MpoTeHH 1

ATP (enr. adenosine triphosphate) - anenosun tpudocdar

Bach-1 (eur. BTB and CNC homology 1) - Tpasckpuriiinonu penpecop 1 koju mokasyje
xomodorujy ca BTB u CNC

BCIP (enr. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, p-toluidine salt) - 5-6pomo-4-xmopo-3-
ungonmi pocdat, p-TOIYHAUH CO

BFU-E (enr. burst forming units-erythroid) — eputpouau npeKypcopH onpeaesbeHux
MatuuHHX henuja xemaromnoese neprdepHe KpBH Y0oBeKa

bHLH npoteunn (enr. basic helix-loop-helix proteins) — ocHoBHM XeUKC-TIETIbA-XEIUKC
HOPOTEHHH

BMP (enr. bone morphogenetic protein) - mophoreHeTcKu MpoOTenH KOCTH

C/EBP (eur. CCAAT-enhancer-binding proteins) - mporennu koju ce Be3yjy 3a CCAAT
CHXaHCep

CA (enr. carbonic anhydrase) - kap6onatHa aHxuapasa

CaCOs - xamujym-kapOooHaT

CAMs (enr. cell adhesion molecule) - henujcku agxe3uBHE MOJNEKYITH
CAT (ewnr. catalase) — xaranasa

CD (enr. cluster of differentiation) — kiactep mudepeniujanuje

CFC Tect (enr. colony forming cells) — rect ¢popmuparma KooHH]ja 01 CTpaHe OMpeae/bEHUX
MaTn4HuX henuja xemaromnoese nepudepHe KPBU 4OBEKa

CFDA-SE (enr. carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) - kapbokcu-dayopecient
Juanerar CyKUMHUMUIUII €CTap

CFSE (enr. carboxyfluorescein succinimidyl ester) - kap6okcu-¢iyopeciens auarerar
CYKIIMHUMH U €CTap

CFU-E (ewnr. colony-forming unit-erythroid) - npekypcop eputpou e 03e

CFU-F Tecr (enr. colony-forming units fibroblasts test) - tect popmupama kononuja
¢dbubpobnacra

CFU-GEMM (enr. colony-forming unit — granulocyte, erythroid, macrophage,
megakaryocyte) - mpekypcop 3ajeJHUYKH 33 TPaHyJIONUTEe, EPUTPOLINTE, MaKkpodare 1
MeTaKapuoLUTe
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CFU-GM (enr. colony-forming unit-granulocyte-monocyte) - npekypcop rpaHyJIOIHUTHO-
MOHOILIMTHE JIO3€

CO — yrJbeH-MOHOKCH]T

CO2 — yribeH-TuOoKCH I

CO-Hb — kapbokcuxeMorioonH

con A (enr. concanavalin A) - koHkaBaauH A

CSF (enr. colony-stimulating factors) - ¢baktopu ctumynaiije KoJoHU]a
CXCR4 (enr. chemokine receptor type 4) - CXC peuenTop 3a XeMOKHHE TUII 4

DAMP (enr. damage/danger-associated molecular pattern) - monekysicku oOpa3sair oBe3aH
ca ormacHouihy

DEPC Bonaa (eur. diethyl pyrocarbonate water) - nectunosana DEPC tpetupana Bona

DMEM (enr. Dulbecco's modified Eagle medium) - /Tyn6exoBa moaudukaimja MUriosor
Meanjyma

dNTP (enr. deoxynucleotide) — ne30KCHHYKICOTHT
Dex - nexcameraszon

EGFP (enr. enhanced green fluorescent protein) - mo6ossinanu3eneHuM (GayopecieHTHH
POTEUH

EHD (enr. extracellular hemoglobin) - ekctparienynapau xeMorioouH

eNOS - enoTenHa a30T-OKCH CHHTA3a

FCS (enr. fetal calf serum) - dberannu Tenehu cepym

FeyR — Fey penenrop

FDA (enr. Food and Drug Administration Agency) - Amepuuka areHIidja 3a XpaHy U JICKOBE
FGF (enr. fibroblast growth factor) - ¢pakrop pacra ¢pudpobGiacta

