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3axeannuua

Jlpacoj menmopku op Becnu Unuh, nayunom casemnuxy Uncmumyma 3a meOuyuHcKa
ucmpasicusarna, Yuuseepzumema y beoecpady, Oyzyjem HeusmepHy 3aX8aNHOCM HA
nomohu npunuxom uszpaoe ose 0okmopcke oucepmayuje. Xeara Bam na noopwyu,
cmpn/bery, pazymesary U 3HarY Kojem cme me Y4uiu, a Koje mMu je omoeyhuio da ca

nakohom npesazunazum cee npenpexe y uspaou oge 00Kmopecke oucepmayuje.

op 3opany Byjuuhy, npoghecopy Xemujckoe ¢paxyimema, Yuueepsumema y beoepaody
3axeamyjem ce HA cycecmujama, 8eauKoj momusayuju u Heceouunoj nomohu y uspaou

06e 00Kmopcke oucepmayuje.

3axeamyjem ce Op Mapuju I'asposuh-Janxynosuh, npoghecopy Xemujcroe ¢paxynmema,
Vuusepsumema y Beocpady na eenuxoj nomohu u ycmepery moKOM RUCAFHA 08e

oucepmayuje.

op Hamanuju Dpampuh, npogecopy Daxynmema eemepunapcke meouyune,
Yuueepsumema y beoepady 3axeamyjem ce na ceum cagemuma u nomohu npu uzpaou

06e oucepmauyuje.

op Bnaoany Yoxuhy, wnayunom casemnuxy Hucmumyma 3a MeOdeyuHcka
ucmpasicusarna, Ynueepsumema y bBeoepady, xeana Ha eenuxoj nomohu u noopuiyu oa

€60j pao Hacmasum y rabopamopujama Hncmumyma.

Ilocebno ce 3axeamyjem mojum Opacum ronecunuyama op /pacanu Mapxoeuh, op
Hpunu Macnosapuh, op Heanu [peenuyu u Anu Cmanuuh, us I'pyne 3a umyHnonozujy
Hucmumyma 3a meouyuncka ucmpaxcusarsa, Ynusepzumema y beoepady, na nenom

opyarcery, cagemuma u nomohu y uzpaou oge oucepmaytuje.

3axeannocm Odyzyjem mojum pooumesmuma, cecmpu, obpamy u 6aKu wmo ¢y GeIUKUM
cmpnbersem, y0asby U pazymesarbem Ymuyaau u Ounyu nOOPuKa ceux 200UHa yyerba

U ycaspuiasared.
Mowm Joeany, 3axeamwyjem wimo je 6uo moj emap y neha u wimo je ygex 6epoeao y meHe.

Aymop



CTPYKTYPHE 1 ®YHKIIMOHAJIHE OCOBUMHE UMYHOKOMIUVIEKCA
KOJ TEJAAU OBOJIEJIE Ol BPOHXOITHEYMOHMUMJE

N3BOJA

BponxonHeymonuja je Hajuemhe 000JbeHE TENAAN Y CBETY ajlH JI0 JaHac HHje
pazjallmkbeHo 3alTo UMYHCKH CHCTEM TellaJii He OAroBapa epHKacHO Ha y3pOUYHHUKE
OponxomHeyMoHHje. Bupycu wu Oaktepuje y3pOYHHIIM OpOHXOIHEMOHH]E CY
KOMEHCAJIM U M3a31Bajy OOJIECT caMo KaJa je MMYHOJIOIIKa oa0pana cinaba, Koja Koj
TeNaAu HacTaje 300r HE3peJOCTH HMYHCKOT CHUCTEMa W H3JI0KEHOCTH CTpecy
Y3pOKOBAaHOM HENOBOJBHMM BPEMEHCKUM MpHIMKaMa M CMElTajeM Yy clabo
BEHTHIIUPAHE, IPEHACEbCHE U BiIaXKHE 00jekTe. Kako je 0Bo 000JbeHe Y3pOK BEIUKHX
eKOHOMCKHMX TyOMTaka Ha TOBEHApCKUM (hapmMamMa IOCTOjH BelIHMKa morpeda aa ce
pobIIeM OBOT 000JBEHHa PEIIIH.

Wmajyhm y Buay jga je HMMyHHTET TejleTa Ha HEKE OJ Yy3pOUYHHUKA
OponxonHeyMonuje nocpenoat IgG antutenuMa u ga Ou UIMyHOKOMILJIEKCH KOje OBa
aHTUTeNa (OPMHPAjy MOTJIHM Ja YYECTBY]y Yy IMATOreHE3W OpOHXOMHEYMOHHjE, OBa
JOKTOpCKa JHcepTanyja je 3a IHJb MMajla WCIUTHUBAKE MPOTCHHCKUX W JIUIHTHUX
KoMIOHeHTH tupKyaumyhux umyHnokomiuiekca (CIC) temagu crapux Tpu Mmeceria,
obonenux ox OpoHXOMHEyMOHHje wu3a3BaHe Oakrepujom Pasteurella multocida,
Hajuemthum y3pouHuKoM OojiecTH Ha (papmama y okoiauHM beorpana, u ncnutuBame
yiore CIC kao monynaropa ¢yHKIHja hemuja IMyHCKOT OrOBOpA.

Y oBoj mokropckoj mucepranmjm CIC cy W3070BaHH TPEIHITATAIINA]OM
NpoTeMHa KpBHOT cepyma mnoiuetwieH riukoidomM. Huo CIC  rtemagm ca
OpOHXOMHEYMOHH]OM j€ Y OJHOCY Ha 3iapaBy Tenan 6uo moehan. CIC Temamu ca
OponnaeymMonnjom cy Owm Behu. Y CIC o00e rpyne Tenaaum Ha OCHOBY
XHIPOAMHAMHUYKOT panujyca u3aBaja ce met rpymna dectuna; y CIC Gomnecne tenann
Haj3acTylbeHuje cy omie yectuie oa 1426+291 nm; a y CIC 3apaBe Tenaau yectuue
XUAPOJIMHAMUYKOT pamujyca onx 225+33 nm u 734£174 nm. 3era nmorennujan CIC
Tenaan ca OPOHXOITHEYMOHHUjOM je Omo He3HatHO Behuw ox 3era morteHnujaira CIC
31IpaBe TeJ/IH.

VY cepymuMa Tenaau ca OPOHXOMHEYMOHH]OM JETEKTOBAH j€ MOBHILIEH HUBO

yKynHux nporernHa. Konnenrpanuja y u o rao0yinuHa 6uia je moBehana u y cepymuma



u CIC 6onecne tenamu. Konnentpamuja 1gG u tpancdepuna je Ouna moBuIeHa y
cepymuma asm He u y CIC Oonecne temamu. Kako je HMMyHCKH OATOBOP Yy
macrepeso3ama roBeia mocpenoBaH antutenuMa 1QG kiace, najba maxkma je Ouiia
ycMepena Ha ananu3y 1gG y cacraBy CIC u kpBHuM cepymuma tenaau. ['osehu 19G cy
M3Yy3€THO XETEPOTreHH, U Ja Ou ce 1oowie AeTasbHuje nH(popMalmje o yTuiajy 6ojiectu
Ha eKCTpecHjy MojeauHux (GOpMH OBOTI MOJIEKyJa, aHaIM3upaHu cy ykynHu 1gG y
cepymMuMa U cepyMckuM (paknmjama oborahenum y caapxajy 1gG. Pesynratu cy
nokazamu ga cy lgG CIC, ykymam 1gG cepyma u IgG y dpakumju puBaHoI-
NPEIUIUTA0MIHIX TPOTEUHA CepyMa M NPOTEHHA CepyMa H30JI0BAaHMX aHjOHCKOM
xpomMarorpadujom, OuaH eneKTpodhOPETCKU XETEPOTCHH B CaCTOjalId Cy C€ OJ1 TPH HIIN
getupu cyOdpakmuje pasnmuuuTHX MOJIEKyICKuXx Maca. Camo y ¢pakuujama 1gG
MOJIEKYJIa KOJH Cy U30JIOBaHU aHjOHCKOM XpoMaTorpadujoM JIETEKTOBaHA je IpOMEeHa
Koz OonecHe tenaau. Kox oBux 1gG canpxkaj dppakuuje HajBehe Monekyrncke mace je
O6uo mnoBuiieH. AduHureTHoM Xxpomarorpadujom Ha mporeuH G U mpoTemH A
cedaposu, 3 CIC, cepyma u cepymckux ¢pakiuja, u 3apaBe U OOJIeCHE Telaau
n3onoBanu ¢y 1gG ca kojuma Cy KONperunuTHpalie u Apyre MpoTeuHCKe (ppakimje.
Hckmpyunso ca IgG u3 CIC cy xonpeuunurupane gppaxiuje ox 80, 78 u 73 kDa. U kox
3/IpaBe Tenaau U Kol Tenaau ca OponxomneymonujoM yneo 1gG2 y IgG CIC je 6uo
Hwku ox yrena 19G2 y ykynmaum 1gG cepyma u 1gG cepymckux ¢pakuuja. Paznmka y
rmuko3mwnaniju 1gG u3 CIC cepyma u puBaHON-TIPEIUIUTAOUIHUX MTPOTEHHA cepyMa
3npaBe u OonecHe Tenaau Huje Hahena. [loBuineHa riMko3unanyja je IEeTEKTOBaHA
camo y ppakuuju cepyMckux 1gG n300BaHUX aHJOHCKOM XpOMaTorpagujoM.

Kako cy nunuam (eHOOreHor M €er3oreHor nopekia) U JIMIONPOTEMHHU
UMYHOpETYJIaTOPHH MoJieKynu u ynaze y cactaB CIC, anammzapaHa je mUXOBa
KOHIIeHTpanrja u cactaB y cepymuma u CIC tenaau. Y cepymuma 3apaBe v Telaau ca
opouxonueymonujom jgerekroBanu cy o (HDL)- u B (LDL) mumomnporewnu u
xmomukponu. Y CIC 3apaBe u GosiecHe Tenaau JIeTEKTOBaHA je caMo jeHa (pakiyja
JUIONPOTENHA UPOKE €JIEKTPO(OPETCKE MOKPETIBUBOCTH Yy nipe-f3, B u mocT-P 30HMU.
Y cepymmma Tenaaud ca OpOHXOMHEYMOHHWjOM KOHIIEHTpalldja TpPUTIMILEpHaa |
xozecrepoinia y cactay HDL je 6una nosuiena, a konueHTpanuja LDL-xonecrepona
cmameHa. Konrenrparuja osux jumuaa y CIC je Omma werox HUBOa Aetekiuje. Y
cepyMHMa W 3/paBe TeNaAW W Telagd ca OpPOHXOIMHEYMOHHjOM IOMUHHPAIUA CY

HEYTPaJIHU JUMHUIU KOjU Cy YMHMIM BHIIe of 80% ykymHux sununaa, 1ok cy y CIC



nomuHupanu ¢dochomunuau ca yaeaom on 80%. Kako cy dochonmunuam
Haj3acTymbeHuja (paknuja sumuaa CIC y muMma je aHanu3upaH cajp)kaj MacHHX
kucenuna. Y Hajsehem nponenry y gpocponunuauma CIC je 6una npucyrHa oJenHCKa
kucenuHa. Y CIC temaam ca OpOHXOIMHEYMOHHJOM CajpiKaj OJEMHCKE M BaKIICHCKE
KHCEJHHE je 0o 0J1aro MOBHIICH, CajpKaj MUPUCTHHCKE, TATMMHTUHCKE, CTCAPHHCKE,
JUHOJIHE W apaxHIIOHCKE CHIKEH, a CaJp)Kaj NaJMUTOJICHHCKE W JUXOMO-Tama
JMHOJIEWHCKE KHCeNruHe HempoMmeweH. HuBo mepokcupanuje nunuga cepyma u CIC
3JIpaBe ¥ Teau ca OPOHXOIMMHEYMOHHU]OM CE HHj€ PA3IMKOBAO.

CIC cy umMyHOMOJyJIaToOpH, 3aBHCHO OJi CBOj€ BEJIMYMHE W MOJICKYJCKOT
cactaBa KOHCTUTYEHATa, M JIOKAJTHOT NEIUjCKOT M IUTOKWHCKOT MHJbEa, MOTY Ja
MOKPEHY Mpo- WM aHTH- uH(pIamaTopHe peakmuje. Mmynomonynatopua ymora CIC
tenanu ca oporxonHeymonujoM anu u CIC 31paBe Tenaau HUje MO3HATa U Y OBOM PaIy
ucnutuBad je yrunaj CIC na dyHKIUMjy TpaHylonUTa U MOHOHYKJIeapHuX henuja
nepudepue kpBu. CIC u 3apaBe Tenmaau W Tenagu ca OpPOHXOIMHEYMOHHUJOM CY
MOJTyJIHCAIN a/IXe3Hjy, CHHTE3Y PEaKTUBHUX KHCEOHWYHHX jeINIbEHa, BUjaOMIHOCT,
armonTo3y, henwjcku mUKIyc W nponudepannjy Mupyjyhux neykomura mepudepHe
KpBHU 3ApaBe Tenaau. Edexar je 6o uinu ctuMynaTopaH WM MHXUOUTOpaH, IITO je
3aBucwiio of crpykrype CIC ycioBsbeHe 31paBibeM Tenaau, U oA (QyHKIHOHAIHOT
CTama U CTeTICHA aKTHBAIIH]e PECTIOHIEPCKUX hernuja.

Pesynraru oBe mokTopcke nucepraiyje mokasyjy aa ce CIC rpomecedne Tenaam
obouenie o1 OpOHXOMHEMOHHje n3a3BaHe Oakrepujom P. multocida paznukyjy o CIC
3[paBe TeJay Mo BEJTMYMHU U CaCTaBy MPOTEHHCKUX U JIMIUIHUX KOHCTUTYEHATA U TI0
KaramuTeTy Ja MOJIYJIUIIY HeKe o (yHKIMja JIEyKOIUTa. Pe3ynratu oBe JOKTOpPCKE
qucepTalyje  JOMOpHUHOCE  O0jalimkery  MeXaHW3aMa HacTaHKa U pa3Boja
OpOHXOITHEYMOHHj€ KOJ TeNaau M Morn Ou Ja Oyay 3Ha4ajHM Yy pa3Bojy HOBHUX

MMYHOJIOLIKUX MOCTYTIaKa 3a IPBEHIN]y O0JIECTH.
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF IMMUNE
COMPLEXES IN CALVES WITH BRONCHOPNEUMONIA

ABSTRACT

Bronchopneumonia is the most frequent cause of calves’ ailments around the
world. The absence of adequate immune response to causative agents of
bronchopneumonia in calves remained unclear to date. The infectious agents of virus
and/or bacterium origin associated with bronchopneumonia are omnipresent harmless
commensals in the cattle population that induce illness when the host defense is
depressed by environmental stress factors and inability of calves to fully respond to an
antigenic stimulus due to the fragile nature of the immune system. The disease is a
leading cause of economic loss in the livestock industry worldwide which points to the
necessity of attending to this problem with great attention.

Having in mind that immune response to certain pathogens responsible for
bronchopneumonia in calves is IgG antibody-dependent, the presence of immune
complexes containing these antibodies could have an important role in the pathogenesis
of bronchopneumonia. The goal of this doctoral dissertation was to investigate the
protein and lipid components of circulating immune complexes (CIC) of calves three
months old, diagnosed with bronchopneumonia caused by Pasteurella multocida
bacterium, and their role as modulators of immune response.

CIC were isolated by polyethylene glycol precipitation. The level of
polyethylene glycol precipitating CIC in calves with bronchopneumonia compared to
healthy calves was higher. In calves with bronchopneumonia CIC were larger in size.
CIC were composed of five groups of corpuscles; In healthy calves the most abundant
corpuscles in CIC were of 1426+291 nm in diameter; In healthy calves corpuscles with
hydrodynamic radius of 225+33 nm and 734+174 nm were mostly present in CIC. In
calves with bronchopneumonia zeta potential of CIC was slightly higher than zeta
potential of CIC in healthy calves.

In calves with bronchopneumonia increased level of serum total proteins was
detected. The concentration of y and a globulins in the serum and in CIC of diseased
calves was higher. The concentration of 1gG and transferrin in the sera was higher, but

remained unchanged in CIC of diseased calves. As the immune response in bovine



pasteurellosis was mediated by IgG antibodies, further attention was focused on
analyzing the blood serum IgG and IgG of CIC. Bovine 1gG are extremely
heterogeneous group of molecules. To obtain detailed information on the effect of the
disease on the expression of particular forms of 1gG, IgG from unfractionated serum
and 1gG enriched serum fractions were analyzed. The results showed that 1gG from
CIC, total serum 1gG, IgG from the rivanol-precipitable serum protein fraction and IgG
from serum protein isolated by anion chromatography were electrophoretic
heterogeneous, consisting of three or four subfractions of different molecular weight.
The influence of disease on IgG molecules isolated by ion-chromatography was
observed and the content of IgG fraction of highest molecular weight was elevated in
diseased calves. Further on, IgG from CIC, serum and serum fractions were isolated by
affinity precipitation on Protein G and Protein A. Several other proteins of different
molecular mass were coprecipitated with 1gG. Proteins of 80, 78 and 73 kDa were solely
coprecipitated with IgG from CIC. In healthy calves and in calves with
bronchopneumonia, the 1gG2 fraction in 1gG from CIC was lower than IgG2 fraction in
total serum 1gG and 1gG from serum fractions. The difference in glycosylation of 1gG
from CIC, serum and rivanol-precipitable serum of healthy and diseased calves was not
found. Elevated glycosylation was detected only in 1gG isolated by anion exchange
chromatography.

Lipids (endogenous and exogenous origin) and lipoproteins are the components
of CIC. They are known for their immune regulatory function, which is why we have
analyzed the level of concentration and composition of lipids present in the sera and in
CIC of healthy and diseased calves. In sera of both healthy controls and calves with
bronchopneumonia a (HDL)- u § (LDL) lipoproteins and chylomicrons were detected.
In healthy and diseased calves one fraction of lipoproteins with electrophoretic mobility
registered in pre-f, B and post-p zone was detected in CIC. In sera of calves with
bronchopneumonia the concentration of HDL-containing triglycerides and cholesterol
was increased; the concentration of LDL-cholesterol was lowered. Concentration of
these lipids in CIC was lower than the limit of detection. In sera of calves with
bronchopneumonia neutral lipids represented more than 80% of total lipids. Conversely,
in CIC phospholipids were predominant (80%) lipids. Phospholipids are most abundant
fraction of lipids in CIC which is why the content of fatty acids was analyzed. Oleic

acid was most abundant in phospholipids of CIC. In calves with bronchopneumonia the



content of oleic and vaccenic acids was slightly increased in CIC, the content of
myristic, palmitic, stearic, linoleic and arachidonic acids was lowered and the content
of palmitoleic u dihomo-gamma-linolenic acid remained unchanged. The lipid
peroxidation level and the level of CIC in the serum of both healthy and diseased calves
showed no difference.

CIC act as immune modulators and can direct immune response to a pro- or anti-
inflammatory direction, which depends on the size and molecular composition of CIC,
and cell and cytokine milieu in affected tissue. The immunomodulatory role of CIC in
calves with bronchopneumonia and in CIC of healthy calves is not known, and in this
study the influence of CIC on the function of peripheral blood granulocytes and
mononuclear cells was examined. CIC of healthy controls and calves diagnosed with
bronchopneumonia showed the capacity to modulate the adhesiveness, synthesis of
reactive oxygen species, viability, apoptosis, cell cycle and proliferation of peripheral
blood leukocytes of healthy calves. The effect was either stimulatory or inhibitory,
depending on CIC origin (heathy vs bronchopneumonic calves), and the functional state
and degree of activation of responder cells.

The results of this doctoral dissertation indicate the difference in the level of
CIC, their size, protein and lipid constituents, and ability to modulate the function of
CIC leukocytes in three months old healthy controls and in calves with
bronchopneumonia. The contribution and importance of these results, due to lack of
well established pathophysiology, is thorough analyses of the pathogenetic mechanisms
underlying the calf bronhopneumonia caused by P. multocida, and to define new

immunological procedures for the prevention of the disease.

Key words: Calf bronchopneumonia; Circulating immune complexes; IgG; Lipids;
Lipoproteins.
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JIMCTA CKPAREHUIA KOPUIIREHUX YV TEKCTY

AA pacTBOp MOHOMEpPA aKpuiIamMuaa

ABTS 2,2 - a3uHO-0uc -(3- eTnIOeH30THA30IMH-6 — Cyn(OHCKA KUCETHHA)
AOPP MIPOM3BOIM OKCHUAIIN]E TIPOTEHHA

APS aMOHHjyM niepcyndat

BCA OWIIMHXOJIMHCKA KUCETHHA

BSA roBehu cepym anOymMuH

CBB eHri1. coomassie brilliant blue

CIC HUPKYIUITYhY KMYHOKOMILUIEKCH

DLS JTUHAMUYKO pacHUMamke CBETIOCTH

DMSO JTUMETHII CYTI(OKCHUT

DTT JTUTHOTPEUTO

FBS ¢derannu tenehu cepym

FRAP YKYIIaH aHTUOKCHUIATUBHU KaIlallUTET I1JIa3Me
FSC MIPEIIHE PACUTIAHE CBETIIOCTH

GLC racHO-TeuHa Xxpomarorpaduja

HDL JUTONIPOTEUHHU BEJIHUKE T'yCTUHE

HMW IIPOTEUHU BEJIMKE MOJIEKYJICKE Mace

IEX JOHOM3MEHmMBaYKa XpoMarorpaduja

IgA UMYHOTJIOOYNIHH A

l9G umyHornooynuH G

IgM UMyHOTNI00ynuH M

IL-1 MHTEpJEYKHH |

IL-12 UHTEPIEYKHUH 12

IL- 6 UHTEPIIEYKUH 6

INF y UHTEPPEPOH Y

LDL JIUIIONPOTENHH MaJle TYCTHHE

LPS JIUTIONOJINCAaXapHl

MDA MaJIOHWI JUATIIEXUT

MTT 3-(4,5- numeTrnTHa301-2-1i1)-2,5- TG eHUATE TPA30IH] YM OPOMHT
MNC MOHOHYKJIeapHe henunje

NBT HUTPO IJIABO TETPA30JI0jyM XJIOPHU]
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1. YBOJ

I'oBena cy jeman ol TIIaBHUX M3BOpA MIIEYHE M MECHE XpaHe JbYIH U HHUXOBA
JTOOpOOHUT je OJ CYIITHHCKE BAXXKHOCT 3a 3/IpaBJbe JbYAH. BpOHXOMHEyMOHHU]a je
Hajuenthu y3pok pa3doJbeBamka U CMPTHOCTH TOBela y CBeTy. Y Iuryhuma oOoserne
JKUBOTHILE C€ jaB/ba CHa)KHA 3amaJbeHCKa peakiyja ydja je mocienuna (ubdposa u
ryoutak (yHKIMOHATHOI Kamamurera riyha. boimect mma HeraTHBaH yTWIA] Ha
IpUpacT, a KOJ| KUBOTHIA KOje ce KOpPHCTE 3a OOHOBY CTaja MpOAYXKaBa ce BpeMe
NPBOT TEJbCHA. DPOHXOIMHEYMOHHja Y3pOKyje BEJIHMKE EKOHOMCKE TyOMTKE Ha
roeefapckumM (hapmama jep CMpPTHOCT MOKe 1a Oyze u 10 25% 1iTo ca ieHOM TpeTMaHa
obonenux >KMBOTHMA moBehaBa TpomkoBe mpousBoame. EdukacHa BakiuHa 3a
NpeBeHIUjy oBe Ooyectw He mocroju. Huje pasjammeHo 3amTo MMYHCKH CHCTEM
TeNaau He OAroBapa epUKACHO HA y3pOUYHHKE OPOHXOIMHEYMOHH]E M 3aIITO C€ HAKOH
BaKIIMHAIM]je HE CTBapa MPOTEKTUBHU UMYHCKH OJIroBOp. bakrepujcku y3pOouyHHIIN
opouxonneymonuje (Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma
bovis, Histophilus somni...) cy komeHcanu u MOTYy Ja M3a30BYy OOJECT caMo Kaja je
MMYHOJIONIKA 010paHa cinaba (Koj TeleTa je TO MOBE3aHO ca YKYIMHOM He3pelnoihy,
npegoMuHAHTHUM Th2 UMyHCKMM OJrOBOpOM M HUCKHUM CaIprkajeM UMYHOTJIO0YIHHA
y CepyMy) M KaJia Cy )KHUBOTHEbE M3JIOKEHE cTpecy (HEIOBOJbHE BPEMEHCKE TPUIIHAKE,
cMelTaj y ciiabo BeHTUIIMpaHe, MPeHacesbeHe U BIIaXKHe rpocTope). IMyHCKH 0IroBop
Ha HeKe oJf OaKTepHjCKUX Y3pOYHHKA OpOHXONHEYMOHHje TeNaAu je 3aBHCaH OJ
cneunpuynux 1gG anTuTena, mpu yeMmy cy oJi Hajeeher NPOTEKTUBHOI 3Hayaja
antutena 1gG2 moakiace, unja je cuHTe3a geo Thl uMyHCKor oaroBopa. Y ckiamy ca
MPOTEKTUBHOM YJIOTOM MMYHOIJIOOYJIMHA Cy W TOJAIM J1a C€ CEPYMOM TeJieTa Koje je
npesexano OpOHXOMHEYMOHH)y MOTY NMacHBHO MMYHHM30BAaTH JIpyra Tellai, W Ja je
WHIUACHIIA OpPOHXOIMHEYMOHH]€ MaKCHMallHa KOJ Teladu CTapuxX JABa A0 YETUPHU
Mecerna. Y TOM y3pacTy KOHIIEHTpallHdja YKYMHHUX CEpyMCKHUX HUMYHOTTIOOYJIHHA U
UMYHOTJI00y/IMHA CHeU(UIHNX 32 MUKPOOHOJIONIKE Y3POUHHUKE OPOHXOIMHEYMOHH]E
j€ Ha CBOM HajHIDKEM HUBOY 300T CKOPO MOTITYHOT KaTabonmmu3ma kosoctparaux 1gG n
HEMOTIYHE CHHTE3€ CONCTBEHHX MMYHOTNOOynuHa. JloJaTHy TEKHUHY Y U3YyYaBamy
IlgG mocpenoBanux OoyiecTH TOBeda YMHU E€HOPMHA AHTUTEHCKA U OHOXEMH]jCKa

xereporeHoct roeehux 19G, koja um naje craryc uHppakiace IMyHOTIO0YIHHA.



[ToBuiieH HUBO UMYHOKOMITIIEKCA KOju canapke |gG aHTHUTENA je TEeTEeKTOBaH y
UPKYJalnju, a JEMO3UTH HMMYHOKOMIUIEKCA 3ajeJHO Ca XHMCTOJOIIKMM 3HaIMa
uH(IaMaIyje ¢y OTKpMBEHH Yy TKHBY IuTyha 00oienux >KMBOTHHbA IITO yKasyje Ja
MMYHOKOMIUIEKCH UMajy YJIOTY Y HACTaHKY U Pa3BOjy OPOHXOIHEYMOHH]jE KOJI TeJa Iu.
Ommire je MO3HATO /1a MMYHOKOMIUIEKCH JIENTyjy Ka0 HMYHOMOIYJIaTOPH KOjH MOTY Ja
NOKpEeHy NpOoHMH(pIaMaTOpHE WIM aHTUMH(IaMaTOpHE pEakluje 3aBHCHO O CBOje
BEIMYMHE, CacTaBa W CTPYKTYPHHX KapaKTEpUCTUKA HUXOBUX MOJIEKYJICKHUX
KOHCTUTyeHaTa (IpOTeWHa, JHUMHJA, HYKIEHHCKUX KHCEIHMHA, IOJHUCaXapuua) u
henujckor ¥ MUTOKMHCKOT cacTaBa Ha MecTy uMH(pmamanuje. Mehytum, Tadna ysiora
MMYHOKOMIUIEKCA Yy TIATOTCHE3W OpOHXONMHEYMOHHM]E TeJIaJaW HHUje pa3jallmbeHa.
[Ipobnem y m3yuyaBamby MMYHOKOMILIEKCA Yy OBOj OOJIECTH TpeACTaBjba U HHUXOBA
aHaTOMCKa JioKanuja. Y cactaB UMYHOKOMIUIEKca y HUpKynanuju (eHri. circulating
immune complexes, CIC) yna3e 1 UMyHOKOMILJIEKCH KOjH ,,ltype™ U3 IyhHOr TKUBa
300r tora CIC npezncrassbajy 1o0ap Mojen 3a n3ydyaBambe HMYHOKOMIUIEKCA KOje HUje
Moryhe H3010BaTH JUPEKTHO ca MecTa nH(IaManuje.

Ca mmwbem Ommxker nepunucama ynore CIC u meroBux KOHCTUTYEHATa y
naToreHe3u OPOHXOMHEYMOHH]€ TeNaH, Y OBOJ JOKTOPCKO] AUCEPTAIIH]€ j€ UCTTUTUBAH
nporeuHckn u JunuaHu cactaB CIC Temaam crapux Tpu Mecemna, o0oJienuX Of
OpoHXOIMHEYMOHH]E u3a3BaHe ObakTepujom Pasteurella multocida, u ucnurtusana yiora
CIC xao moxymnaropa ¢pyHkiuja henrja umyHCKor oaroBopa. Hermocpeau nujbeBu oBe
JOKTOpPCKE AUcepTaluje Omim cy:

1. W3onosaru CIC 31paBe Tenaau u Tenaan ca GpOHXOMHEYMOHH]OM;

2. Oppenutu HUBO, BennunHy 1 3eta norennujan CIC,;

3. Amnamusuparu ykynae npotente CIC u kpBHUX cepyma;

4. Amnamuzupartu 1gG u3 CIC u ynopeautu muxose ocooune ca IgG kpBHuX cepyma
U MPOTEUHCKUX (pakiirja KpBHUX cepyMa Koju cy oborahenu y caapxajy 19G;

5. Anammsuparu sunonporenne u sunuae CIC u xpBHOT cepyma W aHaIM3UpPATH
MacHe kucenmHe y cactaBy ochommmuaa CIC u xpBHOT cepyma,

6. Wcnuratu yrunaj CIC Ha pyHKIMOHATHE KapaKTEPUCTHKE JIEyKOLUTa iepudepHe
KPBH TeNaJIU: aAXE3UBHOCT, CHHTE3Y PEaKTUBHUX KHCEOHUYHHX jeTUbCHba (CHIII.
reactive oxygen species, ROS), BujabuiaHOCT, amonTo3y, NEaHjCKH HUKIYC H

nponudepanujy.



2. OIIIITH JIEO

2.1 PecnimpaTopHe (6oJiecTH TeJIaau

Pecnimpatopne Oonectu cy mocine aujapeje Apyru Hajeehu y3poK CMpPTHOCTH
TeNag y CBeTy. Y TOBEIAapCTBY OBE OOJECTH MPOY3PYKYjy O30MIBHE EKOHOMCKE
ryOHUTKE 300T BEJIMKE CMPTHOCTH KHBOTHHbA, TPOIITKOBA JICYUCHa U CMaFkEHOT ITPHPACTa
HaKOH O037paBibema. [Ipo0ieM y uCTpakuBamUMa W H3HATAKCHHMA aJeKBATHHX
JIEKOBA MPEJICTaBJba TO IITO CY PECIHpPATOpHE OOJECTH roBeIa MynTU(aKTOpUjaTHE U
KOJI lbUX C€ BUIIIC HHPCKTUBHUX ¥ HEMHPEKTUBHHUX Y3POUHHKA, YIPYXKY]y H YTHUY Ha
pa3Boj OomectH, 300T yera ce cMarpa Jia He OCTOje JBa UACHTUYHA Cllydaja HacTaHKa
u pas3Boja oBux Oosectu [1]. Hajuemhe dopme pecnmparopHux OosecTH roBeia Cy
€H300TCKa ITHEYMOHH]ja, TPAHCIIOPTHA TPO3HUIIA, OAKTEPHjCKEe U BUPYCHE THEYMOHH]jE
1 OpOHXOMHEYMOHH]E.

BbponxonHeymMoHHuja ce KOJ Teiaau Hajuemihe jaBjba OJl TPBOT JO YETBPTOT
Mecena xuBota. OBa 0OoyiecT MOke OWMTH M3a3BaHA BUPYCHUMa W/WiHM OakTepujama.
Knuanukn 3Hamm OpOHXOMHEYMOHHWjE HHUCY jEIWHCTBEHH M 3aBHCE OJ CTapOCTH
KUBOTHIHE, MUKPOOUjaTHOT arenca y3pouHuka 6osectu u asze 6onectu. Hajpaxxuuju
Y HajpaHHju 3HAK OBe OOJIECTH je MOBHILEHA TEJEeCHa TeMIleparypa, npaheHa Op3um
TUTUTKAM JTMCakheM M KalyboM. Llyperme BOJCHOT MIIM THOJHOT CEKpPEeTa 3 HOCA M OUH]Y
U T0jayaHa cajuBalyja cy Takohe jelHU OJf KIMHUYKUX 3HaKoBa OoyecTtu. bonecHa
Tenaja Cy ¥ Majiakcaia, 6e3 anetuTa u 6e3BosbHa [2].

JlaHac ce nujarHoza OpOHXOIHEYMOHMjE€ CKOpPO HCKJbYYMBO IIOCTaBJba Ha
ocHOBY KiauHHuKke ciuke. Mehyrum, Tothova u cap. [3] ykasamu cy na aujarsosa
3aCHOBaHA CaMO Ha KJIMHWYKO] CIIMIM HHjE y TIOTIYHOCTH a/IeKBaTHA HAPOUYHUTO 3aTO
IITO TeNaj ca MOYETHUM OJIarUM KIMHUYKUM CHMITOMHMA, a KOja Ce MOTY Pa3BHTH Y
Temke (opme OO0JeCTH, MOTY OCTaTH HEIMJarHOCTU()MKOBAHA HAKOH KIMHUYKOT
nperiena. 3a TOCTaB/balkbe€ TauyHE [WjarHO3€ M OJroBapajyhe Tepamuje, mopen
KITMHAYKOT Tperdiena (M y Mpakch HeTOCTYITHOT PaHoJIONIKOT TIPeriieia), oTpeoHe Cy
J0JIaTHE MUKPOOHOJIONIKE, XeMATOJIOIIKE M OMOXEMH]CKE aHAIIN3E.

Jlyro ronuHa ce OpoHXOaJBeoJiapHA JiaBaXka, JOCTa KOMIUJIMKOBAaHA 3a
u3BOheme, cMaTpasa PEeTKMM IMOY3JaHUM TECTOM 3a aHalIu3y MHUKPOOHOJIOIIKHX

y3pouHnka OponxomHeymoHuje. DeRosa u cap. [4] mokasamu cy ga Oakrepwuje



M30JI0BaHE U3 HOCHOT OpHca 0JroBapajy OHMMa Ha MecTy ymaie y miyhuma, a Taylor u
cap. [5] mokazanu cy aa MUKpOOHOJIOIIKA aHAIM3a M30J1aTa U3 HOCHOT Opurca yapyKeHa
ca KIMHUYKAM TIPErjieloM MOXE 3HAayajHO JONPUHETH YCIOCTaBJbaMy IHMjarHo3e U
6ospeM TpeTMaHy. Mako ce Mo aHAJOTHjU ca MHEyMOHHjaMa KOA JbyAd, rmoBehaHa
KOHIICHTpallMja JICYKOLUTAa Yy TMepu(epHOj KPBH H TPOMEHA Yy HHHUXOBOM
nudepeHujaliionoM  Opojy MOJKE€ CcMarpaTH JeIHHM OJ CUTYPHUX 3HAKOBa
OpoHXomHeyMOHU]je Tenaay, jour 1982. rogune Yates [6] je ykazao aa y pa3iuuauTum
cllydajeBruMa OpOHXOIMTHEYMOHHM]E KO Telaau Opoj JICYKOIUTa Baprpa OJ1 JICYKOIIUTO3E
1o neykonenuje. OBe Bapujamuje mociueauna cy. 1) MmyntudakTopujasHe eTHOIOTH]e
Ooonectd, 2) TOTEHTHOT  WMYHOMOJYJATOPHOI/MMYHOCYNPECHBHOT  J€jCTBa
MUKPOOHONIOIIKMX y3pouHuKa [7] u 3) BpemMeHCKH 3aBHCHE (QUIyKTyaluje Opoja
JeyKoLuTa y nieprudepHoj KpBU HaKOH UHIAYKIHUje 6onectu [8].

JonatHe OuoOXeMmHjCKe aHallM3e, KOjeé C€ HHaye MIMPOKO MPUMEHBY]Yy Yy
UCTpaXMBamkUMa TaTOreHe3e 0O0JIECTH, BPJIO PETKO CE KOPUCTE Y BETEPUHAPCKO]
npakcu [9, 10, 11], npe cBera 3aro 1mto OMOMapKepu OPOHXOIMMHEYMOHH]E TEIa ! jOII
YBEK HHUCY NMPENH3HO JAe()UHICAHU.

[Tocrojanu cy mMmoOKylIaju Ja ce KOHIIGHTpalHja MpOoTeHHa akyTHe (daze
(xanTornobun, cepymcku ammiona A, o (1)- kucenu rMKonporenH, GUOPHHOTEH),
Opoj sneykoruTa nepudepHe KpBHU, KoHICHTparmja xemornoouna, CO2 u Oz y kpBH,
uuBo CIC, ¢dpakmmje cepyMCKHX MPOTEHHA, MATPUKCHE METAJONpoTease, aJaHWuH
aMMHOTpaHcdepasa, acrapTaT aMUHOTpaHc(epasza, ajkaiaHa Gocdaraza 1 XoaecTepo
y JUMonpoTreMHnMa Hucke rycrude (euri. high density lipoproteins, LDL) yseny kao
noy3aanu Mapkepu 6onecru [6, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18], anu pe3yiraTtd HUCY yBEK
KOH3MCTeHTHH. OBa HEKOH3UCTEHTHOCT j€ TOCICANIIA KOMIUIEKCHE ETHOJIOTH]e
OpOHXOITHEYMOHH]€ KO TeJa/li, Koja pe3yJTupa IUPOKUM CIIEKTPOM 00JinKa 0oJiecTH,
alli U YMIEHUIE J1a Cy CTyAWje YIJIaBHOM H3BEIECHE Ha MajoM Opojy roBeja, Ja
MUKpPOOUJIOIIKY Y3POUHHUIIM HUCY YBEK OWJIM MCTH, Aa (PaKTOpH CpeAuHe HUCY OWIH

yjelHauYeH! U J1a HUCY KOpUITheHe UCTe TUjarHOCTHYKE METO/IE.

2.2 MuKpOoOHOJIOIKY y3POUYHHIM OPOHXOITHEYMOHMj€e TeJaau

HctoBpeMeHO TpUCYCTBO MHMKPOOHMjalHUX areHaca, CTpeCc U HHCKa

KOHIIEHTpallija HUMYHOIJIOOYyJIIMHAa CMamyjy MOTYhHOCT e(QHuKacHOT HUMYHCKOT
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0JICOBOpA TEJIaI Ha MUKPOOHOJIOIIKE Y3pOUHHKE OpoHXOonHeyMoHHje. CMaTpa ce 1a y
OCHOBU HAcTaHKa OPOHXOMHEYMOHHUj€ KOJ TEeNaaH, CIMYHO MHEYMOHHjH KOJ JbYIH,
JIKH BUPYCHO-OaKTepHujcKu cuHepruzaMm [2]. BupycHu naTtoreHn yKby4eHH y pa3Boj
OpoHXOITHEYMOHH]je cy ToBehu xepnec Bupyc tun 1, napaunndguyenua-3-supyc, ropehu
BHpPYC AUjapeje U roBehu pecnupaTtopHu CHHIMIH]aJTHA BUpyc. Hajuemrhu 6akTepujcku
MaTOreHu y3po4HHUIM OponxomnHeymonuje cy: Mannheimia haemolytica, Mycoplasma
bovis, Pasteurella multocida, u Histophilus somni [2, 19, 20]. U3 TkuBa rutyha obosnese
Tenmanud wu3oiioBaHe cy u Arcanobacterium pyogenes, npyre Bpcre Pasteurella,
Mycoplasma, I'pam no3utrBHE CTapUIOKOKE M CTPEIITOKOKE U BUILIECTPYKU CHTCPHYHU
MUKpoopranu3mMu. OBHM TIaTOTGHH HMajy jJEeIWHCTBEHE M 3ajeHHYKe (aKTope
BUPYJICHIIE KOjU Y BEJIHMKO] MEpH JOBOJAE O CTBapama IuryhHux nesmja. Mako je
KBAJIUTET M OpOj MCTpaXWBama y OBOj OOJIACTH IMOpAcTao, joul YBEK Tepamnuja u
BaKIMHALIKje KOje Ce MPUMEHYjy HHCY HOBOJbHO ycmemHe [21, 22, 23]. Ox cBux
HAaBEJCHUX Yy3pOYHHKA MpucycTBO Oaktepuje Pasteurella multocida je y cBum
J0CaIalllibUM CTyZAMjaMa JIeTeKTOBaHA y Ha3aJHOM OpHCYy O0OJeNuX XHBOTHHA Ha
dapmama y okonmuu beorpana [13, 17, 18, 24].

Yecto je OpOHXONMHEYMOHMja KOJ TOBeJa IIOBE3aHa Ca HMCTOBPEMEHHM
uH(peknrjamMa BHILE MaToreHa. BupycHH U OaKTepHjCKU Y3pOUHHUIM OBE 00JIeCTH
3ajelTHO Cy Ce pa3BHjaIH ca CBOjUM JoMahnHUMa TOKOM MIJIMOHA roauHa. Kosko ron
Cy pa3HOBpCHE W INpuiiaroheHe KOMIIOHEHTE UMYHCKOT CHCTEMa TOBeJa, MATOTeHU CY
Takohe  eBOIyupaTM  PA3NUUYUTUM M COQUCTHLMpPAHHMM  CTpaTeryjama ja
n30erHy/cynpumMupajy 1 ypol)eHu u cTeueH! UMYHCKH oAroBop Aomahuna. Ctpareruje
KOjJ€ je pa3BHO jefaH MaTOoreH He caMo Jla IOMaXXy TOM IAaTOTeHYy, HEro U APYruM
MaTOreHnMa, IITO JIOBOJIH JI0 IOTOpIIamka 00JIecTH.

[IpBa nuHuja ondOpaHe ypol)eHOr UMYHCKOI' CUCTEMA j€ pECIMPATOPHU EMUTelN
Koju 00e30ehyje MexaHMuKy, XeMHJCKy M MHUKPOOHOJOIIKY Oapujepy 3a HmaToreHe
y3pouHHKe 0oJiecTH. bakTepuje y3poUHUIM OOJIECTH Ce HHXAMPAjy MMyTeM KarJbulia y
mwiyha rae aaxepupajy M KOJOHU3Y]y enuten Iyha. OBako 3apaXeHU enuTen
CeKpeTyje MYKYC M CIpeyaBa Jajby KOJIOHM3alWjy OakTepuja, a NPUCYTHU
cypdaxrantHu npotennu A u D y enuteny niyha, kao 1 nentuj e eHCHH KOjU BE3y]y
3a CBOjy MOBPIIMHY NATOr€HE YMHE UX MOMJIOKHUJUM (harouuto3n Mmakpodara u
Heyrpoduna [23]. Uudekiuja ropehum xeprec Bupycom tuma 1 y3pokyje omreheme

pecnupaTopHOr enurTena Koju omrehyje MexaHu3aM MyKO3HE oJ0paHe NpH Yemy ce



(dhaBopuzyje murpanuja 6akTepuja y miyha, u suxoBa nponudepainja, mto J0BOIU 10
pasBoja Oomectn. JlupektHa wuH(peKnUja henuja MMYHCKOT CHCTEMa BHUPYCHMa
y3pOYHHIIIMA OPOHXOMHEYMOHHU]e je Takohe onucana [19].

Bbpojun BupyneHTHH (akTopu BHPYCHHMX M OaKTEpHUjCKHX Y3pOUYHHUKA
OpOHXOITHEYMOHHU]E CIIpeyaBajy yna3ak ¢aromura u auMdorura Ha MecTo HHPEKIHje
(anp. 61oKMpameM 2 HHTETpUHA HA FBbUXOBO] MTOBPIIMHHM ), UHXHOMPA]y (aromuTo’y u
yHyTpahenujcko youjame (arouutupanux Oaktepuja (cmpeuaBameM cuHTede ROS),
MHXUOMpAjy cuHTE3y MHTep(hepoHa U JAPYrHX COIYOMIHUX MEAHMjaTopa, MHXUOHMpPAjy
nponudepannjy ¥ WHAYKIK]y amonto3e u aHepruje T m b mumdonura, nupexkTHO
naxuoupajy cuaresy MHC wmomekyna | u Il knmace umMe yTudy Ha KaramuTeT
Mpe3eHTalfje aHTHIeHa M CHOCOOHOCT eNUMHHAILMjEe aHTHUTeHa Pa3IndUTUM
ePEeKTOPHUM MEXaHU3MHMa, Jyde eKCTpahelujcKe MPOTEOTUTUIKE EH3UME KOjU
nerpanyjy mosekyse anturtena [19]. ITotpeOHO je HarJacuTH 1a U CTpecoreHn (hakropu
criosbanime cpeanne (xmaanoha, Mannyrpuiija/nedunut reoxha, jogaa, Butamuna D)
Takohe nHXUOUpajy MHOTE (DYHKIMje MMYHCKOT CHCTEMa ITyTeM U3MeHe MOpQoJIorHje
enuTeNa JOWkEr PECUpaTOPHOr TpakTa, cMamemeM ekcrpecuje toll-like penentopa
(TLR) Ha enurenHuM henrjama U JIEYKOIMTHMA, CMAbEHEM SKCIIPECH]E aaXC3UBHUX
MOJICKyJla Ha JICYKOIUTHMA, CMAambEHEM CHHTE3¢ aHTUMHUKPOOHUX TeNnTuaa |
nakTopepruHa, peayKujoM (GaromurTo3e W OCKUAATUBHOT Mpacka y HEeyTpohuiImma,
CMambCHhEM ITyJIMOHAHOT KimpeHca Oakrepuja [25]. KomruiekcHa erwonoruja u
MHOIITBO CTpaTervja 3a CMambemhe aKTHUBAlMje MMYHCKOI CHCTEMa OBHX IaTOTeHA Y
KOMOMHAIMjU ca HE3peIMM HMYHCKMM OJArOBOPOM TejeTa objallmaBa Heycrex
MMYHCKOT O/ITOBOpA TejeTa y 00pOu ca y3pOouHHUIIMMa OPOHXOITHEYMOHH]E B HEYCIIeX

y NpaBjbelhy €PUKACHE BAaKIIMHE 32 3aIUTUTY OJ1 OBE KOMILJIEKCHE OOJIECTH.

2.2.1 Pasteurella multocida kao y3poyHuk GpOHXOITHEYMOHHj€ TeJIaaH

Pon Pasteurella o6yxsata 11 Bpcra ox kojux P. multocida mma yernpwu
noaspcre Mmultocida, gallicida, septic wu tigris. Mopdomomku, P. multocida je
MHKaICynupanu kokobanmn BennunHe 1-2x0,3-1 um, HHMje mokpeTHa U He (hopMupa
criope (cnmuka 2.1). Bucoko je mpeBajieHTHA y ToITynalndjaMa u JUBJBUX W AoMahux

KUBOTHIbA Yy cBeTy. Jleo je HopMaaHOr MUKpOOHOMa opaiHor, Ha3o(apuHreaTHoOT U



pEeCIUpaToOpHOT TpaKTa ajid je W OINOPTYHHCTHUYKH MATOreH W TPUMApHU HIIH
CEeKYHJApHM Y3POYHHK OpOJHMX aKyTHUX M XPOHHUYHUX HH(PEKTUBHHX O0JIeCTH
(mactepeno3a, MTHEYMOHHja, aTONHUJCKH PHHUTHUC, JIEPMOHEKpPO3a, arcCIecH,
MEHUHTHTUC, XEMOpPAaruyHa CENTUKEMH]ja) KOje KOJ >KMBOTHHA JOBOJIE JI0 BEIHKOT
paz0osbeBama ¥ CMPTHOCTH. 300HO3CKAa TPAHCMHCHja HA JbYJIE TTOCTOJH M JIeIIaBa ce

Kao MMOCJICANIIA YIPU3a MM KOHTaKTa ca HOCHHUM CEKPETOM »KHBOTHba [26, 27, 28].

Cnuka 2.1. Pasteurella multocida. a) ckanupajyha enekrporcka mukpockomnuja [29]; 0)
P. multocida y koHTakTy ca peciupaTOpHUM EIUTEIOM FOPH-ETr aucajHor myTa; B: P.
multocida; CE: enurenne henuje; MV: MUKpOBMIIM; CTpEJIHIIA: KOHTAKT OaKTepuje u
mukposuia [30].

Ha ocHoBy anturene crpykrype kamcyrne P. multocida ce knacudukyje y mer
ceporpyna (A, B, D, E u F) u Ha oCHOBY aHTUT€HE CTPYKTYype JIMIOINoaucaxapuia
(eurut. lipopolysaccharides, LPS) na 16 ceporumora. P. multocida A:3 je najuenthu
CEpOTHIT H30JI0BaH M3 TOBE/IA ca PeCIUpaTOpHUM Oostectuma [27].

Kao naj3nauajuu dakropu Bupyneniuuje P. multocida onucanu cy aaxesuw,
MoJIucaxapuay Karcyie U JIMIONOJIMCaXapuIu, TOKCUHU U METaOOJIMUKH €H3UMU. Y
aJIXe3uHe, OJITOBOPHE 3a aXxepeHIly Oakrepuje 3a henuje cnanajy pumopuje (tum 1V),
NPOTEMHHU crosbanibe MemOpane (OmMpA), HeypamuHHIa3a ©u  (UITAMEHTO3HU
xemarnyTuHuH. Ocum OMpPA u xem-Bedyjyhu mnporenHu (xemorioOuH Be3yjyhu
npoTeuH A u TpancdepuH Besyjyhu nmpotenH A) Besyjyhu ce 3a GUOpOHEKTUH U JpyTre

MpOTeHHE eKCTpahienjcKor MaTpuKca IOMaky KOJIOHU3aIuju 6akrepuja [26, 27, 28,

31, 32].



CacraB u crpykrypa kamcyine P. multocida ceporuma A je Beoma cindHa
IJIMKO3aMUHOTJIMKAaHUMa M CacTOjU C€ YIJAaBHOM OJl XHjallypoHa, XelmapocaHa H
xoHApoutuHa. Karcyna nuMa 3Ha4ajHy ynaory y OTHOPHOCTH Ha (arouuTo3y W JU3Y
MOCPE/IOBaHy KOMILJIEMEHTOM a HEWHKAICYJIMpPaHH MYTaHTH CY MOUIOKHHUJU
(baromMToO3u ¥ MHOTO Mamhe BUpysientau [27, 31].

LPS P. multocida umajy kJbydHy yIIOTy y MMaTOTCHE3H OOJIECTH, CTUMYJIHIIY
XYMOpaJTHU UMYHUTET M CMaTpajy ce Kao MPOTEKTUBHU aHTHreHH. [loTnyHo ouyBaHa
ctpykrypa LPS je HeomnxozaHa 3a perumkaiujy ¥ naroreHu noreniujan P. multocida.
LPS P. multocida ce cactoju ox Tpu pernona (ciuka 2.2): 1) Jlunug A xojum ce LPS
yCUApYyje/yKOTBIbYj€ Yy CHOJbAllIY MEMOpaHy; 2) YHyTpalllmbe je3rpo Koje MOCToju y
nse riaukodopme A u b. O6e riukodopme nmajy Tpu xenrose Bezane npexo Kdo uuza
(enrn. 3-deoxo-D-manno-oct-2-ulosonic acid) 3a nunug A, anu rimkopopma A nMa
jenan Kdo nus (podopuircan Ha mo3uinuju 4eTupy) a rmkodopma b uma u apyru Kdo
HH3 Be3aH 3a yeTBpTy no3uuyjy npsor Kdo Hu3za; 3) Cnospanime je3rpo Koje ce cacToju
O]l XeNTo3e, TIIyKOo3e, rajakTo3e, IIyKo3aMuHa W ranakro3amuHa. O aHTUTEH ce He
Hanas3u y cacraBy LPS P. multocida, na Hajseha ctpykTypHa/aHTHICeHCKA Pa3HOBPCHOCT
oBakBor LPS noruue ox mehepa y meroBoM cactaBy M HauMHa HUXOBOT BE3UBamba.
[Toctoje paznuuuTe CTPYKTYpe CHOJbAIHET je3rpa KOju cy oaroBopuu 3a 15 ox 16
ceporumnoBa P. multocida. Camo cepoTunoBu 2 v 5 UMajy WACHTHYHO CIIOJBAIIHE jE3rPO
a pa3nuKyjy ce Mo NpucycTBY win oacycTBy Petn (pocharoaun eranon amuna) BesaHor
3a Ipyry XenTo3y yHyTpaiiber jesrpa [28].

LPS ce cmarpa rmaBauM umyHorenom P. multocida a umyHomomku oAroBop Ha
CTUMYJIAlIM]y j€ TO TpaBuiy crneuuduyad 3a cepoBapujanty. Ilopen yiore
MPOTEKTUBHOT aHTHTeHa, LPS mHayKkyje cHaxHy HH(IIaMaToOpHy peakInjy u cMaTpa ce
Jla je OJIrOBOpaH 3a UMyHONATOJIOIIKe (peHOMEHE KOjH TOBOJE JI0 aKyTHE yraie riyha
u centukemuje [26, 27, 28, 31]. Ha mumjem Mmozeny je mokaszaHo na npeuunnthenn LPS
P. multocida unnykyje cuntesy nponudamaropuux nutokusna IL-1, IL-6, TNF-o, u
umyHoperynatopuux IFN-y u 1L-12 [33]. LPS P. multocida, va 10310 3aBucan HauuH
cTUMYNHIIE aaxe3ujy ropehux Heyrpodmna 3a eanorenne hemuje in vitro [34]. LPS in
VItro Ha J03HO M BPEMEHCKM 3aBHCaH HAYMH CTHUMYJHIIE Tpoiudepanyjy/moBehasa
BHjaOWIIHOCT YKYITHMX MOHOHYKJIeapHuX henuja nepudepHe kpeu (eHrii. mononuclear

cells, MNC) oapacnux roBeaa aau ¥ HHAYKYje alonTo3y MOCPEIOBaHY Kaclasama y



nuMdonuTuma, HEyTpopUINMa, MOHOIIUTUMA U IU(EepeHIIMpaHuM Makpodarama u3

nepudepue kpsu [35].
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Cuamka 2.2. Cxemarcku npukas ctpykrype P. multocida ceposapujantu 3 u 4.
[Ipukazana je camo riukodopma A yHyTpauimer jesrpa. MTamuk cioBHMa HCIOJ
XEMHU]jCKUX Be3a Cy MPUKa3aHU I'eHU 3a TIIMKO3WIATpaHcdepase 3a Koje ce MpeTnocTaBiba
J1a y4ecTBYjy y cuHTe3u crospamimber jesrpa LPS. GalNAc (N-arerui-ranakro3aMuH);
Gal (ranmakrosa); Glc (rmykosa); Hep (xento3a); PEtn (bocharuauneranon amun); Kdo
(3-ne3oxcu-D- maHo-0oKkTYII030HCKE KHcenune); P (dhocdar) [36].

EH3uMu KOju uMajy OMTHY YJIOTY Y BUPYJICHTHOCTH U matorene3u P. multocida
Cy cHjanuHMIa3ze MW xujanyponupaaze. CujanuHugase HMajy jauu edekar, jep
YKJIalabeM CHjalTMHCKE KMCEIMHE Ca TIIMKO3MIIOBAHUX IPOTEUHA U JINMTUAa MeMOpaHe
henuja nmomahuna, cmamyje UMYHOJOIIKY oa0pany momahuna [31]. V in vitro
eKCIIepUMEHTHMA TIpOoTea3e Koje cekperyjy m3onatu P. multocida xunponusyjy IgG
3]IpaBe TeJaau, ajli U MpoTerHe ekcTpahennjckor MaTpuKca, a cTora npoTease urpajy
BaXKHY YJIOTY Y KoJloHu3auuju Tkusa [37, 38, 39].

U xoMITOHEHTe croJballikbe MeMOpaHe (POTEUHU U JIMIONPOTEHHH) Cy OUTHH
MMYHOT€HHM, MMajy VyJOTY W 3alUTUTHUX aHTUTE€HAa ajul uMajy OWTHOr ynena y
naToreHe3u OpoHXomHeyMoHMje koj Tenamu. Ilo cBojoj ¢ynkuuju oHu cy 1)
crpykrypan nporteunu: Smallb-barrel membrane anchors, OmpA u PmOmpA,; 2)

tpancnoptHu nporeran: OMpF (Hecnermduunu nopun), TolC u AcrAB (2DRD) cy



Tpu KommoHeHTe edayke mymre. Jlok cy Tp32 (1XS5) u MetNI neo metrnonna ABC
TpaHcmopTHOTr cucreMa; 3) Be3yjyhu nporeunn: FepA u HasR cy npeacraBauiu TonB
3aBUCHOT CHCTEMa 3a Ipey3uMame rBoxha; 4) eH3umu Be3aHH 3a MeMOpaHy:
dochonunaza OMPLA u nBe cujanuaugaze NanH, NanB; 5) anxesunu: OmpX, tun 4
uId, ¥ QruTaMeHTo3HH XeMaraytuaus npotenn FhaB u FhaC [32].

Wmyncku oarosop Ha P. multocida je mocpenoBan antutenuma. HoBopolhena
TeNaJl HAKOH y3MMama KOJIOCTpymMa CTHYy MacuBHy MMyHocT Ha P. multocida
MOCpeIoBaHy aHTHTEINMa U3 KosoctpyMa. OBa antutena, yrinasHoMm |gG1l uzoruna, cy
KpaTkokuBeha v Ha HajHM)KEM HUBOY KoJ Tenaau ctapux usmehy 60 u 90 nana. OBaj
nan cnenuduuanx 1gGl anTuTena je mpahen mopactom cuHTe3e corncTBeHux IgM u
1gG2 cneunduunmnx 3a P. multocida koju cBOj MakCUMyM KOHIIEHTpAlMje AOCTHUXKY
u3mely 150. u 180. nana xuBota [26, 40].

AHTHUTEHH OJroBOpHHU 3a HactaHak edukacHor P. multocida mporextuBHOT
MMYHCKOT OATOBOpa HHUCY joll Yy moTmyHocTH aedunucanu. LPS unaykyje oarosop
cnenn(rYaH 3a CepoBapHjaHTy, a HA MUIIjeM MOJIENY je MOKa3aHo Ja UMyHH3aIlHja ca
pekomOuHanTHUM OMPA MHIYKyje CHaXaH, ajli HENpPOTEKTUBHH T1h2 OAroBop
nocpenoBan 1gG1l anturenuma [26]. 3a caga jequHO KMBE aTeHYHpPaHe BaKIIMHE MOTY
Ja MHAYKY]y IPOTEKTUBHU OJrOBOpP MPOTHB pa3dnuuutux cojeBa P. multocida. Ogaj
onroBop mokpehy jomr HemepuwHHMcaHu T3B. ,,He- LPS® emuwronu Ha mMOBpIIMHU
OaxTepuje. Mako ekcnpuMupaHy Ha MOBPUIMHU OaKTepH]je, aHTUT€HU KaIlCcyJie HUCY O]

3Hauaja 3a pa3Boj NPOTEKTUBHOT KMYHCKOT oaroBopa [28].

2.3 UMyHOrJI00y/IMHM Y pecIMPAaTOPHUM 00J1eCTUMA TeJIaIH

2.3.1 UmyHor100y,1MHHU roBega

NmyHOrnoOynuHu cy npoTerHu ca 6uoomkoM GyHKIjoM anTtuTena. OHu cy
TIaBHU  €(QEeKTOPHM MOJEKYJIH XyMOpallHe TpaHe HWMYHHUTETa, pearyjy ca
aHTUTeHMMA/NIaTOTeHUMa U TIOCPEyjy Yy HHUXOBOM YKIamkaky U3 OpraHu3Ma.
NmyHornoOynuuu umajy JBe He3aBHCHE (yHKIMje: (YHKUU]y Mperno3HaBamba

(Be3uBamwa) aHTUTeHa U edexkTopHy OGYHKIHM]y (MpeuunuTanuja, ariyTHHalWja,
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OTICOHM3AIIMja, HEYTpAMCakhe aHTHUIeHAa, AaKTUBHUPAaWke CHCTeMa KOMILICMEHTA,
BE3WBamke 32 MeMOpaHe henmuja Koje eKCIPUMHUPA]y pelenTope 3a UMYHOTJIOOYJINHE,
TpaHCIOPT Kpo3 MeMOpaHy, akTuBanyja henuja...) koja omoryhaBa e¢pukacHO
yKIIathake aHTUIeHa U3 opranusma [41].

OCHOBHY CTPYKTYpy roBeher UMyHOTJI00yJIMHA, ¥ UMYHOTJIOOyIMHA BehuHe
OCTaJINX BPCTa cUcapa (ca M3y3eTKOM KaMuJjia), YMHU YETBOPOIaHYaHa () yHKIIMOHATHA
jeIUHUIIA cacTaBJbeHAa O] JBa WACHTHYHA Kpaha mnonumnentuana nadHna onx 220
aMUHOKHCEIIMHA, KOju Cy O3HaueHW kao naku (L) w 1Ba uICHTHYHA [JyXa
MOJTUIICTITH/IHA JaH1a 011 440 aMHHOKHCEIIMHA, KOJH Cy 03HaYeHH Kao Temku (H) manim

(cmuka 2.3) [41, 42].

Be3NBake

aHTUreHa Vi BEe3Neake
HTUIeH

o~ N / a eHa

NN

e eKTopHe
yHKUMje

Cmmnka 2.3. VIMyHOrnoOy/nuMHH. @) CTPYKTypa OCHOBHE (DYHKIMOHAIIHE jeIWHHIIC
MoOJIeKyJla UMyHOTI00yauHa [43]; 6) TpoauMeH3HOHANIHA CTPYKTypa Monekyna 1gG
[44]; B) cTpykTypa OMaHTEHAPHOT OJIMTOCaXapHIHOT JaHa y Mojiekyty IgG [45].

KOI[ ToB€O4, Ka0 U KO/ Behune cucapa, HOCTOjI/I ICT U30THUIIOBA TCIIKHUX JIaHAIla

(1, 8, vy, 0. ¥ €) ¥ Ba TUNA JJAKKUX JlaHaa (K U A). JIaku ¥ TEIIKM JaHIM, Ka0 U TEIIKH
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naHu MelycoOHO, TOBE3aHH Cy KOBATICHTHUM TUCYIPUIHUM (S-S) Be3ama U BETUKUM
OpojeM HEKOBAJICHTHUX HHTepakija. Mel)ycCOOHUM IOBE3MBAakEM TEIIKW JIAHIU
dbopMupajy Ha CpeOUHH MOJEKyJa T3B. 3IJIOOHM TMENTHI KOju je OuTaH 3a
¢bnekcubmIHOCT MOJeKyna. MojeKkyicka Maca OBaKBE MAaKpPOMOJICKYJICKE jEeAMHHUIE
nmyHorinoOynuHa u3Hocu 150 kDa. Ta jenmuHuiia ce y HEKMM HMYHOTJI00yIHMHUMA
[TOHAaBJba JIBa WM BUIIIE TyTa cTBapajyhu noiauMepre hopme nMyHOTI00yrHa [42].
l'oBena mocenyjy ner kiaca umyHornoOynuna (IgG, IgM, IgA, IgE u IgD)
NeUHUCAHNX HA OCHOBY M30THIIA TEHIKWX JjaHana. Jlaku janmm BehwHe ToBehux
MMYHOTJIOOYJIMHA Cy A THIIA, @ CaMO OKO 5% ropehx MMyHOTIIO0Y/IMHA UMa JIAKe JIaHIIe
k tuna. IgG ucnospaBajy HajBehu Mmosekyincku moaumopdusam. IgM u IgA cy
nonumepHe (opme cy rpahene on et (IgM) u nBe nm Tpu (IgA) ocHOBHE CTPYKTYpHE
jenunuiie [42, 46, 47]. ®u3MYKOXEMHjCKE OCOOMHE HM30THIIOBA HMYHOTJIOOYJIHMHA

roBeja MpuKa3aHu cy y tabenu 2.1.

Ta6ena 2.1. PuznukoxeMujcke 0COOMHE Pa3TMYUTHX U30THUIIOBA UMYHOTTIOOYyITHHA

rosena [46, 47].

IgM IgG1l IgG2a  1gG3a IgE IgA
TEIIKU JIAaHIIH n vl v2 Y3 € o
JIAKH JTaHIn" 3 A A N N Y
MOJIEKYJICKa Maca 80 58 55 58 68 60
temkux Janana (kDa)
MOJIEKYJICKa Maca
UMYHOTJIOOyTHHA 1030  161-163 150-154 385-430
(kDa)
AJIOTHUITOBH IgM? 1gG1?2 1gG2*  1gG3?

IgMP IgG1P 1gG2°  1gG3°

IgM°® IgG1°
enekTpodopercka B2 B2 y B2
MTOKPETJEUBOCT
S20.w 192-197 6572  657,2 10,8-11,0
YIJbEHU XHJPATH (%) 10-12 2,8-3,1 2,6-3,0 6-10
XCKCO3¢€ (%) 5!1_515 110_118 110_115 516
xekco30aMuHu (%) 2,8-39 0917 0,8-1,6
CI/Ij AJIMHCKa KUCCJIMHA
%) 14 0,3 0,2
dyxo3sa (%) 1,2 0,1-0,3 0,2-0,3

#95% UMYHOTTIOOYIIMHA TOBEa MMa JIaKe JIaHIIe A TUTIA.
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TponumeH3HMOHAIIHY ~ CTPYKTYpPY  MOJIEKYJla  CBUX  HMMYHOINIOOY/IHMHA
KapakTepHuIle MOCTOjamke INI00YJIapHUX JeIUHHLA — JOMEHA KOJUX y JaKUM JaHLKMa
¥Ma M0 JIBa, a y TELIKUM [0 YE€TUPH WM neT. Monekyn y ueauHu uMa 12 wnm 14
rnoOynapHux qoMeHa. CBakH JOMEH je OATr0BOpaH 3a oapelheHy OHOIOIIKY aKTUBHOCT
umyHornooymuHa [41, 42].

C tepmunanau qomed jakor jganna (CL) u tpu C nomena temkor nanma (CHL,
CH2 u CH3) umajy HenpoMeHJbUBE Tj. KOHCTAHTHE HU30BE AMUHOKHCEIINHA, HA3UBajy
ce KoHcTaHTHH JomeHH. Cnemmduunoct rosehux IgG mpexncraBpa gomaTtHy
uHTpanandyany aucyiabuany Bedy y CH1 momeny [42]. IIpeko C momMeHa TEIIKHX
JaHala HWMYHOIUIOOYJIMHH OCTBapyjy cBoje edekropcke ¢dynkuuje [41, 42].
KoHcTaHnTHH A€TTOBH TEMIKKX L, O, ¥3, Y1 1 Y2 naHama KOAUPaHU Cy ca Mo jeJHIM FeHOM
Koju ce Hana3e Ha 21. xpomo3omy (21023-24). KoHcTaHTHU 7€0 A JIAKMX JIaHAIa je
KoaupaH ca 4 re”a (01 KOjux Cy JiBa IICEYJO0reHn) KOju ce Haja3e Ha 17. xpomo3omy.
KoHcTanTHM J1e0 K JaKuX JaHala je KOAUpaH ca JeJJHUM IeHOM KOju ce Haja3u Ha 11.
xpomo3omy [47].

N-TepMUHATHH JOMEHH TEIIKUX M JIAKUX JlaHana (HopMupajy J1Ba aHTHICH-
Besyha Mecrta (akTMBHAa MecTa, MAapaTONM) MPEKO KOJUX MOJEKyd HHTeparyje ca
anTureHoMm. OBU JIOMEHH Cy O3HaueHU kao Bapujaduiau (V) 300r NPOMEHIBUBOCTH Y
pernocineny aMHHOKHCENWHA. BapujaOWwiiHu JOMEHHM JIaKMX JaHala O3HAueHH Cy
cumbonioM VL a BapujaOUIIHU TOMEHM TELIKUX JlaHalla 03HayeHu cy cumOosiom VH.
HexoBaneHTHUM NOBE3UBakHEM JIOMEHA Y TAPOBE Y UMYHOTIO0YTMHCKUM MOJIEKYJIHMA
ce (opmupajy TpHu Benuke riao0ynapHe CyOCTpyKType: 1Ba HIeHTH4YHa, Fab permona
(VH/VL, CHI1/CL nomencku mnaposu) u jenan Fc permon (CH2/CH2, CH3/CH3,
CH4/CH4 nomeHcku TapoBH) KOje craja 3r700Hu nenTu 1. 3riI00Hu enTu] omoryhasa
oa ce riolynapHe CyOCTpYKType NPOCTOPHO OpHWJEHTHUIIY Yy 3aBHCHOCTH, WIIU
HE3aBUCHO jeJlHE OJ] APYTHX, IITO CBAKOM MOJIEKYJNy Aaje MOTYhHOCT Ja pa3iuuure
MHTEpaKIMje OCTBapu HCTOBpeMeHo (ciuka 2.3) [41, 42].

[IpomenssuBocT VL m VH nomeHa je KOHLIEHTpHCAaHAa y CErMEHTHMa O] IO
JleceTak aMUHOKHCEJIMHA, 11a Cy TH CETMEHTH O3Ha4eHU Kao xumepsapujaduinnu (Hv)
peruonu. CBakyl Jaky W TEIIKHM JaHAIl UMa MO TPU OBAaKBa PErvHoHa KOju oapehyjy
KoH(popMalnjy, cienuGuuHocT 1 ahUHUTET aHTUTeH-Be3yjyher Mmecta u omoryhasajy
XEMH]jCKY ¥ TEOMETPH]CKY KOMIUIEMEHTapHOCT V OMEHa CTPYKTYpPH aHTHUTEHa, Ta ce

300r Tora HasuBajy permoHuMa kKomruiementapHoctd — CDR (enr. complementary
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determining regions). Tpehu CDR Ttemkor mnanma (CDRH3) wuma HajBehy
MIPOMEHJbUBOCT U JIOTIPUHOCHU ariCOJIYTHO] crienu(pUYHOCTH aHTUTeH Be3yjyher mecta
npema oapeleHoj aHTUreHoj nerepMunanTu (enuromny) anturena. Hv (CDR) perunonu
Cy pa3/IBOjeHU Mambe MPOMEHJbUBUM cerMeHTUMa o 1o 10 10 30 aMUHOKHKCENMHA KOjU
ce o3HauaBajy kao FR (enrmi. framework regions) u cmarpa ce qa OHE UMajy yJIOTY Ja
Yy OKBHUpPY TPOJAMMEH3HOHAIHE CTPYKType V nomeHa omoryhe TakaB moinoxaj Hv
perrona koju he 06e30enuT HajOOJbM KOHTAKT OBMX PEruoHa ca aHTHUreHoMm [41, 42].
CrnenuduuHocT CTpyKType roBehux HMyHOrnIoOylMHAa je W TO INTO C€ TOpen
kaHoHnyHux CDRH3 pgyxune 5-10 amunokucenmHa Ha oko 10% roBehux
MMyHOTJI00yIMHA CBUX HM30TUIOBa Hajase yinrpaayrauku CDRH3, nyxune 48-80
amuHOKHucenuHa (ciuka 2.4). OBu CDRH3 caapike BUIIECTpYKE IIUCTEMHE MPEKO KOJUX
ce dopmupajy u go werupu nucynpumHe Be3e yHyrap CDR. Cmarpa ce ma y
BapHjaOUITHUM pErnoHNMa UMYHOTTI00yIIMHA Koju uMajy oBako ayrauke CDRH3, camo
CDRH3 Be3yjy anturen nok octanu CDR nuzoBu mmajy crpykrypHy yiory. Koxg
roena CDRH1 wumajy 8, a CDRH2 7 amunokucenuna. Ha ocHOBY myxuHe
amuHOKMcenuHcKkor Hu3a roBehu CDRH3 cBux m3otumnosa ce nene Ha Tpu rpyme: 1)
KpaTku HU30BH o 5 10 10 amuHOKHCcennHA, KOje MOTY caapaTH U XuapoduiHe u
xuapooOHEe aMHUHOKHCEIUHE, alld HUKaja He canpke nucrenH; 2) CDRH3 cpenmwe
Ty’KMHE KOju uMajy Hu3 o1 12 1o 31, mpeqoMUHAHTHO XUAPODUITHUX aMUHOKHCEIHHA
ca jenHuM 10 nBa mucrenHa u 3) ynrpagyrauku CDRH3 kxoju mMajy HH30Be BHIIIE O]
47 aMUHOKMCEIMHAa U KOjU Cy Ooratu IJIMLUHOM, TUPO3MHOM M HMcTeMHOM. OBH
nyraukn CDRH3 wumajy KoH3epBHCAaHY TpPOAMMEH3HOHAIHY CTPYKTYpPY KOjy
¢dbopMupajy T3B. ,,IITAl* ca CTPYKTYpOM [(-Tpaka U T3B. ,,JpIIKa‘ ca KOH3EPBHCAHOM
CTPYKTYpOM [3 miode Koja CIy>KM Kao Hocad 3a JBa HHU3a ,,lIeTJbe” U JeIHOM
KOH3€PBHCAaHOM JUCYI(PUAHOM Be30M. M3y3eTHO BEIMKU AUBEP3UTET YATPAayraykor
CDRH3 nmotnue op pas3iMke y CEKBEHUUJU aMHMHOKHCEIMHA, JY)KUHU
aMUHOKHCEJIMHCKOT JIaHIIa U 00JuKY Koju onpelyjy nucynduane eze yayrap CDRH3

peruona [48, 49, 50, 51].
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KaHOHCKa CTpyKTypa yntpagyradku CDR H3
CDRH3 roBefux nMyHornobynvHa

Cauka 2.4. Ctpykrypa ynrpagyraukor CDRH3 pernona roehux nuMmyHoriao0ymnuHa.
a) cTpykTypa V peroHa XxyMaHor aHTuTena Y vo, ca KaHOHCKOM cTpykTypom CDRH3,
roeeher antutena Bl1, ca ynrpanyrum CDRH3; upseno — CDRH3; tamHo 3eneHo -
TEIIKU JaHIIM;, CBETJIO 3€JIEHO — JIaKW JIaHIM. 0) pa3auuuTe CTPYKType ,luTama’ u
Hapuike® ynrpagyraukux CDRH3; upBeno - B-Tpaka ,,lutana“; mareHTa [3-3aBojHUIA
TUN I, )KyTO, 3€JIEHO W TUIaBO — TPU aHTHUIIApajenHa [} BIaKHA, TAMHO IJIaBH KJIWH —
mucynduaae Bese y ,,apumu’ [52].

HHTepecoBame 3a UMYHOITIOOYJIMHE TOBEAA j€ MOopacio MOCIeIHUX TOAHHA
KaJa je OTKPMBEHO Jla ce HakoH HMMyHM3auuje kpaBa HIV Bupycom nosehano
CHHTETH3Yjy MMYyHOTJoOynnHH ca ynrpanyraukum CDRH3 koju mmajy ¢dyHKumjy
BHUCOKOAMHHUTETHUX, MIMPOKO HEyTpadumyhux, aHTHTENa Koja Cy y cTamy Ja
HEeyTpaJMIly BeJMKU Opoj cojeBa Bupyca. OBaj pe3ynTaT UMa OrpoMaH 3Hayaj jep A0
OBHX €KCIIepHMeHaTa ca roBeluMa, MHIyKI1ja CHHTE3€ IUPOKO HEeYTpanuiyhux aHTi
HIV anTHTeNa KO/ eKCIIepUMEHTATHUX KUBOTHA U KO JbyIU Onia je Oe3ycrientHa,
0e3 o63umpa Ha kopuinthen umyHoren [52]. OBa ocobuHa HMyHOMIIOOyIHMHA ca
yatpagyraukum CDRH3 otBapa moryhHoct muxoBor kopuiihema y Tepanuju

ImaTorcHa nmpema KOjI/IMa J0 caJa HI/IjC HOCTOjaO eq)I/IKacaH HUMYHCKHU OATOBOD.
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2.3.1.1 IgG rosena

lgG roeema, kao u IgG ocrammx cucapa, y OJHOCY Ha oOcTaie Kiace
MMYHOTJIOOYJIMHA KapakTepulle HajBehn MOJIeKyJICKH monuMopdu3am, Koja UM J1aje
craryc undpakiace umyHornooyauna [46]. [Toamumopduszam rosehux IgG ce ornena y
nocrojamy TpH IgG noaxmace (IgG1, IgG2 u 1gG3) u Beher O6poja anorunosa (Tabena
2.1). Hajseha pa3nuka uzmely mogxiaca IgG mMonekyna ornena ce y peociery aMuHO
KHCEJIMHA Y PETHOHY 317100a, npu yemy 1gG2 umajy Bpio kpaTtak 3riao0Hu nentu. Jlok
IgG1 monekynu WMajy TpH WHTpAJaHYaHE JUCYI(PHUIHE BE3e, MOJICKYIH OCTaIHX
nojKkjaca umajy camo jenny. Anorunosu IgG2 Monekyna ce Mel)ycoOHO pas3iukyjy mo
AMHHOKHCEIIMHCKO] CEKBEHIMjU pernoHa 3rioda (xomosnoruja je camo 71%) [42, 46,
47]. Ekcrpecrja oBUX aJOTHIIOBA je BE3aHa 3a y3pacT roBeja, IMa ce KOJ PETKUX
XeTepo3urora xommTajH-¢ppusmjcke pace IgG2a amorun jasiba panuje on IgG2b
aJIOTHUIIA KOjU Ce OOMYHO He JIeTeKTyje npe Tpeher nim yeTBpTor Meceria crapoctu [53].

IgG roBedera cy mo OCHOBHUM (PH3HMUKOXEMH)CKUM Mapamerpuma cimyan 1gG
JoBeKa M APYrux cucapa (KOePUIUjeHT ceauMeHTanuje 7S, MpoIeHAT YTJbEHUX
xuapata 2-4% wu np.) [46, 47]. 3a pasnauky o1 BehuHe octanux cucapa KoJ KOjux ce y
KOJIOCTpYMY HakyIbajy IgA, kox rosena IgG1 ce Hakymba y konoctpymy. Kox rosena
HEMa TPAHCIUIALIGHTHOT TMpEeHOca MMYHOrJoOynuHa ma ce miiagyHdan pabhajy 6Oe3
MMYHOTJIOOYJIMHA y KPBHOM cepyMmy. IlacMBHM MMyHHTET MIIaayHYeTa OCTBapyje ce
IIPEKO KOJIOCTPYMa, KOJU CaJIp>KU UMYHOTJI00Y/IMHE Y BUCOKO] KOHIIeHTpauuju (40-200
mg/mL), npu uemy IgG1, Koju BoaM MOPEKIIO U3 KPBHOT cepyMa YMHe Mpeko 75% cBux
umyHoriooymuHa [54, 55]. Kon rosena 1gG1 cy u riiaBHE HMYHOTJIOO0 yJTHHUA MyKO3HUX
noBpurHa [56].

[Monyxwusor IgG1 je nBa myra kpahu (9,6+1,2 nana) on IgG2 (17,8+0,8 nana),
a xatabonmsam [gG2 monkiace 3aBUCH O] HheHE KOHIICHTpalUje y mupKynamuju [57].
Monexynu IgG1 nmonkiace akTUBUPAjy U XOMOJIOTH U XETE€POJIOrH KOMIUIEMEHT, JTOK
IgG2 akTuBHUpajy camo xomosoru kommieMeHT. IgG1l mpenase U3 KpBU y KOJIOCTPYM
mTo HUje cay4daj ca [gG2 moakmacom. [loakmace IgG rosevera mokasyjy pazjivuke U y
MOTEHITMjaly 1a WHAYKY]Y aaxepeHuujy u (aromurto3y oj cTpaHe HeyTpodwia u
moHouuTa. 1gG2 armyruHupajy naptukynapHe anturene nok IgGl me [46, 55, 58].
Beha xereporenoct 1gG ko roBena y ofJHOCY Ha OCTalle CUCApCKe BPCTE OTJIe/Ia ce Yy

®BUX0BOj Behoj cTpykTypHOj paszmumu uzmely nmoakinaca IgG1 u 19G2. Jenna ox OuTHHX
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pasnmuka wu3Mel)y OBHX TmoAkmaca oriena ce y pa3muou  enekTpodopercke
nokpetrsbuBoctu T1e ¢y 1gG2 o3HaveHu kao ,,copu’ a”joncku, a 1gG1 xao ,,0p3u*
KaTjoHCKH uMyHornoOymuuu [59]. Takohe mmyHOxemujcku ce uaeHTH(DUKYje TET
pazmuuntux ¢popmu roeehux 1gG on koju nBe npumnanajy 19G1 a tpu 19G2 noxknacu
[60].

Hako ce pa3nuKyjy mo cBojuM epeKTOPCKHM (yHKIMjamMa meToaoMm ,,pulsed
neutron scattering* je mokaszano na roeehu IgG1l u IgG2, 6e3 003upa Ha pa3IUKy y
peruony 3rio00a y BOJICHUM Iydepuma UMajy CIUYHY TPOAMMEH3UOHAIHY CTPYKTYPY.
Hyxu pernon 3rioda kox IgGl je 3ampaBo KOMIAaKTHHje CTPYKTYpe M KOJ OBa JiBa
M30THIIA HE TIOCTOjU pasirKa y pacrojamy Fab u Fc pernona [61]. Kako je moctymHoct
Fc pernona 3a maTepaknuje ca hemujckum Fc penentopuma u penenropuma 3a Clq
KOMITOHCHTY KoMIieMeHTa BpJio cimuHa kox IgG1 u IgG2, oBu ayropu cmaTpajy na je
pasnuka y epekTopckuM ¢GyHKLMjama oBa ABa nzoTtuna rosehux IgG HajBepoBaTHH]E
nocneauIa aenenurja y peruony 3rioba. 36or ose aenenuje 1gG2, 3a pasnuky ox IgGl,
HE MOXE J]a OCTBapM HMHTEPAKIHMje ca pelenTopuMa IMPEKO BE3HOI MecTa Koje
dbopMupajy aMmuHOKHUCeInHEe peruona 3rioda u N-tepmunansor gena CH2 nomena.

VYTIibeHH XUAPaTH Cy HHTETPAIHU €0 CTPYKTYPE CBHX MOJICKYJICKUX BapHjaHTH
IgG u umue 2-4% yKkymHe Mace CBakKOr MOjeAMHAYHOr Moiekyna (cnuka 2.3).
YrpeHoxuapaTan canpxkaj IgG umHe onurocaxapuaHe jequHHIE (TJIUKAHU)
KOBAJICHTHO BE3aHE 3a IMOJIMNENTHIHE JIAHIIe MPEKO a30Ta aMH0 TpyIe acraparnHa
(t38. N-Besanm rimkanu). Hajehu neo yrisenoxuapatHor cazapxkaja 1gG (2%)
ngokanu3oBan je y Fc, a wmawm (~0,8%) y Fab pernonuma. I'nukanu vy
UMyHOrJIoOynuHuMa ozpelyjy KoH(pOpMalMOHY CTaOMIIHOCT, €JIEKTPUYHU Habo] U
pacTBOPJbUBOCT MOJIEKYJIa, M MOTY YTHIATH Ha a(UHUTET BE3WBama 3a aHTUTEH
(rmukanu Fab permona), Fcy penentope m Clq KOMIIOHEHTY KOMIUIEMEHTa, Ha
kaTabonm3aM, TPaHCIOPT Kpo3 MeMOpaHe u cekpeuujy moisekyna IgG (rmukanu FcC
peruona) [42,62, 63, 64, 65, 66].

VY Fc peruony riukanu cy Bezanu N-Be3om 3a 297. aciaparut y TpUIENTHIIHO]
aknenTopckoj cekBeHju Asn-X-Ser-Thr y 06a CH2 nomena (X moxxe 6utn Omito koja
aMUHOKHCEIIMHa ocuM TiposinHa). OBa cekBeHIH]ja je y Fc permoHy eBOJyTHBHO
KOH3€pBHpaHa, a IIMKaHU Be3aHM 32 by Cy UHTETpalHe CTPYKTypHe KoMroHeHTe CH2
nomena IgG monekyna. Onurocaxapuaau aniy y Fc pernony IgG cy Hajsehum nenom

CBOJ€ CTPYKTYPE CMEIITEHH Yy YHYTPALIHBOCTH JOMEHA 3a KOje Cy BE3aHH, a CaMo Cy
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JIEJIOM HUCTYPEHU Ha BUXOBY MoBpiMHY. OHU ,,00/1aKy” yHYTpanismy noppmuny CH2
JOMEHA U OCTBapyjy OpojHe HHTEpaKIKje ca aMHHOKUCEeInHaMa y ibuMa. [ mnkanu Fab
peruoHa ce MOry jaBUTH y BapHjaOMIIHOM JOMEHY, Ta4HHj€ y XHIIepBapHjaOMIHUM
PETrMOHMMA JIAKOT M TEUIKOT JIaHIa, aKO CE Kao Pe3ysITaT COMAaTCKUX MYyTallWja M0jaBH
KapakTepucTH4Ha cekBeHIirja Asn-X-Ser/Thr [42,62, 63, 64, 65, 66].

N-Be3zanu rmkanu y Fc permony IgG cy cnoxxeHor OMaHTEHapHOT TUIA, a
cacTaBJb€HH Cy W3 KOH3EPBHCAHOT IIEHTacaxapugHor je3rpa ca J1Ba N-
areTHITIIyKo3aMuHa (IpuMapHu U cekyHnaapau) U Tpu manose (GlcNacz Mans), ox
Kora ce o/Bajajy 004YHe rpaHe XeTeporeHor cacrama: ase, Manal-6 i Manal-3 (13B.
anTene) ca N-anetrmwirinyko3amuaoM (GlcNac) Ha 06e, ca miu 6e3 ranakrose (Gal) Ha
jenHoj umm obe u ca win 6e3 cujannHcke kucenuHe (NeuAc) Ha jenHoj wiu obe oBe
rpaHe W, y HEKUM MOJEKylInMa, OO4YHa rpaHa ca (yKo30M BE3aHOM 3a NPUMApHU
JIOJaTHU HW3BOP XETEPOTCHOCTH TPEJACTaB/ba MPUCYCTBO HMIHM OJCYCTBO (yKo3e M
oucektHor GlcNac (ciuka 2.3). 3a cBaku Teniku jganail IgG Mosekynia Mory ce Be3atu
pa3IMYMTO KOMOMHOBAHHM OJIMTOCAXapUIHH JaHIM (aCUMETPUYHO TIIMKO3UIOBAHHE)
[42,62, 63, 64, 65, 66].

Crymuje y KojuMa je aHanu3upaHa INIMKO3WiIandja ropehux nmyHornoOynmHa
cy perke. N-Be3anu riukanu y Fc permonmma um rosehux IgG cy mo crTpykTypu
CJIO)KEHOT OMaHTCHApPHOT THUIA, ca (PYKO30M, U Pa3IUYUTUM HHBOOM IIIYKO3€, JOK
CHJaJIMHCKA KUCEJIMHA HHUje MpHUCYyTHA. JI|eTeKTOBaH je M HU3ak caiapikaj] N-Be3aHUX
rmkaHa 6e3 pykose, ca OucektHuM GlecNac 1 cHjaTMHCKOM KHUCETMHOM Ha CaMo j€JTHO)]
rpanu [67]. Fujii u cap. [68] cy nmoka3zanu na u roBehu u xymanu IgG y cBoM cacraBy
umajy 9 BapujaHTH OMaHTeHapHMX ojurocaxapuna 6e3 OucektHor GlcNac u 4
BapHjaHTe OMaHTeHapHUX oiurocaxapunaa ca oucektHuMm GlcNac. Kog He-OucekTHUX
BapHjaHTH, ralakTo3mwianyja Manol-3 rpane jomMmuHUpa y ogHocy Ha Manal-6 rpany,
JIOK KOJ1 OMCEeKTHUX BapWjaHTH MPeJOMHHMpA rajnakTo3mwianrja Manal-6 rpane. Mako
Cy UCTHU IlIuKaHu Hal)eHn W Ha roBehum u Ha xymanuM IgG, HHBO OBHX TIJIMKaHa ce
pasnukyje y oBe aBe Bpcre. HajzactymsbeHmju omurocaxapuau rosehux IgG cy
¢byxo3mnoBaHu OuWaHTeHapHU onurocaxapuau, 6e3 omcextHor GlcNac, xoju caapxe
rajakToly Ha o0e wiu camo Ha Manal-3 rpanu. Y omHocy Ha xymane IgG, HHBO

Heranakro3uioBanux IgG je Huzak u u3Hocu ceera 15%.
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2.3.1.2 UMmyHOr/100y/IMHM TOBe/IA y NaTOreHe3W OPOHXONMHEYMOHHUje

BbponxomHeyMOHHje KO Telaau Ce MO MPaBUIIY jaBJbajy OJ MPBOT JO METOT
Mecelia CTapoCTH, Kaja je KOHIEHTpaluja cepyMckux umynorinooyauna (19G1, 1I9G2 u
IgA) najumxka [9]. O 3nauajy IgG, u To 1gG2 nmoakiace, y OpOHXOIMHEYMOHH]aMa TOBOPE
mogar Aa cy IgG2 nedumumjenTtHa roBema W ToBema ca HWKUM THTpoMm IgG2
0JT0KHHU]a 0B0j OostecTr [58, 69]. Y OGpoHXOMHEYyMOHHjH KOja je eKCIICPUMEHTATHO
MHJIyKOBaHa MH(EKIMjoM roBeaa dakrepujom Haemophilus somnus, nmoeehan Turap
IgG2 y 6poHxoanBeosapHOj TEYHOCTH KOpEJINpa ca HECTaHKOM OakTepuja U3 we. Mako
nosehama tutpa IgG1 u IgA npenxonu noehamy tutpa IgG2, yknamame 6akTepuja
ce JeliaBa Tek kajaa ce konueHrpanuja IgG2 noseha [58, 70].

CepyM TereTa Koje je mpesekano MTHEYMOHH]Y y3pokoBaHy H. somnus, moxe ce
KOPUCTUTH 32 MaCHMBHY MUMyHH3aLujy 3apase Teaanu [53, 58, 71]. UmyHOqOMHUHATHH
aHTUreHu H. Somnus Ha Koje Tene oAroBapa MPOU3BOAHOM COINCTBEHUX aHTUTENA CY
MPOTEHHM croJbamimke MeMOpane H. somnus, p78 u p40. Aututena Ha p78 cy
ucksbyunBo IgG1 uzortuna, nok cy antutena Ha p40 u IgGl u IgG2 uzoruna. Camo
aHtutena Ha p40 cy IpoTeKTHBHA, U TO ce jaeceT myra Beha 3amruTa noctuxe 1gG2
Hero IgG1 anturenuma. Anturena Ha p40 koja npunanajy pa3IMuuTIM HoJKIacama ce
pa3nuKyjy TO CBO0jOj CHEIU(PUIHOCTH. Tako HAKOH JeTUMHUYHE mpoTeonm3e p40
anTUTeHa W pa3nBajama Ha SDS-PAGE, IgG2 aHTHTena mpemno3Hajy TeT
NpoTeoNUTHYKUX (parmeHara nok IgG1 mpenosHajy camo tpu [53, 58, 71].

Nako cy anturena IgG2 mopakmace o3HayeHa Kao MNPOTEKTUBHA, HUXOBA
epuKacHOCT y 3amtutd oA H. somnus 3aBuce oxa anorumna. JKuBOTHUHE KOje CYy
xomosurotu 3a [gG2? anorun (Hrp. BehinHa roBesa xommraja Gpusmjcke pace), HAKOH
BaKIIMHAIMj€ Pa3BHjajy HajBehu TUTap aHTUTENA HAa OBY OakTepujy. Turap xomo3urora
3a I1gG2° anmoTun je 3HATHO HMXHM, 0K je KOJ )KHBOTHE:A XETEPO3HTOTA 3a 0Ba JBa
ajloTUNa BpPEAHOCT TuTap u3Mely oBe 1Be KpajHocTu. M3BecTan Opoj MHUOTEHUX
nH(]EKIMja KO TOBE/A j€ Y3pOKOBaH OakTepHjaMa KOje y CBOM 3UJly UMa]y MPOTEUHE
KOjU ce BUCOKUM apuHUTETOM Be3yjy 3a Fc pernone IgG, 38 IgBP (enru. ,,Ig binding
proteins®). IgBP cy crapunokokau nporenH A, ctpenTokokHu npoTeuH G, kao u IgBP
H. somuns. IgBP (menTumu BHCOKe MojeKyicke Mace) H. somuns Besyjy camo IgG2°
anorun. Besusame IgG2P 3a Ha IgBP H. somuns moBesaHa cy ca pe3HCTEHIMjOM Ha

73y TOCPEOBaHy KOMILIEMEHTOM. Y ckianay ca TuMm, koa IgG2? xoMo3urora, Koj
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kojux Hema IgG2° monekyia koju 61 ce Besamm 3a IgBP H. somuns, koMmneMeHToM
mocpeoBana jiu3a 6akrepuje je moryha u 300r tora cy IgG2? XOMO3UTOTH OTIHOPHH]jU

Ha MHBa3HMBHE OosiecTH y3pokoBaHe H. somuns [58].

2.4 UMYHOKOMILJIEKCH Y MIaTOreHe3H OPOHXONMHEeYMOHHje KO TeJIaau

[ToBuieH HUBO UMYHOKOMILIIEKCa Koju caapxke IgG anTHuTENa je JeTeKTOBaH y
nupkynanuju [13], a 1eno3utu UMyHOKOMIUIEKCA 3ajeJHO Ca XUCTOJIOIIKIM 3HAI[Ma
uH}IamMaIje cy OTKpUBEHH Yy TKUBY TTyha 000sennX )kuBoTHba [72, 73], mro ykasyje
Ja UIMYHOKOMIUIEKCH MMajy YJIOTY y HacTaHKy M pa3Bojy OpOHXOITHEYMOHH]jE KO
tenmagu. Mehytum, TaduHa yinora UMyHOKOMIUIEKCA y MATOT€HE3W OpOHXOIHEYMOHH]E
TeJa/y HUje pa3jalllbeHa.

dopmupame UMyHOKOMIUIEKCa U3Mel)y aHTUreHa U aHTUTeNa crenu(UIHOT 3a
Taj aHTUTCH j€ CaCTaBHU Je0 (PU3UOJIOMIKOT XYMOPATHOT WMYHCKOT OJrOBOpa U
npeaycioB 3a e(uKacHO yKIamame aHTUreHa u3 opranmsma [41]. Besuame
MMYHOKOMIUIEKCA 32 KOMIIOHEHTE CHUCTEMa KOMIUIEMEHTa aKTHBUpPA OBaj CHCTEM.
BesuBameM wnmyHokommuiekca 3a Fc pemenTope miam perentope 3a KOMIIOHEHTE
KOMILJIEMEHTa Iope]l e(peKTOPHE OCTBapyje ce U BUXOBa NUMYHOpETYJIaTOpHA Yilora U
noBe3yje ce ypoh)eHu ca aJanTHUBHUM, M XYMOPAJIHHM ca LENYJIApHUM HMYHCKUM
oaropopoM [74, 75]. VIMyHOKOMIUIEKCH Cy BaKHH €JIEMEHTH Y YCIIOCTaBJbakby
MMYHOJIOUIKUX Mpeka (MIUOTUICKMX M HM30TUIICKUX) KOje Ipe/iCTaBibajy OCHOB
XOMeocTa3e MMyHCKOT oaroBopa [76, 77].