GAPDH (enr. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - nexuaporenasa
rmtepanaexun 3-gocdara

GFP (enr. green fluorescent protein) - 3exenu ¢uryopeciieHTHH POTEHH

GM-CSF (enr. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - ¢akropa crumysanuje
IpaHyJIOLUTHO-MAaKpO(arHux KOJIOHH]a

H* - nporon
H2COs - yribena kucenuHa
H202 - BOOHHK TEpUOKCH]T

HAPLNL1 (enr. hyaluronan and proteoglycan link protein) - Be3nu nporeun xujanypoHa u
IMPOTCOrIMKaHa

HbALC - rnko3uioBaHu XeMOTJIO0MH W30JI0BaH U3 KPBU MalljeHaTa 000IeIuX 01
nujaberec MEJIUTYC TUIT 2

HbAM — xemorno6uH n3oxoBan u3 Arenicola marina

HbF - deranaun xemornoouu
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Hb-Fe?* - pepoxemornobun
Hb-Fe3* - pepuxemornobun
Hb-Fe** - pepunxemoriodun

HBOC (enr. hemoglobin-based oxygen carriers) - npeHOCHOIM KHCEOHHKA HA 0a3u
XEMOIJI00MHA

HbV (enr. hemoglobin vesicle) — Be3ukyie koje caapxe XeMOTrJI00HH

HCOs - GukapGoHaTHHU jOH

HCP1 (enr. heme carrier protein 1) — mporenHCcKH HOCay 3a XeM 1

HDL (eur. high-density lipoprotein) - numonporenH BeaHKe I'yCTHHE

HGF (eur. hepatocyte growth factor) - gaxrop pacra xenarorura

HIF (enr. hypoxia-inducible factor) - ¢hakrop MHIyKOBaH XHUITOKCH]OM

HIV (enr. human immunodeficiency virus) - Bupyc xymaHe uMyHOAeDUIIH]ECHIIH]jE

HLA-A (enr. human leukocyte antigen — A iSotype) - aHTHIeH XyMaHHX JICYKOLIUTAa — U30THUIT
A

HLA-DR (enr. human leukocyte antigen — DR isotype) - aHTureH XxyMaHuXx JICyKOIUTa —
n3otun DR

HLA-G (enr. human leukocyte antigen — G isotype) - aHTUTeH XyMaHHX JICYKOLUTA — U30THII
G

HO (enr. heme oxygenase) — xemM OKCHTeHa3a

Hp (eur. haptoglobin) — xanrrorinooun

Hp-Hb - koMmIutekc xeMorii00MHa U XanTorJI00MHA

HpHDR — penenrop 3a xeMOrII00MH Y KOMILIEKCY Ca XanTOrI00UHOM
Hpx (enr. hemopexin) — xeMornekcuH

HS (enr. horse serum) - komcku cepym

HSA (enr. human serum albumin) - xymanu cepymcku anoymuH

HUVEC (enr. human umbilical vein endothelial cells) - xymane ennorente henuje
yMOUJIUKAJIHE BEHE

IBMX (ewnr. isobutyl-methylxanthine) - u3o0yTua-mMeTHIKCAaHTHH

ICAM-1 (enr. intercellular adhesion molecule-1) - yayraphenujcku aaxe3noHu Moeky-1
IDO (enr. indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase) - unaonaMuH-2,3-1€0KCUTeHa3a

IFN-y (enr. interferon gamma) — uatepdepon y

19G - umynornobynun G

IL (enr. interleukin) - uaTepneykun

ILC (enr. innate lymphoid cell) - ypohene mumbpounnue henuje

IMDM (enr. Iscove’s modified Dulbecco’s medium) - ickoBa moaudukanmja JlymoexoBor
Meaujyma

INOS, NOS Il - uaaynubuiiHa a30T-0KCH] CHHTa3a
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ISCT (enr. International Society for Cellular Therapy) - Melyynapoauo apymrso 3a
henmmjcky Tepanujy