Fratri¢ u cap. [78] cy nokasanu aa ce koj 3apase teiaau CIC y nupkynanuju
MOTY JIETeKTOBaTH Beh miector cata mo pohemy. 3HauajHo moBehame HHBoa CIC y
LUPKYJIALUjU JIeTeKTyje ce TPUIECETOr JaHa Mo polemy, HAKOH uera HUXOB HHUBO
ocTaje HENpPOMEHEH CBE JI0 Kpaja MpeanpexuBapcke ¢ase, 10 YEeTBPTOI Mecela
HBOTA. J[0 MpBOT Mecera cTapocT Teau, ¢ 003upoM J1a ¢y nomuHaHTHH [gG cepyma
IgG1 nmopexsiom u3 KonocTpyMa, camo oHU H yiaze y cactaB CIC. Tenazn crapa mecen
JlaHa y CBOJUM cepyMUMa MMajy cBe Mouiekylcke ¢opme IgG koje cy mpucyTHe U y
cepyMHMa OJJpaciiuX KUBOTHIbA, ali criocoOHocT aa popmupajy CIC nmajy camo 13B.

,op3u*, anjorcku IgG, y kojuma npenomunupa IgGl. Kon crapuje Temammu, u xon
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oJIpaciux roBena cBe MoJiekyicke hopme IgG koje mocToje y cepymy umajy KanaruTeT
dhopmupama CIC.

HmyHckr oaroBOp y OpOHXOITHEYMOHHjaMa Tela Iy U3a3BaHUM OaKTepujama je
nocpenoBan antuteanma [26] 1 uMyHOKOMIUIEKcHMa Koje oHu (popmupajy. Mako cy
JICTIO3UTH HMMYHOKOMIUIEKCA 3ajeJHO Ca XHCTOJOUIKUM 3HalnuMa HHpIaMaiuje
OTKpUBEHH Yy TKUBY Iuiyha 00ojenux >KuBOTHI-A [72, 73] momamu o CTPYKTypH U
(GyHKIIM]U UIMYHOKOMILJIEKCA y OBOj O0JIECTH CKOPO J1a He 1ocToje. [ 'pyna nucrpaxupaya
3 MerutyTra 3a MeIMUIMHCKA UCTpakuBama U Dakynrera BETpUHAPCKE MEAMIIMHE
VYuusepsutera y beorpany mokasaina je, kao u 'y mHeyMOHH]jH Ko Jbyau [79, 80], HuBo
PEG npenunuradbunaux CIC (Benuke >19S u cpenme Mosekyscke mace, 8-19S; [81])
MOBHIIICH KOJI TEJIAJAN ca OPOHXOIMHEYMOHH]OM M JIa pacTe ca HarpenoBameM 00JecTH
[13, 82]. 3mnauaj mosechane konneHrpaimje PEG mnpenunurabunmnux CIC 'y
OpOHXOITHEYMOHH]U Ko roeena Huje jacad. Ko sbyau CIC Benuke MOJIEKyJICKEe Mace
(19S) cy Haljenu y HebakTepHjeMHjCKHUM MHEYMOKOKHHM mHeyMonujama a CIC Huxke
Mmonekyiacke mace (9S um 14S) cy naljenm y OakTepHjeMHjCKUM ITHEYMOKOKHUM
nHeymondjama [83]. Cnuuno oBOMe, KOJ JbYAM Ca IMHEYMOHHMjaMa H3a3BaHUM
MUKOIUIa3MamMa ToBehaHa KOHICHTpalMja MambHX HMMYHOKOMILICKCA KOJH O]
MMYHOTTIOOYIMHCKMX M30TUIIOBa caapxe camo 1gG je moBe3ana ca ersaiepbaiujom
6onectu. [Tojaa Benmmkux CIC koje campxe u antu 1gG anTurena IgM u3oruna (Tumna
peymatounHor ¢akTtopa) je TOBE3aHa ca CMamkemeM IUyhHe HHpuITpanuje u
ykiamwameM 1gG-CIC untepmenujepHe BeTMUUHE U OOpaBKOM o1 Oonectu [84, 85].

HaBenena rpyna uctpaxuBaua u3 YHuBep3urera y beorpany je JeKTMHCKUM
OIOTOM aHaNM3Wpalla MECTO M HHBO TJHMKO3WIOBama TepMuHamHuX mmehepa N-
aleTWITIIyKO3aMUHa, rajakTo3e, CHjaJInHCKe KucenuHe, U ¢yko3e Ha IgG y cactaBy
PEG npenunurabunaux CIC 31paBe Tenaau u Telnaau ca TeKOM KIMHUYKOM (hopMoM
oponxonneymonuje [13]. Kon 3apaBe Tenaan Ha TEIIKHM JIAHIMA Cy ISTEKTOBAaHU N-
aIeTWITITYKO3aMHH, TalaKT03a, CHjaJMHCKa KHCEIHHA U (yK03a, a Ha JIAKUM JIaHITIMa
N-aneTunriiyko3amMuH, CHjaIMHCKAa KUCeTWHAa H  (yko3a, [OK TajllakTo3a HHUje
nerekroBaHa. CaMo KoJi 0OJECHUX JKMBOTHI-A HA JIAKUM JIAaHLIMMA je JIeTEeKTOBaHA
ranakto3a. Kox OoynecHUX >KMBOTHE-Q JETEKTOBaH je MoBehaH caapikaj CHjaTMHCKE
KHCEJIMHE U Ha JIJAaKUM W Ha TemKuM jJadruma. CujanuanszoBame IgG je moBe3aHo ca
CMamemeM Mpo-uH(pIIaMaTopHe yiore oBux mMojekyia. Adler u cap. [86] cy mokazamu

CMamEHO BE3MBAE aCHjaJMHU30BAaHUX XyMaHUX nonukioHckux IgG 3a FcyRIIIb na
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rpanynoruTuMa. Scallon u cap. [87] cy mokaszamm ga monokmoncku IgG ca
CHJaJJMHU30BAaHUM  TEIIKUM JIaHI[UMa HWMajy HHUXY crnocoOHocT henujcke
IUTOTOKCUYHOCTH TIOCPEJOBAHE aHTUTEIMMa, IITO je Y3POKOBAHO CMambEeHUM
apuHuTEeTOM Be3uBama 3a FcyRIIla na NK henujama. Kaneko u cap. [88] cy nokazanu
Jla ce HUBO CHjIMHCKE KHCEIMHE HAKOH CTUMYJAIMje MapTUKYJIapHUM aHTUTCHUMA
cMamyje, mTo je mpaheHo NpoMEeHOM aKTUBHOCTH OJI aHTHHH(IaMaTOpHE Ka
npouHduamaroprnoj. C o03upoM Ha oBakaBy (GYyHKUH]y cHjanuHH30BaHUX IgG u
YUILEHUILY Jla CHjaJM30BAHU TJIMKOMPOTEMHH MMajy 3aIlITUTHO JI€jCTBO y aKyTHUM
omrehemrMa mryha M3a3BaHUM WHTPAAIBEOJIAPHUM JICTIOHOBAKEM UMYHOKOMILIICKCA
[89] mu cmo mpermocraBuim aa moBahana cujanuausanuja IgG y cacraBy CIC Tenaau
ca OPOHXOITHEYMOHHJOM MOX/Ia TIPEJICTaBJba jeIaH 01 MEXaHH3aMa KOJHM C€ UMYHCKH
crcTteM OOpH MPOTHUB HEKOHTpOJIMCAaHe akTuBalyje henuja u omrehama TkuBa 1uTyha.
VY ucro Bpeme, cMatpaMo 1a je nosehana cujaninnuzanuja IgG u cmameHn adunuter
Be3uBama Fcy penenTopa Oapem I1eioM OATOBOpHA 3a Hee(pUKAcHY eIMMUHAIM]Y
MaToreHa.

MexaHu3MH KOjJHM UMYHOKOMIUJICKCH OCTBapyjy cBOje AejcTBO Ha henwjcke u
MOJICKYJICKE KOMIIOHEHT€ MMYHCKOI OJITOBOpa y OPOHXOITHEYMOHHU]JU TeNaad HUCY
no3Hatu. [logatke 0 MexaHU3MUMa KOjU MMYHOKOMIUIEKCH OIiTehyjy TKUBO alnu U
YUYECTBY]jy y OINOpaBKY TKMBa IUTyha yriaBHOM cy JN0OHMjeHH Yy cTyauja pal)eHuMm Ha
eKCIIEpUMEHTATHUM MoJieTuMa rionapa (ciuka 2.5). PesyataTtu oBUX cCTyadja
MoKa3aJlu Cy Jla MHTpaajBeoJapHe Haclare MMyHOKOMILIEKca y uiju cactaB ynase IgG
(xomrutexcu I1gG u anbymuHa Gopmupanu in Vitro) akTHBHpa CHCTEM KOMILIEMEHTA
TKMBHE Makpodare Ha MECTy JI€[IOHOBaWba, aKTUBUpa enutenHe henuje ruiyha,
aKTHUBUpA C€HJOTEN 3a KOjUMa CIIeAd TpUBJIAaYeHe HEyTpouia, MOHOIHUTA U
TUMQOIUTA U3 IIUPKYJIAIHje U BbUXOBa aKTHBalMja y TKUBY Iutyha. AkTuBupane henuje
u3nydyjy mnpouHduamatopHe mutokuHe, ROS, nunuane wmenujatope, u OpojHe
npoTease Koje HM3a3uBajy akyTHy ynany toiyha. ¥V mocineamux geceTak roauHa
o0jammene cy Opojue ¢dynkuuje henuja (rpanyrnouurta, Makpodara, aumdonura,
eHnorenHux henuja, enutennux henuja miyha), Monekysna ¥ MOJEKYJICKMX KOMITJIEKca
(xomruiemenT, Fc peuentopw, uMTOKMHH, JunuaHu Menujatopu  MHKpoRNK,
aJIXe3UBHM MOJICKYJIH, MAaTPUKCHE MeETaJoNpoTease, TPaHCKPHUIIMOHU (akTopw,

MHTpaleTyJapHUd CUTHAJTHU MOJIEKYJIU, MpeXa eKCTpalelyIapHUuX 3aMKU HeyTpoduia
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W eKCTpamnenyJapHd  XHCTOHHM) y  omTehemuma muiyha — MOCpeIoBaHHMX

umyHokoMmiutekcuma [91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101].

LenoHoBakwe |gG nmyHoKomMnnekca y
AnEENAPHY KOMMAPTMaH

!

aKkTWBauMja KoMmnnemeHTa
aHraxoBake Foy peuentopa

‘L ocnoSafake Cha
aHraxoeare ChHa peuenTtopa

amaau“ja /\ .
Hef‘l’pﬁq}“]‘la t] LMTOKHMHCKA ..O.n}"]ah

thopmupane NET l

ocnoGafawe — =3  gcnoBafaree ROS W
XMCTOHE npoTeasa dharouuTa

akyTHo owTehere nnyha

l

pesonyuMja nHgnamaumnje

¢

NOBpPATaK Ha HopManuy gyHkyupy nnyha

Cauka 2.5. MexanusaMm akyTHOr omrtehema iyha IMyHOKOMIUIEKCHMA KOJU caJipiKe
19G [90].

Wnpnamanuja TkuBa muyha wn3a3BaHa JENOHOBaHbEM HMYHOKOMIUIEKCA
3aBpIllaBa Ce€ EHJOIeHO, Kao pe3yaTaT CHHTe3e aHTHHMH(IAMAaTOPHUX LMUTOKUHA WU
MHXUOHUTOpA MpOTEeHHAa3a JEYKOLUTAa U MAaTPUKCHUX METANIONpoTea3a KOju Mocpeayjy
nonpaBky omrehenor TkuBa. Cmarpa ce Ja je HEmpelu3Ha perysaiuja
nporH(pIaMaTOPHUX U AHTUMH(IAMATOPHUX KOMIIOHEHTH Yy mnoBpeheHom miyhHOM
TKUBY KpUTHYHA 3a MaTOre€He3y MHEYMOHM]€ KOJl JbyOU M EKCHEPUMEHTATHHUX

xuBoTumba [102], anu u xox Tenanu [7].
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2.4.1 Jlunuamn kao koucrturyentu CIC

Jiumuau ¥ JIMOONPOTEHMHHM Cy CHAXKHU HMYHOMOJAYJIATOPH M IPUPOAHE
nHOpEKIMje WM HMYHHM3alHje Y3pOKYjy AUCIUINUACMHUjEe KOA Jbyau, noMahux u
eKcrepuMeHTanHuX skuBoTHma [103, 104, 105, 106]. Takohe mosmaro je naa
XHITOJIMITUIEMHEje/ XUIIOXO0JIECTepOIeMHje KOoje MpaTe NpUpOIHEe U eKCIePHUMEHTATHE
UMyHU3aIlMje HACcTajy W Kao pe3ynrar QopMmupama KOMIUIEKCAa JMNUAA ca
umyHoriooynmuauMa [104]. ¥V cactaBy MMyHOKOMILIEKCA y HEKUM OOJieCTUMA JbYIU
(aprepuockiepo3a, peyMaTOMIHU apTPHUTHUC...) JETEKTOBAHE Cy NMPOMEHE caapxkaja u
crpykrype nunuaa [103, 107] 3a koje ce mpeTocTaBiba 1a Cy O 3Hauaja y IMaToreHe3n
OBHX 0OJIECTH.

Jlumuam cy XeTeporeHa rpyna OpPraHCKUX jeIUbCHa, MPEICTaBbajy M3BOPE
eHepruje, CTpyKTypHe U QpyHKIMOHaNHE ejeMeHnTe henujcke MemOpaHne, 1 uMajy OpojHe
¢byHknmje y perynanuju xomeoctase. [Ipema HaenekTpucamy aeie ce Ha HEyTpaiHe
(TpurnuuepuanM, XOoJEeCTepoJ W XoJecTepuii-ecTpu) W monapHe (pochonunumm u
rnukoiunuan) [108]. Jlumuam cy HEpacTBOPHM Y BOAM M Y LUPKYyJAlMjU Ce
TPaHCIIOPTYjy MPOTEMHUMA ca KOjuMa (GOpMHUPajy YECTHIIE JTUIONPOTEHHA (ca ecCTpruMa
XOJIECTepOJia U TPUIIIMLEPUAA Y je3rpy KoOje OKpPYXKY]y CIOOOJHH XOJIECTEPOI),
dochomunuaa u amonporenHa. JIMONPOTENHN CE TIpeMa MopacTy TYCTHHE U CalipiKajy
armonpoTerHa KIACH(PUKYjy Kao: XWIOMHKPOHH, JHUIONPOTEHHU Ca BPJIO HHUCKOM
ryctuHoM  (enrnm.  very-low-density  lipoproteins, VLDL), numomnpoTenHu
uHTepMenujapue ryctuHe  (enri.  intermediate-density  lipoproteins, IDL),
JMIONIPOTEHHH HKCKe rycTrHe (eHrt. low-density lipoproteins, LDL) u nunonpoTtensu
Bucoke ryctune (enri. high-density lipoproteins, HDL) [109].

Kon nndexkTuBHUX 1 HHpIaMaTOPHUX OOJIECTH JbYIH, Kao Hajuenthe mpomeHe
y JIMIUTHOM cacTaBy KPBHOI' CepyMa MJIH IUIa3Me OMMCAaHE Cy CMambeHe KOHIEHTpaluje
HDL-xonecrepona u dochonunuaa u noehamwe KOHIEHTpaIMje TPUTIULEPUAA U
VLDL-xonectepona. Umak, oBa cxema HUje yjeIHAUC€HA U Y BEJIMKO] MEPH 3aBUCH O]
y3pouHuKka u Texune oonectu [103, 107].

Canp:kaj munuia y KpBU roBefia ce Mema ca ctapounhy. Tek polena tenan umajy
HUCKE KOHLEHTpalWje YKYIMHUX JIMINuAa Yy IUIa3MH, YUjU C€ 3HauyajHUJu IOpacT
neTekTyje Tek Tpehe Hexesbe o pohewy. Koa tenanu ox pohema no tpeher mecerna

’KMBOTa TJIaBHE JIMIUAHE Kiace y Iula3Mu cy xonecrepwi-ectpu (41- 49%) wu
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docharununxomun (21 mo 29%), ca MamuM KoinuuMHama Apyrux ¢ochonununa,
TPUTTMLEPHIA W CIO0O0JHMX MACHHX KHcennHa. [7aBHe mpomene y mnpodury
JTUNUIHUX KJiaca, o Tpeher mana mo tpeher mecema je moBehame KOHIIGHTpalHje
xoJjecTepui-ectapa u GochaTHANIXOIUHA, U CMAbEeHhe KOHIICHTPAIM]je TPUTIIUIEPUIA,
crmobomHuX MacHMX KucennHa u - ¢ocharuamineranoisamuna [110].  IIpomena
KOHIIEHTpAIlKje JIMIHIa KO/ TeJlali ca PECIMPaTOPHUM OOJIeCTHMA je aHalIu3upaHa y
masioM Opojy cryaumja [15, 111, 112] a pesynraru BehmHe WX Cy MmoKasaiu Ja ce y
MUPKyJIanuju O0ojecHux Tenaau nosehaBa koHIeHTpanuja Tpuriumnepuaa, VLDL u
LDL xonecrepoina u cMamyje KOHIEHTpaIMja YKYITHOT XOJIeCTepoiia Kao IMOCIe I
CMamema xoJsiectepodia y cactapy HDL.

MexaHU3MH KOJUM JIMIIUAM PETYIHITy UMYHCKHA OJIFOBOpP Cy ACTUMHYHO
mo3HaTH. tbiX0oBY IMYHOMOXYJTATOpHH €EKTH ce Hajuenthe ocTBapyjy Kpo3 yTHUIlaj Ha
henuje UMyHCKOT cucTeMa IPOMEHOM Y KOJMYHUHHU U cacTaBy (ocdonunuaa hemmjcke
MeMOpaHe, MPOMEHOM Yy CHHTE3W JIMOUIHUX  MeIujaropa  EHMKO3aHOWAA
(mpocrarianauHa, JIEYKOTPUjeHA M TPOMOOKCAHTHUHA) M (OPMHUPABEM JIMIHIHUX
nepokcuaa [113]. INocneamux romuHa MOKa3aHO je Jla BEIUKA MMYHOMOJYJIATOPHU
MOTEHIIMjall UMajy U MonHe3acuheHe MacHe KUCEINHE, TOCEOHO OHE Y cepuju n-3, 3a
KOj€ je TIOKa3aHo Ja JeJHjy Kao peryJaTopy 3amnabeHcKux nporeca. [lonmunesacuhene
MacHe KHUCelnHe cepuje N-3 HMHXuOHWpajy OMOCHMHTE3y IUNUIAHHX MEIHjaTopa,
€MKO3aHOMIa U CHHTE3y FHHXOBOT MPEKypcopa, apaxuJoHCKe kucennHe. OBe MacHe
KHCEIMHE  PEeryjauily  HUMYHCKA  OATOBOP  MOJUGUKAIMJOM  aKTUBHOCTH
TPAHCKPHIIIIMOHOT (akTopa W TpoMeHa ekchpecuje rena [114]. Merabonuzam u
caapxkaj hochonunuaa koju popmMupajy BUCOKO KOHTPOJIMCAHY CUTHATTHY MPEXY j€ O]
CYIITHHCKOT 3Ha4aja 3a edukacaH ypoheHu umyHcku omarosop [115]. OxcumoBanu
¢bochomunuan hennjcke MemOpane mnm y cacray HDL mnpexacraipajy enporene
Hpattern recognition” nuranme Koju uMajy OHTHY YJIOTy Yy MpEHO3HAaBamby U
(aronuTo3u oj crpane Makpodara koja je mocpenoana CD36 monekynom. Y cacras
oBux okcunoBanux HDL ynase cBe anHanmu3upaHe MOJEKyJcke BpcTe (ochomumnuaa
(pocharnmun xonun, dhocharunun eraHonamut, pochatuaun cepur). OKCHIOBAHU
¢dochonunuan HakoH BezuBama 3a CD36 OuBajy daronuToBanu, najke ce OKCUIY]Y
IITO pe3yiTyje y3HAIpPEAOBAIOM OKCHIAIMjOM M T0jaBOM CKpaheHMX MOJEKYJICKHX
¢dbopMH KOju MOTY J1a MOKpeHYy OpojHE CUTHAJHE IyTeBEe OJ] 3Hauaja 3a peryianujy

UMYHCKOT ozaroopa (ciamka 2.6). OkcugoBanu (ocomunuan cy CyncTpaTh
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dbochonumnaze A2 Koje CEIIEKTUBHUM YKIIalbakheM SN-2 MaCHUX KHUCEITWHA MOCpenyje y
pemMozenoBalky MeMOpaHa | YKJIamawky OKcuaoBaHUX (ochonumuma. [pyma
oKcHIannoHuX (poconumnuaa cy peakTUBHE eIeKTPOUITHE BPCTE KOje MHTEeparyjy ca
HYKJICOUITHIUM MOJIEKYJIICKMM BpCcTaMa Kao MITO Cy OCTalld Ha MPOTEHHUMA U
nurnonporerHa (amuHomunuaa). Takohe rpymna okcuganuoHux Gocoaunuaa, y 4ajemMm
cacTtaBy Ce€ Haja3e JOKO3aXCKCAOHCKa, apaxHJOHCKa WU JIMHOJIEWHCKA KHCEJIMHA,
Mocelyje PeakTHBHE XUAPOKCHIIHE TPYIe Ha eCTepU(PUKOBAHUM MACHUM KHCETHHAMa
Koje omoryhaBajy HWHTPaMOJIEKYJIICKY NHKIH3AH]y W JEXHIpaTandjy KOjUM ce
dbopumupajy ¢pypanu koju He Be3yjy CD36 u He uHAyKY]y (haroruTo3y aim je moKa3aHo

Ja ce akyMyJIupajy Ha Mecty undaamarmje [116, 117].

0B-PL, 5-PL ... PAF-AH KOBEMNEHTHK
ON-PL, A-PL... fochonunaza  agykrn  OxXPC-dypanu
oW-PL, G-PL

o NN fZ
¢\‘ oxPlepss

Q
= +
[}
E, M aroywToza:
C MFO i
= » anontudHe henuje
I OKCWAOBAHW AWNONPOTEMHK
(=] .
= 5 ocTapene fiennje
=
L]
=8
g &
S
o r;:'ﬁ"

X=0H unu O; ¥=H wnn OH

Cauka 2.6. Mosen noTeHIMjaTHUX IyTeBa KOJU yTUUY Ha (OPMUPAKE U pasrpaimby
OKcuIoBaHUX (ocdonunuaa Koju CIyKe Kao BHUCOKO a(PUHUTETHU JIMTAHIM 3a
peuenitop CD36. CytoC- mumroxpom C; RNS- peaktuBHe Bpcre aszora; MPO-
mujernonepokcunaze; NOX- NAD(P)H oxcupaze; LPO- nunookcurenase; PC- xonun
rinuepodochoIunmy; PAF-AH- TPOMOOIUTHU-aKTHBAILIUOHH daxTop
anerwixuaponase; OB-PL, ON-PL u OV-PL- 4-okcobyrepHa kucenuHa, 9-
OKCOHOHAQJHOHCKa KHCEIMHAa U S5-OKCoBaJiepujaHCKa KuceiluHa ecTtpu 2-mu30-PC,
pecnektuBHo; S-PL, A-PL u G-PL, hunubapHa xucenvHa, a3enanHCKa KUCEIHWHA, U
riyrapHa kucennHa ectpu 2-nu30-PC, pecnektuBHO; 0oXPLCD36 -okxcupoBanHu
dbochomunuau koju ce Besyjy 3a penentop CD36; oxPC-dypan- oxcumoBaHu
¢dochomunuan ca sn-2 anui rpyrnoM Koja caapKu TepMUHATHU 2-pypun KapOOHMIT
[116].
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Ennorenn 1 MUKpoOMjaIHU JIMOUAN Cy KOHCTUTYEHTH UMyHOKoMILIekca. Kox
Jbynu je mpomeHa caapkaja ymnuaa y CIC wnajuenmthe m3y4yaBaHa M JoKazaHa y
apTepuockiiepo3u, uH(papkTy Muokapia u auaderecy [118, 119, 120]. JlomatHO
momudukoBarbe LDL (mecujamu3oBaHu, TNIMKO3WIOBaHKM | oOkcugoBaHu LDL)
aKTUBHUpa Mpou3BoAwY aHTU-LDL antuTena, mro goBoau 10 GopMupama KoMILIEKca
LDL ca cnemuduunum antutenuma, a CIC y uyujem ce cacraBy Hajlaze WHIYKY]Y
MHTpALeNnyJapHy aKyMyJalujy JIMIUAA, TeN03UTe Ha eHI0TeIHUM henrjaMa u apyre
poMeHe noBe3ane ca aprepuockiiepozom [121]. Huso CIC y umjem cactaBy ce Hanase
u 1gG u IgM, kao u LDL 3Ha4ajHO KOpemupa ca mporpecujom aprepuockiepose [120].

Mexanusmu kojum LDL-CIC octBapyjy cBoje edekTe HUCY JOBOJHHO MTO3HATH.
OxcunoBann LDL-CIC wmakpodar mnpenoMHHAHTHO HHTEpHaIM3yjy myTem Fcy
peuentopa I (Fcy RI) HakoH yera ce NUNMIHU J1€0 aKyMyJupa y €HA030MalHOM
KOMIapTMaHy KoJyiokain3zoBaHuM ca HSP70, a amonumonpoTeMHCKH A€0 OJuIa3H Y
m3o3oMe. Cmatpa ce 1a HSP70 nporennu cipedaBajy ferpajianujy JUIUAa y cacTaBy
MMYHOKOMIUIEKCA M FbUXOB OJJIa3aK y in3030Me. JIMMuaHa 1 POTEeMHCKAa KOMITOHEHTA
okcugoBanux LDL koju HHCY y (opMH HMyHOKOMIUIEKCAa c€ y Makpodaruma
MHTEpHAJIN3Y]y HAaKOH Be3UBama 3a ,,scavenger peuentope M HbHXOBa JUIHIHA U
aronpoTEeUHCKAa KOMIIOHEHTA Cy KOJOKAJIM30BAHU U Y €HI030MHMA U Y JIN3030MHUMa.
Curnamu xoje nokpehy okcugoBanu LDL u oxcunoBanu LDL-CIC paznuuurto yruay
Ha MeJHujaTope OKCHAATUBHOI cTpeca. Tako je y Makpodarama CTUMYJIHUCAHUM
okcugoBanuM LDL-CIC memOpaHcku moTeHIMjal MUTOXOHApHja Ouo Behu a cuHTe3a
H202 1 NO Hmka Hero y Mmakpodarama CTUMYJIMCAaHUM clI000THUM okcugoBaHnum LDL
[122]. OkcunoBanu LDL y dhopmu nmyHOKOMILIeKca Be3uBameM 3a CD36, TLR4 u Fey
pelenTope Ha AeHAPUTUYHUM henrjama akTuBHUpa MHGIaMa30Me U UHIYKYj€ CUHTE3Y
IL-1B, mpu uemy je oHa MHoro Beha Hero y henmjama CTUMYIHCAaHHUM CIIOOOJHUM
okcunoBanuMm LDL-om. IL-1p y3pokyje Th17 nonapusanmjy u cexpennjy IL-17 [121],
LMTOKMHA YMja je KOHIEHTpaluja nopehaHa y MHOrMM HHGIaMaTopHUM OosiecTuMa
[123]. OxcunoBanu amu u HaTuBHU LDL-IgG MMyHOKOMIUIEKCH Cy CTHMYJIaTOPH
MacTOIMTa y KOjUMa MHAYKY]y MoBehaHy eKClepcHjy U CEKpeLujy MpoapTeporeHnx
mutoknHa, TNF-a, IL-8 m MCP-1 u cekpeunjy npedopMupanux MeaujaTopa
XUCTaMWHA WM TpUINTa3a W3 TpaHynonuta. Ha oBaj HaumH mactonutu ¢GopMupajy
hemujckr moct m3mely okcupoBanux LDL-CIC u mH(mamanuje y aprepruockiepo3u

[124]. Abdelsamie u cap. [125] cy nokazanu na okcunoBanu LDL-CIC, Be3yjyhu ce 3a
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Fcy Rl u Fey RIIN, anmu ve u Fey RIl u CD36, na me3enrujanmauM henujama akTuBHpa
CUTHAJIHY Kackaay y Kojoj ydecTtByjy P38, JNK muToreHoM akTHMBHpaHE KHHA3e U
npotenH kuHa3a L, m koja ctumynuiie excnpecujy konmareHa tan IV u momatHy
excrpecrjy Fcy RI. Ayropu cmarpajy na Ha oBaj Hauna LDL-CIC gonpunoce pa3Bojy
nujabeTcke HeponaTuje.

VYiora munuia y cacTaBy MMyHOKOMITJIEKCA y OPOHXOITHEYMOHH]jaMa TeIa I J10
caJla HUje U3y4aBaHa aji HHAUPEKTHH J0Ka3U O BbUX0BOj MOTyhoj yJI031 y maToreHe3u
OonectH najy mogauu o 3Hadajy LPS y muctuunoj ¢pubposu u y xponnunoj nnpexuuju
mwiyha 6akrepujom Pseudomonas aeruginosa. Koa oBux 60jeCHHUKA y IUPKYIIALUjU CY
Hal)eHa aHTHTENa CBMX M30TUIIOBA CrieU(UYHA U 32 JUIMHIHE U 32 YIIbEHOXHUIPATHE
komnoHeHTe. MmyHokommuieken LPS u oBux anturena cy nHaheHm y cmyTtymy.
Nmynokomriutekcu ¢hopmupani in vitro ox LPS P. aeruginosa u xunepumMyHux cepyma
XpPOHUYHO MHOUIMpPaHUX OOJNeCHHKA ca HUCTUYHOM (PuOpo30M cy OWUITM MOTEHTHU
cTuMynaTopy, jaun ox camor LPS, cexpeunje TNFa u3 moHoHykiepanux henauja u

pecrupaTopHOr Mpacka y rpanyionuruma [126].
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3. HAIIIM PAIOBHA

VY 0oBOM pagy CMO HCHIUTHBAIN CTPYKTypHE M (pyHKImMOHamHe ocobune CIC
M30JI0BAaHUX M3 KPBHOT cepyma TeJaJu CTape TPH Mecella Koja cy oboiena o Omare
bopme OGpouxonHeyMoHHje u3a3BaHe baktepujom P. multocida, ceporumn A. CIC unne
MMYHOKOMIUIEKCH KOju ce popmupajy y uryhuma u Koju oaatiie TuM(poTokoM mu3iasze
y mnepudepny mupkynanujy. Hako CIC mnpexacraBpajy camo wanmy Qpakuujy
MMYHOKOMIUIEKCa (OpMHUpaHHX TOKOM OOJIECTH, OHHM Cy ojrosapajyhm monen 3a
M3yuaBamke MMYHOKOMILJICKCA KaJa MX HHje Moryhe M30JI0BaTH JUPEKTHO ca MecTa
nHpamanmje.

CIC cMo n3010BaNI METOIOM KOja c€ 3aCHHMBA Ha CEJIEKTUBHO] MPEUUITUTALN]U
HMYHOKOMIUTEKca rmosneTriieH riaukoaoM (PEG) Bucoke monekyicke mace. OBaj MeTOT
je MoroJjaH M 3a M30JIOBAaE M aHAM3y cacTaBa, W 3a IV VItro cryamje OMOJIOIMIKHUX
edexara CIC [81, 127, 128, 129, 130]. PEG-om ce tanoxe CIC Benuke (>19S) u
cpenme (8-19S) mace, anu ve u CIC mane mace [81]. PEG nopen nmyHokominiekca (Tj
MMYHOTJIOOYJIMHA arperupaHuX aHTUTCHHMA) MOXE Ja TaJOXH U JPyre CepyMCKe
nporeune [127, 128] ma ce oBaj METOA y JAMjarHOCTHIIM CMaTpa, U KOPHCTH, Kao
CKPHMHHUHT TECT 3a OTKpHBame nosuiienor ausoa CIC [131, 132].

I'oBehu IgG arperumpanum ToruioroMm, aau He W MoHoMepHH |G ce Tamoxke
pactBopom 3-4% PEG-a penatuBHe monekyincke mace 6000 [78, 133, 134]. Kako
arperupanu 1gG npencraibajy in Vitro Moies1 IMyHOKOMILIEKCA, TaT0KEHE TPOTCHHA
cepyma PEG-om ce Mo)ke KOpUCTUTH 3a HU30j0Bame U oapehuBame HuBoa CIC u kox
roBea.

Mepemem HuBoa PEG mpenmnuradmmanx CIC y cepymuma 3/1paBe Tenamu y
Pa3IMYUTUM y3pacTuMa J00HjeH je cucTeM peepeHTHUX BPEIHOCTH Ha OCHOBY KOJUX

ce Moke aHanu3upaTu npomeHa HuBoa CIC y narosnomkum cramuma [78, 134].
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3.1 ®usnuko-xemujcke ocoomne PEG mnpenunuradmanux CIC Temagm ca
OpPOHXOIMHEYMOHMjOM

3.1.1 Huso CIC

Huso CIC, uzpaxen kao Aszso PEG npenunutupanux mpoTenHa KPBHOT cepyMma,
ko 3apaBe tenamu je usHocwo 0,178+0,059 (Me=0,171; omncer Bpemnoctu: 0,064-
0,279; CV 34%) u Huje ce pa3iaukoBao oJ pedepeHTHUX BpemHoctu Assg PEG
IIPELUIUTHPAHUX IIPOTEMHA cepyMa 31paBe Tenaau crape Tpu Mecena (0,237+0,130;
Me=0,178; omncer Bpeanoctu: 0,097-0,494; CV 55%; [134]). ¥ cepymuma Tenaau ca
6maroM ¢opMoM OpPOHXOITHEYMOHH]E KOja Cy aHaJu3upaHa y oBoj ctyauju Asso PEG
MPEIUITUTHPAHKX MPOTeHHA cepyma je omna 0,331+0,196 (Me 0,245; orcer BpeqHOCTH
0,144-1,037; CV 59%). Ose Bpeanoctu cy Owmie Buiie 3a 89% (p=0,001) y ogHOCy Ha
Bpeanoctu Asso PEG niperunuTara 3apase Tenanu (cnuka 3.1). [ToBuiieHe BpeqHoCTH
HuBoa CIC nerexkTtoBaHe Cy M Yy HallO] paHUjOj CTYOWjU KOJ Telagu ca CHaKHOM

KJIMHUYKOM hopmom Gomnectr [13].
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Cauka 3.1. Huso CIC tenanu ca OponxonHeyMoHujoM u 3apase Tenaau. Huso CIC je
u3pakeH Kao Asso mpoTenHa cepyma npenunutupanux PEGom. Cpeama BpeHoCT (m);
MenvjaHa (IMHWja yHyTap Xucrorpama); omcer oa 25% no 75% BpenHocTH
(MpaBOYraoHUK); HajBEpPOBATHU]j€ BPETHOCTH YHYTap CKyna (TpaHUYHHUIIN); PACIIOH O]
MUHHMaJHE J0 MaKCHUMalHe BpeAHOCTH (+). XOpH30HTalHA JMHMjA: CTAaTUCTHUYKU
3HayYajHa pa3iiKa y BpeJHOCTU Agso 31paBe U OOJIECHE TENaH.
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Bpennoctn Aszso PEG mpenunurata HuUCY KOpenupaie ca KOHIEHTpalfjama
VKYIMHUX TPOTEHHA, Y TJIOOYJIMHA cepyMa JETEKTOBAHHX EIEKTPOPOpPEe30M Y Teiry
arapo3e W TMpoTeuHCKe (pakmuje momnekyicke mace on 150-160 kDa merekroBane
Hepeaykyjyhom SDS-PAGE (Buau y 4.3.6.1 u 4.3.6.2). Bpeanoctu xoeduiijeHata
Kopenamuje (rs) 3a YKyIHe mpoTeuHe, Y rooynune u ¢pakuujy ox 150-160 kDa cy
owre: 0,16 (p=0,4), 0,23 (p=0,2) u 0,17 (p=0,3). OxncycTBO KOpenanuje u3mehy HuBOA
CIC u xoHIIEHTpaIHje CEPYMCKHUX Y TTI00yIUHA CMO JACTEKTOBAIHN PaHU]j€, KOJ TEJIaIu
ca TexoM KinHuIKoM popmom Gostectu [13]. Mellencamp u cap. [83] cy mokasanu na
HU KO Jbyau ca OaKTepHjCKOM, IMHEYMOKOKHOM ITHEYMOHHMjOM HHje TOCTOjata
Kopenanuja u3mely konnenrpanuje cepymckux IgG u auBoa CIC. OBakBu pa3ynraru
HaM WHAUPEKTHO MOTBphyjy na ce y PEG tecty, kao u y TeCTOBUMA KOjU CY KOPUCTHIIN
apyru ayropu [83], He npenmnuTHpajy MOHOMEpHH cepyMcku IgG, jep Ou y TOM
cllyyajy 1ocTojajia Ho3UTUBHA Kopenainuja usmely konnenrpanuja IgG y cepymuma u

HHUBOA UMYHOKOMIIJICKCA.

3.1.2 Beimuuna CIC u BesimunHa koHctutyeHata CIC

Bennunne CIC u BenmmunHa KOHCTUTYEHATA Tj. YecTUIIa Koje ynase y cactas CIC
Cy AaHadM3MpaHd MPOTOYHOM  IUTOMETPUjOM U  (OTOH  KOpETaluOHOM
criektpockomnujom [135].

Bemnunna CIC Gonecne Tenmaam, u3pakeHa Kao cpedma BpeaHoct FSC
BPEIHOCTH, je u3Hocwmia 242 (Me=198; Ge=117) u Ouna je HemTo Beha o/ BeTHMYUHA
CIC 3apase tenamu (x=228; Me=189; Ge=112).

I'padumm  pacmosmene 3aBUCHOCTH WHTEH3UTETa pacyTe CBETIIOCTH O]
XUJIPOAMHAMHUUKOT JHjaMeTpa decTuia 30upHux y3opaka CIC moka3yjy na je
pacnonena yectunia CIC Gonecue Temanu 6una yaupopmuunja y onaocy Ha CIC 3apaBe
temagu (cimka 3.2). VYV CIC OonecHe Temaaw ce Ha OCHOBY XHIPOJAWHAMHYKOT
JjaMeTpa u3aBaja et rpymna yecturna: 1) 11+4 nm; 1) 354 nm; 111) 162+34 nm; V)
1426+291 nm u V) 5211+509 nm. Hajsehu yzneo pacyre cBerioctu (51-75%) je 6umo
mocieuIia pacunama o decture |V rpymne, U Ha OCHOBY Tora j€ 3aKJbY4eHO Ja Cy

gectuiie aujamerpa 1426291 nm rnaBau koncturetn CIC Gonecne Tenmaam (Tabena
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3.1). V CIC 3apaBe Teaau AeTeKTOBaHO je meT rpymna uyectuna: 1) 14+5 nm; 1) 85+12
nm; 111) 225£33 nm; 1V) 734£174 nm u V) 5560£509 nm, ox KOjuX ce Kako IJaBHE
u3aBajajy yectuile BeanuuHe 225+33 nm (25-92% pacyre cBetiioctn) u 734+174 nm
(33-72% pacyre cBetnioctn) (Tabena 3.2).

VY CIC obe rpyne Tenaayd MHTEH3UTET pacyTe CBETIOCTH O YECTHIIC KOje IO
XUAPOAMHAMUYKOM paaujycy ojaroapajy monomepuMma IgG rosema (y Hamum
pesynraruma | rpyma wectuna; 11,2 nm mo [136]) u HecneuupuyHO arperupaHum

yectunama (uecturie sehe ox 5000 nm, V rpyna) je 6uo HU3aK.

12

=
X GonecHu
-
o
s
8
o)
=
X

0

30
é 25 34pasu
=
© 20
[
=
™m 15
L
)
=
o o
S

: \

1 1000 10000

Cauxa 3.2. XwuapomuHamudku nujamerap koHcturyeHara CIC  Temagm ca
OpOHXOITHCYMOHH]OM U 37paBe TEJIAIU: TI0jeIMHAYHE TeHEPUIKE KPHBE.

3.1.3 3era norenumjaa CIC

N3mepena BpemHoct 3eta noteHnujana CIC 6onecHe Temaam je 6wma -12,1+1,7
mV (Me = -12,4 mV; omcer: -8,60 o -14,90 mV). Kox 31paBe Tenaau oBa BpEIHOCT je
n3nocuna -11,38+0,78 mV (Me =-11,4 mV; oncer: -9,94 no -13,00 mV). Paznuka
n3Mely cpenmux BpeIHOCTH 3€Ta MOTEHIIMjaja 3/ipaBe U OojlecHe Tesnaau Ouia je Ha

rpanuiy 31a4ajaoctu (p=0,049).
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Tabena 3.1. Benmnunna korcruryenata CIC 3apaBe Temanu.

MaxkcuMyM pacuIiamba CBeTJIOCTH
I I i v \Y

0poj d (nm) % d (nm) % d (nm) % d (nm) % d (nm) %
1 9 3 64 24 248 91 524 68 5560 5
2 8 4 85 27 259 92 581 64 5560 2
3 12 12 82 22 210 56 658 68 5560 2
4 13 11 101 25 233 88 615 65 5560 2
5 14 10 76 20 234 89 692 71 5560 2
6 17 10 87 24 167 25 649 62

7 14 9 79 22 692 69

8 13 8 93 19 731 72

9 13 9 101 23 932 64

10 17 8 880 33

11 23 8 1113 58

12 11 9

13 11 8

14 16 11

15 12 10

16 11 9

17 29 12

X 14 9 85 23 225 73 734 63 5560 2
SD 5 2 12 2 33 27 174 11 0 1
mediana 13 9 85 23 234 89 692 65 5560 2
Min 8 3 64 19 167 25 524 33 5560 2
Max 29 12 101 27 259 92 1113 72 5560 5
CV (%) 36 27 14 10 15 37 24 17 0 53

Opoj: Opoj cCHMMaKa y Kojuma Cy JeTeKToBaHe uectuile oapehenor aujamerpa; d (NM) — XUAPOJMHAMHYKH JUjaMeTap YeCTHIIE;

% - yneo gectuna oapeleHor nujamerpa y yKyIHOM pacullamby CBETIOCTH.



Tabena 3.2. Bennunna konctutyenara CIC Temaau ca OpOHXOMHEYMOHHU]OM.

MakcuMyMH pacunama CBeTJI0CTH
I 11 \Y)
0poj d (nm) % d (nm) % d (nm) % d (nm) % d (nm) %
1 9 1 32 4 212 39 1871 56 5559 5
2 9 1 41 2 157 36 1078 56 5560 4
3 16 2 30 5 168 31 1170 64 5560 3
4 37 5 196 39 1631 51 5559 4
5 33 4 157 31 1690 62 4953 3
6 176 36 1375 55 4705 5
7 154 32 1642 68 4261 9
8 156 35 1444 65 5531 2
9 175 36 1595 64
10 143 29 1754 71
11 157 35 1448 62
12 152 32 1268 63
13 138 33 1115 58
14 125 37 881 61
X 11 1 35 4 162 34 1426 61 5211 4
SD 4 1 4 1 23 3 291 5 509 2
mediana 9 1 33 4 157 35 1446 62 5545 4
min 9 1 30 2 125 29 881 51 4261 2
max 16 2 41 5 212 39 1871 71 5560 9
CV (%) 36 43 13 31 14 9 20 9 10 53

0poj: Opoj cHUMaKa y Kojuma Cy JeTeKToBaHe yectuile oapehenor aujamerpa; d (NM) — XUAPOJMHAMHYKH JUjaMeTap YeCTHIIE;

% - yneo gectuua oapeleHor aujamerpa y yKyIHOM pacHIiamby CBETIOCTH.
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3.1.4 IIporennn kpBHOTr cepyma u CIC

KoHnenrpanuja yKymHUX TpOTEHMHAa KPBHOI cepyma OoJjiecHE Tenaau je
m3nocuna 70+£12 g/l u Ouna je 3a 11% Beha on koHUeHTpanmje MpOTeUHA KPBHOT
cepyma 3apase tenaau. PEG-om je mpenunurupano 2,9+0,4% (Me=3,0%; omcer 2,0-
3,5%) mporenna cepyma Gosaecue Temaau u 3,2+0,6% (Me=3,1%; omcer 2,1-4,2%)
npoTenHa cepyma 3xapase tenanu. Konnenrpamnuja nporenna y CIC 6omnecHe u 3apase
tenaam je uzHocuia 2,0+0,5 g/ (Me=2,0 g/L; oncer 1,4-3,9%) u 2,0£0,3 g/L (Me=1,9
g/L; omcer 1,9-2,7%).

[Iporeuncku cacraB CIC u cepyma Tenaau je aHaAIU3UpaH eneKTpodope3om y
reny arapo3e, SDS-PAGE u naruBnom PAGE. Kako je umyHCkH onrosop y roBehum
nacrepenio3ama nocpenoBad antutenuma IgG kmace [21] nHajeeha naxkma je Ouia
ycMepeHa Ha aHanusy (gpakiuja y kojuMa ce Hanaze 1gG u kojy mpencraBiba riaBHU

H30THUII UMYHOTJIOOMIMHA Y cepymuMa Tenaau [137].

3.1.4.1 Ananu3a nporenHa kpBHor cepyma u CIC enekrpodope3om y resry arapose

Enextpodopesom y reny arapo3e IpoTeHHU KPBHHUX CEpyMa U 3/IpaBe U OOJIECHE
Tenaau ce pa3aBajajy y uetupu dpakije: v, f u o riodynune, u andymune (ciuka 3.3)
KOje cy MPUCYTHE U y cepymuMa ozpaciux roseaa [60, 134, 138]. Kox Gonecue Tenamu
HHUje 3alakeHa MPOMEHa XOMOTEHOCTH HH jeaHe of (pakiuuja. [[eH3uTOMETpHjcKOM
aHAJM30M eJeKTpodoperapamMa MpOoTeHHA KPBHHUX CepyMa HHCY YOU€HE pasfKe y
penatuBHOj KoHUeHTpauuju (%) enexkrpodoperckux ¢pakimja cepyma 3/paBe U
OonecHe Tenaau. Y cepyMuMa OoJieCHE Telaau je JAETEKTOBaH MOPAcT arcoyTHE
KOHIIEHTpAalLlMje YKYIHUX NpPOTEeHHA, KOHIEHTpaluje y (MpeIOMUHAHTHO MOJEKYIU
IgG; [60, 139]) ox 23% wu o rnoOynuHa (Mel)y KojuMa ce Haja3e HEKH O] IPOTEHHA
akytHe ¢asze, [140]) ox 56% (tabena 3.3). [ToBehana KoHIIEHTpalH]ja Y U 0 TIOOYIMHA
y cepyMuMa Telaau ca OpOHXOMHEYMOHHjOM je Omia y CKiiaay ca HalluM PaHujuM
HaJla3uMa ¥ HaJla3uMa JAPYTUX UCTpaKuBaukux rpyma [3, 17, 82].

VY cknany ca mperxoaHuM pesyntatuMa [46, 60] HakoH pa3aBajamba MPOTECHHA

cepyma TejieTa y rejly arapose Y MIOOYIMHH caapike npeaomuHatHo 1gG dopmupajy
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ITUPOKO EJIEKTPOPOPETCKO TOJBE Y KOJEM C€ yoUuaBajy JBE JCTUMUIHO CYTIEPIIOHUPAHE
cy0dpakimje, cnopujux, KaTogHUX M OpkuxX aHomHux. KoHIeHTpamuja cropux vy
rinoOynuHa, (mpegoMuHanTo 1gG2, [59]) Onna Huka, mTO je y CKIIay ca pe3yaTaTtuMa
KOjU TOBOpE JIa Ce y CepyMHMa Telaad cTape TPU Mecella Hajla3e CBE MOJIEKYJICKE
(MMyHOXEMH]jCKE) BapHjaHTE KoOje TIOCTOje KOJ OJpaciiuX ToBeda ajud Ja je
KOHIICHTpalldja CIOPHX Y TJI00Yy/JIMHA HHKAa HEro Koi ojapaciux rosema [60, 138].
[Mopen unraktHux IgG, Op3m y rnoOynuHU y cebu caapke u FC mporeonutnuke
¢parmente 1gG(1), nok ce F(ab), dparmeHTn Hakymbajy y Gpakiuju CHOpPHX Y
rnobynuna [141].