IVH (enr. cerebral intraventricular hemorrhage) - nepeGpaina HHTpaBEHTPUKYIapHa
XeMoparuja

KLF (enr. Krippel-like factors) - ¢paxropu cnuunu Kriippel-y
LD50 (enr. mean lethal dose) - cpeama neranna go3a

LFA-1 (eur. lymphocyte function-associated antigen 1) - anTureH nmoBe3aH ca GyHKIIHjOM
numdonura 1

LIP (enr. labile iron pool) - ma6unuu myn reoxha
LPS (enr. lipopolysaccharides) — nmunomnonucaxapuau

LRP (enr. lipoprotein receptor-related protein-1) — nporenn-1 mose3an ca perenTopom
JIMIIOIIPOTCHUHA

LTA (enr. lipoteichoic acid) - nunorenxonHcka KucearHa
MCD163 — mem6pancku CD163 monexyn
MCK (enr. muscle creatine kinase) - mummhHza kpeaTHH KuHa3a

MCP-1 (eur. monocyte chemoattractant protein-1) - MOHOIIMTHH XeMOATPaKTaHTHH
nporeuH-1

MEP (enr. megakaryocyte-erythroid progenitor) - 3ajeTHHYKH PEKYPCOP METaKapUOLUTa U
EpUTPOIIUTA

MHC Il (eur. major histocompatibility complex class Il) - rmaBaHu KOMIUIEKC TKUBHE
nogynapHoctu, kiace Il

MnCO:s - manran-kapOoHar

MS (enr. multiple sclerosis) - mysiTumia ckiaeposa

MSC (enr. medicinal signaling cells) - menuruncke curnante henuje

NADPH - penykoBaHu HUKOTHHAMU/] aICHUH TUHYKICOTHA PocdaT

NBT - Nitro blue rerpa3zonujymoa co

N-CAM (enr. neural cell adhesion molecule) - axxe3uBHE MOIEKyT HEPBHUX hesrja
NETS (enr. neutrophil extracellular traps) - ekcrpauenynapae 3amke HeyTpodIa
NF-kB (enr. nuclear factor kappa B) - uykieycuu dakrop — kB

NK heamnje (enr. natural killer) - henuje npupoase youre

NKT (eur. natural killer T) - T henuje ypohene youriie

NNOS, NOS | - HeypoHanHa a30T-OKCH]I CHHTa3a

NO — a3oTr-okcup

NO2 - mutpur

NOs - nurpar

NOD (ewnr. (enr. nitric oxide dioxygenase) - a30T-OKCH/I JMOKCUTEHA3a

NOS (enr. nitrogen oxide synthase) - a3ot-okcua cuHTa3a
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O2" - cymepoKcu I aHjoH pajuKal

O2 — KuCeoHuk

OH® - xunpokcun paaukan

oxXLDL (enr. oxidized low density lipoprotein) — oxcugoBaHu JTUIIONPOTENH Maji¢ I'yCTHHE

PAMP (enr. pathogen-associated molecular patterns) - monexyscku oOpasail moBe3aH ca
IIaTOIr€HOM

PB-MSCs (enr. peripheral blood mesenchymal stem cells) - me3enxumcke matnune henuje
nepudepHe KpBU

PBS (enr. phosphate buffered saline) - usoronuunu pocdarau nydep
pCO:z2 - mapuyjanHu NPUTHUCAK YTJbEH-AHUOKCHIA

PCR (enr. polymerase chain reaction) - jjan4aHa peakigja mojmmepase
PEG (enr. polyethylene glycol) - noauernien ko

PFC (ewnr. perfluorocarbons) - nepdnyopokapbonatu

PHA (eur. phytohaemagglutinin) - ¢utoxemariyTuHuH

Pl (enr. propidium iodide) - mpomuaujym joaun

PLA-PEG nanouectuue (eur. poly(lactic acid)—poly(ethylene glycol) nanoparticles) —
HAHOYCECTHUILIE O] 0JIOK mojimmMepa MJIICYHC KUCCIMHE U IMOJIMCTHUIICH T'JIMKOJIa