Pasnuke y penatuBHOj 3actymsbeHocTu (%) dpakuuja cropux u Op3ux vy
riobynmuHa u3Mely 3apaBe U OoJjiecHe Tenanu Huje Omio. MelhyTum, HeTeKTOBaH je
MOPACT Y arcoyTHO] KOHIIEHTpAUju Op3ux Yy rnodynuHa oa 25%. OBakaB pe3ynaraT
MOKa3yje Jia je MopacT y arcoyTHOj KOHLIEHTPAIUjH Y TJI00YIIMHA Y cepyMruMa 0oliecHe
Tenaau OMOo pe3ynTaT mopacTta KOHIEHTpanuje ¢pakiuje Op3ux y rIoOyIHHA KOJH Y
ceobu mpemomuHanTHO canpxke 1gGl. 1gGl ce kom roBema CHHTETHINY Kao J€O
HeuHduamaropuor Th2 oaroBopa. YcmepaBame y mpaBiy Th2 oaroBopa Koje je
KapaKTEpPUCTUYHO 3a CBE MJIaJIe KUBOTHIbE [142] MOXe ce TyMaunuTH Kao MEXaHH3aM
3alITHTE MIIAJIMX OpPraHu3ama O] pa3Boja CHa)KHE 3alaJbeHCKE PEaKIhje TOKOM KOje
HEMUHOBHO J10J1a31 710 ocliobal)ama BEIMKOT Opoja ayTOAaHTUTECHA MTO OU KO MIIAI0T
OpraHu3Ma ca HE3peIMM HMMYHCKHM OJIFOBOPOM MOIJIO Ja JOBEAE 10 pa3Boja
ayTouMyHckuX (penomena. Kox rosesna, mosehana cunresa y rinodynuna 1j. 1IgG1 moxe
na Oyze ¥ MPOTEKTUBHU MeXaHM3aM jep cy koJl rosena |gG1 rnmaBHM UMYHOTIIO0YINHI
Myko3HuX moBpuiuHa [56]. Vukoti¢ [60] o6jammaba na nako je oacyctso 19G2 kon
TeJIaan y MPBUM JIaHWMa KHBOTA U OJUIOKEeHA cuHTe3a y oaHocy 1gG1 ¢dmsumomnomnka
[10jaBa y OHTOI€HE3M MMYHOITIOOYJIMHCKOI CHCTEMa roBejla, OHa MoOXe Ja Oyne u
YMHUJIALl Y HACTAHKY M pa3BOjy HEKUX MHpeKIHja koj Tenaau. ['oBeaa koja Hemajy
gG2 unm umajy HIDKK TUTap OBE MOAKJIACE CY MOJUIOKHH]ja THEYMOHUjaMa U APYTHM
,,THOJHUM* MH(]EeKI1jama, a y THEyMOHHjaMa KOj€ Cy €KCIIEpUMEHTAIHO WHIYKOBAaHE
oakrepujom Haemophilus somnus, mosehan tutap 1gG2 y OpoHXOaNBEOIAPHO]
TEYHOCTH Kopenupa ca HectaHkoM Oakrepuja [58]. Mako moBehame tutpa 1gG1 u IgA
npenxoan nosehamy THTpa 1gG2, yknamame OakTepwja ce JemaBa TEK Kaaa ce

koHIreHTpanyuja 1gG2 moseha.
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Cauka 3.3. Exextpodopesa mporenHa cepyma 3apase (a) u 6osecHe (0) Tenaan y remy
arapoze. A: anOymuH, a, B u y mioOynmuau. 3eneHa JwHUja: MHTEH3UTET 00jC
JIETeKTOBaH JCH3UTOMETpHjoM. LlpBeHa NMHMja: TEKOHBONY3Hja MHKOBA JEITHMMUYHO
CYNEPIIOHUPAHUX eNeKTpoPopeTcKkux (paximja.
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Tabena 3.3. Enexktpodopesa y remy arapo3e NpOTeHMHA cepyma Telaau ca
OpOHXOMHEYMOHHM]jOM M 3/paBe Tenaau: PenaTuBHa M amncojyTHa KOHIIEHTpalluja
IJIABHUX €JIEKTPOOPETCKUX (pakiyja.

31paBu OosiecHU
VYKymnHu g/L 6310 70£12* *11%71
[Iporennu 63 65
(48 - 80) (60 - 111)
Vkymnuu % 203 226
Y THOOYIHHU 19 24
(16 - 28) (12 - 30)
g/L 13+4 16 £ 5* *23% 1
11 17
(8-21) (7 -29)
Coopu, katonau ~ %o# 15+12 11+14
Y TIO0YITUHA 11 6
(2-39) (1-54)
g/L 212 214
1 1
(1- 6) (1-19)
bp3u, anogHu %# 8512 8914
Y TIHOOYIMHU 89 94
(61 - 98) (48 - 99)
g/L 11+4 13 £ 4* *25% 1
10 15
(4- 18) (7-19)
B rmoOynuHH % 145 13+5
14 15
(8-24) (3-18)
a/L 914 9+3
8 10
4-17 (2-14
Ol TIIOOYJIHHU % 7+3 9+4
8 10
(1-11) (3-15)
g/L 4+2 6+ 3* *56% 1
5 7
-7 (2-11)
AnOGymuH % 606 56 +11
62 52
(47 - 67) (42 -77)
g/L 37+6 4011
37 39

(28-52)  (28-73)

%: pelaTUBHA 3aCTYIJbEHOCT (ppakiyje y yKYNHUM IMpOTEHMHHUMA; %#: penaTUBHA
3aCTYMJBEHOCT CIOPUX U Op3HX Y rI00yarHa y YKYITHUM Yy rnoOynuHuma. [lprukazanu
Cy cpeima BPEeIHOCT + CTaHAapAHA JeBHjalMja, MeaujaHa (Koca CI0Ba) U OICET O
Hajmame 10 Hajsehe BpemHocTH (y 3arpaam). (*) CTaTHMCTHUKHM 3HA4YajHAa pas3liuKa
m3melyy 3apase u 6onecue Tenanu (p<0,05); T mporeHat mopacta KOHIIEHTpAIHje KO
OosiecHe Tenaau.
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Enextpodopesom y reny arapose u nporennu CIC 6omecHe u 31paBe Tenanu cy

ce pas3aBajajiu y ueTHpH (pakimje: v, f u o rirodynune, u anoymune (ciauka 3.4).
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Cauka 3.4. Enextpodopesa npotenna CIC 3apaBe (a) u 6orecue (0) Tenaau y remy
arapose. A: anOymuH, o, B u y rnoOynuHu. 3eneHa JuHUja: WHTeH3uTer 00je
JIeTeKTOBaH JAEH3UTOMeTpUjoM. LlpBeHa JMHMja: AEKOHBOJY3Mja MHMKOBA JEIMMUYHO
CYNETNOHUPAHUX eJIEKTPOPOPETCKUX Ppakiyja.

VY CIC 6onecHe Tenaay IETSKTOBAHO je moBehame arcoiyTHe KOHIICHTPAITH]e Y
u o r1o0ynuHa 3a 22% u 70% (tabena 3.4). Kao u y ¢paxkuuju y rmo0yauHa NpoTeHHA
cepyMma, y ppakuuju y riaodynuna CIC youaBajy ce mpeqoMuHaHTHa (pakiuja Op3ux,
aHOJHUX Y M Mame 3acTylUbeHa (pakiyja CHOPUX KaTOAHUX Yy rinoOynuHa. TauHa
KOHIIEHTpaIlMja OBe JBE CyOdpakiuje, a Moxaa meie (pakmuje y riaolyiIuHa, HUje
MorJa 6utu ofpeheHa 300r Tora mITo je Jeo MaTrepujaia Koju je 0cTajao ASOHOBAH Ha
MECTY IOCTaBJbarba OHEMOT'YhaBao Mpeln3Hy IeH3UTOMETPU]CKY aHAIN3Y.

PEG je tanoxuo 2,9+0,9% (Me=2,7% omncer 0,7-5,1%) y rio0ynuHa cepyma
6onecue tenaau u 3,4+1,4% (Me=2,7% omncer 1,3-7,5%) y rnoOysuHa cepyma 3apaBe

Tenaau. Y HamMM paHujuM cryadjama [13, 17] cMo mokaszanu 1a je M KOoJ Telaau ca
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TexxuM (popmama OponxomHeyMoHuje PEG Tanokno HHCKE TPOILEHTE CEPYMCKHUX Y

I00YJIMHA.

Tabena 3.4. Enextpodopesa y remy arapo3e mnporemna CIC Ttemagum ca
OpOHXOITHEYMOHHJOM W 3JIpaBe Telaau: PernaTMBHA W amncoJIyTHAa KOHIICHTpaIldja
IJIABHUX €JIEKTPOGOPETCKUX (pakiuja.

3IpaBH OoJecHr
VkynHA o/L 20+0,3 20+05
IIporennu 1,9 2,0
(15-2,7) (1,4-3)9)
y Tnobynmuan % 217 23+10
19 21
(14 - 42) (12 - 56)
g/L 04+0,2 05+04* 22%1
0,4 0,4
(0,3-1,0) 0,2-2,1)
B rmooymuan % 13+3 16 + 3* 17% 1
13 16
(6-19) (10 - 21)
g/L 0,3+0,1 0,3+0,1
0,2 0,3
0,1-0,4) (0,2-0,4)
o rooynmuan % 32 6+3* 70% 1
3 6
(1-6) (2-13)
gL 0,06+£003 011+£0,06* 75% 1
0,06 0,11
(0,02-0,1) (0,03-0,24)
Anbymun % 63+6 57T x7
64 60
(44 - 67) (40 - 68)
g/L 1,2+0,3 1,1+£0,2
1,2 11
(1,0-1,8) (0,8-1,4)

%: penaTMBHA 3aCTYIJbEHOCT (pakiMje y YKYIHUM IpoTenHuMa. [lpukazaHu cy cpelma
BPEIHOCT + CTaHAap/HA JIeBHjalvja, Mearjana (Koca ClI0Ba) U OICeT OJ HajMame 10 HajBehe
BpemHocTH (y 3arpaam). (*) cTaTUCTHYKY 3Ha4YajHA pa3nrka u3Mel)y 31apaBe u OoyecHe Tenaau;
MPOILIEHAT MTopacTa T WM CMamkemka | KOHIICHTpaIHje Ko 00JIECHe y OJHOCY Ha 3/IpaBy TeNa.

40



3.1.4.2 Ananu3a nporenna cepyma u CIC PAGE

SDS-PAGE y nHepeaykyjyhuMm ycioBuMa HPOTEMHH KPBHOT cepyma 37paBe
TeNaAuM W TeNagu ca OpOHXOIMHEYMOHHMJOM C€ pa3/Bajajy Ha 4YeTHPH TIJIaBHE
enektpodopercke dpakmuje: 1) mporenne moiekyicke mace Behe ox 160 kDa (enri.
high molecular weight proteins, HMW) koje kox rosena caapxke IgA, IgM u Heke ox
nporeuHa akytHe ¢ase [8, 14, 143]; 2) nporenne mosekyicke mace ox 150-160 kDa.
Kako IgA y cepymy roBena nocroje camo y dhopmu aumepa (300 kDa) [143] y oBoj
dbpakuuju ce Hanaszu 1gG; 3) nBe npoTenHCcke (Pppakiyje Koje 1Mo MOJIEKYJICKHM Macama
on 78 u 72 kDa oarosapajy TJlaBHIM MOJICKYJICKUM BapujaHTama ropeher tpancdepuna
[144]; 4) mpoTtenHCKy (pakiHjy Koja Mo MOJIEKYJICKOj macu ox 66 kDa oarosapa
rosehem andoymuny [145] (cnuka 3.5).

JICH3UTOMETPHjCKOM aHaIH30M elleKTpodoperpama onapelhena je penatuBHa u
u3padyHaTa arncoJyTHa KOHIIGHTpaldja MPOTEHHA Y TJIABHUM EJICKTPOPOPETCKUM
dpakujama (tadena 3.5). Konnentpanuja IgG xox OonecHe Tenanu je Owmia 3a 24%
Beha y onmHocy Ha 31apaBy Tenaa. Konnenrpanuja [gG u meHo nmoBehame y cepymuma
OojiecHe Tenaau je KOpelaupaio ca KOHIEHTpalujoM 7y TioOynuHa onapeheHom
enekTpodopesom y reny arapose (rs=0,6; p<0,001). ®pakuuja ox 150-160 kDa uuje
Ouna enekTpodopeTcku XoMoreHa Beh ce cacrojana O TPH WM YETHPH IEITUMUYHO
cyneprioHupane cyodpakinuje. 3a oBe dpakumje cMaTpamo Ja MPeACTaBIbajy
pasnuunTe Mojekyicke Bapujante IgG (u3otunose, anotunose, rimukopopme u IgG ca
pasmuuntM ayxuHama CDRH3) [13, 47, 49, 50, 67, 68, 146]. Ilpeuunsna
kBaHTHQUKanja cyO¢ppakuuja yHyrap IgG Huje Omna moryha 300or Beoma maie
pa3iuKe y ’bUXO0BOj €IEKTPOPOPETCKO] MOKPETIHUBOCTH.

VY cepymuma GosiecHe Tenaau AETEKTOBAH je U mopacT KoHueHTpauuje HMW
npoterHa M TpaHcdepuHa, JOK j€ KOHIEHTpaluja alOyMHHa OHia HEIpOMCH-CHA.
[Topact konuentpaunje HMW mnporenna moxxe na ykasyje Ha nosehany cunresy IgA
u IgM Hekux ox mpotrHa akyTHe ase [8, 14] anu cy notpebHe najbe aHanu3e na ou ce
OoBM TmpoTenHH wuneHTupukoBamu. Cmarpa ce nga mnoBehaHa KOHIIEHTpaIMja
TpaHcepruHa ykasyje Ha nepuuut rBoxha koje ce jaBpa y mH(pekuujama [147].
Mehytum, Kako KOJ Telagu yKJby4YE€HUX Yy OBY CTYIWjy aHeMHja HHje npumeheHa
(rabema 4.1) cmaTpamMo aa je MOpacT KOHIIEHTpalldje TpaHChepruHa aJanTHBHH

MeXaHHM3aM KOjU Ce€ Pa3BHO y OATOBOPY Ha MPHCYCTBO rpam HeratuBHe P. multocida.
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Ellison u cap. [148] cy mokaszamu ma (amo)rpancdepuH, aenyjyhn kao xemarop

JIBOBAJICHTHUX KaTjoHa, ociiobaha LPS u HapymaBa cTaOMITHOCT CrioJbalimkhe MeMOpaHe

rpaM HETaTHBHUX OakTepuja IITO 3a MOCIETUIy MMa MPOMEHY MepMeaOuIHOCTH U

nosehaHy OCETJPMBOCT Ha /I€jCTBO JIUTUYKUX areHaca.

a) . S HMW
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Cauka 3.5. [Iporennu kpBHUX cepyma 31apase (a) u 6omnecue (6) renaau. SDS-PAGE y
Hepenykyjyhum ycmoBuma: 8% Tel 3a pa3jiBajame; KOJIMIuHA TpoTerHa S|ug; 0ojeme:
CBB. HMW: npoteunu monekyincke mace Behe on 160 kDa; T: tpanchepun,; A:
anOymuH; M: MpOTEMHCKU MapKepHu MOJEKYJICKUX Maca on 240, 160, 122, 87, 68,47 u

36 kDa.
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Tabena 3.5. PenaTuBHa M ancosiyTHa KOHIIEHTpalMja TJABHHUX EJIEKTPO(OPETCKHUX
¢dpakimja mpoTenHa KPBHUX cepyMa T ca OpOHXOITHEYMOHH]OM U 37paBe TEJIAIH:
SDS-PAGE y Hepeaykyjyhum yciioBumMa.

3IpaBH OonecHn
VKynHHA g/L 63+ 10 70+12*  11%7
[Iporennu 63 65
(48 - 80) (60 -111)
HMW % 54 9+7 69% 1
(>160 kDa) 4 8
(1-16) (1-20)
g/L 3+3 6+ 4* 79% 1
3 5
(1-11) (1-15)
[o]€] % 24+ 6 28+5
(150-160 kDa) 23 28
(15 - 40) (11-37)
g/L 15+5 19 + 4* 24% 1
14 19
(9-24) (8-30)
Tpancdepun % 7+3 12+4 17% 1
(78 u 72 kDa) 7 12
(4-13) (4-17)
g/L 5+2 8+3 12% 1
3 8
(2-10) (2-12)
AnOymuH % 58 +12 46 + 16 21%)]
(66 kDa) 60 45
(38-74) (27 -78)
g/L 36+8 32+12
36 33
(24 - 46) (17 - 54)

%: penaTHBHA 3acTyIJbEHOCT (pakiMje y YKYNHUM mnporemHuma. Ilpukazanu cy
cpeAma BPEIHOCT + CTaHJapHa JAeBMjalluja, MeaujaHa (Koca ClioBa) M OICET Of
HajMame 10 Hajpehe BpenHocTu (y 3arpaam). (*) cTaTMCTHUKHM 3HA4yajHAa pas3iiuKa

u3Mely 3apaBe M OojiecHe Tenanu;

IIpouenar mnopacra 1 Wi

CMakbClha

lxoHuenTpamyje kox 6onecHe Tenaau. HMW: npotennu monekyicke mace sehe o 160

kDa.
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SDS-PAGE y wepenykyjyhum ycnoBuma u npoteunu CIC 6onecHe Tenaau ce
pasznBajajy y ucTe 4eTupH (pakiuje: MpoTEeMHE BEIHMKE MoJieKkyiacke Mmace, 1gG,
Tpanchepun u anbymuH (ciuka 3.6). Pa3nuke y penaTMBHOj) W amlCONYTHO]
KOHIICHTpaLKju OBUX (pakuuja numely 31paBe U OoJecHE Tenaau HUCY JIeTeKTOBaHE
(Tabena 3.6).

Hu xonm 3mpaBe Hu konm OonecHe Tenaaum PEG Huje y HCTOM MpOIEHTY
MPEIUIUTAPA0 TMPOTEUHE pa3nuuuTuX enekrpodoperckux Qpakmuja. Kama cy
aHaM3WpaHe wWcTe (pakanuje Ko 3apaBe W OonecHe Tenaau youeHo je aa PEG
npenunuTapa Mamu npoienar cepymckux HMW u 1gG, u Behu npouenar andbymuna

KO/l 3/IpaBe TeNaJu Y OJTHOCY Ha OoJiecHy Tenan (Tadena 3.7).

a) HMW

1gG

6) HMW
1gG

B
W— L — N ——————— P\

1 M 2 3 <t 5 6 7 8

Cauka 3.6. Ilporemnu CIC 3mpaBe (a) m Oosecne (0) temamu. SDS-PAGE y
Hepeaykyjyhum ycinoBuma: 8% ren 3a pas/iBajambe; KOJIWYUHA MPOTerHa Sug; 0ojeme:
CBB. HMW: mnpoteunu mosnekyicke mace Behe ox 160 kDa; T: tpanchepun; A:
anoymuH; M: mpoTerHCKH Mapkepu Moiiekyicke mace 0d 240, 160, 122, 87, 68, 47 u
36 kDa.
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Tabena 3.6. PenatuBHa M amcoiyTHa KOHIIEHTpallMja TJABHHUX EJIEKTPO(OPETCKHUX
¢dpakuuja mporenHa CIC Tenaam ca OPOHXOMHEYMOHMjOM W 3/paBe Tenamu: SDS-
PAGE y nepenykyjyhum ycinopuma.

3IpaBH OonecHU
VkynHA g/L 20+0,3 20+05
[MpoTennn 1,9 2,0
15-2,7) (1,4-3)9)
HMW % 312 4+2
(>160 kDa) 2 3
(1-6) (2 -6)
g/L 0,07 £0,03 0,06 £ 0,04
0,06 0,05
(0,05 -0,15) (0,02 - 0,15)
IgG % 32+6 34+9
(150-160 kDa) 32 35
(20 -45) (22 -62)
g/L 0,6+0,2 0,7+04
0,6 0,6
0,4-1,0) (0,3-2,4)
Tpanchepun % 9+3 10+2
(78 u 72 kDa) 9 11
(5-14) (5-13)
g/L 0,2+01 0,2+0.1
0,1 0,2
(0,1-0,9) (0,1-0,4)
AnOymuH % 53+7 52+9
(66 kDa) 54 51
(40 -64) (29 - 64)
g/L 1,0£0,2 1,0£0,2
1,1 1,0
(0,7-1,4) (0,7-1,5)

%: pernaTUBHA 3aCTYIUbEHOCT Qpakiyje y YKyIHUM npotenHuma. [Ipukazanu cy
Cpelba BPEIHOCT + CTaHaapJHa JeBUjallHja, MeaujaHa (Koca ClIoBa) U OTICET O
HajMame 110 HajBehe BpeanocTH (y 3arpaau). HMW: nporennu monekyicke mace

Behe ox 160 kDa.
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Tabena 3.7. SDS-PAGE y nepenykyjyhum ycnouma. [IporieHaT yKymHUX MpoTEeHHA
KPBHOT cepyMa M MPOICHAT TJIaBHUX MPOTEHHCKUX (hpaKiMja cepyma 31paBe TelaJau U
Tenaau ca OpOHXOMHEYMOHU]joM npeuunutupat 3,75% PEG-om.

% TpennumuTHpaHuX MPOTEeHHA KPBHOT cepyMa

3IpaBU OonecHn
YkynHu 3,2+0,6 29+0,9
[Iporennu 3,1 2,7
(21-4,2) (0,7-5,1)
HMW 30x£19 16+13*
(> 160 kDa) 2,3 1,0 49%)]
0,4-71) (0,4-6,4)
IgG 44+15 35+1.2#
(150-160 kDa) 4,3 3,3 30%)]
(25-7,7) 19-71)
Tpanchepun 47 +3,0 3519
(78 u 72 kDa) 3,9 34
1,4-119) (1,2-9,1)
AnOymuH 3,0+0,7 3,9+1,8*
(66 kDa) 2,9 3,6 31%7

(15-42) (1,3-74)
paziuka y % NperunuTHpaHux npotenHa (p)

3paBu OonecHH
HMW vs IgG 0,005 < 0,001
HMW vs tpdanchepun 0,05 0,007
HMW vs anbymun 0,9 0,01
19G vs TparchepuH 0,6 01
19G vs anbymuH 0,009 0,3
TpaHchepuH VS andbymMuH 0,06 01

[Ipukazanu cy cpeama BpeIHOCT + CTaHIap/IHA JeBHjalMja, MeaujaHa (Koca cjioBa) u
orcer oj HajMame 10 Hajeehe Bpemnoctu (y 3arpaam). (*) CTaTHCTHYKM 3HAyYajHA
pasznuka uMely 3apaBe u Oosiecue tenanu, p<0,05; (#) paznuka O6JIU3y CTaTUCTUYKH
3Hauajue, p=0,06; [IporeHar mopacrta 1 WM CMamema | KOTUYMHE MPEUUTUTUPAHUX
IIpOoTeHnHa Ko 6osiecHe y OJJHOCY Ha 371paBy Tenaj. HMW: nporenHu Monekyicke Mace
Behe ox 160 kDa.

Jla O6u ce cMamHO YTHUIA] BeIMKE WHAMBHIyalHE BapujaOMIHOCT Y
eNeKTPO(OPETCKO] MOKPETIHLUBOCTHU pazmnuuTux popmu 1gG npunpemsbenu cy 30MpHI
y3opuu cepyma u CIC. ¥V 1gG dpakmuju 30upaux y3opaka cepyma u CIC 3apaBe n
OoJiecHe Tenau HaJla3uje cy ce IBe ciaduje ¢ppakuuje Behe MoeKkycke Mace U jeiHa

MHTCH3MBHa (pakuuja Mame Mojekyicke Mace (ciuka 3.7). Iloctojame 1Be
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cyodpakmuje 1gG (jenne UHTEH3WBHHU]E U jeAHE cllabuje) y 30MpHUM y30pIMa cepyma
u CIC temaam ucre crapoctu onucana je Fratri¢ [134]. Tlpennsna neH3uToMeTpHjcKa
KBaHTU(UKAIMja CYNEPIOHUpPaHUX (Ppakiyja y HAlUM y30pIHMa U Y30pIHMa Koje je

ananmusupaia Fratri¢ [134] nuje Oua moryha.
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Cauka 3.7. Ilporennu 30upHux y3opaka cepyma u CIC 3apaBe u GojecHe Tenany,
VY3opuu: 1- cepym 31paBe Tenaau, 2- cepym 6osecHe tenanu, 3- CIC 3apase tenaau, 4-
CIC Oonecne tenamu. a) SDS-PAGE y Hepenykyjyhum ycnosuma: 8% renm 3a
pa3zBajame; KoJduuuHa npotenHa 15ug; 6ojeme: CBB. T: tpancdepun, A: anbymus; 6)
JIeH3UuTOMeTpHjcKH 3amuc  enekTpodoperpama. XOpHU30OHTalHA JMHUja O3HAuaBa
¢bpaxuujy 1gG.

3.1.4.3 Anaim3a IgG u3 kpBHor cepyma u CIC Tenaau

Cwmarpa ce na y nadekruBHIM OostectuMa y cactaB CIC yna3u mana dpakmnmja

uMyHoro0ynmuHa cnenuduyna 3a anturex [79, 83, 149, 150] uuju u30THIICKH cacTaB
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U TIMKO3WIAMOHU TPOoPWI MOXe Ja OyAe pa3iuduT y OJHOCY Ha YKYITHE
umyHornooymune cepyma [151, 152]. C o63upom ga ce kox teiamu 1gG y cacraBy
MMYHOKOMIUIEKCAa O CBOJUM (PU3NUYKOXEMHUJCKUM M HMYHOXEMHUjCKUM OCOOHMHama
pa3nukyjy on cnobomaaux/Hearperupanux 1gG monekyna y nupkynanuju u ga cy u 1gG
MOJIEKYJIM Y HHUPKYJIaluju u3y3eTHO xeTeporeHu [60] mapanenHo cMO HCIUTHBAIH
ykynau 1gG y Hedpakuuonncanum cepymuMma, y ppakiujama cepyma oboraheHuM y
canpxkajy 1gG a koje cy noOujeHe PUBAHOJCKOM IMPEIMITUTALN]OM U aHjOHCKOM
JOHOM3MEHUBAYKOM XpoMaTorpadujoM, U Gpakurju Koja caapKu MMyHOKOMILIEKCE a
n3/BOjeHa je u3 cepyMa tanoxemeM PEG-om. Hakon ananmze SDS-PAGE, u3 cBux
HaBeJICHUX y3opaka cy u3osioBanu 1gG apuHMTETHOM XpoMarorpadujom Ha IPOTEUH

A u iporend G MaTpuKCy.

3.143.1 1gG kpBHOr cepymMa TeJaaH H30J0BAHH jOHOM3MEHUBAYKOM
xpomarorpagujom

IgG cepyma Tenamu cy pakuroHHCaHH aHjOHCKOM Xpomartorpadujom Ha Q
Sepharose Fast Flow jonousmemuBauy. Kao craptau mydep 3a eKBHIHOpAIH]jy
MaTpUKCa M YKJIambamkhe IPOTEHHA KOjH ce HUCY BE3WBAIM 32 MaTpUKc KopuinheH je 20
mM TRIS nydepy, pH 7,3. [IporenHn Be3aHu 3a MaTpUKC Cy eIyHpaHu H30KpaTcku 20
mM TRIS nydepom, pH 7,3 ca nomatkom 50, 100 u 200 mM NaCl. SDS-PAGE
aHAJIM30M IPOTEHHA cepyMa (hpaKIMOHUCAHUX AHJOHCKOM Xpomatorpadujom Ha Q
Sepharose Fast Flow jonousmemuBauy youeHo je aa cy cepymcku 1gG tenaau umanu
IIUPOKY XpoMaTorpadcky TUCTpUOYIIN]Y U HAJIA3WIH Cy c€ Y Gpakluju Koja ce HUje
Be3MBaja 3a JOHOM3MEWHBAY M Yy CBUM (pakuujama Koje Cy elyupaHe
auckoHTHHYIaHuM noBehamem kouueHTpanuje NaCl (ciuka 3.8). Ipumeheno je na
IgG wm3onoBaHW y pa3aMuUTHEM (pakiHjamMa MMajy PasMuuTy eJIeKTPOPOPETCKY
MOKPETJBHBOCT, OJTHOCHO MOJIEKYJICKY Macy. MoJieKyJicka Maca 01aro pacte o IpBe
Ka Apyroj ¢pakumju, a 3aTUM OMajaa Ka TMeToj. J[eH3UTOMETPHUjCKOM aHaIu30M
noBpmrHa paximja ox 150-160 kDa mokasano je na ce 17+2% 1gG monekyna Huje
BE3WBAJIO 33 aHjOHCKH M3MemHBay, aa je 15+2% emyupano mydpepom ca 50 mM NaCl,

16£3% mnydepom ca 100 mM NaCl, 28+4% nydepom ca 200 mM NaCl u 24+3%
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Mosekyna 1gG je 6mito CHa)KHO BE3aHO 3a JOHOM3MEHHUBAUYKH MAaTPUKC U CIYUPAHO je

2M NaCl.

a) 6)
-y - - . e I9G
= —3 T
- e /
| i 1Iv Vv | ] i WV Vv

Cauka 3.8. ®pakmuoHucame MPOTEHHA CepyMa 3[paBoOr TeieTa () W TeleTa ca
oponxonHeymonujoM (0) Ha Q Sepharose Fast Flow joHOM3MEmHUBaYKOM MaTpPHUKCY.
SDS-PAGE y nepenykyjyhum ycnouma: 6% ren 3a pa3aBajame; KOTUYMHA TIPOTEHHA:
3ug; Oojeme CBB; | mporennu koju ce He Be3yjy 3a Marpukc (y3opak Mpe
nperunuTanydje aretoHom); Il nporennn enyuparnu 20 mM TRIS + 50 mM NaCl; 111
nporeunn eayupanu 20 mM TRIS + 100 mM NaCl; IV nporennu exyupanu 20 mM
TRIS + 200 mM NaCl, V nporeunu enyupanu 2M NaCl. T: tpanchepun; A anbymuH.

IgG cy u3onoBaHu y cBe "eTHpu xpomMartorpadcke ¢pakmuje, anu camo y |
(bpaxuuju HUCY OMITM 3Ha4ajHO KOHTAMUHHUPAHU APYTUM IPOTEMHUMa cepymMa . Y 0BOj
¢bpakumju 90-95% nporenna cy unauim 1gG. U3 0,5 mL cepyma GosiecHe Tenaau y
¢bpakuuju nporenHa Koju ce Hucy BesuBamm 3a Q Sepharose Fast Flow
JOHOM3MEHMBAUYKOM MaTpukcy m3oiosano je 0,7+0,2 mg 1gG (Me=0,7 mg; omcer
BpenHoctu 0,4-0,9 mQ) m oBa KonMuMHA ce HUje pa3nukoBasia ox koimmumHe 19G
u3osioBaHe u3 cepyma 3apase tenaau (0,7+0,4 mg 19G; Me=0,7 mg; oncer Bpe1HOCTH
0,2-1,6 mQ). IlpuHoc, Tj. npoueHaT oJ YKynHux cepyMckux 1gG u3osioBaHHX Yy OBOj
bpakuuju je 3a 3apaBy Tenan omo 11+3% (memujana: 11%; oncer BpeaHoctu 4-15%)
mro je 6wmio 3HavajHo Bumie (p=0,001) ox mpuHOCa perucTpoBaHOr KoJ OoJjiecHE
tenaau (6+3%; menujana: 6%; orcer BpenHoctu 2-9%).

lgG wu3onmoBaHm y mpBOj Xpomarorpadckoj (pakuuju  HuCy OwiIn
enexktpodoperckn xomoreHu Beh cy ce y SDS-PAGE pasnBojunu Ha HEKOJIHUKO

cyodpakmuja (cmuka 3.9). 300r BENMMKWUX HWHAWBHAYATHUX BapHjamuja pe3yiaTaTH
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JEH3UTOMETPHjCKEe KBaHTH(UKaIMje cyOdpakiyja y mojequHAYHIM y30pIuMa HHUje
MorJia outn ypahena npenuszno. Mehyrtum, y 30upHUM y30piiuMa yHyTap oBe Gppakxiiyje
jacHo ce yodaBajy 4 cyOdpakiyje yija KOJMIMHA KOJ[ 3[paBe U 0OJIeCHE TeNaau HUje
6una jemnaka (cmuka 3.9). IloBehana kommumna 1gG Behe Monekysncke wmace
(majsepoBatHuje 1gG1l) kom OosiecHe TenaaM je y CKiIaay ca pesyiraTuma
enekTpodopese y reny arapo3e KOjoM je MOKa3aHO Jia je KOHIIGHTpaluja Op3ux 7y

riobynmuna (nmpenqomuaanTHO 1gGl) 6una moBuieHa y cepymuma 0OJIeCHE TN,
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od] | e
=
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Cauka 3.9. ®pakiuoHucamke MPOTEMHA CEpyMa 31paBe Telaaud W Telaau ca
opouxomHeymonujom Ha Q Sepharose Fast Flow joHOM3MemHBAaYKOM MaTPUKCY: a1)
NMoje/IMHAYHU Y30pUH CEpYMCKUX NPOTEHHa 31paBor (3) u OonecHor (B) Tenera; I
xpomatorpadcka ¢paxigja - TPOTEUHH KOjU C€ HE Be3yjy 3a JOHOM3MEHHBAUKHU
matpukc; Il xpomatorpadeka ¢ppakuuja - nporennu eayupanu 20 mM TRIS + 50 mM
NaCl. a;) nojenmuaunm y3opuu mporerHa | xpomarorpadceke dpakuuje. 6) 36UpHA
y30puM nporenHa xpomarorpadke dpaxiyje 3apase (3) u 6onecue (b) Tenaan; 30upHU
y3opuu npenunutiupanu anetonoM. SDS-PAGE y nepenykyjyhum ycnosuma: 8% ren
3a pas3aBajame; KomuunHa mpoTenHa: ai) 3 Qg MPOTCHHH HHUCY MPEHUNHTHPAHH
areToHoM; a2) 10 pg mporenHa; 0) 10 pg; 6ojere CBB; T: Tpancdepun. M: mpoTeHHCKH
Mapkepu Moliekyicke mace o 160, 122, 87 u 68 kDa.

[Mupoka xpomarorpadcka pacnogena cepymckux IgG ompaciux roega u

Tenaau je onucaHa u panuje [46, 60]. Vukoti¢ [60] je mokazao na ce aHjOHCKOM
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n3MemuBaukoM xpomarorpadujom Ha DEAE Sephadex-y, monasehu ox crapraor 20
MM natpujym docdarror mydepa pH 8,0 u mpuMeHoM TMHEapHOT TpaJHjeHTa eIyIH]je
ka 370 mM natpujym pochataom mydepy pH 4,0, mporennu cepyma pas3zaBajajy Ha TpU
¢bpakuuje: 1 muk) 1gG2/ umyHoxemujcke Bapujante 1gG2a u 1gG2b; 1l nuk) 19G1 u
IgG2/ umynoxemujcke Bapujante lgGla, 1gGlb u IgG2c; Il muk) 1gGl u 1gG2/
umyHoxemujcka BapujanTa IgG1lb u 1gG2c. Mako oBe pesynrare Huje Moryhe TUPEeKTHO
YIOPEAWTH Ca HaIIUM pe3yiTatuMa jep cy KopumheHH pa3M4yuTd aHjOHCKU
M3MEHUBAUM KOjU CaMM MO0 ceOM MMajy BEJIMKHM YTHLAj HA H30JI0Bame OoApeheHux
moaekyackux Gopmu IgG [46, 153], paznuuntu nyhepcKu CUCTEMH, HAUYUH CIyLUje U
aHaJTUTHYKE TexHuKe (umyHoeaekTpodopesa vs SDS-PAGE) y 06e xpomarorpaduje ce
y I xpomatorpadckoj dpaxmuju u3oiyjy ckopo nmornyHo npeunmhenu. Ha ocHoBy
SIEKTPOPOPETCKE TOKPETIHLUBOCTH (MOJICKYJICKE Mace) u3ojioBaHor IgG mm cmo
3aKJPYYHIIM J]a c€ y HamuM u3onatuma y I xpomartorpadcekoj gpakuuju nzonyjy ode
uzorurncke popme IgG, nok je Vukoti¢ [60] umyHOXEeMUjCKH 10Ka3a0 MPUCYCTBO CaMO
IgG2. Vukoti¢ [60] je xao craptau nydep kopuctro mydep pH 8,0 Ha kome cy 300r
cBoje Hmxe Pl Bpennoctu 1gG1 u IgG2b nmo3uTuBHO HaenekTpucanu, 10k ¢y 1gG2a win
HETaTHBHU WM CYy CJICKTPOHEYTPAIHU M HE Be3yjy ce 3a MaTpukc [46]. V nammm
excriepuMeHTuMa xpomarorpaduja je pahena y TRIS nydepy pH 7,3. Ha oBoj
BpenHoctd PH 00e motkiace |gG canpike enekTOHEyTpallHE WU €JIEKTPOIIO3UTHBHE

MOJIeKyJIcKe opMe KOoje Ce HE Be3Y]y 3a aHJOHCKH U3MEHHBaY.

3.1.4.3.2 19gG kpBHOr cepyma TeJIaAN H3010BAHU PUBAHOJICKOM NPEeUNUTALNjOM

[IpotenHn cepyMa oJpaciMx TOBela CE€ HAKOH TaloXelka PUBAHOJIOM
pa3zBajajy Ha pUBaHOJ-CONYOUIHY U PUBAHOJ-NIPEUNUTAOMIHY ppakuujy. Y obe oBe
¢bpaxuje Hamaze ce u 1gG1 u 1gG2 anu HY jeTHA O BHUX HE CAAPKU CBE MOJICKYJICKE
Bapujanre IgG [60]. ¥V cymepHaTaHTy, HAKOH IOJATHOT TpeuninhaBamba TaT0KEHEM
aMOHHUjyM cyndaToM, UACHTU(UKOBAHE CYy €IeKTPO(OPETCKH Hajclopuje BapHjaHTe
IgG1 u 1gG2 koje ce nmyHoxemujcku naeHTudukyjy kao IgGla, 19G2a u 1gG2b nok
je opxu 1gG2c Omo mpucyraH camMo y TparoBuma. Y PHBAHOJICKOM Tajory, HAKOH
J0JaTHOT MpeynihaBamba TaJ0KEeHEeM aMOHU]yM CyI(aToM U KallpUJIHOM KUCEIINHOM

uneHTH(UKOBaHU cy enekrpodopercku opxu IgG, 1gG2¢ u 1gG1b [60].
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Hamm pe3ynTatu cy mokasaiy Jia ce y cepyMmy TellaJy cTape TP Mecela Hajiase
Y PUBAHOI-CONYOMITHU U puBaHoI-TiperunuTadmian 1gG (cnuka 3.10). Y nasem pagy
MU CMO JIeTaJbHHj€ aHAIM3UpaI ocoOuHe puBaHONI-conyounuux 1gG jep cy onum
M30JIaBaHU y penaTuBHO NpeunitheHoj gopmu Tj. ca TpaHCcHEpHUHOM Kao TIIABHUM
KoHTaMHHAaHTOM. OcoOuHe puBaHoN-TIperunuTadmwianX 1gG  HuUCy neTasbHUjE
aHaJM3UPaHE jep Cy OHU OMJIM KOHTAMUHUPAHU BEIUKUM OpPOjeM CEpYMCKHX IIPOTEHHA.
3a ykiamame OBUX KOHTaMHHAHTa OWIIO je MOTpeOHO MPUMEHHUTH J0/aTHE KOpaKe y

npeunmhaBamy HITO je JOBEJO J0 BenuKkux ryouraka 1gG.

a)
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Cauka 3.10. ®pakumoHucame MpoTeHHA cepyMma 31paBe Tenaau (3) U Tenaau ca
OponxonHeymMoHujoM (Bb) pUBaHOICKOM MNPELUIUTALNJOM: a) PUBAHOI-CONYOMIIHU
npoTeuHyu, 0) puBaHod-npenunuTadbunau nporenHu. SDS-PAGE y nepenykyjyhum
ycimoBuMa: 8% ren 3a pasaBajarbe; KonmumHa mporenHa: a) 10 pg, b) 3 pg, mpe
npeuunuranyje aneronoM; 6ojeme CBB; T: Tpancdepun; A andymun; M: npoTeMHCKU
MapKepH MOJIeKyJIcKux Maca o7 240, 160, 122, 87, 68, 47 u 36 kDa. bpojeu o3HauaBajy
penHu Opoj TeneTa y JOKYMEHTAIH]U ayTopa.

Penatusuu ymaeo (%), KOHIEHTpandja W KOJMYHMHA W30JOBAHUX PHUBAHOJ-
conyounaux 1gG kop 3apaBe W OoJiecHE Tenmagu ce HHCY pasnukoBaiie. Melhyrum

MPUHOC, Tj. MPOLEHAT 0]l YKYIHHX cepyMckux |gG u3onoBan y oBoj (pakiuuju je 3a
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3apaBy Tenan 6mo 3HavyajHo BumM (p=0,002) o mpuHOCca Ko 6oJsiecHe Tenaau (Tadema

3.8).

Ta6ena 3.8. PenatuBHu canpikaj, KOHLIEHTpaIyja, koarnuuHa u npuHoc 1gG y dpakuuju
PHUBAHOJI-COTYOMITHMX NPOTEWHA KPBHOT CepyMa Tellaau ca OpOHXOMHEYMOHHjOM U
3[paBe TeNaIu.

19G 19G 19G 19G
% mg/mL mg npuHoc (%)
PuBaHON-CONYOMIHY IPOTEUHH
3npaBu 50+8 19+0/4 1,0+0,3 30+£10
53 2,0 1,0 31
(31-59) (0,9-2,6) (0,4-1,3) (17-33)
Bonecun 45+ 9 1,7+0,6 0,8+0,3 15+ 5*
44 15 0,8 15
(34-52) (1,1-1,7) (0,5-0,9) (11-16)

19G (%): penatuBHa 3actymbeHoct 19G; 1gG (mQ): xonuuuna 1gG; IgG mpunoc
(%): mpouenar on komumuuHe 1gG y 0,25 mL Hedpakumonucanor cepyma.
[lpukazanu cy cpeima BpPEIHOCT + CTaHAapjHA JeBHjalMja, MeaujaHa (Koca
CJIOBA) | OIICET OJ1 HajMame 10 HajBehe BpeaHocTH (y 3arpaan). (*) cTaTUCTHUKU
3HaYajHa pasiurka u3mely 3apaBe u OoecHe Tenau.

Hu puBanon-comyOwinu, HU puBaHOJ-ipenunuTabmwinn 1gG Hucy Owm
enexkTpodopeTcku XomoreHnu. PuBanon-conyonman nporennu 1gG cy ce pa3aBajanu Ha
Tpu cyodpaxiyje, a puBanon-nperunuradbunau 1gG cy ce y 2/3 y3opaka pasiBajaiu Ha
tpu, a y 1/3 y3opaka Ha aBe cyOdpakuumje (ciuka 3.10). Yaeo cybdpakuuja y
MOjeIMHAYHIM Y30pIMa puBaHOI-conyOommHux 1gG 3mpaBe n GojecHe Tenaan HuUje
ouo paszauuut. Y cydodpakiuju HajMame Rf Bpennoctn namasmino ce 19+13% IgG u
KOJI 37JpaBe U KoJ| OosiecHe Tenaau. Y HemTo Opxkoj dpakuuju cpenme Rf Bpennoctn
KOJI 3/paBe u OonecHe Tanaau Hanazmino ce 43+7% u 3615% 19G. V dpakmuju Hajsehe
MMOKPETJEUBOCTH KOJI 3/IpaBe U OoJiecHe Taiaau Hama3mwio ce 37+11% u 45£16% IgG.

Kanma cy Ha ucToM remy pa3aBojeHr y30pIH PUBAHOI-COTYOUITHUX U PUBAHOJI-
NPEeUUIUTA0MIHIX NIPOTEMHA Kao U MpOoTeuHH n3ojoBaHux y | u Il xpomarorpadckoj
¢bpakumju mopeksoM u3 jeaHor Teneta (ciauke 3.11) Bugeno ce ga mocroje pasiuke y
MOKPETJBMBOCTH W PEAaTUBHO] 3aCTYIUbeHOCTH cyOdpakunuja 1gG y pazmuuutum

nzonatuma 1gG, mTo je mokasano ga ce jOHOM3MEHHBAYKOM XpoMmarorpadujoM u
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PUBAHOJICKOM MPEIUIHUTALIN]OM WM HE N30I1Y]y HACHTUYHE MOJIEKYJICKe (hOopMe MU ce

oBe ¢opMe HE U30J1Y]y Y UCTO] KOJIMYHHHU.

a) 6)
- - s . '9G
.=
—— - —— T
i — -— A
p.c. p.c. p.T p.T. | [l p.c. p.T
93 156 93 158 M 93 93 93 93

Cauka 3.11. dpaknuoHucame NPOTCHHA CepyMa 3JIpaBOr TEJIeTa PHBAHOJICKOM
MpeHunuTanyjoM (a) U jOHOM3MEHUBAYKOM XpomarorpadujoM Ha aHjOHCKOM
usMemnBaukoM Matpukcy Q Sepharose Fast Flow (6). p.c.: puBaHOI-CONYOHITHH
MPOTEHHU; P.T.. PUBAHOJI-TIPEIUITUTAOUIHY IPOTEUHH, [ TPOTEHHM KOjU ce HE BE3Yjy
3a joHoM3MemHBaYKu MaTpukc; II: mporennu enyupanu 20 mM TRIS + 50 mM NaCl.
SDS-PAGE y mepenykyjyhum ycnouma: 8% ren 3a pa3aBajame; KOJUIHHA TPOTEHHA!
10pg; Gojeme CBB; T: tpanchepun; A anOymuH, M: TPOTEHHCKH MapKepu
MoJiekysckux mMaca ox 240, 160, 122, 87 u 68 kDa. bpoj o3nadaBa peaHu 6poj 3apaBor
(3) u GosecHor (0) TeneTa y TOKYMEHTAIMjH ayTopa.

VY puBaHOI-cONyOMIIHUM NPOTEHHUMA U 3]IpaBe U OoJIecHe Telaau y 30HH Koja
M0 MOJIEKYJICKO] MacH oaroBapa rosehum IgG nerexroBaHe cy Tpu eneKTpoopeTcKe
bpaknuje o1 KOjux je HajuHTeH3WBHHja Omia (paxiuja ca Hajsehom BpeaHocTn Rf
(cnuka 3.12a,0). 3HavajHa pasnuka y 3acTyiubeHocTu ¢pakiuja IgG y puBanoi-
COJTYOMJTHMM NMPOTEMHUMA KOJI 3[JpaBe u 0oJiecHe Tesaau Huje feTekroBana. C 003upom
Ja Cy y ojeIMHaYHUM y30pIumMa aBe ¢pakiuje ca MaroM Rf BpenHocTu ynamine 80%
IgG xenmenmn cMo Ja MpoBEepHMO Ja JIM C€ OBa MHTEH3WBHA (pakimja y 30MpHUM
y30pIiuMa 3ampaBo CcacToju of JBe cyOdpakuuje. AHaIM30M rejga Ha KOME je
pa3aBajaHa IBOCTPYKO Mama KOJTHYMHA poTenHa (ciuka 3.12a) moTBpIUIN CMO J1a TO
HUje ciydaj, Beh a oBa (pakiiyja BepoBaTHO HacTaje cyneproHupameM Beher O6poja
(dbpakmuja Maie pa3iauke y eneKTpodopeTcKoj MOKpeT/bUBOCT. Hika Moexkyiicka maca
IgG y oBoj MacuBHO] cyOdpakIuju je y ckiIaay ca moganuma na je 10G2 momuHaHTaH

n3otun 1gG y puBanon-conyommHuM nporernanma [60].
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Cauxka 3.12a. 30upHU y30pIH PUBAHOI-COYOMIIHUX ITPOTEUHA cepyMa 3paBe TeIIaau
(3) 1 Tenanu ca 6porxomnaeymonujoM (0). SDS PAGE y vepenykyjyhum ycrnosuma: 8%
Tell 3a pa3/Bajame; KomuanHa mporenHa: 10 pg u 5 ug; 6ojeme CBB.
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p.c3. p.c.6. IEXI3. IEXI6.
Camka 3.126. Ilopeheme enekTpoopeTcKux KapaKTepUCTHKa Pa3IMYUTUX H30J1aTa
IgG cepyma 3apaBe (3) 1 Tenaau ca OpOHXOIMHEYMOHHU]jOM (0). 30MpHH Y30PIIH PUBAHOJ-
conyOomHuX (p.C.) U MPOTEHHA U30JI0BAHUX JOHOM3MEHUBAUYKOM XpomaTtorpadujom (|
muk: |EXI). SDS-PAGE y uepenykyjyhum ycnoBuma: 8% Ten 3a pasjiBajarbe;
konmunHa nporenHa 10 pg; 6ojeme CBB.
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KoHnnenTpanuja nporerHa y puBaHOJI-COTYOMITHUM Y30pIluMa je Onia HUCKa, u
HUje ce MOrJla aHAIM3UPATH EJICKTPOPOpe30oM y Tely arapo3e KOjOM Ce MOXKe
pazaBojutu 10 5 puL cepyma. HaruBaom PAGE mokaszamu cMo ma ce y y3opuuma
PUBAHOJI-COMYOMIIHUX MIPOTEHHA 3aucTa Hanase ,.cnopu’ 1gG, npegomunantHo 19G2

(cnuka 3.13).

cepym CIC p.c. p.T.
B 8 3 B 3 B 3 B

Cauka 3.13. HaruBma SDS-PAGE 30mpuux y3opaka cepyma, CIC, puBanoi-
conmubuaHuX (p.c.) M PHUBAHOJ-MPEUUNUTAOMIHUX (P.T.) NPOTEHMHA cepyMma 3IpaBe
tenanu (3) u tenanu ca 6pouxomueymonujom (b); 8% ren 3a pa3nBajame; KOJTUIHHA
npotenHa: 25 pg; 6ojese CBB. A — anbymun; al, 02, B u y rmoOymuHmH.

bpoj u penatuBHa 3acTymibeHOCT (pakuuja y 30MpHUM y30pLUMa pUBAHOJ-
COJTYOMJTHMX NMPOTEHHa cepyMa 3/jpaBe U OoJIecHe Telnaau Huje Oula jelHaKa OHUM y
30MpHUM y30pIHMa IMPOTEHHA CepyMa H30JIOBAHWX aHjOHCKOM Xpomarorpadujom
(cuke 3.12a, 3.126, Tabena 3.9.) V cepymckum 1gG H30710BaHUM jOHOU3MEHHBAYKOM
XxpomarorpaujoM OETeKTOBaHE Cy 4YeTHpU (pakliuje of KOjUX Cy JIBe€ IO CBOjOj
eJIeKTPO(OPETCKO] MOKPETIBUBOCTH OAroBapaje cyodpakurjama Behux MOJIEKYJICKUX
Maca puBaHoa-conyomtHux 1gG. Y oBuM m3onatuma HajBeha pasznuka m3mely 3npase
1 O0JIeCHE TeNlan MOCTojala je Ha HUBOY (pakiiuje ca HajMamoM BpeanocT Rf (1j. ca
HajBehoMm MmosekysiackoM macoMm). OBa (pakiuja je 6una 6,25 myra BHILE 3acTyIJbeHa
Kox OoJiecHE y OJHOCY Ha 3[paBy Tejal M cMarpamMo Ja je HeHO MoBehame
HajBepoBaTHHje Tocieauna mosehaHor cangpxkaja 1gG1 (Op3ux y moOynwHA) Y

cepyMumMa OOJIECHE TeJaIu.
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Tabena 3.9. PematuBuu cangpxkaj 1gG y cybdpakinujama cepyma 3apaBe Tenaad U
Temaau ca OpoHxomHeyMoHHjoM. |gG maprujadHo mnpeynmheHr pPHUBaHOJCKOM
MPEIUITUTALN]OM U aHJOHCKOM M3MEHBHUBAYKOM XpoMaTorpadujom: 30UpHH Y30PITH.

p.c. IEX
30paBu  OoJecHM 31apaBu  OoJiecHU

19G (%) 51 48 92 90
IgG (mg/mL) 19 2,2 0,2 0,2
% IgG dpakmmja

¢dpakumja 1 3 3 4 25

(dpakiuja 2 6 8 23 17

¢dpakuuja 3 / / 26 22

¢dpakimja 4 91 89 47 36

Pesynratu neH3uTOMETpHjCKE aHalM3e reioBa Ha ciaumm 3.120. p.c.. pUBaHOI-
conyOmnHu mnpoTtenHu cepyma; |EX: mporenHrM wH3070BaHM jOHOM3MEHUBAYKOM
xpomatorpadujom.

31433 19gG kpBHor cepyma u CIC 3apaBe Tesanm u TeJaaum ca
OPOHXOITHEYMOHHUjOM M30JI0BAHM A(PMHUTETHOM XpomaTorpadujom

AdunuterHoM xpomarorpadujom Ha mporemH G u mporenH A Denabeads
MaTpukcy uzonobanu cy 1gG u3 30upHUX y30paka HePpaKIIMOHUCAHUX KPBHUX CEPyMa,
CIC, puBaHON-cONMYOMIHHMX MpPOTEMHAa cepymMa M MPOTEHMHAa cepyMa H30JIOBaHUX
a"joHcKOoM xpoMmaTorpadujoM. [Iporenn G BucokuM ahuHUTETOM Be3yje 00e MoKIace
rosehux 1gG [154]. Mako ce yommTeHo cMarpa Jia MPOTeuH A BUCOKMM a(pUHUTETOM
Besyje camo IgG2 mocroje momany Koju mokasyjy Ja IpoTerH A Besyje u oapeheHe
mosiekyicke dpopme IgG1, koje ynne u 10 10% ykymaux cepymckux IgG1l [155, 156].
Schmerr u cap. [157] cy moka3ainu 1a ceJIeKTUBHO Be3uBabe roehux 1gG2 3a mporenn
A mocroju camo y ycioBuma kaaa je PH Bpemnoct mydepa Hmxka on 7,8 a
KOHIIEHTpaluja joHa mama o1 200 mM. 360r Tora cy npoTenHu y y30pLuma U3 KOjux
cmo u3onosanu 1gG npesenenu y mygep (150 mM PBS, pH 7,2-7,4 unu 50 mM TRIS,
pH 7,3) xoju cy omoryhaBamm mudepenumjanHo pasasajame 1gGl u 1gG2
aMHUTETHUM H30JIOBAKEM Ha MPOTEUHY A.

SDS-PAGE y nepeaykyjyhum ycnosuma u CBB GojemeM je mokaszaHo na ce 'y
CBUM M30JIaTHMa Halla3u (pakifja Koja uMa HCTy eIeKTPOPOPETCKY MOKPETIBHBOCT

kao u ¢ppakuuja |IgG y Henpeunmhenum yzopunma (ciuka 3.14).
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cepym CIC p.c.

— - Rl

a) ;-—‘ — — . - o (gG

IR > 3 1 2. 3 =& SO0ES

6) 'P” —— W e s g

B2 3 1¢ 27 3" s 3

Camka 3.14. 19gG u3 cepyma, CIC u puBaHOI-CONMYOMITHUX MPOTEHHA cepyMa 37IpaBe
Tenanu (a) u Tenaau ca OpoHXonHeYMOHH]oM (0) ahUHUTETHO U30JI0BAaHU HA MIPOTEUH
G u nporeun A Dynabeads marpukcy. SDS-PAGE y nepenykyjyhum ycioBuma: 1)
30upHu y3opuu cepyma, CIC u puBaHON-comyOMIHMX NpOTEHHa cepyma (p.c),
KoinurHa mporenHa: 10pg; 2) uzonaru va nporeuny G, 30 pL; 3) usonatu Ha npoTenny
A, 30 pL; 12% ren 3a pa3aBajame; 60jeme CBB.

[Mpenms3nuja anmanmu3a IgG um3omara je paheHa OojemeM TpoTeHHaA cpedpom
HakoH pa3aBajama SDS-PAGE y Hepenykyjyhum ycnoBuma (cnuke 3.15, tabene 3.10
u 3.11) u peaykyjyhum ycnoBuma (cnuka 3.16; tabene 3.12 u 3.13).

SDS-PAGE y nepenykyjyhuM ycioBuMa je Tokasaia Ja je y CBUM HU30JIaTHMa
Ousia mpucyTHA MaCHMBHA ITPOTEHHCKa pakiinja Mosiekyicke mace oa 160 kDa, koja o
MOJIeKyJICKo] mMacu oaroBapa roehum 1gG [42, 46]. Canpxaj ykymuux 1gG (1gG
130JI0BaHM Ha npoTenHy G) kox OosiecHe Tenaau je 6Mo, y OTHOCY Ha 3/paBy Tejal,
win Onaro TMOBUIIEH (CEpyM M PpHUBAHOJI-COJYOUJIHM TNPOTEMHHU CepyMmMa) WU
HerpomemeH (1 IgG mobujeHuM joHOM3MEmMBauYKOM Xxpomartorpadujom). Caapixkaj
19G2 (I9gG uzonoBanu Ha npotenHy A) je 6uo Gmaro nmosuiieH y cepymuma u CIC,
HEMPOMEHEH y PHUBAHOJI-CONYOMJIHUM MpOoTeMHHMa U cMameH y 1gG nobujeHum
JOHOM3MEHHBAUYKOM XpomaTorpadujom.

Ha ocnoBy onnoca konmuuHe |gG u3onoBanux Ha nporenHy G u mporenHy A
u3pauyHaTto je 1a je caapxaj 19G2, u ko 3apaBe U Ko OoecHe Tenaau, 0Mo HajMambu
y yzopuuma CIC. Cmamen caapxaj 1gG2 y CIC Gu morao na ce mpoBezne y Besy ca
CMambeHUM cajipikajeM y cepymuma tenanu [60] u cMamennm kamaruretom 1gG2 na

dbopmupajy CIC [138].
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Ca IgG cy xonpenuunuTHpaaId U HEKH O] MPOTEUHA MOJIEKYJICKUX Maca Behux
o1 250 u 200 kDa, u mporennn MoJeKyaCKuX Maca ox 145, 100, 78, 73, 64, 62, 52, 46,
44 wn 40 kDa. Bpoj u unTeH3uTet oBUX (pakuuja ce panukorao y 1gG uzonaruma Ha
npotenny G u nporeuny A u y 1gG u3onaruma 3apase u 6onecHe tenaau. Camo y
m3onatuma 1gG m3 CIC na mporemny G pgerekroBaHe cy ¢pakuuje (crmador
uaTensureta) o1 78 u 73 kKDa. Y oBMM H30J1aTHMAa CY, 3a Pa3IMKy O OCTAIMX U30JIaTa,
¢bpakuuje ox 46 u 44 kDa Ouite 10cTa HUHTCH3UBHE.

®pakuuja ox 52 kDa je Ouina mpucyTHa y CBUM M30JaTUMa OCHM y M30JIaTHMa
IgG xoju cy nobujern joHom3MemuBauKkoM xpomarorpadujom. OBa dpakmuja je Oumna
WHTCH3WBHHja y HM30JaTMMa OOJIECHE TeNaiu, a Hapo4YuTO je OWina WMHTEH3WBHA Y
M30JIaTUMa YKYITHUX CEPYMCKHUX IpOTerHa Ha npoTenHy G M MpoTenHy A W U30J1aTy
PUBAHOJI-COMYOMIHUX MpoTenHa Ha mpotenHy A. [1o cB0joj MOJEKyJICKO] MacH OHa
onropapa ciobonuuM y temkum naHnuma 1gG. IloBehano mpucyctBo ciobogHuX Y
TEIIKKX JIaHIa KoJl O0JIecHe Tenaau Ou Moriio ja Oyze pe3yirar noBehane pa3rpalime
IgG meranmonporezama P. multocida [37, 38, 39] wiu eHaoreHHMM MeTalonpoTe3aMa
KOje TeJIe/l CHHTETHINY JOKaIHO U cucteMcku [14, 18]. Yumenuna aa je oBa dpakimja
M3paKEHHWja Yy H30JaTHMa YKYIHUX MPOTCHHa CepyMa W PUBAHOJ-COJTYOHMITHHX
MpOTEenHa cepyma J1I00MjeHUX Ha MPOTHHY A Moria Ou Ja ykaxke Ja je Kol OoJecHe
TeIaad aKTHBHOCT TipoTeasa ycMepena ka 19G2 w3orumy. Ilosnaro je na
exctpahenujcke mpotease P. multocida pasrpalyjy 19G u IgA, anu ve u IgM [37]. Lee
u Shewen [158] cy mokasanu jga jenaH off y3pOYHHKA OPOHXOIHEYMOHHjE TeNaIu
O6akrepuja M. haemolytica, ceporun Al, cekperyje crneunpuyHe NpoTease Koje
notnyHo xuaponu3syjy IgG1 1o ¢pparmenara o 39, 12 u 7 kDa. OBe npoTease He aenyjy
Ha IgM u IgA u camo napuujatHo xuapoiau3yjy 1gG2 mpu gyemy je pe3yarar Xuapoan3e
¢dparment monekyincke mace ox 30 kDa. CenexktuBHa pasrpanma 1gG2 nporeazama koje
CHUHTETHILY Y3pOYHHMIIM OpOHXOMHEYMOHHje HHje /0 caja omucaHa aiu Ou Omia ox
3Hauaja 3a BUPYJICHIM]Y jep Ou JoBena 10 enuMHUHANMje nmpotekTuBHUX 1gG2. 19G2
umajy kpahm perwo 3rioba [46] u 300r Tora ce cmarpajy Mame OCETJbUBHM Ha
NPOTEOJIUTUYKY pa3rpaamy. Mehyrum, nporease P. multocida, 3a xoje je mokaszano na
3a pas3NIMKy Off IpYrux OaKkTepHjCKUX MpoTeasa Xuaponusyjy xymane IgG u IgA usBan
peruona 3rio6a [37], morne Ou Ha oBaj HauuH aa xuaApoamu3yjy u rosehe 1gG2. Ha
OCHOBY OJHOCAa KOJMYHMHE CIIOOOMHUX 7Y TEIIKWX JaHala KOju Cy M30JI0BaHH Ha

nporenHy G W mpoTeMHy A H3padyHaTo je Ja je caJpikaj mpoTeMH A Be3yjyhux
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CIO0OTHMX Y TEIIKUX JIaHa1a 0o 3Ha4yajHo nosehan (14 myTa) y u3onaTumMa puBaHOI-
COTYOMITHMX TpoTerHa OosiecHe Tenamu. OBO je yka3alio Jla Cy WIH OCET/bUBU Ha
MPOTEOJIN3Y, WIHM C€ HEroBH ()parMeHTH, KO OOJECHE Telaau aKyMylupajy y OBOj
¢bpakuju. PenatuBHU yaeo cnoOOMHUX TEHIKWX JaHana nopekiom on IgG2 je 6uo
Bunn y CIC Hero y cepymMuMa U KoJl 37paBUX U KoJ OOJIeCHUX KUBOTHHA. Kama cy
ynopeheHe 31paBe u 00JIECHE JKUBOTUH-E TTOKA3aHO je J1a PEJIaTUBHU yIIe0 CII00O0THUX
TeIkux JaHana nopexsiom oxa 1gG2 y cepymuma u CIC kox 6ojecHUX KUBOTHHbA j€
OO HIKH.

3a ocraje mMpoTeMHE KOju Cy HM30JI0BaHM 3ajeqHo ca IgG He mokemo 0e3
cnienn(pUIHUX IMYHOXEMHU]jCKUAX aHaJIM3a Jia 3HaMO JIa JIA C€ P O HEKOM OJ ITPOTEHHA
crnospaime MmeMOpane P. multocida (monekyincke mace cy mate y [32]) wim Heke of
WHTAKTHUX WIN JIETPAJOBAHMUX MPOTEHHA KOMILJIEMEHTa (MOJIEKYJICKE Mace Cy Aare y
[159]) unu apyrux npotenHa cepyma. Takole, He 3HAMO [1a JIH OHH KOIPEIUITUTAPA]Y
ca IgG xao pesynrar cnemuduyHe peakuuje BapujabwiHux peruoHa IgG ca
aHTUTeHnMa, crnenuduyne peaxkmuje ca FC nmemouma |gG wimm je mwuxoBa

konpenunurainyja ca 1gG pesynar HecnenupuIHe HHTEPAKIIH]C.
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cepymu CIC P.C. IEX
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Cumnka 3.15. SDS-PAGE y Hepenykyjyhum ycnouma: 1gG apunuteTHO M30m0Banu Ha nmpoterH G u nporenH A Dynabeads matpukcy u3
30upHuX y30paka cepyma, CIC, puBaHOI COTyOMITHUX IPOTEHHA cepyMa (p.C.) U IPOTEHHA CEpyMa U30JI0BaHUX aHJOHCKOM H3MEHHBAUYKOM

xpomarorpadujom (IEX) 3apaBe Tenanu (3) u Temanu ca 6ponxonueymonujom (b). Konmanna y3opka 30 pL; 8% rein 3a paznBajame; 60jeme

cpebpom. M: mpoTerHCKH MapKepH MosieKyackux maca ox 170, 130, 82, 64, 49, 37, u 26 kDa.
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Taoena 3.10. Mosiekysicka Maca MpoTeMHCKUX (ppakiiuja n3ojata Ha mpoTerH G u npotend A Dynabeads apuHUTETHOM MaTpUKCY 30MpPHHUX
y3opaka cepyma, CIC, puBaHON-CONYOMIHHMX TPOTEMHA CepyMa W NPOTEHHA CepyMa HW30JIOBAaHHX aHjOHCKOM H3MECHUBAYKOM
xpoMarorpadujom 3apaBe Tenaau u Tenaau ca Opoaxomnneymonujom: SDS-PAGE y Hepenykyjyhum ycinoBuma.

Cepym CiIC p.c. IEX
3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b
G G A A G G A A G G A A G G A A
> 250
> 200
160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160
145 | 145 | 145 | 145 | 145 | 145 145 | 145 | 145 | 145 | 145 | 145
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 100
78 78
73 73
64 64 64 64 64 64 64
62 62 62
52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52
46 46 46 46 46 46 46 46
44 44 44 44 44 44 44 44
40 40 40 40 40 40

19G

3 —3apaBa tenan; b — tenax ca OponxonHeymoHujoM; G — u3onatu Ha mporeuH G ahUHUTETHOM MAaTPUKCY; A — N30JIaTH Ha TIPOTEUH A
aUHUTETHOM MAaTPUKCY; P.C. — PUBAHOJ-CONYOWIHH TipoTenHu cepyma; IEX - mpoTrenHm cepymMa H30JI0BaHH jJOHOM3MEHUBAUYKOM

XxpomaTorpadujom.
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Tabesa 3.11. [Ipomena caaprkaja naTakTHUX 1gG, 1 CII000IHUX TEIIKUX JaHAaIa U30JI0BaHUX Ha NMpoTerH G U mpoTenH
A Dynabeads marpukcy u3 30upHux y3opaka cepyma, CIC, puBaHOJI-COTYOMITHUX NMPOTEHHA cepyMa (p.C.) ¥ MpOTeHnHa
cepyMa H30JI0BaHMX aHjOHCKOM u3MemHuBauykoM xpomatorpadujom (IEX) 3apaBe Temaam u  Tenamu  ca
oponxonaeymonujom: SDS-PAGE y Hepenykyjyhum ycinoBuma.

IgG Hy

KOJIMYUHa KOJIMYHNHa
3 b /1 3 b 1/l
cepym G | 474 540 1.1 40 261 6.5
A| 175 215 1.2 188 318 1.7
CIC G| 531 520 1.0 25 56 2.2
Al 75 88 1.2 23 43 1.9
pc. G| 612 865 1.4 25 15 0.6
A| 240 251 1.0 31 263 8.6

IEX G| 403 412 1.0 / /

A| 245 191 0.8 / /

G/IA
3 b AN 3 b AN
Cepym 2.7 2.5 1.1 0.2 0.8 0.3
CIC 7.1 5.9 1.2 1.1 1.3 0.8
p.c. 2.6 3.4 0.7 0.8 0.1 14
IEX 1.6 2.2 0.8

Kommauna 1gG u Temkux manana (Hy) je ogpehena neH3UTOMETPH]CKH | MPE/ICTaB/ba MOBPIIMHY MTUKA OJroBapajyhe
dpakuuje. Bpennoct u3paxkena kao 6poj mukcena/1000. 1/]: mpoMmena y canpxkajy xkoxa OosiecHe Tenaau. BpemHoct
MpeCcTaBiba KOMMYHUK noBpimHa nuka 1gG wim Hy GosnecHe u 31paBe Temam.

G/A: penatusan yneo 1gG2 y 19G usonosanux na npotenny G u npotenny A. 1/]* mpomena y konmwauan npoTens A
Be3yjyhux IgG u Hy 6onecne tenanu. Mckasana je kao penunpouna BpeaHocT G/A ogHoca 6osecHe U 3/ipaBe Teaaau
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SDS-PAGE y penykyjyhuM yciioBuMa je mokasaja jJa cy c€ y CBUM H30J1aThHMa
Hajla3Wjie MacHMBHE MPOTEHHCKE (pakiyje Koja Mo MOJEKYJICKO] Macu OJAroBapajy
temkuM U jJakum jganiuma 1gG (52 kDa u 25 kDa). KonuunHa Temkux jraHaia Koju cy
M30JI0BaHU HA IPOTEHHY A, Tj. Koju motuuy of 1gG2, je 6una Beha ko OonecHe Tanaan
y CBHM y30pIHMa OCHM Yy y30pOHMa JOOHMjEHUM jOHOU3MEHHBAYKOM
xpomarorpadujom. Y ieo Temkux jganama nopekioM oxa 1gG2 je 6uo vuxu y CIC Hero
y IIyHUM cepyMuMa 1to roBopu aa 1gG2 tenaau ctape Tpu Mecela Hid HEMajy BUCOK
KamamureT 3a (QopMHpame HMMYHOKOMJIEKCAa WM HMYHOKOMIUJIGKCH KOj€ OHH
dbopmupajy ocrajy Ha MecTy nHpamanuje. be3 UMyHOXHCTOXEMH]CKE aHAJIU3€e TKHUBA
ruryha GonecHe Tenaan He MOXKEMO J1a 3HaMO KOja je OJ1 OBE JIBE MPETIIOCTABKE TavHa.
be3 003upa Ha cmameH yaeo 1gG2 y CIC, ko GotecHe Tenaau je caapikaj OBOT H30THIIA
je 6uo mosumeH. [ToBehan yaeo Temkux nanamna nmopekiom of 1gG2 je nerekroBan u 'y
HeQpaKIIMOHUCAHUM CEPyMHMa M Y PUBAHOJI-COJXYOWJIIHUM INPOTEHHUMA cepyMma. Y
n3onaruma 1gG no6ujeHuM joHOM3MEMBAYKOM XpoMaTorpadujom, KOJIMUMHA JIaHaIa
nopexiioM ox 1gG2 ko GonecHe Tenaau je Ouia Mamba HeTro KOJI 3/[paBe TeNIaH.

Konwmunna nakux smanana 1gG wm3onoBanux Ha mpoTremHy A u mporeuny G
NpUOJIMKHO OJATOBapa cajapkajy Temkux janana |gG y cBUM H30aTUMa OCUM Y
n3onaruma CIC Ha mporenny A koj Kojux je noBehame ppakiuje Koja oaroBapa Jakum
JaHanuMa OWO MamH, y OJHOCY Ha moBehame (pakimje Koja o MOJIEKYJICKO] Macu
onarorapa TemkuM Jiannmuma. C o03upoMa Ja TEmIKK JaHIUM Yy peaykyjyhoj
enekTpodope3n mpate ,MoHamame MHTAaKTHUX |JG2 Koje je perucTpoBaHo y
HepeayKyjyhoj enektpodopesu, pa3iuke y capikajy TEHIKUX U JJAKUX JaHala Mory Ja
HaM yKa3yjy Ja ce y (ppakiiyju JJakux JlaHalla Haja3e U HEeKU JPYTU NPOTEUHH (Kao HIIp.
JaJbu JIETPaJallMoOHu MPOAYKTH TeIKKX JaHana 1gG).

OcuM Tenkux M JIakux jaHana y usonatuma cepyma u CIC na npoteuny G u
npoterHy A mocrojana je mHTeH3uBHa (pakuuja ox 65 kDa. Hajsehm mopact oBe
¢dpakmuje xox OonecHe tenmaau (4,3 myra) je peructpoBaH y m3ojatuma CIC Ha
npotenHy A. Y n3ojaTuMa pUBaHOJI-COIYOMITHUX MTPOTEUHA JIETEKTOBAHE Cy (Ppakiuje
on 65 kDa u 71 kDa u muxoB canpxaj je 6uo moehan xoj 6onecHe Tenaau. OBako
uHTeH3uBHa (pakuuja ox 65 kDa nuje Haljena y CIC Tenamu ca TeXOM KIMHUYKOM
dbopmom Gomectu [13]. [Iporenn ox 65 kDa mo mMonekyickoj Mmacu oaroapa rosehem
anoymuHy. Y cepyMmy 31paBux Jbyau anoymuH u 1gG dhopmupajy KoMIuiekce, KOju YiHe

12-16% mnpotenna cepyma 3apaBux ocoba [160]. OBakBM MMYHOKOMIUIEKCH CY
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JICTEKTOBAHH U Y cepyMy OosiecHuKa ca xernatutucom [161, 162], nujaberecom [163] u
MyATHILIEM MHjeoMoM [164]. Kox 3apaBux byau, andoymun-1gG kommiekcu in Vvitro
CKOpO y MOTIYHOCTH HWHXHUOHMPAjy aaxe3ujy TpomOOoIuTa 3a CTAaKJIO, JOK CMella
anoymuna u 1gG koju HUCy y HopMH MUMYHOKOMIUICKCA HE yTUYYy Ha QJIXE3UBHOCT
tpomboruTa [160]. Kaksa je yiora ag0ymuHa Koje CMO MH JIE€TEKTOBAIH Y H30JIaTHMa
IgG kox Tenaam HUje mo3HaTO. HbuxoBO mMpucycTBO OM Moryio ga Oyae mocieauia
Be3uMBama 3a anOymuH Be3yjyhe mecro Ha mporenHy G wiM dYak TMOCIEHIA
HecTenn(UIHUX WHTEpaKIKja ca KOMIIOHEHTaMa MaTpUKca.

Crenuduuna 3a CIC je ouna dpakiuja ox 80 KDa koja mo MOJIEKYJICKO] Macu
oaromapa [ temkum jJaHiuMa. OBa dpakmuja je konperunutupana ca 1gG u3 CIC u
KOJI TeJIaJIi Te)KOM KIMHUYKOM (opmom Gonectu [13]. Kox spyau ca mHeyMoHHjoM
u3azBanom Mycoplasma pneumoniae mnojaBa antu IgG-IgM uMyHOKOMIUIEKCA THIIA
peymarouanor dpakropa (RF) ce moBesyje ca oropaBkoMm, HIIM HMa YJIOTY Y OTIPABKY OJ1
6osecTu, 0K je Majl y lbHUX0BOj KOHIICHTPAIUjH, KOjy IpaTH noBahame HUBOA aKTUBHUX
IgG umyHOKOMILIEKCA, KapaKTePUCTHYAH 3a ek3apiiepOanujy 6onectu [85]. Jla i ce
oBakBU TpoTekTuBHU IgG-IgM mmyHOKOMIUIEKca (hopMHpajy W KOJI Telnaau TroBena
HUj€ O3HATO.

[Tporeune monekyinacke Mace 28 u 92 kDa koju cy konperunutupaiu ca 1gG

CIC renanu ca Texxom GpopmMom 00JIECTH HUCMO IETEKTOBAIH Y OBOj CTY/IH]H.
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cepymu CIC p.C. IEX
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Cauka 3.16. SDS-PAGE y penykyjyhum ycnosuma: 1gG apunuteTHo n3onoBanu Ha nporeud G u mpotenn A Dynabeads matpukcy u3
30upHuX y3opaka cepyma, CIC, puBaHOI-COTYyOMITHUX MIPOTEHHA cepyMa (P.C.) M POTEUHA cepyMa H30JI0BAHUX aHjOHCKOM H3MEHHBAUYKOM

xpomatorpadujom (IEX) 3apaBe tenanu (3) u tenaau ca 6ponxonHeymonujom (b). kommuuna yzopka 30 uL; 12% ren 3a pazaBajame;

0ojerme cpedbpom. M: mporenHCKH Mapkepu Mosiekyickux maca 250, 130, 82, 64, 49, 37, 26 u 19 kDa.
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Tabeaa 3.12. Mosekyiicka Maca MPOTEMHCKUX (pakiuja u3ojaTa Ha mporedd G u mporenH A Dynabeads adMHHUTETHOM MaTPHKCY

30upHHX y30paka cepyma, CIC, puBaHOoN-COMyOUIHUX MPOTEMHA CEpyMa U MPOTEHHA CepyMa M30JIOBAaHMX aHjOHCKOM HM3MEHHBAUYKOM

xpomatorpadujom 3apaBe Tenaau u renaau ca opoaxonaeymonujom: SDS-PAGE y penykyjyhum ycnouma.

Moutekycka Texusa (x1000)
Cepym CiIC p.c. IEX
3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b 3 b
G G A A G G A A G G A A G G A A
250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
230
160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160 | 160
121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121
101 | 101 | 101 | 101 101 | 101 | 101 | 101 | 101 | 101
87 87 87 87
80 80 80 80
71 71 71 71 71 71 71
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52 52
41 41 41 41
33
25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
22 22 22 22 22

Hy

3 —3xapaBa tenaq; b — tenan ca OponxonHeymoHujoM; G — u3onat Ha npoteuH G ahUHUTETHOM MaTPUKCY; A — M30JIaTH HAa IPOTEUH A

aMHUTETHOM MAaTPUKCY; P.C. — PUBAHOJ-CONYOWIHH TpoTenHu cepyma; IEX - mpoTrenHm cepymMa H30JI0BaHH jJOHOM3MEHUBAYKOM

XpoMaTorpaduojom.
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Tabeaa 3.13. [Ipomena caapkaja uHTakTHEX 1gG, M CIOOOIHUX TEMIKUX W JIAKMX JIaHAIAa W30J0BaHUX Ha mpoterH G u mpoTenH A
Dynabeads matpukcy u3 30upHux y3opaka cepyma, CIC, puBaHoi-cOTyOMIHUX MPOTENHA cepyMa (p.C.) M MPOTEHHA CepyMa U30JI0BaHUX

aHjOHCKOM H3MemHuBauykoM xpomatorpadujom (IEX) 3apaBe temagu u tenaau ca 6ponxonneymonujom: SDS-PAGE y peaykyjyhum

yCJI0BUMA.
160 kDa 65 kDa Hy L
KOJIMYUHA /1 KOJHMYMHA 1/ KOJHMYHHA 1/ KOJHMYMHA 1/
3 b 3 b 3 b 3 b

cepym G 182 103 0.6 511 485 1.0 593 463 0.8 527 389 0.7
A 73 156 2.1 271 547 2.0 316 457 14 131 177 14
CIC G 93 91 1.0 39 171 4.3 533 500 0.9 445 468 1.1
A 27 29 11 31 157 4.3 115 193 1.7 115 103 0.9
pc. G 145 174 1.2 326 240 0.7 1042 627 0.6 1150 771 0.7
Al 128 181 14 169 194 1.1 506 611 1.2 354 599 17

IEX G| 1744 922 05 / / 822 552 0.7 780 356 05
A| 272 163 06 / / 287 116 04 198 61 0.3

GIA
3 b /1 3 b 1/1° 3 b 1/1° 3 b 1/1°
Cepym 25 07 38 19 09 21 1.9 1.0 19 4.0 22 18
CIC 0.8 1.7 05 13 1.3 10 4.6 26 18 3.9 45 09
p.c. 3.4 31 11 19 1.2 16 2.1 1.0 20 3.3 1.3 25
IEX 0.2 02 11 / / 2.9 48 06 3.9 58 0.7

Komuuuna 1gG, temkux sanamna (Hy) u nmakux manara (L) je oapelyen neH3UTOMETpHjCKH U TIpEACTaBsba MOBPIINHY MUK OaroBapajyhe
¢pakuuje. Bpennoct uzpaxena kao 6poj nukcena/1000. 1/]: mpoMeHa y caapxajy koJ 6ojecHe Tenaau. BpeaHocT npeacTaBiba KOJTMUYHUK
nospimHa uka 1gG wm Hy GonecHe u 31paBe Tenaiu.

G/A: penatusru yneo 1gG2 y IgG n3onosanux Ha npotenny G u mpotenny A. 1/|%: nmpomena y canpsxajy nmpotens A sesyjyhux IgG u Hy
H 6onecue Tenaau. Mckazana je kao penunpodna BpeaqnocT G/A onHoca 60JecHe U 37IpaBe TeaIu.
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3.1.4.3.4 I'nuxanu 1gG cepyma u CIC

VY Hamoj panujoj cTyauju pal)eHoj Ha TeIaguMa ca TeKOM KIHHHYKOM (GOopMOM
OpOHXOITHEYMOHH]€, HA OCHOBY PEaKTUBHOCTHU ca OMJBHUM JICKTUHUMA CIICIIU(DUIHUM
3a tepmuHanHe mehepe 1gG rioukana, mokazanu cMo aa ce y CIC Gonecne Temanu
Hamaze IgG ca wm3memenom ekcrnpecujom rimkana [13]. Kox Oonecne Tenanu
JETEKTOBAJIM CMO TalaKkTo3y Ha jakuM JaHuma |gG u 2,5 nyra u 14 myra nosehany
PEaKTHBHOCT TCIIKUX U jJakux naHama IgG ca SNA nektunoM u3 Sambucus nigra, xoju
je crienuguyaH 3a CUjaJTMHCKY KUCETUHY.

VY oBoj crynuju rnuko3wnanujy 1gG cepyma u cepymckux ¢paknuja u 1gG CIC
aHaIM3MpaIK cMO OojemeM riukonpoTenHa y reay Shiff -um pearencom u Stain all
pearencom (cimka 3.17, tabena 3.14). Hu jegnum on oBa aBa 0ojema HHCMO
JIETEKTOBAIIM 3HAYajHY MPOMEHY TIMKo3WiIanuje Ha ykynHuM 1gG cepyma, puBaHOII-
coyounmanm 1gG u 19gG CIC. HeznaTHa mpomeHa y TITMKO3WIIALU] U YKYITHUX IIPOTEHHA
CIC u m3omoBanum IgG CIC je 6una y xopenamnuju ca camo He3HaTHO noBehanum (Ha
rpanuny 3HauajHoctH; p=0,049) 3era norenuujaiom CIC Gonecne tenanu. Mehytum
excripecuja raukana Ha Qpakuuju 1gG cepyma koja ce M30iyje jOHOM3MEHUBAYKOM
XxpomarorpadujoM AETEKTOBAHO je 3HAuajHO MoBehame eKclpecuje TIIMKaHa, U TO
nosehame je Onno kapakTepucTudHO 3a 1gG HIKe MOJIEKyJICKe Mace.

['muko3umanyja TeNKUX | JIAKUX JlaHata ahpuHUTETHO n3oioBanux 1gG cepyma,
CIC u puBaHOI-COTYOMITHUX MPOTEHHA CepyMa TelaIu aHaIu3upana je 0ojermeM Stain
all pearencom (cmuka 3.18). Hakon Oojerma y CBUM H30JaTUMa OWIH Cy HPUCYTHH
TJIMKOTIPOTEMHH KOjH TI0 MOJIEKYJICKO] MacH OATOBApajy TEHIKMM M JIAKMM JIaHIIMMa
IgG. UnTensuter peaktuBHOCTH ca Stain all pearencoM je Kopenupao ca HHTE3UTETOM
nobujeHrM OojerbeM cpebpom. [mukomporenH Moiekysicke mace 65 kDa je 6wmo
npucytal y usonaruma cepyma u CIC. YV o0a uzonara cepymckux 1gG u uzonaruma
IgG CIC na nporenny G peaktuBHOCT nobOujeHa Stain all 6ojemem je oarosapana
WHTEH3UTETY A00ujeHOM OojemeM cpebpom. Mehyrum, y usomary IgG CIC Ha
NpoTenuHy A peakTUBHOCT oBe (pakuuje nodujena Stain all Gojemem, je Ouna Buma y
OJTHOCY Ha PEaKTUBHOCT J00HjeHy OojemeM cpedpom. OBo je mokasaio aa je y CIC
OoJyiecHe TemamM OBa MpPOTEHMHCKa ¢pakiuja Ouila WHTCH3WBHH]E TIMKO3WJIOBAHA.
I'muxonporenn Mosnekyscke Mace 70 KDa Hanazno ce y CBUM H30J1aTHMA, aJld j€ HeroBa

eKcrpecHja Ouiia CHaXKHa caMo 'y U30J1aTy puBaHo-conyounaux 1gG na nporeuny G.
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cepym CiCc p.c. IEX

rd

cepym CiC p.c. IEX
3 6 3 6 3 6 3 6

Cauka 3.17. I'nuxonporennu 30upHuX y3opaka cepyma, CIC, puBaHoI-cONMyOMITHUX
(p.c) mporemHa cepymMa W TpOTEMHA CEpyMa H30JIOBAHUX JOHOU3MEHHBAUKOM
xpomarorpadujom (IEX) 3apase tenaau (3) u Tenaau ca OpoHxonHEYMOHHjoM (0).
bojemwe (a) Stain all u (6) Shiff-oum pearencom Hakon SDS-PAGE y vepenykyjyhum
ycnoBuma; 8% Ten 3a pa3/iBajamke; KOJIHMYUHA MpoTenHa 15 ug.
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Tabena 3.14. IIpomena HuBoa riuko3uinamyje 1gG ko Tenaan ca OpOHXOIMHEYMOHH]OM
Y OJIHOCY Ha 3[IpaBy TeJa/l.

[Tpomena excnpecuje IgG ramkana
Cepym CIC p.c. IEX
Stain All pearenc 1,1 10 11 4.4
Shiff-oB pearenc 1,2 09 11 /

I'mukosunamuja 1gG 30upHMx y3opaka cepyma, CIC, puBaHOI-cONYOMITHHX (P.C)
NpoTeMHa cepymMa U TMPOTEHMHAa cepyMa H30JIOBAaHHX JOHOU3MEHHBAYKOM
xpomarorpadujom (IEX) Temaam ca OpOHXONMHEYMOHHJOM M 37paBe TeNagul Cy
aHanu3upanu 0ojemeM y remy Stain all u Shiff-osum pearercom (cnuka 3.15). Huso
IMKO3WJIAIM]e je M3padyHaT Kao KOJWYHUK moBpimuHe nuka |gG HakoH Oojema 3a
TJIMKOIIPOTEHHE ca moBpirHoM mrka 1gG nobujeHor HakoH Oojerba rea CBB (ciuke
3.7, 3.12 u 3.13). PenaruBHa npomena raukoswianuje 1gG kox OGonecHe Tenanu je
u3pavyHaTa Kao KOJUYHUK HUBoA riuko3mianuje 1gG GomnecHe u 31paBe Tenaiu.

G A G A G A M
cepym CIC p.c.

Cauxka 3.18. I'mukoswnanuja 1gG y3opaka cepyma, CIC, u puBanoi-coryOommHuX (p.c)
MpoTerHa cepyma Tenaau ca OponxomHeymoHujoM. 1gG aduHuTeTHO M307I0BaHM Ha
nporeuny G u mporeuny A. bojewme Stain all pearencom nakon SDS-PAGE y
penykyjyhum ycrmouma; 12% ren 3a pasnBajame; 3anpemuHa usonata 30 pl. M —
nporerHCckH Mapkepu monekynckux Maca 100 kDa, 75 kDa, 55 kDa, 35 kDa u 25 kDa.
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3.1.5 Jlunonporeunu u sunuau cepyma u CIC tenaam ca GpoOHXONMHEYMOHHjOM

[To3naro je na uMyHOrNIOOYyIMHH (OPMHUPAJy KOMILIEKCE ca JIMOUANMA H
JMIIONIPOTEUHUMA TOKOM uMyHu3aiyje [104] u 1a TUImonpoTerHu U MU Y CaCTaBy
HMYHOKOMIUIEKCA Jeyjy kKao uMmyHomoayiaaropu [121, 122, 124]. Cryauje y Kojuma
Cy HCIIUTHBAHE ITPOMEHE KOHIIEHTpAIHje JIUIKA y PECIUpaTOpHUM OonecTuMa rryha
cy manoopojue [15, 111, 112], a iunugHe KOMIIOHEHTE y cacTaBy UMYHOKOMIUIEKCA

KO TClIaay HUCY OO0 Calla U3ydaBaHC.

3.1.5.1 Jlunonportenu kpBHOTr cepyma u CIC Tenaau ca OpoHXONHEYMOHHjOM

Kox spymau [103, 107], mojaBa uHpIamMaropHuX ¥ WHOEKTUBHUX OOJIECTH IO
ceOM, Ka0 W TEKWHA KIMHWYKE CIMKE OOJecTH, yTHUYy Ha cajpxaj JIUIOuaa u
JUMONPOTENHA. YTHIA] TeKUHE OOJIECTH Ha Capakaj JIMNUAA y OPOHXOIHEYMOHU]U
Tenaau HUje A0 caja ucnuTuBal. [lo HammM casHamHMa OBO je MpBa CTyIHja Y K0joj
Cy aHaNu3MpaHW JIMIUIM KOJ Telaad ca OnaroM KIMHUYKOM  (QopMOM
OpOHXOITHEYMOHH] €.

JIunonporeunu kpBHOT cepyma u CIC cy ananuzupanu enexkTpopope3om y reiay
arapose u HatuBHO] PAGE. V reny arapose, HakoH 0ojema Fat Red (6oju HeyTpanHe
JUTIAE, TPUTIHUIEPHUIC W XOJIECTEpOJI) JIUMOMPOTEHHHN cepyMma 37paBe W OoJiecHe
Tenaau pas3iBajajy ce y Tpu (pakmuje: o u 3 JUMIONPOTEMHE W XUJIOMHKPOHE KOjJU
0CTajy Ha MECTy TocTaBbama (ciuka 3.19). Opakuuje TumonpoTerHa cepyMa ropeza
ca eneKTpoOpeTCKOM MOKPET/BUBOCTH y o M [ 30HM oxarosapajy HDL u LDL
nunonporenauma [104]. XumoMukpoHu, 300r CBOje BEIHMKE Mace Cy HEMOKPETHH U
0CTajy y Tely Ha MECTY TIOCTaBJbhamba.

PenaruBne koHueHrpaiyje (%) o u  mumnonporerHa OONECHE TENaau U 31ApaBe
Tenaau Owie ce jenHake. MelyTuM, amcoslyTHa KOHIIEHTpaldja o JUIONPOTEHHA
(mpolieHa JeH3UTOMETPH]JOM Ha OCHOBY MHTE3UTETA) je KoJl OosecHe Tenaan Ouia Beha
3a 23% (tabena 3.15). Jlumonporennu CIC cy ce y resy arapo3e HakoH 6ojera Fat Red

pa3aBajamy Ha (pakiMjy XWJIOMHKpOHa M (paklujy Koja je uMala LIHPOKY
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eneKpodopeTcKy MOKPETIHUBOCT y mpe-P-B-moct-B 30Hu (cnuka 3.20). U kox 3npase u

OosecHe Tenaau y oBoj ppakuuju Hanazmio ce 90% munonporenna CIC.

< Chylo

e e (- < BLP (LDL)

RN EEEEe- o

d 2 3 4 S 6 74 8 9 10

Cauka 3.19. Enexkrpodopesa y reny arapose JUIONPOTeHHA Tenaau, 6bojeme Fat red.
Jlunuje 1-5 — mojenuuayHu y30pIH cepyma 3apaBe Tenanu; tunuje 6-10 - mojequHaunu
y3opuu cepyma Tenaau ca OponxomHeymonujoMm; Chylo — xumomukponu; LP —
munomnporennn; HDL — nunonporennu Benuke ryctune; LDL — nunonporennu maine
ryctuHe. 3anpeMuHa yzopka: 5 pl.

TaGena 3.15. JlunomporemHu y cepyMuMa Telnaau ca OpOHXOIMHEYMOHH)jOM:
enekTpodopesa y reay arapose, 6ojerme Fat Red.

3apaBu bonecnu Tl
% 2%2 1+1
1 1
XWIOMHKPOHU (0-7) (0-2)
KOJIMYUHA 15+12 12+10
13 12
(1-38) (0-36)
% 275 26+ 4
26 25
B (19-34) (20-32)
JATTONPOTEHHN Koiamumaa 311 + 145 336 £ 84
266 334
94 + 623 180 + 497
% 74+£3 74+ 4
74 74
o (70-77) (66-82)
JIMIIONIPOTEMHM KojuumHa 783 + 248 962 + 152
801 962

(329-1267)  (688-1226)  * 23%1

%: penmaTMBHA 3aCTYIJBEHOCT (Qpakiuje y YKymHUM mpoTemHuMa; KomudymHa
JUIONpPOTEeNHA je ojJpeheHa IEH3UTOMETPHUJCKU M NPEACTaB/ba IMOBPIIMHY ITHKa
onrosapajyhe ¢paxmuje. Bpennoct u3paxena kao 6poj nukcena/1000. [Ipukazanu cy
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Cpenma BPEIHOCT + CTaHAapJHA JAcBHjalHja, MeaujaHa (Koca CJIOBa) M OICEr O]l
HajMame 10 Hajpehe BpemHoctu (y 3arpamu). (*) CTAaTUCTUYKM 3HAYajHA pas3jIMKa
nu3Mely 31paBe u OoJiecHe Tenaay; T MpoleHaT mopacta Ko 0oJecHe Teau.

Chylo 3

BLP g L

LDL B

1o S
HDL =% :

cepym CiC Cic
3 b 3 b 3 [5)

Cauka 3.20. Enektpodopesa y reny arapo3e JIMIIONpOTeHHA 30UPHUX y30paKa cepyma
u CIC 3apase tenanu (3) u tenaau ca opouxonHeymonujom (B); 6ojeme Fat red. a)
peanan UHTEH3UTET 00je; 0) codTBepcku mojadyana 6oja aunonporenta CIC. Chylo —
xwiomukponu; LP — nunonporennu; HDL — nunonporennu Benuke rycrtune; LDL —
JIMIIONIPOTEHHH MaJie TYCTHHE. 3anpeMuHa y3opka: 5 pl.