PMA (enr. phorbol 12-myristate 13-acetate) - hop60;1 Mupucrar arerar

PNH (enr. paroxysmal nocturnal hemoglobinuria) — napokcu3manna HohiHa
XEMOIJIOONHYpH]ja

pOz2 - mapujaHu MPUTHCAK KHCEOHUKA

PPARYy (enr. peroxisome proliferator-activated receptor y) — perentop y KOju ce akTUBUpa
y3 nposidepainjy nepokcrusoma

PTHrP (enr. parathyroid hormone-related protein) - mpoTenH moBe3an ca mapaTupOHIHUM
XOPMOHOM

PtNP (enr. platinum nanoparticle) - HaHouecTuIle o1 TIIATHHE
PWM (enr. pokeweed mitogen) - Mutores u3 KopeHa BHHOOOjKe

RIPA (enr. radioimmunoprecipitation assay buffer) - mydep panuonmyHompeUmuTamjcKor
eceja

RNS (ewr. reactive nitrogen species) - peakTHBHE BpCTe a30Ta
ROS (enr. reactive oxygen Species) - peakTHBHE BPCTE KHCCOHUKA

RT-PCR (ewr. reverse transcription polymerase chain reaction) - ranuana peakiuja
MoJTMMepase K0joj MPETXOHU peBep3Ha TPAHCKPHITIIH]a

SCD (enr. sickle-cell disease) - anemuja cpnactux epuTpoIUTa
SCD163 - conyomman CD163 monexyn
SCF (enr. stem cell factor) - ¢pakrop marnunux henuja

SDF-1 (enr. stromal cell-derived factor 1) - pakrop mopexiiom ox ctpomanaux henmja
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SDS (enr. sodium dodecyl sulfate) - marpujym nonermn cynadar

SDS-PAGE (enr. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) -
eekTpodopesa y MoJIMaKpUIaAMHIHOM Telly ca JOJaTKOM HaTpUjyM Joaenuni cyidara

SGC (enr. soluble guanylate cyclase) - conybunna ryanuiar 1ukiasa

SMCC (enr. N-succinimidyl 4-(N-maleimidomethy) cyclohexane-1-carboxylate) - N-
cykuuHuMuanI 4-(N-MaaenMuI0MeTH) IIMKIOXeKcaH-1-KapOOoKCHIaT

SOD (enr. superoxide dismutase) - cyrnepokcua qucMmyTasa

SREBP-1 (ewnr. sterol response element-binding protein-1) - nporeun 1 xoju ce Be3yje 3a
CJICMCHT OAr0BOpa Ha CTCPOJIC

STATS (enr. signal transducer and activator of transcription) — curnanuu Tpancaycepu u
aKTHBATOPU TPAHCKPHUIIIH]jeE

TAE nydep (cur. Tris-acetate-EDTA buffer) - Tris-aneratau-EDTA nydep
TEMED - terpameTu etusneH AuaMmuH

TF (ewnr. tissue factor) - TkuBau paxTop

TFR (enr. transferrin receptor) — tpanchepuHCKH perenTop

TGF-p (enr. transforming growth factor-p) - pakrop Tpanchopmurryher pacra-3
Th17 (enr. T17 helper cells) - nomohanuku T17 nmumdonuru

TIM-2 (enr. T cell immunoglobulin-domain and mucin-domain-2) — nporeun 2 T henuja ca
I/IMYHOFJIO6YJII/IHCKI/IM 1 MYIUUHCKUM JOMCHOM M JOMCHOM

TLC (ewnr. thin-layer chromatography)- xpomarorpaduja Ha TAHKOM CJI0jy CHIMKA Teja
TLF-1 (enr. trypanosome lytic factor-1) - nuruuku daktop Tpunanosome 1

TLR (enr. Toll-like receptor) - peuentop ciaungan Toll-y

TNF-a (enr. tumor necrosis factor-a) - gpakTop Hekpo3e Tymopa o

Treg (enr. regulatory T lymphocytes) - perynaropuu T mumdonutu

UCP-1 (enr. uncoupling protein-1) — HekyruioBaHH MPOTEHH |

VCAM-1 (enr. vascular cell adhesion protein 1) - anxe3nonu npoTenH BacKyaapHux henuja
1

VEGEF (enr. vascular endothelial growth factor) - Backymapuu engotentu GpakTop pacta
VLA-4 (enr. very late antigen 4) - Beoma KacHH aHTUTEH 4

I'AT" — r1MK03aMUHOTIIMKaHU

I'NT - racTpOMHTECTUHAIHU TPAKT

I'X6 — roeehu xemorao6uH

k/IHK - xommiemeHnTapHa 1€30KCUPUOOHYKIEHHCKA KUCETNHA

MMM - me3eHxuMcKke MaTU4He henuje

MHT - moHOHYKIIeapHe henuje

MTT - 3-(4,5-aumeTrii-Tiazon-2un)-2,5 tudeHuI-TeTpasonujyM OpomMuI

INK-MMMh — me3enxumMcke Matuuse henuje nepudepHe KpBu
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IIMh - nonmumopdonykineapae henuje

PHKa3a A - pubonykieaza A

CM - craHjap/iHu MeMjyM 3a rajeme MesenxuMckux hemuja (DMEM/10% FCS)
CX0 — cBUIBCKU XeMOTTIO0UH

X0 - xeMorinooux

XM - xemaronoetrcke MaTuuHe henuje

IHC - neHTpanHyu HEPBHU CUCTEM
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BUOI'PA®UIA AYTOPA

Ana Cranunh pohena je 19. HoemOpa 1988. rogune y KparyjeBumy. ['umuazujy je
3appmia y Bpmwaukoj bamu 2007. roguHe U BCTe TOAWHE yIucalia cTyauje Ha buononkom
(dakyntety YHupep3utera y beorpagy, cmep MonekymnapHa Ouosordja U (GU3HOJIOTH]A.
OcHoBHe akanemcke crynuje 3aspmmia je 2010. ronune ca npoceunom ouenom 9,30. Hcre
rOJIMHE yIucaia je Mactep cryauje Ha buonomkom dakynrery, cmep MosnekynapHa 6uosioruja
u pusnonoruja, moxyn ExcnepumenTtanna Onomeaununa xoje je 3apumia je 2012. ronqune ca
npoceuHoM omeHoM 9,71. [{okropcke crymauje je ymucana 2013. rogune Ha buomomkom
¢bakyntery YuuBepsurera y beorpany, na moayny buonoruja henmja u TkuBa, npu uemy je
MOJIOXKHKJIAa CBE MporpaMoM IpeaBuleHe ucrnure ca mpoceuynom omernoM 10,00. On amputa
2014. ronuae Ana Cranumh ykipydeHa je y pan I'pyme 3a Wmynonorujy MuCTHTYTA 32
MEIUIIMHCKA HCTpakUBama, YHHUBEp3UTeTa y beorpany, kao cTUNEHIUCTa TOKTOpPaH
MuHHCcTapcTBa IPOCBETE, HAYKEe M TEXHOJIOMIKOT pa3Boja, Pemybnnke Cpouje. Ana Cranunh
je 29.12.2017. nuzabpaHa y 3Bame HCTpaKMBad- MpUIIPaBHUK W oa mapra 2018. roamnHe
3alociieHa je Kao HUCTpaxuBay-mipunpaBHUK y ['pymu 3a Mmynonorujy Mactutyta 3a
MEIUIIMHCKA UCTPaXKUBamba, Y HUBep3uTeTa y beorpany. ¥V 3Bame uctpaxuBad-capaJHuK AHa
Cranunh nzabpana je 23.05.2019. ronuHe Ha KICTOM UHCTHTYTY.