VY cnegehuM excnepuMeHTHMa JIMIIONPOTEMHCKE (Ppakiyje pa3aBajaid CMO
HatuBHOM PAGE u BH3yenn30BaJId Cy/IaH MPHUM, 00jOM Koja 00ju CBE KJlace JINIHA
(cnuka 3.21, tabena 3.16). 3a oBy enextpodope3y MO ce OIIYUUIIH jep je MO3HATO J1a
ce y arapo3HuM TeJoBUMa CyAaH I[PHUM 00je caMmo o U Mpe o JIMIOPOTEUHH roBeja
([104]; namm HenyOnMKOBaHH pe3yiaTaTH). JIMIONPOTEnHH cepyma 3/ipaBe U OoJecHe
temagu ce HaTuBHOM PAGE pasnBajajy Ha yetupu dpakiyje: al u o2 aumonporenHe,
CyneprnoHupaHe mpe (- u [- JIUOONpOTEMHE M XMJIOMUKpOHE. PenartuBHa
KoHIIeHTpauyja (%) u caapixaj JUNKUIa y OBE YeTUPHU (pakuuje Huje Oniia IpoMemeHa
Koz OonecHe Tenaau. Y dpakinuju npe B- u - AUNONpPOTEHHA, JEH3UTOMETPH]CKOM
aHAIM30M ce youaBajy Tpu cyodpakumje. Kog Heke OonecHe Temanu, TeTEKTOBaH je
nosehan canpikaj nBe cnopuje (karoane) cyodpakuuje. [Ipennsna kBaHTuuKayja
OBHX (pakiyja, 300r BUXOBOT MIpeKianama, Huje ouna Moryha.

Jlunoniporennu CIC u 31paBe m OojiecHe Tenaau Cy M HAKOH pa3jBajama y

natuBHoj PAGE dopvuparm  jegny ¢pakmujy mmpoke — enekpodopeTcke
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MOKpPETJbUBOCTU Y Tipe-B-B-mocT-f 30HM. PeTkm momamm o eneKTpodOpPTCKUM
KapakTepuctukama junomnporenHa PEG npenunuradbunanx CIC xuBOTHA MTOKA3Y]y

1a ce y BHMa KOJl HeMMYHH30BaHUX KyHuha Haya3e camo 3 iunomnporenHu [165].

cepymu CIC

Chylo —
BLP —
npe B LP—

alP —

npe a LP—

34paBu BonecHu 3gpaBu Bonechu
cepyM 3gpaBor Tenera cepyM GonecHor Teneta
w0 | Il i Y oo
90 4 1 1 %0
6) o 4
70 70 4
60 - 60 -4
S0 0 4
mJ -
: 3 Y N
20 20 <
10 \\ 10 4
° Y T T Y T T ) 9 X T 5 T g T Y T §
0.0 01 02 03 04 0s 0 o7 08 (] 1.0 00 01 02 02 04 05 08 oy 08 08 10
Rf Rf

Camka 3.21. HaruBna PAGE nunomporenna 3apaBe Tenaaum W Telaad ca
OpOHXOITHEYMOHH]OM. a) eneKkTpodoperpamu nojeqnHavHuX y3opaka cepyma u CIC LP
— sumnonporeunn; Chylo—  xuinomukponu. 0) JIeH3UTOMETpHUjCKH  3amuc
elekTpodoperpama cepyma 3apaBor U OosiecHor tenera. | — xummommkponu; I —
cyneprionupane ¢paknuje - u npe B munonporenna; I — o iunonporensn; IV — npe
o TUTIONpoTenHU. bojeme cyman npauM. 3anpemuHa y3opka: 30 pl.
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Tabena 3.16. JlumonporenHn y cepymuMa Tellaad ca OpOHXOIMHEYMOHHjOM: HaTHBHA

PAGE, 6ojeme cyaaH IpHUM.

3IpaBH OonecHn
% 9+4 10+£3
9 9
XUIIOMUKPOHHU (5-15) (6-17)
konmmymHa 82 + 21 75+19
71 72
(59-112) (48-112)
% 51+12 52+5
52 53
B + npe B (24-64) (43-62)
JIMTIOTIPOTEHHU konmmumHa 461 +113 412 +108
491 427
269 +578 230+ 543
% 22+4 25+4
22 25
al (16-29) (19-29)
JIMTIOTIPOTEHMHH kommunHa 202 £ 55 198 + 57
189 197
115+282 120+ 269
% 14+£6 13+£3
14 13
a2 (6-23) (8-18)
jaunonporerHu  KonuuuHa 143 + 88 109 +54
127 102
(44-271)  (52-187)

%: penaTMBHA 3acTyIUbEHOCT (ppakiuje y YKymHMM NpoTemHuMa; KonmdnHa
JUMONPOTEnHa je oapelheHa IeH3UTOMETPUJCKU U MPECTaB/ba MOBPIIUHY MHKA
oarosapajyhe ¢dpakuuje. BpemHocT je u3pakeHa kao Opoj mmkcena/10000.
[Ipukazanu cy cpeama BpeAHOCT + CTaHJapAHA JIeBHjalMja, MeAujaHa (Koca
CJIOBA) U OIICET O] HajMame 10 HajBehe BpeqHOCTH (Y 3arpaan).

3.1.5.2 KoHueHTpanuje HeyTPaJIHUX JuNuAa kKpBHor cepyma u CIC

KonuenTpanuje Tpuriuuepuia, yKymHor XojecTepoia, XoJIecTeposa y cacTaBy

HDL (HDL-xonectrepon) u xomectepona y cacrapy LDL (LDL-xonectepon)

npukaszane cy y tabemu 3.17. V cepymy OosiecHe Tenaau Huje mpumMeheHa 3HavajHa
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MpOMEHa y KOHIICHTPAIHM]jH YKYITHOT XoJiecTepojia, anu je KoHmeHtpamuja HDL-
xoJectepoiia nosehana 3a 23%, a LDL-xonecrepona cmamena 3a 41%. Konnentpanuja
Tpuriunepuaa je Owia noehana y cepymy OonecHe tenmamau. Y CIC, HeyrpamHu
JTUNUIHA CY C€ HAJIA3WJIU Yy TPAaroBUMa, y KOHIICHTPAIMjH HEAOBOJHHO] 32 JNETEKIIU]jY

IMPUMEEBLCHOM METOJOM.

TabGena 3.17. KonuenTpamuja HeyTpaJHUX JMNUAA Yy CepyMy Telaau ca
OpPOHXOITHEYMOHH]OM.
mmol/L 3npaBu 0onecHH
Ykynan 2,43 £ 0,06 2,66 £0,44
XonecTepoin 2,37 2,71
(1,22-3,35)  (1,85-343
HDL 1,77+ 0,57 2,18+0,36 *23% 1
Xomnectepon 1,7 2,26
(0,63-2,67) (1,51-2,77)
LDL 0,53+ 0,42 0,31+0,11 #41% |
Xomnectepon 0,4 0,33
(0,10-1,59) (0,11-0,52)
Tpurmauepungu 0,29+ 0,06 0,36 £0,09 *26% 1
0,28 0,32
(0,21-0,39) (0,19-0,55)

[Ipukazanu cy cpeama BpeIHOCT + CTaHIap/IHA JeBHjaIMja, Meaujana (Koca cjioBa) u
orcer oj HajMame 10 Hajeehe Bpemnoctu (y 3arpamu). (*) CTaTHCTHYKM 3HAyYajHA
pasznuka u3melyy 3apase u 6osecHe tenaau (pP<0.05); (#): pasnuka 613y CTATUCTHYKA
3navajue (P=0.05); mporeHar 1 mopacra Win | cMameHa KOHIIEHTpaIije Ko/ OoecHe
TeNaIH.

VY Hamoj cTyauju, y cKiIagy ca pe3yiaTatuMma ApPYrux cTyadja y KojuMa je
aHaJIM3UpaHa KOHIIEHTpalyja JIMOUAAa W JIMIONPOTEMHA Yy CepyMHMa Telaad ca
uHpekTuBHUM OosiectuMa tuiyha [15, 111, 112], nerekroBana je moBehana
KOHIICHTpallija TPUTIUILIEpUAa Ko/ OoJIecHe Tenaau. 3a pa3iivKy o/l APYTHUX ayTopa MU
HUCMO JIETEKTOBAJIN IPOMEHY KOHIIEHTpallKje YKYITHOT X0JIecTepoia, a KOHIIEHTpallrja
HDL nunmomnporenna (Fat red Oojeme) m koHueHTpaumuja xojectepona y HDL
aunonporenHuMa je Owmna noBumeHa. HDL Besyje u Heyrpanume OakTepujcke
106].

JUIMONOINCaxapuae © CHWKaBa uHGmamaTtopau oarosop [105, Hama

MPETNOCTaBKa je, na je mopacT koHueHntpamuje HDL, 3ampaBo jegan o aganTHBHHX
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MexaHu3aMa KOJH C€ jaBjba y OJATOBOPY Ha OakTepHujcKy WH(EKIU]y U TOBOAH O

CMamea nHQIIaManuje, Tj. 10 6Jare KIMHUYIKE CITHKE.

LDL (PB) numonpoTenHu ¥ OKCUAOBAHH JIMITHAA (MacCHE KUCEIMHE) Y IbUXOBOM
cactaBy Cy, IO TNpaBWIy, MOBUIICHU y HH(IAMAaTOPHUM/MHPEKTHBHUM OOJIeCTHMA
sbynu [120]. Takohe, mosehan caapxaj f AUMONpPOTEHHA M XOJIECTEPOJia ICTCKTOBAH je
HAaKOH TPUPOAHE WM BEUITaYKe KMYHH3allMjeé HEKHX BpPCTa KOJA HEKHX
EKCTICpUMEHTATHUX KUBOTHIbA (KyHHN UMYHU30BaH KOJIOCTPATHUM CEPYMOM TOBeE/a,
KOHIICHTPOBAHOM JbYJACKOM ILbyBaukoM wind ypuHoM) [104]. OxcumoBanu ()
numnornpoTenHu ynasze y cacrtaB CIC y Hekum nHdamatopaum 6osiectima jbynu [121].
CaMo ko Heke Tenaau ca OpoHXOmHeYMOHH]joM cMo HatuBHOM PAGE nerekToBamu
noBehame casipkaja KaTjoHCKUX cyOdpakiyja B TMIONpOTenHa, alli je KOHIIEHTpaIyja
xonecrepona y LDL numomporemnuma Ouna cmamena. @ochonunumemuja u
XHUIIOXOJIECTEPOJIEMHja y CEepyMy U CMamelke KOHICHTpauuje ¢ochonmunuaa u
xojecreposia 'y [} JUNONPOTEMHUMA JETEKTOBAaHE CY KOJ KOma HWMYHHU30BaHHX
TOKCOUIOM TETaHyca, U KOJ OBalla MUMYHHU30BaHUX KCEHOTEHHUM UMYHOTJIOOYITUHIMA.
Cmarpa ce aa Cy OBe JHUMHIEMHje MOCciequiia cTBapama Komiiekca ca IgG [104].
Benuka xuno-LDL xonecreponiemuja (41%) nerekroBaHa y HalleM pajay BEpPOBAaTHO
HUje Yy UeIMHW Tocheauna ¢opmupama komiuiekca ca 1gG. Mehyrtum, mojaBa
munonporenHa CIC y 30au nocT-f enekrpodopercke MOKpEeTBUBOCTH, JeCTe Pe3yiTar
dopmupama komruiekca junuaa u 1gG [104]. V Hamem paay HHCMO JETEKTOBAIH
MIPOMEHY Y eNeKTPO(OPETCKO] MOKPET/BUBOCTH WIM Y HHTEH3UTETY 00jeHe peakuuje y
munonporenanma CIC 3npaBe u OosiecHe Tellaau, cTOra MOKEMO Jia CMaTpaMo Jia je
dopmupame komriuiekca ymnuaa U 1gG kox Temera neo (U3MOIOMIKOT MMYHCKOT

OJIrOBOpA.

3.1.5.3 Ananu3a cacraBa junuaa kpsHor cepyma u CIC xpomartorpadgujom Ha

TAHKOM CJI0jy CHJIMKA reJia

XpomatorpadujoM JUNHIA Ha TAHKOM CIIOjy CHJIMKA rejla y cepyMmy 37paBe

Telaad M Telagu ca OpOHXOMHEYMOHHUJOM, JAETeKTOBaHU cy Qochonmunuaum u
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HEYTPaJTHH JIUIHIN: XOJIEeCTEPUII-ECTPH, TPUTIUIICPHIU, CITI0O00IHE MAaCHE KUCEINHE U
xoJiecrepod (cnuka 3.22, tadena 3.18). O HeyTpaaHUX JUIK/A, Y HajBeheM mporeHTy
OunM Ccy MPHUCYTHH XOJIECTepUiI-eCTpU. JIeH3UTOMETpHjcKa aHaiu3a JIUIHIHOT
XpoMarorpaMa IOKa3ajia je Ja cepyM OoJiecHE TeNaau CaapKd MambH IpOICHAT
dbochomumuaa w Behuw nmporeHaT HEyTpaTHUX JHOHAA  (XOJIECTEPUII-ECTPH,
TPUTIIHLIEPUIH, CITIO00THE MAaCHE KHUCEIIMHE M XOJIECTEPOIT), HEr0 CEpyM 3APaBe TEIAIH.
[IpoMeHa penaTUBHOT cajpikaja JUMHUIHUX (Ppakiuja je y CKIaay ca pe3yiraTuma
OpojHMX WCTpaxHBama Koja Cy TMoKa3aia jaa uHpeknuja/mHdiaManyja Kao u
eKCTIIepUMEHTATHA UMYHU3aIH]ja, JOBOJIH JIO IIPOMEHA CaipiKaja JIMIUIAHUX (ppakiuja.

Jlumuau y cacraBy CIC gomahux M eKCepUMEHTAIHUX JKUBOTHHbA CY PETKO
anaymsupanu. Ha kyamhuma je moka3ano ga ce y PEG Tamo3uma xao JOMHHaHTHU
Hanaze Goconunuam U ecTpu XoJecTepolia, U Ja je Yy Mayioj KOHIEHTpaIuju Ouo
npucyTan u ciaoboman xosectepon [165]. Jlunuau wmszosnoBanu u3 CIC Temamu cy
callp>Kaid HemTo Mamwe o 20% HeyTpaHUX JIMIKAA, TOK ¢y GochHONUIUIN YUHIIIA

Buie o7 80% Jmruaa pa3IBojeHIX TAHKOCIOJHOM XpoMaTorpadujoM.

cepym CIC

‘
Ll T 1
:

-2

- — <2 ' ‘3
3

| —4 9

C 3 b C 3 b

Cauka 3.22. Xpomarorpaduja Ha TaHKOM CJIOjy CHJIMKA rejla HEeYTPAJIHUX JHUMUJA
eKCTpaxoBaHUX U3 30upHuX y3opaka cepyma u CIC 3npase tenagu (3) u tenaau ca
opouxonHeymonujoM (b). C. — crannapa HeyTpanHuX Junuja, 1- xomecrepui-ecTpu,
2- TPUTIHMLEPHUH, 3- c1000AHE MacHe KucenuHe, 4- xonectepod, 5- hoconunuam.

On weyrpamamx Jmmuga w3 CIC ¢y H3070BaHM  XOJIECTEPHII-ECTPH,
TPUTJIMIIEPUIA U CII000THE MacHE KHCEJIMHE, IOK XOJIeCTeposI HUje IeTeKToBaH. Vitié

[104] je mokazama ma ce y nunmaumMa Be3aHuM 3a 1gG cepyma 3amopana u oBama
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(bpakumja puBanosn-conyomnaux 1gG nomatHo mpeunntheHnx amMOHHjyM CyJdaTom)
HaJIa3M0 HU3aK MPOIEHAT HEYTPAIHUX JIMIHIA, U TO CKOPO MCKJBYYHBO XOJIECTEPHII-
ectpu. Kon ogpacnux roena, kyauha u koma 3a oBy kiacy cepymckux 19G cy oumnm

BE3aHU CBH HEYTPAJIHH JUIMHUIU KOJU Cy OWIM IPUCYTHU Y CEPyMY.

Tabena 3.18. [lponenar dpaknuja munuga 30upHux y3opaka cepyma u CIC 3mpase
TENaIU U TeJaau ca OPOHXOIMHEYMOHHU]OM Pa3IBOjEeHUX XpoMarorpadrjomM Ha TAHKOM
CJI0jy CHJIMKA Tena. [IeH3uToMeTpHjcKa aHaiM3a XpoMarorpama ca cimke 3.22.

30MPHHU cepyM

% 3apaBu 0onecHn
Heytpanuu nunuau 69 77
XomnecTepuin-ecTpu 59 62
Tpurnuuepuan 6 10
Crno0onHe MacHEe KHCENNHE 1 2
XonecTepo 3 4
Dochomumuau 31 23
30upuu CIC
% 3npaBu OonecHH
Heyrpaman mummam 17 11
XonecTepua-ecTpu 4 6
Tpurmunepuan 8 3
CnoboaHe MacHe KHCEInHE 5 2
XomecTepo / /
Dochonunuan 83 89

Kao u y cepymuma ompaciaux rosena [104], y cepymy obe rpyme Tenaau
TAHKOCJIOJHOM  XpomartorpadujoM Ccy  HAEHTUPHUKOBAHU  (PochaTHIMIXOIHH,
churrodochomumuan u nuzopocharuannxonud (cauka 3.23, tabena 3.19). Koxg
OonecHe Tenmamu MpoleHaT yaena JuzodocharuauiaxoiuHa je OMO MamH, a
chunronunuaa sehu.

Ha Ttankom cnojy cuiuka rena 60 GF 254 nuje Ouno moryhe pas3nBojutu
dochomunune CIC. Dochonunuau CIC cy Omnm y KOMIIEKCY ca IPOTEUHUMA, a OBU
KOMIUIEKCH Cy TOKOM pasliBajama (opmupaiu jeaa ,,ppoHT Hemaaexko oa MecTa

[I0CTaBJbakba (PE3yJITaTH HUCY IIPUKA3AHN).
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C. 3 B

Cauka 3.23. Xpomarorpaduja Ha TaHKOM CJIOjy cuiuka rena docdonunuaa
eKCTpaxoOBaHUX W3 30MpPHHUX Yy30paka cepyma 31paBe Tenagu (3) W Tenagu ca
opouxonHeymonujoM (b). C.—ctannapn poconmununa, 1- pocharuauneranonamus, 2
— pocaTuaminxonu, 3 — chunropochonunuau, 4 — nuzodocHaTuaUI XOIUH.

Ta6ena 3.19. Ilpouenar ¢paknuja pochonmmuaa 30UpHUX y30paka cepyma 3JIpaBe
TeNaau ¥ TeJaaau ca OPOHXOIHEYMOHHUJOM Pa3/IBOjE€HUX XpoMaTorpadujoM Ha TaAHKOM
CJI0jy CUJIMKA rena. JleH3uToMeTpujcka aHaau3a Xxpomarorpama ca ciauke 3.23.

30HpPHU cepyM

% 3npasu OoJiecHH
docharnauaxoauH 64 67
Cdunrodochomunuau 15 20
Jlmsodocdaruannxonux 21 13

3.1.5.4 MacHokuceauHcKH npopua gpochoannuga cepyma u CIC

[Tponienar macHux kucenanHa y poconunuauma cepyma u CIC 3apase Tenaau
U Tenaau ca OpOHXOMHEYMOHHU)jOM, TIPBO j€ aHAJTM3UpPaH y MameM Opojy HaCyMHUYHO
n3abpanmx y3opaka (tabema 3.20). 300r BeNMKUX WHIUBUIYATHHX BapHjaiuja
OJUTYYMJIM CMO J1a aHaJIM3y HAaCTaBUMO Ha 30MpPHHUM Y30pIMMa, KOjJU MHOTO peajlHuje
OCJIMKaBajy CTak€ aHATM3UPAHUX TPpyMa TEIaIH.

OnpehuBameM MacHOKHCENIMHCKOT Tpoduia y dochomunuanma 30MpHUX

y30paka cepyma | 37paBe 1 00JeCHe Telaan JeTeKTOBaHO je 13 MacHUX KHCeNHa, a y
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CIC 9 macuux kucenuna (tadesne 3.20 u 3.21; ciauke 3.24 u 3.25). Uy cepymy u y CIC
cy owte npucytHe 3acuhene, MoHOHe3acuheHe 1 monuHe3acuhene MacHe kucenune. Hu
KOJ 37paBe HU KOJ OOJIECHE TeNajy calpkaj MaCHUX KHCeIHHa y ¢ochonunuanma
cepyma u CIC nuje 6uo jegnak. Y dochomunuanma cepyma, y Hajeehem nporeHTty (10-
40%) Hanma3uie cy ce OJICMHCKA, CTEapUHCKA, JIMHOJHA M IMMaJIMUTUHCKA KUCEIINHA, & Y
docpomunuauma CIC nomunupana je oneunHcka kucenuHa (>60%), a jom camo
MaJIMHUTHHCKA KUCeNrHa je Ouna y konmuauau Behoj ox 10%.

On 3acuheHmx MacHHX KHCENUHA Yy CepyMy Teiaau, Ouie Cy IpUcCyTHE
MUPUCTHHCKA, MaJIMUTUHCKA W CTEapHHCKa KucenuHa. Y Qocdonumnuauma cepyma
OoJiecHE TeNaJu MPOICHTH MAIMUTHHCKE M CTEapUHCKE KHCEIHHE ¢y Owmu nmoBehanu
3a 30 u 100 %, pecnekTUBHO, a MUpHUCTHHCKEe cMamenu 3a 80%. Ilpomenar
MOHOHe3acMNeHNX MacHHUX KHCelnHa (TMaJIMHUTOJIEMHCKA, OJIEMHCKAa W BAKIICHCKA
KHCeNHa) OHO je HUXKH Yy cepyMuMa OoJiecHe TeaJu y OJHOCY Ha 3[[paBe KOHTpoJje. Y
cepyMuMa U 37paBe U OOJIECHE TeNaau JIETCKTOBAHO je MPUCYCTBO MOJMHE3acuheHUX
MacCHMX  KHCEJIMHa  (JMHOJNHA, JHUXOMO- Y-  JIMHOJICHCKA,  apaxHJIOHCKa,
€MKO3aIeHTAaCHCKA, IOKO3aTEeTPACHCKA, JOKO3AIICHTAeHCKAa U TOKO3aXEKCACHCKa) KOje
Cy CBE, OCUM JIOKO3aTeTpacHCKe, y nmoBehaHOM mMpoleHTy Hanaswie Kol OoJiecHe
TEeNaIH.

I"acHoM xpomarorpadujom je mokazano na ce u'y pocponumuauma CIC nanaze
3acuheHe (MUPHUCTMHCKA, NaJIMUTUHCKA W  CTEapUHCKa), MOHOHe3acuheHe
(mamMUTONEMHCKA, OJIEMHCKAa W BaKIIEHCKAa) W ToNWHe3acuheHe MacHe KHCETUHe
(TMHONHA, AMXOMO-TaMma JIMHOJIGMHCKAa M apaxuaoHcka). Y docomunuauma CIC
0osiecHe TeNaau MPOLEHAT CBUX 3aCMNEHMX MAaCHUX KHCEJUHa je OMo OJaro CHHUXKEH.
Canprkaj MOHOHe3acMheHUX MacHUX KHceluHa je Ouo, uinu Onaro nosuieH (3a 10%
OJIEMHCKAa W BAaKIIEHCKAa KHCEIWHA), WIU HHUje OUo MpoMemeH (MaIMHTOJIEHHCKA
kucenuHa). On mnonuHe3acMheHWX MacHUX KHCENWHA, TMpOIeHAT IJUHOIHE U
apaxuJIOHCKE je OMo CMameH KOJ OoJiecHEe Telaau, 0K j€ MpOoIeHAT AUXOMO-TaMa
JMHOJIEWHCKE KUCEITMHE 0CTA0 HEMPOMEH-EH.

Omnucad je 3Ha4aj MpOMEHE ca/iprKaja MACHUX KHCEIHMHA ¥ IbUXOBO TIOPEKIIO Kao
TUnuIHUX KoHctuTyeHTH P. multocida [166], wim enmorenux nunuaa tenaau [167].
CBakako WHTEpECaHTaH IMOJATaK MPEJCTaBJba YHIHLCHHIIA J]a je HUBO apaxUIOHCKE
KHCEJIMHE, TIpeKypcopa OpOJHHX JMIUIHUAX MeaujaTopa HU HMYHOpeErysjaaTopa

(mpocTariaHIuHH, JEYKOTPHjEeHH, TPOMOOKCaHH...) 60 Behu y cepymuMa OOJIECHUX
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XUBOTHHbA. [loBehaH HMBO apaxMIOHCKE KUCEIHHE je NETEKTOBaH y IUIa3MH Tellaan
KOjuMa je MHEYMOHH]ja M3a3BaHa CKCIEPUMEHTAITHO KOMH(EKIINjoM roBehuM xepriec
Bupycom tun | u 6akrepujom M. haemolitica [168]. Kon oBe Tenanu nerekroBane cy
Y MOBHILIEHE KOHLIEHTPAIIHj€ OJCUHCKE U MaJIMUTUHCKE KUCeNIUHE U cTeapuHcke. Kon
TeNaau KojuMa je uHTpaBeHcku qaBan LPS M. haemolitica, nerekroBan je myrorpajan
MOopacT OJICMHCKE W MaJIMHUTUHCKE KHCEIHHE, JIOK j& MMOPACT CTEAPHHCKE KUCEITUHE OHO

camo nposiazan [169].
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Taodena 3.20. [Iponenat MmacHux kucenuHa y ¢pochomunuauma cepyma u CIC 3apaBe tenaam u tenaau ca OpoHxonHeymMonujom: ["'acHo-

TeyHa Xpomarorpaduja.

% MacHuX kucenuHa y ¢pochoaunuauma

CepyM 3/IpaBu cepymM OostecHU CIC 3apaBu CIC Gonecan
MacHe KUCEJINHE opoj C aroma MojeJMHaYHd  30MpHH  TMOjeJMHAYHM 30MpHHM TOjeJWHAYHM 30UPHU TOjeAMHAYHH  30WMpHHU
n=1 n=15 n=3 n=23 n=4 n=15 n=3 n=23
1,1+£0.2 2,7+10 04+04
MupucTrHCKa 14,0 1,3 1,4 11 0,3 3,0 2,6 0,6 2,3
299+75 24,2+5,0 25,6 +8,4
[ManmuTHHCKA 16,0 45,6 12,5 29,9 16,5 23,7 13,8 27,9 11,7
05+0,6 08+1.2 00+01
[ManmuTonenHcka 16,1 / 3,3 0,5 0,5 0,2 54 0,0 5,6
51,6 +15,6 30,1+£5.2 20,1 + 8,7
Creapuncka 18,0 50,2 14,0 51,6 27,8 32,4 8,3 17,9 55
0,7+0,8 0,2+0,2
Onenncka 18,1 0,7 43,2 / 20,1 0,3 60,1 0,2 65,5
06+05 0,3+0,2
BakueHncka 18,1n-7 / 3,4 / 15 0,3 49 0,3 5,3

[Ipukazanu cy cpeama BpeIHOCT + CTaHAapAHa IeBHUjaIlMja U Meaujana (koca cioBa). CuBa ciioBa: KoeHUIIMjEHT Bapujarluje
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Tab6eaa 3.20. Hacmasax

% MacHUX KucenuHa y ¢pochoaunuauma

cepyM 3ApaBu cepyM OoiecHH CIC 3npaBu CIC Gonecnu
MacHe KHCEJINHE Opoj Caroma mojeaMHauyHd 30MpPHM TOjeAMHAYHH 30MpHHU TOjeAWHAYHM 30MpHU  TOjeAMHAYHH  30WMpHHU
n=1 n=15 n=3 n=23 n=4 n=15 n=3 n=23
3,2+3,6 6,4+94 28+04
JlunonHa 18,2 0,6 17,1 3,2 24,5 2,0 4,5 1,7 3,8
2,2+%3.2 80+7.2
JAnxomo-rama 20,3 1,2 1,7 / 2,7 0,7 0,1 9,6 0,1
JIuHoNIenHCKa
13,2+18,7 30,1+19,2 43,0+£5.3
ApaxuoHcka 20,4 / 1,4 13,2 3,7 33,29 0,3 42,2 0,2
Euko3aneHracHcka 20,5 / 0,1 / 0,2 / / / /
02+01 05+0,1 0,0+0,1
Jloko3aTeTpacHCcKa 22,4 0,4 1,2 0,2 0,8 0,5 / 0,0 /
03+04
Jloko3areHTaeHcKa 22,5 / 0,7 / 1,0 0,2 / / /
02+0,3 0,0+0,1
JToko3axeKcaeHcka 22,6 / 0,1 0,2 0,3 / / 0,0 /

[Ipukazanu cy cpeama BpeAHOCT + CTaHIap/aHAa JIeBHjalija u Mearjana (koca cioBa). CrBa ciioBa: KOeHIMjeHT BapHjalnje
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Cauxa 3.24. IlpoueHaT MacHUX KHCETMHa y Qochomunuauma 30MpHUX y30paka
cepyma 1 CIC 31paBe Tenaau u Tenaan ca OpOHXOIMHEYMOHU]OM; opeleme BpeJHOCTH

y cepymuma u CIC.
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Cauka 3.25. IlporeHatr macHMX KkucenuHa y Qochonumuamma 30UpHUX Yy30paka
cepyma u CIC 31paBe Tenanu u Tenaan ca OpOHXOIMHEYMOHU]OM; Topeleme BpeTHOCTH
KOJI 3/paBe 1 OOJIeCHE TEeIaIn.
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Ta6esa 3. 21. PenatuBHa mpoMeHa cajJipikaja MacHUX KucelnHa y hocdonunuanma 30upHux yopaka cepyma u CIC Temanu ca
OpOHXOIMMEYMOHH]OM.

[Ipomena cangprxaja MacHUX KucennHa y pochomumuanma

MacHe KHCelHHe bpoj Caroma  CIC 3apaBu / CIC 6omecan /  cepym 6osecan /  CIC Gonechu /

CEpyM 3/IpaBU  CepyM OOJICCHH CepyM 3/IpaBu CIC 3apaBu

MupucTuHCKa 14,0 1,9 7,7 0,2 0,9
[TanMmutuHCKa 16,0 1,1 0,7 1,3 0,8
[TamMmuToONIEMHCKA 16,1 1,6 11,2 0,2 1,0
CreapuHCcKa 18,0 0,6 0,2 2,0 0,7
Omnenncka 18,1 1,4 3,3 0,5 1,1
Bakuencka 18,1n-7 1,4 3,5 0,4 1,1
JIunomHa 18,2 0,3 0,2 1,4 0,8
Huxomo-rama

JINHOJIEWHCKA 20,3 0,1 / 1,6 1,0
ApaxugoHcKa 20,4 0,2 0,1 2,6 0,7
Euko3aneHTaeHcKa 20,5 / / 2,0 /
Jloko3aTeTpaeHCcKa 22,4 / / 0,7 /
Jloko3amenTaeHcKa 22,5 / / 1,4 /
Jloko3axekcaeHcka 22,6 / / 3,0 /




3.1.6 CreneH okcuIaTHUBHUX olTehema sunuaa u nporenHa kpBHor cepyma u CIC u

AHTHOKCUAATUBHHU CTATYC KPBHOI' C€pyMa

3a pasnuKy oJ1 BeTuKor Opoja rmojaTaka Ko nHpIaMaTopHux 0osecTH miyha jbyam
U EKCIIEPUMEHTAITHUX KHBOTHIHA, MTOJIAIM O SKCIIPECHjH MapKepa OKCHIATHBHOT CTpeca y
OosilecTMa TIpeXHBapa Cy PeTKH U He yBek kKoH3ucteHTHH [170, 171]. V jenHoj HemaBHO
00jaBJbEHO] CTYAMjH, TOKa3aHO je Ja Cy pecnuparopHe Oonectu roBena mnpaheHe
noBehaHOM MEPOKCUIAIN]OM JIUITHIA, Y3 HICTOBPEMEHO CMahCHhE aKTHBHOCTH KOMITOHEHTH
crcTeMa aHTHOKCUIATUBHE 3aIITUTE (CYMEPOKCHIMCMYTa3e, PEIlyKOBAHOT IIyTaTUOHA U
katanase) [172].

Kox Temmaau ca 6irarum hopmMama OpOHXOIMHEYMOHH] €, KOje CMO aHAIH3UPAJIH y OBO]
CTY/IMjHU, HUCMO JI€TCKTOBAIM IIOBHUIIEH HUBO OKCHIATHBHHMX omTehema iunuaa u
npoTrenHa. AHTHOKCHIATHBHHM KamanmuTeT cepyma mepeH ABTS wmerogom Huje ce
pa3nMKoBao Koj 3Apase u 6osnecHe Tenaau. Mehyrum, FRAP meTomom cmo nokasanu ga cy
0oJIecHa Teaj] Maia IOBHUIIICH aHTHOKCUIATHBHY KarmanuTeT (Tabena 3.22). CmaTtpamo aa
MOBHIIICH AHTHOKCUJATUBHU KalalUTeT TpeACTaB/ba JOII jeAaH O] aJalTUBHUX
MeXaHu3ama KOju 0Ba TeJsajl pa3Bujajy y OArOBOPY Ha y3pouyHHKe OpoHxonHeyMoHuje. Kox
Jbyu okcupoBanu unuau cy Hahenu y CIC y undnamaropaum Gonectuma Jbymu [121].
CrpeuaBame akymysanuje OKCHIOBAaHHUX JIMMIHIA y MMYHOKOMIUIEKCE KOJ TeNaau ca
6marum opmama GpoHXONHEYMOHM]je OU MOrao Jia Oyze jeiaH o1 MexaHu3ama of0paHe oA

uH(paMaTOpHUX omtehemwa miyha.
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Tabena 3.22. Crenen okcuaanuje aunuaa u nporerHa cepyma u CIC u aHTHOKCHIaTHBHA
KaraiuTeT cepyMa Tejaiu ca OpOHXOITHEYMOHHU]OM.

Cepym CiC
3/IpaBu 0onecHu 3JIpaBu 0onecHU
CteneH okcHalMje TUNUIA U IPOTEHHA
MDA 31,3+594 29,9 +8,68 1,1+05 22+15
(mmol/l) 30,9 31,2 1,0 1,9
AAOP (umol/1) 23,755 22,1+4)9 1,0£09 0,9+0,7
(umol/1) 23,4 21,9 0,6 0,8
AAOP 0,4+ 0,1 0,4+0,2
(umol/mg nportenna) 04 0,3
AHTHOKCHAATHBHH KANAIUTET

FRAP 0,40+0,02 0,49+0,01*
(mmol/l) 0,39 0,48
ABTS 4,43+0,07 4,36 £0,07
(mmol/l) 4,43 4,39

[Tpukazanu cy cpelma BPEIHOCT + CTaHIap/IHa JeBHjanrja U MeaujaHa (koca ciaosa). (*)

CTaTUCTHYKH 3HAYajHa pa3juka usMely 3apase u 6oecHe tenaau (p<0,001).

3.2 In vitro wucnuTuBame yrumaja CIC 3apaBe Temagm HW  Tenagu ca
OpOHXONMHEYMOHHMjOM Ha (PyHKIMjy TPAHYJIOUTA U NepudepHe KPBH 3paBe Teaalu

dopmupame IMyHOKOMILIEKCA j€ HEONXOaH YCJIOB 3a eIMMUHALIN]Y aHTUTCHA W3
opranuzma. VIMyHOKOMIUJIEKCH Cy W CHaXHU MMYHOMOJIYJATOpU KOjU, Be3yjyhu ce 3a
peuenTope Ha OpojHuM henujama ox 3Havaja 3a (QYHKIMOHHMCAKE MUMYHCKOI OJrOBODA,
MOTY Jla TIOKPEHY WJIM MPO- WK aHTUHUH(IaMaTOPHY peakiyjy, 3aBUCHO O] Cielu(pUIHUX
¢dakTtopa (aHTUTCHH, WMYHOKOMIUICKCH, hemmje, ROS, mmrokuuu, excrpahenmjcku
MaTpHKC) KOjU TOCTOje Ha MecTy uHpnamanuje [41, 74].

bponxomHeymonuje tenanu jecy npahene nosehannm HuBoom CIC [13, 16, 138]
au UMyHoMotynaTopHa yiora oBux CIC no cajna Huje ucnutuBasa. Mu cMo y OBOM pajy
nokazanm aa ce CIC renanu ca 6porxomaeymonnjom oa CIC 3apaBe Tenmaay pa3iukyjy mo
cacTaBy NMPOTEHMHCKHUX ¥ JUIHIHUX KOHCTUTYeHata. J{a Ou nokazamum na mm cy CIC temaam
aKTUBHHM Kao PErylaTopyd HMMYHCKOT OJIrOBOpA, aHAIM3MpAIM CaMO HUXOB YTHUIA] Ha

(GYHKIMjy TpaHyJIOLUTa ¥ MOHOHYKJIeapHuX henmuja mepudepHe KpBU 31apaBe Tenamu in
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vitro. Takohe, aHanu3upanu cMo paznuke y GpynknuonaaHom kanamurety CIC 3mpase u
OonecHe Tenanu. Koa 31paBux )KUBOTHHHA, JICYKOIIUTH Y IIUPKYJIAIUH HAJlA3€ CE Y CTalky
MHUpOBama. Y ciy4ajy uHpekuuje, oBU MUpyjyhu JeyKouuTH OMBajy MPUBYYEHHU Y TKUBO
mwiyha rae ce moa yrumajeM (akTopa MHKPOCpPEIWHE aKTUBUPAjy W TIOCTajy 3pelie
epexropue hemuje [91]. Mum cmo monutn ox mpermocraBke ga cy CIC rtemagu
(GYHKIIMOHATHO aKTHBHM M J]a MOTY Ja aKTUBUpPajy Mupyjyhe Ieykomure W MpoMeHe
BUX0BO (DYHKIIMOHATHO cTamke. Mcnutuanu cmo ytunaj CIC Ha agxesujy, cunatedy ROS,
BHjaOMITHOCT, allonTo3y U npoudepaiujy Jeykonurta. Tenany oBoj CTYIUju Cy MpUIagaii
XONmTajH (PU3HMJCKO] pacu TOBeIa Koja MpeACTaBJba BUCOKO YKPIITEHY pacy (pa3iuke y
IgG amontumoBuMa ckopo aa W Hema [58]), 300r yera cy y eKCHepHMMEHTHMA, OCHM
HAaCyMH4YHO M3a0paHux mojenuHadynux y3opaka CIC, mormm Outu kopumheHH ¥ ITylIOBH
HanpasibeHn ox CIC u3 cepyma 23 Gonecna Tteneta u og CIC u3 cepyma 16 3mpaBux

JKHNBOTHIbA.

3.2.1 UcnutuBame edexra CIC na agxe3ujy MNC u rpaHyJ101ura

AxTuBaiyja neykouuta je npaheHa mUXOBOM MoBehaHOM aaxe3ujoM 3a IUIACTHKY
(momuctupen) [173] u mu cmo ucnutuBamem ytuiaja CIC 3mpaBe u GosecHe Teaaau O
OpOHXOIHEYMOHM]€ Ha aJXE3UBHOCT JIEYKOIIMTa TNepudepHe KpBU HHAUPEKTHO
nponemuBanu na ju CIC moBome A0 akTuBaiuje oBUX henuja. AHanuza je pabhena
KOJIOPUMETPH]CKUM TECTOM, KOj€ ce 3aHMBa Ha ojipehuBamy Opoja aaxepupanux hemuja Ha
OCHOBY MHTEH3UTeTa Oojema henmja kpuctan BuojeroM 0ojoM cneuupuynom 3a JJHK
[174].

Pesynratn npuxazann y Tabenu 3.23 mokazyjy na rpanynouutu U MNC Ha
crumynaiujy PMA u CIC unu Hucy oaroapaiv IpoMEHOM WM Cy pearoBaiy nosahanom
WM cMameHoM anxe3njoM. OBaj edekar je 3aBucuo ox CIC, aim u ox moHopa

pecnionaepckux henmja.
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Tabena 3.23. Ytunaj CIC 3apaBe Tenaau u tenaau odojene o1 OpOHXOIMHEYMOHH]E Ha
aaxesujy rpanyiorura 1 MNC.

aaxesuja rpanyionuTa (%)
PMA CiCz CICb CiCz0 CICbo

100 100 100 100 117
100 84 84 116 100
100 81 75 138 112
100 100 100 117 147
3410 125 160
100 126

x+SD 148+96 91+9 90+11 116+13 127+21
Me 100 92 92 117 122

anxesrja MNC (%)
PMA CICz CICb CICz0 CICbo

87 100 100 43 118
100 100 100 118 119
100 100 100 100 100
100 100 100 100 124
1760 100 139
106 125

x+SD  113+32 100 100 95+24  121+12
Me 100 100 100 100 122

CICz: 36upuu y3opak CIC 3apaBe Temaau; CICb 30upuu y3opak CIC Temaau ca
opouxonHeymonujom; CIC wucnutuBane Ha henujama uerupu Ttenera. ¢ MNC wumm
IPaHYJIOLUTH jJEJAHOT TeJleTa CTUMYJIMCAaHUW ca M0 MIeCT IOjeAMHAYHUX HACYMHUYHO
uzabpanux CIC 3xppase (CICz0) u CIC 6onecue tenaau (CICbO). Bpennoct ox 100%
IIPEJICTaBJba HUBO CIIOHTAHE aJIXe3Hje.

3.2.2 HUcnutuBame wmoayaaropue ygore CIC nHa cumHTtesy ROS y MNC n

rpaHnyJjJouuTumMa

AxTuBanuja peykouura je npahena nosehanom cuntesom ROS. IloBehana cunTesa
ROS y henmnjama myha ce gerektyje KoJ MHILEBa, KOJI KOjUX je akyTHO omreheme ryha
HHJIyKOBAHO EKCIIEPUMEHTAITHO aITMKAIH]oM UMyHOKoMIUTekca [91]. Mu cMo y oBOM paay
ucutuBan  yrunaj CIC Ha wmopymanumjy cuaTese ROS y mumpyjyhum MNC u
TpaHyJOUUTHMA 3]paBe Telaau KOJOPUMETpHjcKUM TecToM penykuuje NBT [174].
Penykumja NBT je pesynrar xemujcke peakuuje usmely xkyto o0ojeHOT, y BOIH

pacteopHor NBT u O2 koju ce mpoayKyje y peakiuju pecrnupaTOpHOT TIpacka,
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katasuTuakuM nenoBambeM NADPH okcupaze. Ockenaza kaTanmu3syje peakigjy mpeHoca
enexktpona ca NADPH na NBT koju ce peaykyje y HEpaCTBOPHH TaMHO TUTaBH (hopmasaH
Y HAKOH COTYyOMITN3allnje KBAaHTH(PHUKYje CIIEKTPOPOTOMETPH]CKH.

Pesynraru nmpukasanu y tabenu 3.24 mokasyjy na PMA wu 36upuu y3zopuu CIC
3apaBe U OosecHe Tenaaw MHAYKYj]y moBehany cuHtedy ROS y MNC Tenera anu na je
ctumynaropan edpekar CIC 6uo mamu on edpexra PMA. Ilojenunaunu CIC cy wim
CTUMYJIUCANU WK HUCY yTHIanu Ha cuHTe3y ROS y MNC jennor mpoHopa. I'panynonuTu
cy Ha crumynannjy PMA oarosapanu mosehanom cuntezom ROS. Mebhyrtum, yrtunaj
30upHux y3opaka CIC je 3aBucuo o moHopa henwja m OMO je WM WHXUOMTOpPAH WIIH
ctumynaropas. OJ1 mecT HICIUTUBAHUX 0jeIMHAYHIX Y30paka, camo n8a CIC 3npase u 1Ba
CIC 6onecne Tenanu, cy crumynucana cuaTesy ROS y rpanymnonuruMa, 0K Cy OCTalIH

o 6e3 edekra.

Ta6esna 3.24. Yruuaj CIC 3apaBe Tenanu u tenaau obolene o OpOHXOMHEYMOHHjE Ha
cunrezy ROS y rpanynountuma u MNC.

NBT rpanynouutu %

PMA CiCz CIChb CICzo CICho
615 70 51 153 128
1061 156 129 100 100
615 67 100 133 190
495 173 151 119 111
6080 167 118

121 178
617§6i 117+48 108+37 132+22 138+34
615 113 115 127 123
NBT MNC %

PMA CiCz CICb CICzo CICbho
573 156 186 154 146
514 132 128 190 133
384 165 148 113 279
572 117 115 192 174
422 249 159
5440 123 197

502+73 143+19 144+27 170+46 181+48
529 144 138 172 167

CICz: 36upum y3opak CIC 3mpaBe Ttemamm; CICbhb 36upum y3opak CIC Temamgm ca
oponxonneymonujom; CIC ucnutuBane Ha henmjama uetupu tenera. O MNC win rpaHyIoOIHUTH
jeTHOT TeJieTa CTUMYJIMCAHH Ca I10 LIECT MojeAnHavyHuX HacymuaHo n3adbpanux CIC 3apase (CICz0)
u CIC 6onecue tenamau (CICh0). Bpennoct oa 100% mnpescraBiba HUBO crioHTaHe cuHTe3e ROS.
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3.2.3 UcnutuBame edexta CIC Ha Bujadusnoct MNC u rpanyJjionura

YTtunaj #a BujabunHocT Tpanyiaouuta u MNC y kpaTkoTpajHUM KyaTypama
ucrnutrBaHa je kojopumerpujckuM MTT tecrom [174]. Tecrt je 3acHOBaH Ha peakiUju
penykiuje xxyro ooojere terpazonujymcke conmu MTT y mutoxonapujama Behum O6pojem
IUXUAPOTeHA3a, TpU dYeMy J0jJa3d [0 Ilenama NpCcTeHa W TojaBe (¢opmaszaHa
KapakTepucTHUYHEe JhyOnyacte O0je KOju ce HaKOH colyOmnm3anuje KBaHTU(DUKY]e
cnekrpodoromerpujcku. MTT Mory na peaykyjy camMo akTHBHE MUTOXOHJpHjE >KUBUX
henwuja, cTora je oBaj TeCT MOTo0JIaH 3a Mepee Opoja BUjadIHUX henuja y KyJiTypama.

Hakown 48h y xynarypu, peaktuBHoct rpanymnouutra y MTT Tecty onana Ha 50% on
nouetHe BpeaHoctd, a CIC momatHo penykyjy BujabmmuHoct Ha 40% o1 modetHe
BpenHOCTH. Y UCTHM KynTypama BujadbumHoct MNC je 6una camo 61aro cmameHa (3a 15%
on mouetHe BpenHoctH). Kao w kon rpanynounuta, CIC cy momaTtHO cMamUBaIu

BujabmiHOCT anu je edexar CIC 6onecne Tenanu 6uo u3paxkenuju (cnuka 3.25).
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Cauxka 3.25. Yrunaj CIC (mojennuadau y30pIiu) Tenaau ca OpOHXOMHEYMOHH]OM U 3/IpaBe
Tenaad Ha BujaOwiHocT Tpanyimouuta u MNC 3xapaBe Temaam 48h y xyntypw.
Xopu30oHTAIHA JIMHHU]JA: CTAaTHCTHYKK 3HA4yajHAa pasiuka y BHjaOWIHOCTH u3Melhy
KoHTponHuX H henuja y kyntypu ca CIC; XopuszoHTanHa JuHMja ca #: CTaTUCTUYKU
3HauajHa pasznuka y BujadbunHoctu MNC kyntuBucanux ca CIC 3npaBe u 6onecHe Tenanu.
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Haxon 72h mpucyctBo CIC je cHa)kHO CMamHUBajIO BHjaOMIIHOCT M HECTUMYJIHCAHUX
MNC u MNC crumynucanux PHA, anu ce yrunaj CIC 3apaBe u OojiecHE Telaau HUje
pasnukoBao (ciuka 3.26).

Kako cmameme Bijabunnoctu henuja Moxke OUTH TOCIIEUIA HHAYKIU]E aronTo3e
WM 3aycTaBjbama Jieole, y cienehum excnepuMentuMa cmo ucnutubanu yrunaj CIC
3/paBe U OoJiecHe Telalu Ha anonTo3y rpanyiaouuta u anontosy MNC, henujcku mukityc

u nponudepanyjy Hecrumymucannx MNC u MNC crumynucanux PHA.