VY capanmwu ca npyrum ayropuma Ana Cranuuh je o6jaBuiia ykynHo 26 myobiaukanyje,
oJ1 Tora je 8 oubmuorpad)CcKux jeArHUIa 00jaBJbeHO y IeMHU: 1 mornassbe y kb3 (M14), 1
pan y yaconucy kareropuje M21a, 1 pag y yaconucy kareropuje M21, 2 paga y yaconucuma
kareropuje M22, 1 pan y yaconucy kareropuje M23, 1 caonmreme ca Mel)yHapoHUX CKYIOBa
mramnanux y nenunu (M33) u 1 pan y yaconucy kareropuje M51. Ana Cranuunh koaytop je
9 caommrema ca Mel)yHapoJHHMX CKYyMOBa ITamMnaHux y u3Boay (M34) u 9 caommrema ca
CKYIIOBa HAI[MOHAJHOT 3HaYaja mTammnana y ussoay (M64).



Npwunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBy

NoTtnucaHu-a: AHa 3. CraHuuh

6poj nHaekca: 63009/2013

Uzjasmbyjem
[a je AOKTOPCKa aucepTaumja nog, Hac0BOM

»YTHUaj BaHhenumjckor xemornobuHa KceHoreHor NopekK/a Ha GYHKLUMjCKa CBOjCTBA ME3EHXMMCKUX
henwuja in vitro*

®  pe3ynTaT ConcrBeHoOr UCTpa*XmeBavkor paga,

e [anpeasioXeHa gucepTaumja y LesIMHU HU Y AeN0BUMA HUje Buna npeasiorkeHa 3a gobujarbe
6uno Koje gunaome npema CTyAMjCKUM Nporpammma Apyrux BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBa,

® [a CYy pe3y/iTaTu KOPeKTHO HaBeaeHn u

® 113 HUCaM KpLUMO/Na ayTopcKa Npasa v KOPUCTUO MHTENEKTYaNHY CBOjUHY ApYrvX NuULLa.

MoTnuc faoKTopaHaa

Y Beorpagy, _©9.0€. 2020,
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Mpunor 2.

W3jaBa 0 MCTOBETHOCTM WITaMNaHe 1 eNeKTPOHCKe Bep3uje
[OKTOPCKOT paja

Mme 1 npesume aytopa: AHa 3. CtaHuuh
Bpoj uHaekca: 53009/2013
Cryamjcku nporpam: Buonoruja (Buonoruja henmje u Tkusa)

Hacnos paga: ,Ytuuaj sanhenujckor xemorniobuHa KceHoreHor nopekna Ha GyHKLMjCKa cBOjcTBa
me3eHxumckunx henwmja in vitro*

MeHTOpU: Ap AnekcaHapa Kopah, pegosHu npodecop,
YHusep3uteT y beorpagy-buonowwku pakynter
Ap UsaHa [pBeHuLa, Hay4HU CapagHUK,

YHusepsuteT y beorpaay-UHCTUTYT 32 MeAMUMHCKa UCTPaXmnBatba
MNoTtnucaHa AHa 3. CtraHuuh

Usjas/byjem fa je WTamnaHa Bep3unja MOT JOKTOPCKOT Pafa UCTOBETHA eNeKTPOHCKO] Bepauju KOjy cam
npesao/na 3a objas/bMBarbe Ha NopTany [UrMTanHOr penosuTopujyma YHuBep3uTera y beorpaay.

fossobasam fa ce objase Moju AMUHM NoAaum BesaHW 3a Aobujarbe akaAeMCKOr 3Batba JOKTOpaA
HayKa, Kao WTO cy Mme 1 npesume, roamHa u mecto pohera n gatym oabpaHe paja.

OBu nn4HM nopaum mory ce 06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHWUUama AurutanHe 6ubnuoTeke, y
€/1EKTPOHCKOM KaTasiory 1 y nybnukauvjama YHusepaureta y beorpaay.

Motnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, _ 05.0¢ . 2020.
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Mpunor 3.

U3jaBa o kKopuwhemy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnmnoteky ,Csetosap Mapkosuh” ga y [urutanHu penosutopujym
YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AUcCepTaumjy Noj, HaC1OBOM:

»YTnuaj sanhennjckor xemorno6rHa KceHoreHor Nnopekna Ha GpyHKLMjCKa CBOjCTBa Me3eHXMMCKMUX
henwja in vitro”

KOja je moje ayTopcKo ageno.

AvcepTaumjy ca cBum nNpunosuma npegao/na cam y enekTpoHcKom GopmaTy NorosHoOM 3a TpajHo
apxusupatbe.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy noxparbeHy y [UrvtanHu penosutopujym YHusepsuteTa y beorpagy
MOry fja KopucTe CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpiaHe y ogabpaHom Tuny auueHue KpeaTusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyumo/na.

1. AytopctBo
2. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjaNnHO
@AyTopCTBo — HeKomepLumjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTopCTBO — HEKOMEPLWjaIHO — AENUTU NOZ, UCTUM YCI0BMMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEAUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monumo aa 3a0KpyxuTe camo jefiHy 04, WecT NoHyHeHUX ULEHUM, KpaTaK ONUC IMLEHLM AaT je Ha
nonehuHu nucra).

NoTtnuc pgokTOopaHaa

Y Beorpagy, __ (09. 0€.2020.
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1. Aytopcrtso - [lo3BosbaBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLM]Y U jaBHO caonwTasare Aena, U npepaae,
ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa WM 4aBaoua JMUEHLE, YaK U Y
KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMWja o4 CBUX AULEHLN.



2. AyTopcTBO — HEKOMEpUMjanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBare, AUCTPUBYLMjY U jaBHO caonLiTaBare
Jena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH on cTpaHe ayTopa Uam gasaoua
nuueHue. OBa MUEHLA He 403B0/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby aena.

3. AyTopcTBO - HeKoMepLuujanHo — 6e3 npepase. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, ANCTPUDYLUU]Y U jaBHO
caoniuTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobMKoBakba uam ynotpebe gena y cBom ey, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa uau Aasaoua AnueHue. OBa MLEHLA He 403B0/baBa
KoMepuujasHy ynotpeby gena. Y ofAHOCY Ha cBe OCTase JNLEHUE, OBOM JIMLEHLOM Ce OrpaHUYaBa
Hajsehn 06um npasa kopuiwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuwujanHo — AEAUTU NOA UCTUM ycioBuMma. [l03BO/baBaTe yMHOXaBakbe,
AUCTpUBYUMjy 1 jaBHO caonwiTaBare 4e/1a, U NPepase, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
Of CTpaHe ayTopa Wiu 4aBaolia JIMLEHLE M aKo ce Npepaga AuMcTpubymnpa nog UCTOM UK CIMHHOM
/mueHuom. OBa MLeHUa He A,03BO/baBa KoMepuujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTeo — 6e3 npepage. [Jo3Bo/baBaTe yMHOXaBatbe, AUCTPUBYLIMjY M jaBHO caoniuTaBatbe Aena,
6e3 npomeHa, NnpeobMKoBakba UM yNoTpebe fenay CBOM Aey, ako ce HaBede Mme ayTopa Ha HauuH
ogpeheH og cTpaHe ayTopa wiu gasaoua auueHue. OBa /JMUeHUA 403BO/baBa KoOMepUMjanHy
ynoTtpeby aena.

6. AYyTOpPCTBO - AENUTU NOA UCTUM ycnoBuma. [o3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, AUCTPUBYUMjY U jaBHO
caonuwTasatbe Aena, u Nnpepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa uam
[aBaoLa IMLEHLE U aKo ce Npepaaa AMCTpubynpa nog UCTOM UAKM CAUYHOM nueHuom. OBa vueHLa
[03B0/baBa KomepumjanHy ynotpeby gena u npepaga. Cimuna je codpTBEpCKMM ANLLEHLAMA, OAHOCHO
NnLeHLama oTBOpeHor Koaa.