[ — — —
[— — [ —
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= 80 - — 80 - —
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£ 60 - 9 60 -
o H
[] L =]
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Caukxa 3.26. Yrtunaj CIC tenmamum ca OpOHXONMHEYMOHMjOM M 3/paBe Telagu Ha
BujabmwiHoct HectuMynucanux MNC u MNC ctumynucanux PHA 72h y kyntypu. MNC n
MNC+ PHA: MNC Ttperupane ca 30upHuMm yzopuuma CIC; MNC+ PHA*: MNC
TpeTupaHe ca mect nojenuHauyHux y3opaka CIC; Xopu3oHTanHa JMHHja: CTATUCTHUKU
3HayajHa pasiiuKa y BUjabuiaHocTu u3Mely koutponnux u henuja y kynrypu ca CIC.

3.2.4. UcnutuBame edexra CIC nHa amonrosy MNC u rpanyiaonura y 24h u 48h

KyJTypama

MNC wu rpanymonuTH W3 TIyHE KpPBH 37paBe Telaau Cy pa3/iBajaHd
neHTpudyrupameM Ha Komepiujaaaom Lymphoprep pactsopy, ryctune 1,077 g/cm?. OBaj
pactBop je mpuiaroleH ryctuHu henuja xymaHe nepudepHe KpBU U HETOBOM MPUMEHOM
Huje Ouo moryhe momjenHako eukacHo pa3aBojuTu U henuje nepudepHe KpBH TEeTa,

Tako 1a je uarepdasHu cioj henuja, ocuM MOHOHYKJIeapa, cajip)kao U rpaHyJIonuTe (T3B.
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IpaHyJIOIMTE HUCKE T'YCTUHE) Y 3HA4UajHOM MpoleHTy. [Ipomenar paznuuutux henujckux

tunoBa y 24h u 48h xynrypama npukasanu cy y Tabenu 3.25.

Tademna 3.25. [Iponenar henujckux nonynamuja y 24h u 48h xynrypama rpanynonura u
MNC. IIporouna nutomeTpuja, henuje uneHruduxosane Ha ocHoBy FSC/SSC BpennocTu.

Maiu TuMd.  BEIHUKHU TUME. TPaHyJIOLUTH

uHTepdaszHa 30Ha / HecTuMyrcane MNC

24h 64 +6 18+3 18+4

48h 40+7 434 18+3
nHTepdaszna 30Ha / Hectumymucane MNC

24h 55+ 8 43+8 2+1

48h 31+ 10 58 + 10 10+2

Tayor / rpaHyJIOLUTH
24h 8+2 3%1 892
48h 9+3 154 802

HuBo anonro3e je aHaau3upaH NPOTOYHOM LIUTOMETPHU)OM, IPU YeMy je oapeheH
MpOLIEHAT HEaNnoNTOTUYHUX-BUjabumHuX henuja u mporeHar henuja y paHUM U KacHUM
¢azama anonrose. Heanmonrroruune henuje nucy Besusasie uu Annexin V-FITC, uu Pl. Pano
armonrroTuuHe henuje cy 3a cBoje memOpane BesuBajie camo Annexin V-FITC, a kacHo
armontotnyHe henuje cy BesuBane Annexin V-FITC u untepnanmusosane Pl [175]. Ha
OCHOBY pe3yJITaTa IBOCTPYKOT oOenexaBama rpanyinonuta anekcud V-FITC/PI Gojemem u
MIPOTOYHOM IIUTOMETPH)OM j€ TTOKa3aHO JIa Ce MPOIICHAT CIIOHTAHO allONTOTHYHUX henuja u
edexar CIC paznmkoBao y noryannjaMa rpaHyJIouTa Koje Cy ce HaKOH Ju(epeHITHjaHor
neHTpudyrupama u3Bajaie y Tajiory u 'y uatepdasnoj 3ouu (cnuka 3.27, tabena 3.26).

[IporieHar croHTaHO amonTOTHYKUX henuja je O6uo Behum y rpaHyjgoLUTHMA Y
unTepdasu, Koju MpeCcTaBibajy rpanyiaonute y Kokyatypu ca MNC. Hakon 24h y oBum
rpaHyJIOIMTHMA Cy JOMHHHpajie paHoamontotuuHe (A+Pl-), a wHakon 48h
kacHoanonrtotuuHe (A+Pl+) hemmje. IlpucyctBo CIC u 3apaBe m OosiecHe Tenmamu je
noBehaBasio mporeHar anontoTHukux hemuja HakoH 24h, ok cy HakoH 48h camo CIC
OoJiecHe Teaay TO0JaTHO CMabUBAIN aTllONTO3Y.

VY KyATypamMa TpaHyJOIHWTa H3JABOjEHHX y Talory W HakoH 24h u makon 48h
IOMUHHpAIA cy paHoamonToTHuHu rpanyitormuta (A+Pl-). Edexkar CIC HnHa oBe

rpaHyjonuTe je Ouo cymporaH off edekra Ha IpaHYJIOLUUTE H3JBOjeHE y HUHTepdasu.
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ITpucyctBo CIC u 3apaBe u 6oecHe Teaaau je CMambUBajIo anonTo3y HakoH 24h, a HakoH

48h anTranonrornuku edekar cy umanu camo CIC GonecHe Temaam.
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Cauka 3.27. Yruuaj CIC (30upHu y30piu) Tenaad ca OpOHXOMHEYMOHHjOM U 3JIpaBe
TeNa ¢ Ha aromnTo3y rpaHysonuTa 3apase tenanu y 24h u 48h y kynrypu. (rp) rpaHyiounuTu
U3 Tajora HaKOH JoOHjeHor IeHTpudyrupama myHe KpBu Ha Lymphoprep-y; (*rp)
rpa”yinonuTH U3 henuja y uaTepda3zHoj 30HU KOja ce U3/Baja HAKOH LEHTPUPYTrUpama IMyHe
kpBu Ha Lymphoprep-y. IIporouna uutomerpuja, Annexin V-FITC/PI tect. Pesynraru
JEIHOT Penpe3eHTaTUBHOT EKCIIEPUMEHTA.

VY nonymanuju MNC Tenaay, Ha OCHOBY BEJIMYMHE M TpaHyaupanoctu (Bpearoctu FSC n
SSC), uznBajae cy ce nomynaiuje Mambux U Behux henmuja Koje CMO O3HAYHIIH Kao MaJld |
BenuKU TUMQonuTH (Tadena 3.25).

VY kynrypama Hectumynucanux MNC, anonrtosa je Ouina Mama y MomyJiaiiji Malux
nmuMmponura (cmuka 3.28, Tabema 3.27). YV rpynu manmux JguM@onura MporeHaT
amonToTuuHuX henuja je HakoH 48h O6uo Behm Hero HakoH 24h, amu cy y oba TepmuHa
nomuHUpane panoanontotuuHe hemmje (Al+PI-). IlpucycrBo ob6e karteropuje CIC je
noBahaBano mpoIeHaT amoNTOTHYHUX Manux auMmdonuta camo HakoH 24h. Hakon 48h,
CIC npucycTBo OojecHe Tenaan je CMambUBajIo MPOICHAT aloNTOTHYHUX henwja. Y rpymu
BEJIMKUX JINM(OIINTA, MPOIEHAT alloNTUTHIHNX hemuja je Ouo BUCOK y o0a TepmuHa. Hakon
24h nomunupaie cy panoanontoruune hemuje (Al+PI-), koje cy mocie 48h npenaszuie y

kacHoanonrrornune hemuje (Al+Pl). Edexar CIC nakon 24h Huje OO M3paskeH, a HAKOH
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48h camo cy CIC OomecHe Temanu cMamUBaId IMPOIEHAT AllONTOTOTUYKHUX BEIIMKHX

nuMdonura.

Tademna 3.26. IlpoueHar BWjaOMJIHHX M aNONTOTUYHUX Tpanyinouutra y 24h u 48h
kynrypama. IIpotouna nuromerpuja, anekcua V-FITC/PI tecr.

["panynonuru
BUjaOWIHN aTnoNTOTHYHU
A-Pl- Ykynau A+PI- A+PI+ pei.
% % % % %
Tamnor K 69 31 30 1 100
24h ClICz 75 25 23 2 81
CICb 74 26 24 2 84
Tanor K 50 50 40 10 100
48h CiCz 47 53 45 8 106
CICb 55 45 35 8 90
Hutepdaza K 33 67 63 4 100
24h ClICz 19 81 63 18 121
CIChb 17 83 69 14 124
Untepdaza K 5 95 38 57 100
48h CiCz 5 95 25 70 100
CICb 24 76 23 53 80

K: Konrponue kyarype, hemuje y RPMI/FBS menujymy; Tajor: rpaHyJIONMTH U3 Tajaora
HAKOH J0OWjeHor UeHTpudyrupama IyHe KpBH Ha Lymphoprep-y; wuntepdasa:
rpaHy/inonuTH U3 henuja y muaTepda3zHoj 30HU KOja ce U3/iBaja HAKOH LEHTpUPYTrupama IyHe
kpBu Ha Lymphoprep-y; henuje kyntuBucane ca 30upaum y3opimma CIC 3apaBe Tenamu
(CICz) u Tenaau ca 6porxonneymonujomM (CICDh); (per. %) npomena 6poja anonTOTUUHHX
hemja y kyrypama ca CIC y omHocy Ha KOHTpOJHE Kyinrype. Pesyntatu jemHor
pernepe3eHTaTUBHOT EKCIIEPUMEHTA.

N y kyarypama crumynucanux MNC anonro3a je Omia Mame H3paxeHa y
nonynanuju Manux JuMm@onura (cnuka 3.29, tabena 3.27), anu je Ouna Beha y ogHoCy Ha
Hectumynucane mane MNC. V nonynamuju Manux crumyiaucanux MNC HakoH 24h
nomMuHUpane cy paHoanontotuyne hemuje (Al+PI-), xoje cy mocme 48h mpenasuie y
kacHoanonrrotnune hemuje (Al+Pl). O6e karteropuje CIC cy mnosehaBane mporeHat
aroNnTOTHYHUX Maux JuMmdornuta HakoH 24h. Hakon 48h, camo CIC GonecHe Temamu cy
CMamUBaIM MpPOIEHAT anonToTuyHux henuja. IIpenasz o paHOANONTOTHYHUX Ka KAaCHO

anonToTH4HUM henujama je Ouna oanuka U Benukux crumynucanux MNC, anu y oBoj
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rpynu henuja CIC Hucy yTunanu Ha anmonTo3y HakoH 24h, a HakoH 48h edekar je 6uo 6yaro

WHXUOUTOpPAH.
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Cauka 3.28. Vrunaj CIC (30mpHU y30piu) Tenaad ca OpOHXOIMHECYMOHHjOM W 3JIpaBe
Tenaau Ha aronto3y Hectumysucanux MNC 3apase Tenanu y 24h u 48h kynrypu. (M) manu
muMponuTy; (B) Benuku auMponutr. [Ipotouna uromerpuja, Annexin V-FITC/PI tecr.
Pesynratu jeHOT pernepe3eHTaTHBHOT EKCIIEPUMEHTA.
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Cauka 3.29. Vrunaj CIC (30upHU y30pIH) Teidaaud ca OpOHXOMHEYMOHHjOM W 3JIpaBe
tenaau Ha aronto3y MNC 3apaBe tenaau crumynucanux PHA y 24h u 48h kyntypu. (M)
Mai umdoruty; (B) Beauku Jumdornutu. [Ipotouna uromerpuja, Annexin V-FITC/PI
TecT. Pe3ynratu jeAHOT pernepe3eHTaTUBHOI eKCIIEpUMEHTA.
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Ta6ena 3.27. IlpoueHar BujaOMIHKMX KU anmonToTHYHHX momyrnandja MNC y 24h u 48h
kynrypama. IIpotouna ruromerpuja, anekcun V-FITC/PI tecr.

BHja0MITHE aroNTOTHYHE
A-Pl- YKYITHH A+PI- A+PI- pen.
% % % % %
Hectumynucane MNC

MaJy JTumMdQ. K 84 16 10 6 100
24h ClCz 78 22 15 7 138
CICb 80 20 14 6 125

Mau TumMd. K 50 50 40 10 100
48h CiCz 47 53 45 8 107
CICb 57 43 35 8 86

Benuku ump. K 11 89 65 23 100
24h CiCz 8 92 65 27 103
CICb 6 94 69 14 106

Benmuku mump. K 8 92 8 84 100
48h CiCz 11 89 5 83 97
CICb 25 75 3 72 82

MNC ctumynucane PHA

MaJu JumMd. K 63 37 28 9 100
24h CiCz 45 55 45 10 149
CICb 48 52 38 14 141

Maiu Tumd. K 5 95 38 57 100
48h CiCz 5 95 25 70 100
CICb 24 76 23 53 80

Benuku ump. K 3 97 58 39 100
24h CiCz 3 97 51 46 100
CICb 3 97 46 51 100

Benmuku M. K 13 87 1 86 100
48h CiCz 9 91 1 90 105
CICb 8 92 1 91 106

K: Konrponue kyntype, hemuje y RPMI/FBS menujymy; MNC u3 unTepdasHor npcrena
KkyntuBucane ca u 6e3 PHA; hemuje kynrtuBucane ca 30upuHum ysopuuma CIC 3xapase
tenagu (CICz) u temagm ca Oponxomueymonujom (CICb); (per. %) mpomena Opoja
anonToTnuHuX henuja y kyarypama ca CIC, y ogHOCy Ha KOHTpoJiHE KyaType. PesynraTu
JEIHOT Penpe3eHTaTUBHOT EKCIIEPUMEHTA.
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3.2.5 UcnutuBamwe edpexra CIC Ha hesmjekn mukiayc MNC

Kommunna JIHK y hemuju ce mema 3aBucHO ox henumjckor mukimyca u y ¢asu
GO0/G1lje najamxka, mocrerneno nosehasa ce kpo3 S dasy na 6u y G2 ¢a3u HaKOH 3aBpIleTKa
pemmukanwje JJHK 6una Boctpyko Beha Hero Ha moueTky henujckor nukiayca [176]. Yruiaj
CIC na henujcku mmukiryc MNC y TpogHEBHO] KyATYpH j€ aHAJIM3UPAH METOJIOM IPOTOYHE
nuToMeTpuje, Ha ocHoBy koimuuHe JIHK koja je BesuBana Pl.

VY nonynanuju MNC Tenanu Ha OCHOBY BEJIMUMHE M TPAHYIUPAHOCTH (BPEIHOCTH
FSC u SSC ) u3aBajaje cy ce momyJaluje MaluX allonTOTHYHUX hienja, v ABe MomyJIaluje
BUja0WIHKUX henrja Koje CMO O3HAYWIM Kao Mald U Benuku Jumdonutu (tabena 3.28).
[Iponenar anonrornyaux henuja je 6Mo HAJHIKU y KyATypu Hectumyinucanux MNC u
pactao je y kyarypama CIC ctumynucanum PHA u CIC. ¥V ctumynucannm MNC rajeHnM

y npucyctBy CIC ckopo cBu Manu muM@ouuTy cy Ouiu anonToTuyHu (Tadbena 3.29).

Tadena 3.28. Ilpouenar henmjckux momymanuja y 72h xynrypama MNC. IIporouna
uToMeTpHja, henuje naenrupukonane Ha ocHoBy FSC/SSC Bpennoct u 60jera Pl.

ATNOTITOTHYHH BUja0WITHA
(%) (%)
Many JuM$.  Maiu TuM@.  BEJIUKU JIUMO.
MNC K 25 47 27
CiCz 54 28 19
CICb 41 32 27
MNC+ K 37 41 22
PHA  CICz 100 0 13
CICb 100 0 10

K: Konrponue kynrype, henmuje y RPMI/FBS menujymy; MNC u3 unrepdasHor npcreHa;
henuje kyntuBucane ca 30upHuM y3opuuma CIC 3apase temamu (CICz) m tenmamu ca
opouxomHeymonujom (CICb) kyntuBucane ca u 0e3 PHA. Pesyaratu jeaHor
peTpe3eHTaTUBHOT EKCIIEPHMEHTA.

VY cBum nomynanujama MNC najsehn Opoj henmmja ce nanasmo y GO/G1 dasm
henujckor mukiyca, anu je y MHONyJalMju BETUKUX JUMQOLUTa NpoleHaT henuja y
GO0/Gldazu ouo mamu. CIC u 3apaBe u OosnecHe Tenaau cy Hectumynucane MNC
sagpxkasanie y GO/Gldasu, mok je edekar Ha ctumynucane MNC ca PHA 6uo cymporan
(cmuka 3.30, Tabena 3.29).
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Cauka 3.30. Ytunaj CIC (30upHU y30pLu) Tenagu ca OpPOHXOIHEYMOHM)OM M 3/paBe
Tenagn Ha hemujcku nukiayc mnomynanuja a) Hectumyiaucanux MNC u 6) PHA
crumynucanux MNC 3npaBor tenera. [Iporouna nutomerpuja, 6ojeme Pl rect. Pesynratu
JEIHOT perepe3eHTaTUBHOI eKCIIEPUMEHTA.
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Ta6eusa 3.29. [Ipouenar henujckux nomynamnyja y pasnuautam dpazama heiaujckor nukimyca
y 72h kynrypama MNC. IIpotouna nuromerpuja, 6ojerme Pl.

Go/G1 S+G2 pen.Go/G1 pen.S+G2
% % % %
HecTtumynucane MNC

MaJy JIumMdQ. K 93 7 100 100
ClCz 99 1 106 14

CICh 99 1 106 14

Bemuky M. K 76 24 100 100
CiCz 83 18 109 75

CICb 87 13 114 54

MNC ctumynucane PHA

Mau TumMd. K 99 1 100 100
CiICz 96 4 97 400

CICb 97 3 98 300

Benuku uMm@p. K 87 13 100 100
CiCz 71 29 82 223

CICb 75 25 91 192

K: Kontponne kynrype, hemuje y RPMI/FCS menujymy; henmje kyaruBucane ca 30MpHUM
y3opiuma CIC 3mapaBe temagu (CICz) um temagum ca OponxomHeymonujom (CICDh)
kyntuBucane ca u 6e3 PHA. (pen. %) [Ipomena 6poja henuja y kynrypama ca CIC y onHocy
Ha KOHTPOJIHE KyNType. Pe3ynraTu jeHOT pernepe3eHTaTUBHOT eKCIIEPUMEHTA.

3.2.6 UcnutuBamwe edpexra CIC na npoaundepannjy MNC

Crenen nipomudepanuje MNC je aHanm3upan Ha OCHOBY CMamemha WHTEH3HUTETA
CFSE ¢nyopecueHie y nmectoqHeBHUM KyaTypama. HuBo duiyopeciieHiie y KyJITHBUCAaHUM
MNC je aHanu3upaH IPOTOYHOM LIUTOMETPH)OM, a MPOJTUPEPATUBHU UHAEKC je U3padyyHaT
o opMysu Koja cy manu [177].

Pesynraru cy mokasanu ga je yrumnaj CIC ma npommdeparujy MNC 3aBucuo of
31pasiba JoHopa CIC, anu u on yKynmHOT UMyHoJoUIKor ctaryca foHopa MNC u ctenena
aktuBanje MNC (cnuka 3.31). Kox temagu umju cy numdouuTH npoiudepucana y
onroBopy Ha ctumynamujy PHA, CIC cy Omaro cMamuBamu npoiu@epaTUBHA HWHICKC
nectumyaucaanx MNC. Kox uctor nonopa, CIC cy ctumynucamu nposmmdeparujy MNC

kyntuBucanux 6e3 PHA. Kox tenaau unju mum@onut HUCY ipoiudeprcanu y oAroBopy
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Ha ctumynanujy PHA, camo CIC Gonecne Tenanu cy nosehanu nponudepaTUBHU UHICKC

u 1o camo MNC ctumynucanux PHA.
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Cauka 3.31. Vrumaj CIC (30upHU y30pIH) Telaad ca OPOHXOMHCYMOHH]jOM U 3JIpaBe
tenanu Ha tnpoiudepanujy Hectumynucanux MNC u PHA crumynucanmx MNC nBa
3npaBa Tenera. a) MNC koju cy Ha crumynanujy PHA oarosopwin mnosehanom
nponudepanujom. 6) MNC koju Ha crumynanujy PHA Hucy oaroBopmiu moehanom

npoaudeparujom.
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3.2.7 Komenrap pesyarara in Vvitro ucnutuBama edexra CIC Tenagu ca
OpPOHXONMHEYMOHHMjOM H 3/paBe TeJaau HAa (PYHKIUOHAIHE OIJIHMKE JIEYKOUMTA

nepudepHe KpBH 3ipaBe TeJaau

Pesyntatu oBe mokTtopcke amcepranuje nokasyjy aa ce CIC tpomeceune tenmaau
obonene ox Omare ¢opme OpoHxomHEyMOHHMje H3a3BaHe Oakrtepujom P. multocida mo
BEJIMYMHH U TI0 CacTaBy MPOTEHMHCKHUX M JMIUIHUX KOHCTUTyeHara pasznukyjy ox CIC
3npaBe Tenagu ucre crapoctu. CIC obonene tenaau cy Momynucana aaxe3ujy, CUHTE3Y
ROS, BujaOWIHOCT y KpaTKOTPajHUM KyJATypama, amonTo3y, NEeNWjCKu LHKIYC |
nponudepannjy Mmupyjyhux neykonura nepudepHe KpBH 37paBe TeIaau, a lbUXO0B edeKar
Huje yBek 0uo jennak epexty CIC 3apase tenagu. Y Behunn TecroBa KopurheHUX y OBOM
pany, QyHKIIMOHAITHO cTame henrja qoHopa je Omio oj 3Ha4aja 3a pe3ysrare TectoBa. Mako
Cy CBHU JIOHOpHU pecrioHepckux henuja Ouiia 31paBa Tenaj, lHUXOB UMYHCKU CUCTEM HHUjE
HEeaKTHBaH, Beh je y CTaHOj MHTEpPAKIUjU Ca aHTUICHUMa/TIATOTCHUMa CPEIMHE IITO Ce
oJlpakaBa Ha (YHKIIMOHATHO CTame henuja koje, nako y GU3HOJIONIKUM IpaHuIlamMa, HUje
WCTOBETHO, Ma jeé ¥ pa3IMyuTH OJArOBOp Ha CTUMYNanWjy odekuBaH. Crnnyne
HeYHH(DOPMHOCTH Y pearoBamy Mokasyjy u henuje 3apaBux Jbyau [177].

Anxesuja mumdoruTa nepudepHe KpBU 3a eHAOTeNHe henuje aKTUBUpPaHE
nH(pIAMaTOPHUM MeJWjaTopuMa je MPBU KOPaK y HHUXOBO] akTHBALUjU U mpaheH je
cuatesom ROS. Kox rpanmynommra kpaBa ctumynamnuja PMA je 3mauajuo mosehama
anxesujy 3a rmiactuky [17]. Mebhyrtum, rpanyigonutH Tenaad HucCy moBehaBaiu
aJIXe3UBHOCT HAaKOH cTuMmynanmgje PMA mTo je yka3ajo Ja OHM HHUCY TMOTIIYHO
¢bynkunonanHo komrereHTHU. Edexat CIC u 3apaBe n OosecHe Tenmaan Ha aIXxe3UBHOCT
rpaHyJsonuTa je 3aBucuo u o1 nonopa hemuja. CIC Hucy 3HaYajHO MEHATH aTXC3UBHOCT
MNC renamu, kao Hu MNC kpasa [17]. MNC u rpaHylIoLUTH 3/paBe TENaad Cy Ha
crumynainujy PMA oaroBapanu noahanom cuate3om ROS anm je HuBO cuHTe3e Ouo
HWKH, Hero y henujama 3mpaBux oxpaciux roseaa [17]. YV npucyctBy CIC u 3apaBe u
0osnecne tenagan, MNC U rpaHylonUTH Tenaau cy moBehano cuateTucamu ROS, amm je
oarosop MNC 6mo Hemro cHaXKHUjU. McTpakuBama CipoBeieHa Ha MOIeTIMa Ti10apa cy
nokazana Jga je wuHpraamammja 1uryha w3azBaHa  nemoHoBakeM  1gG-anOymuH
MMYHOKOMIUTEKCA mmocpenoBana Heyrpodbunuma [179]. Hamm pesynratu cy mokasanu jaa
CIC wmHuoro cHaxnuje crumynuiry cuHTedy ROS y rpanynonmuTima KpaBa, HEro y

IpaHUJIOLIMTUMA TeJIeTa, U JIa je caMo KOJ| rpaHysonuTa kpasa cunteza ROS 6una Beha y
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npucyctBy CIC 6onecue temaau [17]. M Higuchi u Nagahata [180] cy mokaszanmu ma 1gG
arperupanu TorutoroM (in VItro aHamor MMyHOKOMIUIEKCA) HMHAYKY]Y 3HA4YajHO HHKY
MPOAYKIHU]Y CYHEpOKCHIa Y rpanyaountuma tenaau. OBy oCOOMHY IrpaHyIOLUTa TENaau
MOKEMO J1a 00jacHUMO T0OPO TT03HATOM (PYHKIIMOHATHOM HE3peonihy UMyHCKOT CHCTeMa
MiIaaux jeaunku [142].

Nudnamanmja y ruryhuma Moxke OMTH peryircaHa U yTHIAjeM Ha TYKHHY )KHBOTA
XEMaTOIOETCKUX M Hexemaromoerckux henmja miayha [91]. V akyrHum uHpeknmjama
MPEKUBIHABAE TPAHYIIOIUTa MOXE OUTH MPOAYKEHO 300T MOoTpede 3a eIMMUHAIIN]OM
MaTOreHa, a eJIMMUHAIIM]a TPAHYJIOIMTA arloNTO30M j€ jeJaH OJ] MeXaHHW3aMa Pe30IyIiHje
undaamaigje [181]. Melytum, uctu ayTop HaBOIH U Ja alloNTO3a M HEKPO3a rPpaHyIIoHuTa
U CIIEJICTBEHO ociiobahame campikaja rpaHylia MOXKe Ja MmojadaBa MHGIAMAIN]y, TaKo Ja
¢byunkuja anonro3e y uHdiamanuju miyha Huje 10 kpaja objammena. Gamberale u cap.
[182] cy nokasanu 1a MMyHOKOMILICKCH MOJIYJIHIIY allONTO3Y IPaHyJIo0IKTa, ajlu 1a eekar
3aBHCH O]l lbUXOBE CTpyKType. [Iperunurrupajyhn UMyHOKOMIUIEKCH CTUMYJIHIITY allOIITO3Y
IpaHyJIoIKUTa, a CONyOMITHH je otaxy. Hart u cap. [183] cy mokasanu 1a UMyHOKOMILJICKCH
BesuBameM 3a FcyRIIA wa amontoTmukuM HeyTpoduiuma moBahaBajy MHHXOBY
¢barouuTo3y o1 cTpane Makpodara u ctumynuiry ociodahame npounHdiamaropuux IL-1 u
IL-6. Mehytum, Miles u cap. [184] cy mokasaiu a anmonToOTHYKA HEYTPODUIH CEKPETY]y
aHTH-UH(pIamMaTopHe (akTope KOjU MHXUOUpAJy CceKpeuujy mnpo-uH(pIaMaTOpHUX
IUTOKWHA, aJli HEe YyTUYY Ha IECTPYKIH]jy maroreHa. Mu cmo nokaszanu aa CIC u 31pase u
OosecHe Tenaau y UCTOj MEpU CMamyjy BUjaOMIHOCT TpaHyJoOLUTa Telaau, JIOK je Ha
rpaHyJIoOLUTe KpaBa cMameme BHjabmiHocTu y mnpucyctBy CIC Gonecne tenaau Ouio
Hemto Behe [17]. KakBa je ynmora cmamerma BHjaOMIHOCTH TPaHYJIOIMTA Telamud y
npucyctBsy CIC Huje mnos3naro. Takohe, HHje MO3HAT HH MEXaHHM3aM CMambEHA
BUjaOMITHOCTH TpaHysIonuTa. MU CMO HCIUTHBAJIH Ja JIU j€ alloNTo3a jeJJaH 0J] MeXaHu3ama
CMamema BUjabWIHOCTU rpanynouuTa. [IporeHar BujabnIHUX rpaHysI01UTa JETEKTOBaH y
48h xynTypama, JeTeKTOBaH Ha OCHOBY PEAaKTHBHOCTH ca aHekcuHoM V u Pl je 6uo uctu
kao mporeHat jgooujeH MTT Tecrom. Mehyrum, edekar CIC je 6uo mpoamoToTnyan camo
Ha TpaHylonure koje cy KyntuBucane ca MNC. ¥V uyncTuMm KynTypama TpaHyJIOLMTa,
IIPUCYCTBO M 37paBe M OOJIECHE TeNajH, je CMAambUBAJIO MPOLIEHAT aloNTOTHYKUX henuja
HakoH 24h, 1ok cy Hakon 48h oBaj eexar umanu camo CIC GonecHe Tenaau.

I'oBehe MNC cy xeteporena nomynanuja henja y yujeM cactaBy ce Hayiase Behu

6poj henujckux Tunosa (MoHouuTH, T U B mumdonuru, NK henuje, nennpurnune henmje),
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CBaK{ Cca CBOJUM MOJTHIIOBMMA U ca henwjama y pasIu4yUTUM aKTUBALlMOHHM CTambUMa
[185, 186, 187]. MNC myau u riogapa ekcnpumupajy u aktuBanuone FcyR (FcyRI u
FcyRIla na monommtuma, u FcyRIlc u FcyRIlla na monouutnma u NK hemujama) u
unxuobutopue FcyR (FcyRIlc ma b numdounTrMa n cybnonynamujama Monouuta) [74,
188]. Vrunaj 1gG umynoxomiiekca u FcyR untpahenujcke curHamusamuje y miyhuma je
aHAJIM3MUpaH caMO Ha MoJenuMa Tiiojapa, koju cy nokaszanu aa FcyRI m FeyRIIl umajy
npouH(amaTopHy yiory, a 1a FcyRII nenyjy antuunginamaropso [189]. 36upau oarosop
Ha CTUMYJAlHMjy UMYyHOKOMIUIEKcMMa je oapehern mehycoOnmm omnocuma henmuja u
CUTHAJTHUX MyTeBa MOKPEHYTUM akTHBanujoM paznuuutix FcyR [74]. Kon roBeaa nmocroje
FcyR xomomoru xymaunuM FcyRI, FcyRII u FeyRIII [190]. Mehyrum, muxoBa henujcka
eKcrpecrja u pyHKIHMja HUCY JIeTaJbHO aHAIM3MpaHe. MU CMO IMOKa3aliu J1a j¢ BUjaOMITHOCT
MNC renagu y 48h kynrypama goaatHo cMmameHa y npucyctBy CIC u 3apaBe u 6omnecHe
Tenand, U na je edekar OornecHe Tenagu Ouo umipaxenwju. CIC Hucy yrumane Ha
BujabuiHoct MNC kpasa [16]. OBe paznuke y ocersbuBoct Ha CIC morne 6u na Oyay
nocienuna pamuuute excrpecuje FCyRII va MNC rtenmaau u kpasa [185, 191]. Takobe,
cMaTpaMmo Ja ¢y BUIIeCTpyKu u Hamsrien cynpotHu edexkru CIC na amonTosy, hemwjcku
nukiayc u nponudepanujy MNC nocneanna komiuiekcHor cactaBa MNC U BUXOBUX
MHOroOpojuux edekropckux ¢ynknuja. [loznato je na y hemujckomM W HUTOKHHCKOM
OKpYKeHY KaKBO BJIaJja Ha MeCTy MH(IIaMallje, UMyHOKOMIUIEKCH Kao U Apyru hennjcku
¥ MOJIEKYJICKH MMYHOPETYJIaTOpH, Yy CarjlaCHOCTH ca JAPYTHMM CPEIUHCKUM (aKkTopuMma,
MOTY Jia TMOKpEHY MOTIYHO CYNPOTHE OJrOBOPE Y 3aBUCHOCTH OJf TPEHYTHHUX MOTpeda
opranusMa. Tako crtumynanuja nponaudepanuje Hectumynucanux MNC CIC 6u morna
OuTH 0] 3Hayaja y paHuM (azama O6osecTH Kaja Opoj aHTUTEeH criennPUuUHUX JuMdoruTa
Tpeba na ce yBeha. C npyre crTpaHe, CMameHa BHJaOWIHOCT HAPOYUTO MUTOTCH
crumynucanux MNC u cMameme BHUXOoBe Nponudepannje 61 Moria ja uma yiory y
ramemy MH(pIamMalrje HaKoH eTMMHHALIM]e TaTOTeHa.

Pesymaratn oBe Te3e mokasyjy nma cy CIC 3apaBe Temagm w Tenmaam ca
OpOHXOITHEYMOHHjoM (yHKIIMOHATHO akTHBHU. Koje on ctpykTypHuIX KommoneHTH CIC cy
OJITOBOpHE 32 OBY aKTHUBHOCT, J1a JIU Cy OHE €HJIOTE€HOT MJIM €r30T€HOT MopeKa, 0cTaje aa

Oyzne yTBpheHo.
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3.3 3AK/bYULIN

Ha OCHOBY H3JIOKCHHUX HUJbEBA WU IPEACTABJBCHHUX PE3yJITara, U3BCACHHU CY CJ'IC,I[ChI/I

3aKJbYYIIH:

1. U3 cepyma 31paBe u OoJIeCHE TeNaay M30J0BaHU Cy HUPKYIUIIYhH MMyHOKOMIIEKCH
(CIC) nperumnuTaIyjomM MOTHETHIICH TITMKOIOM.

2. Tenag ca OpOHXONHEYMOHH]OM Cy, Y OJIHOCY Ha 3/IpaBy Tenaj, umaina rnosehan HUBO
PEG npenunurabunaux CIC y kpHOM cepymy.

3. CIC renaau ca 6porxonHeymonrjom cy ounu Behu. Y CIC 3apaBe Tenaay HajBUIIE Cy
Ousie 3acTyrnsbeHe YeCTUIIe XUAPOAUMAHUYKOT paaujyca oa 225+33 nm u 734174 nm.
VY CIC 6onecue Tenaau Haj3acTyIJbeHU]jE Cy Omite dectuie o 1426+291 nm.

4. 3era noternujan CIC tenaau ca OpOHXOIMHEYMOHH]JOM je OMO He3HATHO (3a 6%) Behu
on 3era noteHnujana CIC 3npaBe Tenaam.

5.V cepymuma tenaau ca OpOHXOITHEYMOHH]OM J€TEKTOBAH je MOBHUIICH HUBO YKYITHUX
npotenHa. Konnentpanuja ykynmaux nporenna y CIC 3apaBe u 6osiecHe Tenaau ce Hije
pasnukoBaia. Konnenrpanuja y u o riiodynmnaa 6una je mosehana n y cepymuma u CIC
6onecHe tenaau. Konnenrpauuja IgG u tpancdepurna je Ouiia NOBUIIEHA y CepyMUMa
anu He u 'y CIC GonecHe tenanu.

6. 19G CIC, amu u ykynHu 1gG cepyma, 1gG puBaHONI-IpenMNuTaOMIHUX HpPOTEUHA
cepymMa U NIpOTEHMHA cepyMmMa HM30JIOBAaHUX aHJOHCKOM XpomaTorpadujoM cy Oumu
enekTpodopercku xereporenu. [I[pomena ko 00JieCHE TenaIu je JeTEKTOBaHa caMo Ha
lgG m30mOBaHMX aHJOHCKOM Xpomarorpadujom, Koja Koje je JeTekToBaH mnosehaH
canpxkaj 1gG HajBehe Monekycke mMace.

7. AdwunuterHom xpomatorpadujom Ha mporenH G u mporenn A cedaposu, u3 CIC,
He(pPaKIIMOHUCAHUX CEepyMa, PHUBAHOJ-CONYOMIIHUX NpPOTEWHA cepyMmMa W 31paBe H
OonecHe Tenanu u3ojoBaHu cy |gG ca kojuMa Cy KoNpemumuTupaize U Jpyre
npotenHcke ¢ppakuuje. Mckibyuuso ca 1gG u3 CIC cy konpeuunuTtupane Gppakuuje oxa
80, 78 u 73 kDa.

8. U kon 3apaBe TenaIu U KOJI TeJIaau ca OporxomHeyMoHujoM caapxkaj 1gG2 y 1gG CIC
je 6uo Hmwxu of caapxaja 1gG2 y ykynuum 1gG cepyma, 19G u3 puBaHoI-coyOMITHUX
IIpOTEHHA cepyMa M NMPOTEHHA CepyMa U30JI0BAaHUX aHJOHCKOM XpoMaTorpadujoM.

9. Pazmuka y rimukosmwnanuju 1gG m3 CIC, HedpaknmoHucaHuX cepymMa M PHUBAHOJI-

MpeUUNUTa0MIIHUX TpPOTEeHHAa cepyma 37ApaBe U OojecHe Tenagud Huje HaleHa.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

[ToBumena rimMKo3WaMja je neTekToBaHa camo Yy Gpaknuju cepymckux 19G
M30JI0BaHUX aHJOHCKOM XpomaTorpadujoM.

VY cepymuma 37paBe U TeIaau ca OpoHXOmHeyMOHujoM jaerekroBanu cy o (HDL)- u B
(LDL) nmunomnporennu u xuioMukponu. Y CIC 3apaBe u OosiecHe Tesiaau AeTeKTOBaHA
je camo jenHa dpakiuja JUIMONPOTEHHA ITUPOKE SIEKTPO(HOPETCKE MOKPETIHUBOCTH Y
npe-P, p u moct-f 30HU.

VY cepymuma Tenagu ca OpOHXOIHEYMOHHJOM KOHIIGHTpaldja TPUTIHUIEpUAa U
xonecrepoina y cacraBy HDL je 6una noBuiena, a konnentpauuja LDL-xonecrepona
cmameHa. Konnenrpanuja osux munuaa y CIC je Ouna ucnoa HUBoa JETEKIH]E.

Y cepymMuma M 31IpaBe TeNAIW U TENAJU ca OPOHXOMHEYMOHHUjOM IOMUHHUPAIU CY
HEYTPaJHU JIUIHUINA KOju Cy YnHWIM Buine o1 80% ykymHux Jmmnuaa, 1ok cy y CIC
noMuHUpaIX hocomunuan ca yaerom o 80%.

VY dpocponununuma CIC onenHcka kucennHa je 6uia npucyTHa y Hajsehem npoueHrty
(60%), a camo jour naJIMUTHHCKA KUCeNInHA je 6una y konnuuHu Behoj ox 10%. Y CIC
Tenaau ca OPOHXOIMHCYMOHH]jOM CaJpKaj OJCHHCKE M BAKIEHCKE KHUCEIWHE je Oho
Onaro MOBWILEH, Ca/Ap)Kaj MHUPUCTUHCKE, MAaJIMUTHHCKE, CTEapUHCKE, JIMHOJIHE W
apaxHIOHCKE CHIDKEH, a CajpiKa] MaJIMUTOJCHHCKE W JIMXOMO-TaMa JIMHOJCHHCKE
HETPOMCH-CH.

Huso nepokcunanuje munuaa cepyma u CIC 3apaBe u Tenaam ca OpOHXOIMTHEYMOHH)OM
ce HHJj€ Pa3IMKOBao.

CIC u 3apaBe Tenaau M Tenaau ca OPOHXOMHEYMOHHjOM Cy OWIM (YHKIIMOHAITHO
aKTUBHU M MOJYJIHCAIU CY aJIX€3U]y, CHHTE3y PEaKTUBHUX KHUCEOHWYHHX jeIUIEIha,
BH]aOMIIHOCT, aronTo3y, NelrjcKu MUKIYC U mpoiudepainjy Mupyjyhux Jieykonura
nepudepHe kpBHU 3apaBe Tenaau. Edekar je 6uo win ctuMynaTopaH WM MHXUOUTOPAH,
3aBucHO of cTpykrype CIC ycinoBibeHe 37paBibeM Tenaau, U oA (YHKLIHOHATHOT
CTama U CTeleHa akTupaiuje henuja qoHopa.

JHobujenu pesynratu ykadyjy na ce CIC OosiecHe Tenmaaw 1Mo KBAaHTHTATHBHOM H
KBaJIUTATUBHOM CacTaBy MPOTEHHA U JIMMHA PA3JIMKY]y Ol 3/IpaBe TENaadl YAMeE Ce
MOTy 00jaCHHTH M pa3jiMKe y BUXOBOM KamaluTeTy na in Vitro moxynumy Qykiujy

rpanynoruta 1 MNC.
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4. EKCIIEPUMEHTAJIHA JEO

4.1 Marepujaj

Kao Guonomku MaTepujan y 0Boj CTyAMju KopuitheHH cy KpBHHU cepyMu U hemnuje
nepudepHe KpBU TpoMeceuHuX Tenuwha xonmrajH-ppusmujcke pace, oba mona. Temax cy
pohena u rajena nma ®apmu ,,Kowioso®, IlosponpuBpennor komOuHaTta ,,beorpan™.
TpermaH )XHBOTHbA KOj€ Cy OHIIe YKIJbyUEHE Y OBY CTYIH]y OHO je y CKIaay ca 3aKOHOM O
no0pobuTH )uBOTHIHA Permydmuke Cpouje.

VY neo cryauje koja je 3a b MMaJla KBAIUTaTUBHY U KBaHTUTAaTUBHY aHanu3y CIC
Tenaau o6uno je ykjpydeHo 38 tenmuha crapux Tpu Mecena. buosomiku maTtepujai 3a 0Baj
JIe0 CTYIHje je MPHUKYIkbaH y Nepuoay nenemoap-hedpyap kana HHCKa TEMIleparypa u
BEJIMKa BIAXKHOCT Ba3lyxa IOTOJYjy jaBJbalmby OpOHXOMHEyMOHHje. Tenman yKibydeHy y
CTyIHjy je Tperjienao M AujarHo3y OpOHXOIHEYMOHHjE IMOCTAaBHO JAOKTOP BETEPHUHAPCKE
MenuiuHe. KIMHUYKY 3HAIM KOjU Cy OLCH-MBAHU TPH MOCTaBJbalby AMjarHO3E Cy OMIIM:
MojaBa M KOJIMYMHA HCILEAKAa W3 HOCA, HCLIEAAK W3 OKa, IMOJI0XKaA] YIIHMjy, PEKTaIHa
TeMIIepaTypa, Kamasb (CIIOHTAHW WIM WHIYKOBaHH), Opoj pecrnuparja. 3a OlCHUBAKBE
CTama PeCIUpPaTOPHOT cucTeMa KopulIheH je pecnupaTopHU CKOPUHT CUCTEM CIIMYaH OHOM
koju je ycranoBuo McGuirk [192]. TIpernenom je xox 23 Tenera aujarHoCTH(UKOBAHA
6mara opma 6ponxonneymonuje. Kon 15 rennha HuCy 1eTeKToBaHM BUIJBUBU KIIMHUYKA
3HaIU OOJIECTH.

AHanu3a OCHOBHHMX X€MaTOJIOIIKKMX MapameTapa nepudepHe kpBu Tenaau ypahena
je Ha QakynTeTy BeTepHHapcke MeauuuHe y beorpany kopuinhemeM XeMaTOIOMIKOT
ananm3aropa (Hematology analyzer 901062, Diatron, Arcus, GmbH, Ayctpwuja). Pazyaratu
cy mokazanu na usmel)y 3apaBe u OojiecHE Telaau HHUje TOCTojalia pa3iivuka y Opojy
EpUTPOIINTA, JIEYKOLUTa U TPOMOOIUTA, KaKO HHU Yy AudepeHLnjaIHoM Opojy JeYKOIUTa
nepudepHe kpBu (Tadena 4.1).

Ca nusbeM uaeHTH(PHUKOBamba MUKPOOUOJIOMIKOT y3pOUYHUKAa OPOHXOMHEYMOHHU]E U
naBama orosapajyhe tepamnuje o0oJenuM KUBOTHHAMA j€ Y3UMaH J1yOOKH HOCHH OpHC.
Taxohe, y3umanu cy u OpuCeBH HOCa KIMHUYKHU 3/IpaBUX XUBOTUHA. MneHTHdukanmja
MHUKpoopranuzama (6akrepuja u ripbuBHIA) je pahena Ha Katenpu 3a mMupoOHOIOTHjY
dakynrera BeTepuHapcKke MeauluHe y beorpany, KOHBEHIIMOHAIIHUM MUKPOOHOJIOIIKUM

MeTromamMa M KopuinhemeM ayTomMarckor uaeHTudukampoHor cucrema BBL Crystal
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Enteric/nonfermenter ID kit (Becton Dickinson). U3 Hocuux OprceBa OojiecHe Telaau
uzonoBana je Pasteurella multocida. [Ipyre marorene Oakrepuje (yk/byuyjyhu wu
MUKOIUIa3My) U TJbuBHIle HUCY Hal)ene. CBu n3onaru P. multocida cy npunananu cepotuiry
A. Ceporun je oapehen y Hayanom uHCTHTYTY 32 BerepunapcrBo Cpbuje u3 beorpana.
[TpucycTBO BHUPYCHUX Y3pOUYHHMKA OpPOHXOIHEYMOHHjE€ HHUje HCIUTHBaHO. M3 HazamHHX

OpuceBa 37paBe Tellald N30J0BaHa je (PU3HOJIOIIKa MUKpO(IIopa.

Ta6esa 4.1. OCHOBHU XeMaTOJIOLIKY MTapaMeTpu niepudepHe KPBU 3ApaBe TeIaAN U TEIaIu
ca GpoHXomHEYMOHH]oM®.

3npaBa Bonecna
Epurponuru (10%/L) 11+1 11+1
Xematokput (%) 30+3 33+3
Xemormobun (g/L) 92+9 100 + 10
Jeyxorutu (10%/L) 912 9+1
Jumdormru (109/L) 56+1,0 6,2+1,0
Momnonutu (10%/L) 0,3+0,3 0,2+0,2
I'panynomuru (109/L) 29+14 2,3+0,6
Jlumpormtu (%) 65+ 12 71+ 7
Mouomuutu (%) 3+3 2%3
I'panymnonutu (%) 32+12 26 £ 6
TpomGouutu (10°/L) 485 + 122 562 + 125

8 Pesynrartn cy npukasanu kao X + SD

HaxkoHn nmocraBspama 1jarHose u go0ujama pe3yiaTara MUKpOOHOJIOIIKE aHATIN3e, a
Ipe MoYeTKa Tepanvje aHTHOMOTUIINMA, Y3UMaHH Cy y30puu nepudepHe KpBH OoecHe
temanu. Takole, y3umanu cy u y3opuu nepudepHe KpBH 31paBe Tenaau. M3 y3opaka kpsu
Cy u30Jj0BaHU KpBHU cepymu (4.3.1) u3 xojux cy y cienehem kopaky nzosnoBanu CIC
(4.3.2).

VY neo crymuje koja je 3a musb umana ucnutuBame yinore CIC xao momynaropa
¢byHKIMje neykouuTa nepudepHe KpBu O6uso je ykibydeHo 10 3apaBux Tenuha Koju HHUCY
OUIM yKJbY4YeHHU y IpBU 1o cTyauje. O oBe Tenaau cy y3uMaHH y30pIu nepudepHe KpBu
U3 KOJUX Cy M30JI0BaHU I'paHYJIOLUUTH U MOHOHYKJeapHe henuje. OHM Cy CIyXHIU Kao

pecrioriepcke hemuje y in vitro TectoBMMa KojuMa je HCITUTHBaHa Mo aysiatopHa yiora CIC

(4.3.11).
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4.2 Cnucak riiaBHe kopumihene onpeme
Ananurnuka Bara AE200 Mettler (Mettler, I1IBajuapcka);
pH merap MA 5740, (Uckpa, Jyrocnasuja);
LenTpudyra “Megafuge 1.0R” (Heraeus, Hemauka);
HenTpudyra Rotofix 32 (Hettich, Hemauxka);
Mununentpudgyra Capsule HF 120, Tomy Seiko co., LTD. (Tokuo, Janan);
Cnekrpodoromerap “Ultrospec 3300 pro”, UV/Visible Spectrophotometer
(Amersham Pharmacia Biotech, I1Iseacka);
Yuray mukporurapckux miaoua Multiscan Plus reader (Labsystem,®urcka);
Xopuzoutaano poranuona memaaunna Yellow line OS 5 basik (Ika Werbe GMBH &
Co, Hemauxa);
Munu anapar 3a BepTukajny ejxekrpogopesy Hoeffer SE 260 Mini-Vertical Unit
(Amersham Pharmacia Biotech, I1Isezcka) ;
Amnapar 3a xopusonrajiny ejaexkrpodopesy Multifor 1l Electrophoresis sistem (LKB,
[IBencka);
I'acum xpomarorpad SHIMADZU (Kyoto, Janan);
Jlamunapna komopa 3a crepuiian paja (Laminar flow cabinet) AURA VF48 (Bio Air
Instruments, Uranuja);
Huxy6arop 3a kynaruBanujy hemmja BSO60EK/CO2 (Heraeus, Hemauka);
JupexTHu mukpockon BK 1301 (Optika microscopes, Utanuja);
HNuBepTHH Mukpockon ca ¢azuum kouTpactom Olimpus CKX 41 (Olympus Europa
Holding GmbH, Hemauka);
IIporounu nuromerap CyFlow SL (Paratec, Hemauka);
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Benuka bpuranuja);
Ayromarckn Ouoxemujcku anammsatop COBAS INTEGRA 400 plus (Roche

Diagnostics Limited, I1IBajuapcka).
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4.3 Metone

4.3.1 N3010Bam-e KPBHOT cepymMa

VY30piuu KpBU 000JI€NIe U 3[paBe TeNaIl Cy aCeNTHYKU NMPUKYIUBCHU MTYyHKIH]jOM
jyrynapue BeHe. KpB je cakymbaHa y IUTaCTHYHE BakyTejHepe Oe3 anTukoarysianca (BD
Diagnostics, CAT). M3os0Bame cepyma je pal)eHo y TaMHHAPHO] KOMOPH 3a CTEPHUIIaH pPajl.
KpBHU cepym je HaKOH CIOHTaHE Koaryjamnuje y Tpajamy oa 24h wa 37°C, ommuBeH y
CTEpPUJIHY enpyBeTy, a 3atuM neHrpudyrosand 10 min, na 1257xg, na 22°C. 13 3anpemune
on 1 mL cepyma ommax mo u3onoBamy ucraniokenu cy CIC, a mpeocranu cepym je

AJIOKBOTHPAH U yyBaH Ha -20°C 10 aHanmuse.

4.3.2 N3oa0Bame CIC npenunuTanujom mosueruiieH-riaukosiom (PEG)

CIC u3 cepyma Tenaam cy U3070BaHu TajoxemeM PEG-oM penaTuBHE MOJIEKyJICKe
mace 6000 [78].
PacrBopu:
100 mM oopaTau nydgep, pH 8,3-8,5
Na>B4+O7x10H20 381¢
nectuinoBana Boma 1o 100 mL
pH Ha 8,3-8,5 nmoxemen 1M HCI
4,5 % (m/V) PEG
PEG (monekyncka maca 6000) 4549
100 mM 6opartuu iydep, pH 8,3-8,5 o 100 mL
N3oronnynu 10 MM docharnu nydep, pH 7,2-7,4 (enrn. phosphate buffered
saline, PBS); 137 mM NaCl, 1,5 mM KH2POg, 8,1 mM NazHPOsx2H:0, 2,7 mM

KCI
NaCl 8¢
KH2PO4 0,20 g
Na2HPO4x2H.0 1,44 ¢
KCI 0,20 g
H20 mo 1L
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Mocrynak: IToctynak nzonoBama CIC je pahen y maMuHapHOj KOMOpH 3a CTepUjIaH pajl.
CBH pacTBOpH Cy CTepHIIMCaHn QUITPAIKjoM Kpo3 uiitepe ca nmopama Benmduae 0,2 pm.
CIC cy ucranoxenu nomaBamem 3 ML 4,5% PEG-a y 1 mL cBexer (He3amp3aBaHOT)
cepyma. PacTBop je nHKyOupaH JBa cata Ha Temmepatypu ox 4°C a 3atum neHTpudyrupas
20 min ma 1250xg, na 4°C. CynepHaraHT je O/UIMBEH a BHUIIAK TEYHOCTH U3 CIPYBETE ca
TaJIOTOM j€ YKJIOWEH KanuiaapHo ¢uirep nmanupom. Tanor je pecycriengoBan y 1 mL PBS-
a. Huso CIC onpehuBan je mepemem arncopbaniyje pecycnengoBanor PEG tanora Ha 350

nm (Asso). Hakon mepema Asso y30pIy Cy AIMKBOTHPAHU U A0 aHaiu3e yyBanu Ha -20°C.

4.3.3 OnpehuBame BeJMYMHE KOHCTUTYeHATa U 3eTa noTeHuujaaa CIC

[Tpoceuna BenuurHA YecTUIA (XUIPOJMHAMUAYKY IIPOCEYaH IPEYHUK, SHII. iNtesity-
weighted mean diameter, z-average) Hepa30iaxxeHe CycleH3Hje HMYHOKOMIUIEKCa, MEpeHa
je MpUMEHOM TeXHHMKE TMHAMUYKOT pacunama ceeriioctH (enri. Dynamic Light Scattering,
DLS, 138B. hoToH KOpenanuona crekrpockonuja, euri. Photon Correlation Spectroscopy,
PCS). OBoM TeXHHKOM MepH ce cTeneH (UIyKTyalije HHTeH3UTeTa pacyTe CBeTIIoCTH (A=
633 nm, He—Ne nacep, yrao pacunama 173°) ycien bpayHoBor kpeTama 4ecTuIia y y30pky

W MPEBO/IM Y BEMUUHY yecTuila nomohy Stokes-Einstein-ose jennaunne:

D kT
~6mr

rae je D- tpaHcnanuonn audy3sMoHH KOeQHUIMJEHT KOjU jeé OOpHYTO MpPONOpIHMOHAJIaH
JAMHAMHUYKO] BUCKO3HOCTH 1) ¥ OJYNIPEUYHUKY I ueanHo chepHe uectue, K je Boltzmann-
OBa KOHCTaHTa, a | arcojyTHa TemIeparypa. Y ycJIOBHMa KOHCTaHTHE TeMIlepaTrype,
TUQy3MOHH Koe(UIIMJeHT 3a cepuyHy 4YeCTHUIly MOJYNpEeYHUKa I 3aBUCH CaMO O]
JAMHAMHUYKE BUCKO3HOCTH y30pka [193].

Henocpeano npe nouerka Mepema IpUIpeMIbEHH ¢y 30MpHHU Y30pLH (T3B. MYJIOBH;
enri. pools) CIC 3apaBe u GomecHe Temaan. Mepeme 30upHux y3opaka CIC 3apaBe u
OoJiecHe TeNajy je U3BEICHO y OJIMCTHPEHCKAM KUBETaMa 32 jeJTHOKPATHY yIIOTpeOy, pH
YeMy je CBaKu y30pak MepeH 23 IyTa y NEeTHAecT MOHaBJbama. Pe3ynTaTtu cy npukazaHu
Kao MojeJMHayHe KpPHUBE 3aBUCHOCTH NPOILIEHTA YKYIHE PacyTe CBETJIOCTH O] BeTUYMHA

yectuna (Cnuka 4.1).
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Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
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fffff Record 12: IC bolesni 12

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
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[ — Record 28: IC bolesni 14|

Cauxka 4.1. OpurnHamHu rpadUUKd  [pHUKa3 pe3yiTrara aHalu3e MOJEKYJICKUX
KOHCTUTYEHaTa y 30UpHUM y30pLHMa TeJau.

Uctn ypehaj xopunrhen je u 3a oapehuBame 3eTa MoTeHIIMjaja (€1eTPOKHHETUYKOT
MOTEHIM]jajla) YeCTHIla HWMYHOKOMIUIEKCA Ha OCHOBY IHUXOBE €JIEKTpOoQopeTcKe
MOKPET/BMBOCTH, a MpUMeHOM jeaHaunne Smoluchowsk-or:

¢=pnle
rie je &-3eTa MOTEHIH]jall, [L-TIOKPETJBUBOCT, 1-BUCKO3HOCT CYCIICH3H]E, a &-IUCICKTPUIHA
KOHCTaHTa pacTBapada. Mepeme je Bpiineno Ha 25°C y caBujeHoj (enri. folded) kamumapHoj

henuju (DTS 1060) 3a jeqHokpaTHY yHoTpeOy.
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4.3.4 U3on0Bame IgG u3 xkpBHor cepyma u CIC testera

4.3.4.1 N30q0Bame cepymckux 1gG jononzmemuBa4KkoM xpomMarorpadujom

IgG w3 cepyma cy HW30J0BaHH XpoMarorpagujoM Ha KOJOHH OJ aHjOHCKOT
u3MemnBadkor matpukca Q Sepharose Fast Flow (GE HealthCare LifeScience), mo meronu

KOjy cy onmcanu [194].

PacrBopu:

1 M TRIS, pH 7,3
TRIS 60 g
JlectuiioBaHa Boaa 1o 400 mL
pPH nooewen na 7,3 xonyenmposarom HCI
JlecTuioBaHa Bojia 10 500 mL

2M NaCl
NaCl 117 g
JlectuiioBaHa Boaa nmollL

IIydep 3a ekBUIHINOPALUjy jOHOU3MEHBLUBAYKOT MATPUKca (cTapTHH mydep):

20 mM TRIS, pH 7,3

IMTRIS, pH 7,3 20 mL
JlectunoBana Bojga mollL
IMydep 3a exyumjy I: 20 MM TRIS, pH 7,3+50 mM NaCl
IM TRIS, pH 7,3 10 mL
2M NaCl 12,5 mL
JlectunoBana Bojga 10 500 mL
Iydep 3a exyuujy 11: 20 MM TRIS, pH 7,3+100 mM NaCl
IM TRIS, pH 7,3 10 mL
2M NaCl 25 mL
JlectunoBana Bojma 10 500 mL
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IMydep 3a exyuujy 111: 20 mM TRIS, pH 7,3+200 mM NaCl

IM TRIS, pH 7,3 10 mL
2M NaCl 50 mL
JlecTuioBaHa Bojia 10 500 mL

Csu pacmeopu u nyghepu cy cmepunucavu uimpayujom Kpo3 ¢uimepe ca nopama

npeunura 0,2um.

IHocrynak:

a) [Ipunpema y3opka cepyma 3a xpomartorpadpcko ppakumoHucame

Cepym y 3anpemunn 0,5 mL je uentpudyroan 10 min, na 4000xg, Ha 4°C. Haxon
nentpudyrupama cynepraranr je pazdnaxen 20 mM TRIS-om pH 7,3 mo 3anpemune o 5
mL, u crepuincan GpuiaTpaiyjoM Kpo3 ¢puirrepe ca nopama rnpegnuka 0,2 pm.

0) Illpunpema xpomarorpadcke KoJoHe

Xpomarorpadceko (pakiOHUCAkE NPOTEHHA cepyMa je pal)eHo y CTaKIeHHM KOJIOHOMa
npeunuka 0,7 cm. Y KoJioHe je ,,makoBaHo 2,5 mL aHjoHCKOT XpoMaTorpagCKOT MaTpruKca
Q Sepharose Fast Flow koju je exBuirOprcan Ha COOHOj TeMIepaTypH, MpomymTameM 50
mL craptHor nydepa npotokom ox 5 mL/min.

B) Xpomarorpaduja

VY30pak pa3z0iakeHOr cepyMma je HAHOIIEH Ha XpoMaTorpadCcky KOJIOHY MPOTOKOM OJ 5
mL/min. HeBe3anu matepujan (IpOTEMHH ca BUCOKUM BpemHocTuMma Pl) je ca konone
yKIIOBeH nponymTameM 10 mL ctapTHor nydepa. Exynpame Beanux nporeuHa je paheHo
M30KpaTCKH TponymTameM mydepa ca pactyhum konunentpamujama NaCl: 1) 10 mL
nydepa 3a enyuujy I; 2) 10 mL nydepa 3a enynujy Il; 3) 10 mL nydepa 3a enxyuujy II; u
4) 1 mL 2 M NaCl. IIpotok pactBopa je 6uo 5 mL/min. ITo 3aBpieHoj xpomatorpaduju
KosnoHa je oummrhena mnponymraeM 1 M NaOH (1 mL) a 3atum perenepucana
IPONYIITakeM CTapTHOr nydepa cBe a0K PH BpeqHOCT enyeHTa HHje omana Ha 7,3.
KonuenTpanuja nporenHa y ¢pakiuuju cepyMCKHUX MPOTEHMHA KOJU CE€ HUCY BE3MBAIU 3a
xpomatorpadcku MaTpukc je Ouna Hucka (Hmxa o 0,2 mg/mL) u nporenru oBe paxiimje
Cy KOHIIEHTPOBaHM aneToHcKkoM mnpeuunuranujoM. Ilo 1 mL mpoTenHcke cycrneHsuje
nomeniad je ca 4 mL anerona oxnahenor Ha -20°C, HakoH yera je cMmelna ocTaBbeHa 18—
20 h wma 4°C. HakoH 3aBpIlieHe MpPEHHUNUTALNNjEe TMPOTCUHH Cy HCTATIOKEHH
nentpudpyrupamem 10 min va 10000xg, Ha 4°C. CynepHaraHT je OJUTMBEH, TAJIOT OCYIIEH

Ha Ba3ayxy u pecycrnennoBat y 100 pl PBS-a. Xpomarorpadcku pasaBojene gppakiuje cy
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AIMKBOTHpAHE U 70 aHam3e yyBaHe Ha -20°C, a lUXOB MPOTUHCKH CacTaB j€ aHAIU3UPaH

enextpodopesom (4.3.6.2).

4.3.4.2 U30q0Bame IgG U3 KpBHOT cepyMa PUBAHOJICKOM NPEHHMIUTALAjOM

IgG cy u3 cepyma mapuujaiiHO (ppakIMOHUCAHW PUBAHOJCKUM ITOCTYIKOM II0
METOH KOjy je omucao Sagan [195].
PacrBopu u pearencu:

1,5% puBanon (eTakpuIUH JIAKTAT) Y BOJU

5 M NaCl

AKTHUBHU yraJb

Moctynak: YV 0,25 mL 3anpemune y3opka cepyma y kanuma je gogasado 0,25 mL 1,5%
pactBopa puBaHoja. JloOujeHa cMela je CHaXKHO MpOMeIlaHa U OCTaBJbeHa Mpeko Hohu Ha
4°C. Cyrpanan je nenrpudyrupana 10 min, va cobnoj temmeparypu Ha 3000Xg. Hakon
HeHTpu(yrupama NOKYIbEH je cyrnepHaTanT. [la Ou ce YKIOHHO pUBAHOJ y CylEpHATaHT
je Jomar akTHBHM yrajb y KoHueHtpanuju 0,25 mg/mL. Hakon memama y Tpajamby o 3
min, cynepHarant je octaBjbeH 1h wHa 4°C, a 3atuM je pHBAHON HCTAIOKCH
uentpudyrupamem (10 min, cobna temneparypa, 3000xg). [IpoTenHn U3 pUBaHOICKOT
tanmora cy conyownnzoBanu goxaBamem 200 puL 5M NaCl. TIporeuncka cwmerma je
ueHtpudyrupana 10 min, Ha co6HOj Temmneparypu Ha 3000xg, HAaKOH Yera je puBaHOJI OCTA0
y tanory. CynepHaTaHT ca COJlyOWJIM30BaHUM TNPOTEMHHMA je pecycreHnoBaH y 5 mL
nectuioBaHe Boje. KoHlleHTpalja npoTenHa y npenapary pUBaHOI-TPELUIUTAOUITHUX
IpoTerHa je OWila HUCKA M MPOTEMHU Cy KOHLEHTPOBAHM MPELMIUTAIMJOM alleTOHOM
(4.3.4.1).

CacraB npenapata puBaHOJI-HENPEUIUTAOUITHUX TPOTEeHnHA (PUBAHOJICKH CyTIEpHATaHATH )
U PUBAHOJ-TIPELUNUTAOMIHUX MNpOTeHHA (PUBAHOJICKM Tallo3M) je aHaIW3HUpaH

enexktpodopesom (4.3.6.2).
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4.3.4.3 ApunurtetHo uzonoBame IgG u3 cepyma, cepymckux ¢ppakuuja u CIC

NzonoBawe IgG u3 306upHuX y3opaka cepyma, CIC, puBanon-comyOMIHUX U
PUBAHOI-TIPEIUMUTAOMITHUX TIPOTEHMHA CepyMa M TPOTEHMHA CcepyMa H30JOBAHHUX
JOHOM3MEHHBAYKOM XxpomaTtorpadujom cepyMckux (pakmuja u CIC je paheno
aMHUTETHUM Be3uBarmbeM 3a potenH G Streptococcus sp. wim nporenn A Staphylococcus
aureus. Konnenrpammja u komuumHa IgG y oBuMm y3opumma oxapeheHa je

IeH3uToMeTprjckoM ananu3oM HakoH SDS-PAGE y vepenykyjyhum ycnouma ,

Ta6esna 4.2. 1gG y 36upuum y3zopuuma cepyma u CIC, puBaHOI-IPEUUNUTAOMIHUM U
PHUBAHOJI-COTYOMITHUM IIPOTEHHUMA CEpyMa U MTPOTCHHUMA CEPyMa M30JI0BaHUX aHjOHCKOM
xpomatorpadujom.

[Tporennn IgGt lgG§
30MpHHU y30pLHU (mg/mL) (%)  (mg/mL) pL Hg
cepyM  3IpaBH 76 32 24 20 480

GOJIECHH 79 30 24 20 480
CIC 31paBH 2.2 44 1.0 120 120
GOJIECHH 2.9 40 1.2 120 144
p.c. 37paBn 3.7 51 1.9 120 228
GOJIECHH 45 48 2.2 120 264
p.T. 3/IpaBu 11 21 0.2 200 40
GOJIECHH 1.2 18 0.2 200 40
IEX 37paBH 0.2 92 0.2 200 480
GOJIeCHH 0.2 90 0.2 200 480

[IpoTenHn: KOHIEHTpaNHWja yYKYMHUX MPOTEHHA Yy HEPPAaKIMOHHCAHUM Y30pLUMa; P.C.:
PUBAHON-COMYOUITHM TPOTEWHU; P.T.. PHUBAHOJ-TIpEUNUTAOMIHN mpotenHu; |EX
MPOTEHHN W30JIOBAaHW jOHOM3MEWmHBAYKOM xpomarorpadujom. |gGf: penmatuBHa u
anconytHa konneHtpanuja 1gG; 1gG§ 3anpemuna u xommuwmnaa 1gG koju cy pasnaBajaHu
aMHUTETHOM Xpomartorpagdujom.

Pearencu u pacrsopu:
DynaBeads nporeun G (Thermo Fisher Scientific)
DynaBeads npoteun A (Thermo Fisher Scientific)
PBS
Penykyjyhu mydep 3a y30pke 3a enexktpodope3y NpoTerHa y MOJTUKapUIaAMHTHOM
rejy ca IoJaTkoM HaTpujyMm noaenwn cyndara (SDS-PAGE) (4.3.6.2)
Hepenyxyjyhu mydep 3a yzopke 3a SDS-PAGE (4.3.6.2)
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Mocrynak: Henocpeano npe rmoyetka ahpuHUTETHOT M300Bama |G cepymu cy mect myra
pasonaxxenu PBS-om. DynaBeads nporenn G wiau nporeun A kyriwuie (40 ul/y3opky) cy
ucTanoxene neHTpudyrupamem (2 min; 3000xg) u ucnpane aa myta PBS-om. 1o 40 puL
nporend G WM TPOTEeWMH A KyIJIMIa je JOJaBaHO y Y30pKe pa30iiakeHOr cepyma,
Hepa30IaKeHUX CIC, PUBAaHOI-TIPECIUITUTAOUITHUX MIPOTEHHA, pHBaHOJ-
HEeNPeUMNUTAOWIHUX TPOTeHHAa CcepymMa WM IpOTeMHa cepyMa  H30J0BAaHHX
JOHOM3MEmUBAUYKOM Xpomarorpadujom. M3omnoBame 1gG u3 cBakor y3zopaka je paheHo y
nymnkary. MHkyOanmja u adpunureTHo BesuBame 1gG je Tpajaio 40 min Ha coOHOJ
TEMIIEPaTypH, y3 HENPEKUIHO MEIIamhe Ha POTAMOHO] Memanunu, op3uaom ox 60xg. 1o
ucreky oBor Bpemena DynaBeads xyrimmie ca Besanum 1gG ¢y ucTanoxeHe
uentpudyrupameM 2 min, Ha 3000xg, Ha 4°C, HaKOH Yera je HeBe3aHU MaTepHjall YKIOHkEH
4EeTBOPOCTPYKHUM HcTHpameM Kyrinuna PBS-om. Hakon nocnenmer ucnupama Ha Tajor je
noxaro 100 pL penykyjyher unu Hepenykyjyher nydepa 3a y3opke. Y30puu y Koje je 1o1at
peaykyjyhu mydep 3a y30pke cy KyBaHH 5 MiN y KJby4ajaoM BOJCHOM KYIATUIy, HATJIO
oxnahjenn BojgoM M 1eHTpudyroBanu 2 min Ha 3000Xg. Y3opuum y Koje je monar
Hepenykyjyhu mydep cy ocTaBbeHH Ha COOHOj TeMmeparypu 5 Min U HeHTpUYroBaHu.
CynepHaTaHTH Cy OJIBOj€HH U alMKBOTUpaHu y nopuuje ox no 20 pL u uwyBanu na -20°C

J0 aHaJIn3¢€.

4.3.5 OnpehuBame KOHUEHTpaNMje NPOTEMHA y CepyMHMa, CEPYMCKHM (ppakumjama

u CIC

KoHneHTpanyja yKkynmHuxX NpoTenHa y cepymyma, cepyMckuM ¢pakuujama u CIC

onpehena je BCA ecejem kopurnihemem ,,BCA Protein Assay komruiera (Sigma).

Pearencu u pacropu:
BCA pearenc A
2% NaCO3xH20, 0,95% NaHCOs;, 1% Oumuaxonuncka kucennHa, 0,16%
Na2C4Hs0ex2H20 y 0,1 M NaOH
BCA pearenc b

4% pactBop Oakap-cyndara
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Pagnu BCA pearenc
[IpaBu ce HemocpenHo mnpe ynorpedbe memameM 50 3anmpeMuHa pearenca A u 1

3anpeMuHa pearexca b.

PactBopu roseher anoymuna (BSA) 3a crangapany npasy
PactBopu BSA y omcery konuentpaiuja ox 31 o 1 000 ug/mL cy npaBibeHn
CEpHUjCKUM JIBOCTPYKUM pazdnaxuBameM 2% pactBopa BSA paszbmakuBameM y

0,9% NaCl.

Mocrynak: Hemocpento npe noverka pajaa 1) HarpaBJbeHHU Cy CTaHAapIHU pacTBopu BSA,
2) CIC nBa nyra pasonaxenu PBS-om, 3) cepymu 200 myra paz6naxenu PBS-om 4)
PUBAHOJICKH CYyNEpHATAHT 5) PUBAHOJCKHU TaJlO3U CYy JiBa MyTa pasz0mnaxkeHu PBS-om u 6)
bpakiuje nmporerHa cepyMa M30JI0BaHE jOHOM3MEHUBAYKOM xpomartorpadujom. Tect je
M3BOlEH Y MUKPOTHUTApCKUM Iutouama ca 96 Mecta ca paBHUM IHOM. Y OyHapuhe ruioue je
nomaBano mo 25 ML crammapmamx pactBopa BSA, paszonmaxenux CIC, paszoOmaxeHunx
cepyMa, PHBAHOJICKA CYNEPHATAHTH, pa30JIa)KCHW PHBAHOJICKA TalO3U U IMPOTEHHCKE
dpakuje HaKOH joHOM3MEemHBauke xpomarorpaduje. Kao cnena npoba ciyxwuo je PBS.
Hakon nonasama y3opaka, y cBaku Oyrapuh je qogasano mo 200 pL pagaor BCA pearenca.
Peakiinona cmera je nakyoupana 30 min Ha 37°C, a 3atuMm je MepeHa ancopOaHIfja Ha
540 nm. Ha ocHOBy wusMmepeHe As4 CTaHIapAHUX pacTBopa Kopuinhemem Excel
MPOrPaMCKOT TMaKeTa KOHCTpyHCaHa j€ CTaHAapAHa I[paBa 3aBUCHOCTU As4o 0]
KOHIIGHTpallijeé TPOTeMHAa W H3padyyHara je jeJaHaunHa mpaBe. Ha OCHOBY ouyMTaHUX
BPEIHOCTH Asg4o M3 jeHAUMHE IpaBe M3pauyyHAaTe Cy KOHLEHTpalllje MPOTEeHHa Y CBUM

y30puuma.
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4.3.6 Eanexktpodopercke TeXHUKE 32 aHAJN3Y NMPOTEMHA KPBHOI CepyMa, CEPYMCKHX

dpakumja u CIC

4.3.6.1 Enextpodopesa nporenHa y rejiy arapose

[Tporeunu cepyma u CIC cy ananmsupanu enekrpodopesom y reny 1% arapose

H3BEJCHOM 110 METOIU KOjy je omrcao Johansson [196].

PacrBopu:

Ilydep 3a enexrpodope3sy: 92 MM Beponannu mydep, pH 8,6
Na-BepoHnan 179
HectumoBana Boga 0,8 L
1M HCI nooecumu pH na 8,6
HectumoBana Boga g0 1L

PactBop 3a pukcupame/ode300jaBame reiopa:

45% meranoJ, 10% cupherna kucejgnna
MeTtaHon 450 mL
Cupherna xucemmaa 100 mL
HectumoBana Boga g0 1L

PacrBop 3a 0ojemse resioBa:

0,12% Coomassie Brilliant Blue R pacTBopy 3a o6e360jaBame
Coomassie Brilliant BlueR 1,2 g

PactBop 3a 06e360jaBame 101 L

IMoctynak: Enextpodopesa je pahena y remy 1% arapose, nebssuHe 1 mm koju je
(dbopMHpaH HAHOIICHEM BpeElle, pacCTOIJBEHE, arapo3e Ha CTakKJIeHE IUIoYe, HAaKOH Yera je
araposa octaBJbaHa Ha Ba3ayxy 10-15 muHyTa, a 3aTUM j€ MPEHOIICHA Y BIAXXHY KOMOPY
24 cara, 10 TOTHYHE MOJUMepHu3alyje. Y MOJMMEPU30BaH reil cy (uiarep manupom
nebspuHe 1 mm ycenanu pesepBoapu mupute 0,7 €M y koje je Ha"oieHo 3 pl cepyma uinu
6 wl CIC. Ilioue ca arapo3oM Cy CMEIITEHE Yy amapar 3a XOPU30HTAIHY eJIeKTpodope3y
HaNy’bhEeH BEPOHATHUM MTyPepoM, U U3JI0KEHE /I€JCTBY €JIEeKTPUYHOT 110Jba jaurHe 8 MA 1o

y30pKy y Tpajamy oa 40 min. 1o 3aBpiieHOM eneKTpo(OopeTcKOM pa3zBajarmby, TeIOBH CY
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¢bukcupanu 1h, ocymenu Ha Temmeparypu ox 60-70°C, morombenu y 6o0jy 15 min,
00e300jeHr y3 HEKOJIMKO HM3MEHa pacTBopa 3a (hHUKcupame/00e300jaBame 10 MOTITYHOT
yKIlamama BHUIIKa 00je, U OCyIIeHH Ha Ba3ayxy. Pematusuu yneo (%) enekTpodopeTckux
¢bpakiuja oapehuBaH je TEH3UTOMETPHU]CKOM aHATN30M eJeKTpodoperpama Kopuirhemem

Image Master TotalLab softvera (GE HealtCare LifeScience).

4.3.6.2 Eaexktpodope3a mnporeMHa y MNOJHAKAPUIAMHIHOM Tejy ca Jd0JaTKOM
HATpUjyM noxeuua cyiadara (enra. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis; SDS-PAGE)

SDS-PAGE y peaykyjyhum u Hepenykyjyhum yclioBUMa 110 METOAH KOjy j€ OIUCa0
Laemmli [197] ananusupanu cy 1) nedpakunonucanu cepymu u CIC, 2) 1gG uzonoBanu
M3 KPBHOI' CepyMa pUBaHOJICKOM mperunuTanujoM, 3) 1gG u3omoBanu u3 KpBHOT cepyma
joHom3MemHBaukoM xpomarorpadujom u 4) 1gG xpeHor cepyma u CIC adpunutnBHO
n3osioBann Ha mnporenHy G wmim mporeuHy A. Pa3nBojeHe mportewHcke (pakiuje cy
BU3yeHM30BaHe OojemeM resosa Coomassie Brilliant Blue, cpedpom, Shiff- um pearencom

u Stain all pearercom.

4.3.6.2.1 EaexkTpodopercko pa3aBajame

PacrBopu:

PacTBop MoHOMepa akpuiaamuiaa (AA)
Kowmeprmjanuu pactsop 30% T, 2,7% C, (Serva)

4X koHIIeHTPOBaH my(ep 3a pazaBajamwe: 1,5 M TRIS, pH 8,8
TRIS 36,39
JHectunoBana Boga g0 200 mL
pH Ha 8,8 nmoxemnien konmnenTporanom HCI

4X xoHIeHTpoBaH my(ep 3a y3opkoBame: 0,5 M TRIS, pH 6,8
TRIS 309
JlectumoBana Boga 10 50 mL

pH Ha 6,8 nmoxemnien koHnenTpoanom HCI
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10 % (m/V) SDS

SDS 10 g

JectunoBana Boja g0 100 mL

10% (m/V) APS

Awmonujym nepcyadar 0,1 g
JlectumoBana Boga 10 1 mL

[TpaBu ce HEmocpeaHO Tpe yrmoTpeoe.

PacTBop 3a nokpuBame rejia 3a pazasajamwe: 0,375 M TRIS, 0,1% SDS, pH 8,8

4X KOHIICHTPOBaH ITydep 3a pa3aBajame

10% SDS

JectunoBana Bojia

25 mL
1,0 mL
110 100 mL

JIBa myTa KOHUIEHTpPoBaH peaykyjyhu mydep 3a y3opke: 0,125 M TRIS, 4%
SDS, 20% rauuepou, 0,2 M DTT, 0,02 % 6pomdenosa niaso, pH 6,8

4X KOHIIEHTPOBaH mydep 3a pas3/iBajame

10% SDS
['muuepon
Bbpomdbenon miaBo
DTT

JectunoBana Bojia

2,5 mL
4,0 mL
2,0mL
2,0 mg
0,31 mg
a0 10 mL

JIBa myTa KOHUEHTPoBaH Hepeaykyjyhu mydep 3a yzopke: 0,125 M TRIS, 4%

SDS, 20% raunepou, 0,02 % 6pomdenon niaaso, pH 6,8

4X KOHLIEHTpOBaH mydep 3a pa3iBajame

10% SDS
['munepon
Bpompenon nnaso

Z[eCTI/IJ'IOBaHa BOJa

2,5mL
4,0 mL
2,0 mL
2,0 mg
10 10 mL

IMer nyra koHueHTpoBaH penykyjyhu mydep 3a yzopke: 0,25 M TRIS, 10%

SDS, 30% rauunepoJ, 0,02 % 6pomdenos niaso, pH 6,8

I MTRISpH 6,8
10% SDS

['muuepon

1% bpomdenon miaso

HGCTI/IHOBaHa BOJa

5,0 mL
2,09

5,6 mL
400 pL
o 19 mL
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10X xoHmenTpoBaH mydgep 3a pezeppoap: 0,25 M TRIS, 1,92 M ramuoun, 1%

SDS, pH 8,3
TRIS 15,159
I'nmununa 72,08 mL
10% SDS 50 mL
JlectuiioBaHa Boaa o 500 mL

IIpunpema resioBa:

3anpemuHa pactBopa (mL)

6% rex 3a 8% rem 3a 12% ren 3a 4% ren 3a
pa3aBajambe  pa3/iBajame pa3aBajatbe  KOHIICHTPOBAH:E

AA 2,0 2,7 4,0 1,0
15MTRIS, pH 8,8 2,5 2,5 2,5 /
0,5M TRIS, pH 8,8 / / / 0,75
H>0 5,3 4,6 3,3 4,1
10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,06
TMED 0,008 0,006 0,004 0,006
10% APS 0,1 0,1 0,1 0,06

IMocrynak: Enexkrpodopesa je pahena y 12% remy 3a pasasajame (SDS-PAGE vy
peaykyjyhum ycnoBuma) umu 8% reny 3a pasnsajame (SDS-PAGE y Hepenykyjyhum
ycnoBuma) u 4% reny 3a KOHIIEHTpoBamwe ae0puHe 1 mm.

VY3opuum 3a pasznBajame Hepenykyjyhom SDS-PAGE cy mpunpemann Tako mro je
3anpemMuHa y3opka koja caapxu 10 pg nporenna (6ojeme CBB u cpedbpom) wmm 30 pg (3a
0ojeme Shiff- oBum pearencom wmmam Stain all pearencom) momeriana ca jemHakom
3anpeMUHOM peaykyjyher mydepa 3a y3opke u HakoH 5 Min crajama Ha COOHO]
TEeMITepaTypH HaHOIIIEHA Ha TeJl. Y30pI| 3a pa3aBajame peaykyjyhom SDS-PAGE (Gojeme
CBB u cpebpom) cy KyBaHH 5 MiN, a 3aTUM oxJialjeHH YeCMEHCKOM BOJIOM.

VY30p1u cy Ha rei HaHOIIeHU y3 nomoh venuba ca 10 mecta. Ha cBaku remn, ocum
y30paKa, HaHOIIEHU CY MapKepu CTaHIapAHHUX MOJIeKyJIcKuxX Maca. Kopuurheno je Buie

mapkepa kommanuje Thermo Fisher Scientific. Monekyincke Mace IPOTEMHCKUX CTaHaapaa
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Cy Jare y3 ciuke enekrpodoperpama y mnornaBiby Hamm pamoBu. Enextpodopesa je

M3BOheHa IpU KOHCTAHTHO] jaunHM cTpyje o1 15 MA 1o reny, y3 HenpecTaHo xjiaheme.

4.3.6.2.2 Busyeau3anuja npoTenHCKUX ppakuuja

Bojeme resjopa Coomassie Brilliant Blue R 250 (CBB R 250)

PacrBopu:
PactBop 60je: 0,025% CBB R 250, 40% meranon, 7% cupherHa kucenuna
CBB R 250 0,50 g
MeraHnon 800 mL
CupheTHa KucenuHa 140 mL
JlectumoBana Boaa o2 L

PactBop 3a o6e300jaBame |: 40% meranon, 7% cupheTHa KuceanHa

MeraHon 400 mL
CupheTHa KucenuHa 70 mL
JectunoBana Bojia molL

PactBop 3a o6e300jaBame |1: 5% metanon, 7% cupheTHa kucenuHa

MertaHon 50 mL
CupheTHa KucenuHa 70 mL
JectunoBana Bojia molL

PacTBop 3a uyBame re;sioBa: 7% cupheTHa KucenuHa
CupherHa kucennHa 70 mL

JlectunoBana Boja mollL
Mocrtynak: Hakon 3aBprene SDS-PAGE ren je ocraBibeH y pacTBopy 0oje nmpexo HOhw.

Bumak 60je yKIIOWEH HCITUpambeM y pacTBopy 3a obe30o0jaBame | y Tpajamy ox 30 min u

JIBOCTPYKUM HCIHPAEkEM Y pacTBopy 3a odesz0ojaBame |l y Tpajamy 60 min.
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Bojeme resioBa cpedpom

PacrBopu:

PactBop 3a ¢puxcupame: 50% meranoun, 12 % cupherna kucenuna, 0,05%

dbopmanaexua
Meranon 125 mL
CupherHa kucenuHa 30 mL
JlecTuioBaHa Bojia 95 mL

Pacmeop ce uysa na cobnoj memnepamypu.
Henocpeono npe ynompebe oooamu 125 ul 35% gpopmandexuoa.

PactBop 3a ucnupame: 20% eranoJ

ETanon 96% 50 mL

JlectuiioBaHa Boaa o 200 mL
AxtuBatop: 0,02% Na25203

Na2S203 0,059

JlecTuioBaHa Bojia 10 250 mL

PactBop cpedpa: 0,2% AgNOs3/0,076% dopmanaexu
Pacmeop ce npasu ceedc
AgNOs3 0,509
HectunoBana Bozaa (oxiaheHa) o 250 mL
Pacmeop mpeba 0a cmoju na 4°C, a nenocpeono npe ynomepebe dooaje
ce 200 pl 35% ghopmanoexuoa.
PasBujau: 6% Na2COs; 0,0004% Na2S203; 0,05% dopmanaexun

Na>CO3 (aaxuapoBaH) 1509
0,02% NazS,03 5,0mL
JlectunoBana Bojga 1o 250 mL

Henocpeono npe ynomepebe dodaje cel40 pl 35% dopmanmexuma
PacTBop 3a 3aycTraB/bame pa3Bujama: 12% cupherna kucejgnna
CupherHa kucenuHa 30 mL

JlectunoBana Bojga 1o 250 mL

IMocrynak: Hakon 3aBpiicne eixekrpodopese ren je hukupan 2h, ucnpan y 20% eranony

(3 x 10min), nororsben y 2 Min y Na2S203 n ucnpan gecruioBanom BojoM (2 x 1min). [exn
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je 20 min apskaH y pacTBOpy cpebpa, UCIpaH IeCTHIOBaHOM BoaoM (2 X 1min), kpaTtko
UCIIPaH PacCTBOPOM 3a Pa3BHjabe U MPEHET Y CBEK PACTBOP 3a Pa3BHjambe 10 M0jaBe Tpaka
oaromapajyher WHTEH3WTETa, a 3aTUM j€ Jajbe pa3BUjambe 3ayCTAaBJHEHO [10JIaBAHEM

pacTBOpa 3a MPEeKHIambe Pa3BUjarba.

Bojeme nporenna Stain all pearencom

PacTBopu:

PactBop 3a puxcupame: 40% meranoa u 10% cupherna kuceanna

Meranoin 100 mL
CupheTHa KucenuHa 25 mL
JlectunoBana Bojga 1o 250 mL

IITox pacTBop 6oje: Stains all (Sigma Aldrich, E9379)
Stains all 0,1¢g
dopmamu 100 mL
bojy mewamu na macnemnoj mewanuyu 3-4 cama u uyeamu Ha coOHOj
memnepamypu y Mpaxy.
Pannu pactBop Goje:
[ITok pactBop 60oje 5 mL
dopmamu 45 mL

JlectumoBana Boga 50 mL

Mocrynak: Hakon 3aBpmieHe Hepenaykyjyhe SDS-PAGE 8% ren je ucnmpan u 1h
¢dukcupan y pactBopy 40% metanona u 7% cupherne kucenune. I1o 3aBpiieHoj pukcanuju
re’ je IPeHeT y WITOK pacTBop 0oje U rel je y beMy HHKyOupaH 2h, a HakoH Tora nmpeHer y
pamHu pacTBOp 00je Yy KOME je OCTaBJbeH Ipeko Hohu Ha cOOHOj] TeMIiepaTypu y3
KOHCTaHTHO Memame. CyTpaiaH je rei HCIHpaH KOHCTAHTHUM MTPOTOKOM YECMUHCKE BOJIE

710 TI0jaBe Tpaka.
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Bojeme rimkonporenna Shiff- oum pearencom

PacrBopu:

PacrBop 3a pukcupame: 40% Merano u 7% cupherna kuceanna

Meranon 100 mL
CupheTHa KucenuHa 17,5 mL
JlectunoBana Bojaa 10 250 mL

7% cupheTHa KHceIUHA
CupheTHa KucenuHa 35mL
JectunoBana Boga 1o 500 mL

PactBop 32 okcuaanujy: 1% nepjoana KucejJnHa

[Tepjoana kucennaa 109

7% cupheTHa KucenrHa 100 mL
0,1 M AgNO0s

AgNO03 0,859

JlectuiioBaHa Boaa o 50 mL
0,1 M HC1

HCI konnenTpoBana 800 pL

JlectumoBana Boa mo 100 mL

PacrBop 3a pexykumnjy: 1% meraducynpur
Mertabucynpur 19
0,1 M HCI 1o 100 mL
Ilpunpema ce csedic na dan ynompebe.

Shiff- oB pearenc: Schiff’s reagent (Sigma Aldrich, 3952016-500ml)

IMoctynak: Hakon 3aBpuiene Hepeaykyjyhe SDS-PAGE 8% ren je ucnupan u puxcupan
y pactBopy 40% meTanona u 7% cuphetre kucenure npso 16h, a 3atum jorr 8 catu. Hakon
3aBpiIeHe (huKcalmje ren je KpaTko ucrpas y nectuinoBanoj Boau (20-30 sec) a 3atum je
J07IaT Y pacTBOP 3a OKCHJAIM]Y y KoMe je cTajao 60 min Ha cobHOj Temneparypu. ['en je
3aTUM TpeHeT y 7% cupheTHy KHCEIMHY y K0joj je cTajao mpeko Hohu. CyTpanaH je ren
npBo ucopad 2 nyra no 10 min y no 200 mL nectunosane Boae. PactBop koju je octao

HAKOH JIpyTror MCIHpama je cayyBaH, a Tel je MPEHeT y HOBY MOCYAY ca JAECTHIOBAaHOM
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BOJIOM. Y pacTBOp KOju je ojmuBeH noxato je nap kamu 0,1 M AgNOsz. Kako Huje nomnuio
JI0 TI0jaBe MPELMITHTATA TeJl je UCIIPaH CaMo jOIIl jeAaHMyT Y JIECTUIIOBAHO] BOJIU M 3aTHM
00ojen Shiff- oBum pearercom, 2h, y mpaky Ha 4°C. Hakon 2h pearenc je oyinBeH u 104aT0
je 50 mL pactBopa 3a penykiujy 10 min, a moctymak je moHOB/beH TpH yTa. [10 3aBpIiieHO]

PEAYKIIUjH Tell je UCTIMPaH YeCMEHCKOM BOJIOM JI0 TI0jaBe TpakKa.

4.3.6.2.3 Anau3a 000jeHUX re;1oBa

OO6ojeHn reIoBU Cy CKeHHpaHH. VIHTEH3UTET eneKTpodopeTckux (pakiuja ¥ HHUXOBE
MOJIEKYJICKE Mace (oapehuBaHe Ha OCHOBY Iy)KHMHE ITyTOBamba MapKepa CTaHAApAHUX
MOJICKYJICKMX Maca) Cy KBaHTU()UKOBAaHE JICH3UTOMETPHU]CKH, KOPUIITNECHEM MPOTrPaMCcKOrT

naketa Image Master Total Lab (GE HealthCare).

4.3.7 Enexkrpodopercke TeXHMKe 32 aHAJM3Y JUNonporenHa kpsHor cepyma u CIC

4.3.7.1 Ananu3a JUNONPOTEHHA eJieKTpodope3oM y rejiy arapose

3a aHanW3y JUNONPOTEHHA cepyma kKopuiiheH je komepiujanHu maker SAS-MX
Lipoprotein kit (Helena BioSciences Europe, Benuka bpurtanuja). JlunonpoTtennu cepyma
pa3aBOjeHH cy eneKTpodope3oM y reiy arapo3e ca jnojnaTkoMm 1% roseher anbymmuHa,
BU3yeNlN30BaHu cy ca 6ojom Fat Red 7B, u kBantudukoBanu aeHsuromerpujoM. [loctymak

J€ U3BEJICH 10 yIYTCTBY NIPOU3BOhaya.

4.3.7.2 Ananuza JIMIIONPOTEUHA Y HATUBHOM INOJIHAKPUIAMUIAHOM Ie1y

PacrBopu:

I'ea 3a pa3aBajame 8%

Akrilamid-Bis pactsop (37,5:1), 30% m/V (Serva) 8,0 mL

1 M TRIS, pH 8,8 3,75 mL
JlectumoBana Boa 16,75 mL
APS 500 pL
TMED 30 uL
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I'es1 3a KOHIIEHTPOBaW-€

Akrilamid-Bis pactsop (37,5:1), 30% m/V (Serva) 500 pL
I M TRIS, pH 6,8 1,25 mL
JlectunoBana Bojaa 2,8 mL
APS 100 pL
TMED 10 pL
IIy¢ep 3a pezepBoap

TRIS 1,515¢

' 7,20 ¢

JectunoBana Boga 1o 500 mL

PacTBop 60je Sudan upua B (BioBasic Inc., S0593)

Sudan Black B 500 mg
AueroH 20 mL
CupheTHa KucenuHa 15 mL
JlecTuioBaHa Bojia 85 mL

Ilpunpemmwenu pacmeop 6oje mewamu 30 munyma 0ok ce boja ne pacmeopu.
Haxon moea 60jy npoyeoumu kpo3 ¢hunmep nanup y yucmy cmakiery nocyoy u
3aumumu 00 C8emiI0Cmu.

PacTBop 3a 06e300jaBame

CupheTHa KucenuHa 75 mL
Aneton 100 mL
JlectunoBana Bojga 325 mL

IIygep 3a y3opke KpBHOI cepyma

1 M TRIS, pH 6,8 0,5mL
['muuepon 1,0 mL
Bbpom-denon miaso 0,5mL
JlectumoBana Boaa 2,0 mL

IMydep 3a y3opke CIC

1 M TRIS, pH 6,8 1mL

['muuepon 2,0 mL
Bpom-denoi miaro 0,5mL
JlecTunoBaHa Boia 0,5mL
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Mocrynak: ¥ 10 puL cepyma momasano je 40 uL mydepa 3a y3opke cepyma, a mo 10 uL
OBAaKO MPHUIIPEMIBEHOT y30pKa HaHomieHo je y Oynapuhe rema. Y 30 uL CIC momano je 10
puL mydepa 3a yzopke CIC, a y 6ynapuhe je nanomeno mo 30 pl. oBako mpunpemMibeHOT
y3opka. Ypahena je enexrpodopesa y 8% mnonmakpuiaMHIHOM Tely y amapary u IoJ
ycioBuMa onucanuM y 4.3.6.2.1. Hakon 3aBpmieHe enektpodopese, renn je NmpeHeceH y
CTaKJIeHy NETPHU-IIoJby M mpenuBeH je ca 100 mL pactBopa 6oje Sudan mpue. I'en je
OCTaBJbEH TPEeKO HOhMm Ha CcOOHOj TemmepaTypd, Y NETPU-TIOJbU TMPEKPUBEH
amymuHujymMckoM (donmjom. CyTtpaman je 0oja oJimBeHa M J0JaT je€ PacTBOp 3a
obe300jaBame y3 Tpu mpomeHe. Hakon oxbojaBama reia W IojaBe LPHUX Tpaka ren je

CKEHHMpaH U aHaJIN3UpaH ILCH?»I/ITOMeTpI/IjCKI/I.

4.3.8 Metoae 3a anaau3y Junujaa kpBHor cepyma u CIC

4.3.8.1 OnpehuBame KOHUEHTPaLUje HEYTPAJIHUX JUIIHIA KPBHOI cepymMa

KoHIeHTpanyje Tpuriuiepuia, yKyrmHOT X0JIeCTepolia U XOJeCTeposa Y CacTaBy
HDL (mmol/l) onpehene cy Ha ayromarckoM aHamuzaTopy. KoHieHTpaiumja xonecreposa

y cacraBy LDL uzpauynara je npema ¢popmynau LDL = TC - HDL - TG/2.2 (mmol/l) [198].

4.3.8.2 PaznBajame u naeHTH(HKOBame JUNNIA KPBHOI cepyMa xpoMartorpagujom

HA TAHKOM CJIOjy CHUIMKA reJia

(eurn. Thin-layer chromatography; TLC)

4.3.8.2.1 ExcTpaknmja yKynHHMX JHIIHIA

Y 0,5 mL cepyma mwnu CIC nomaro je 4,5 mL cmemie opraHcKuMX pacTBapaua
xmopodopm-meranon 2:1 (V/v). Cumerira je BOpTEKCOBaHa JI0 10jaBe eMY/I3Hje H OCTaBJbeHA
3h na +4°C. Hakon Tora emyisuja je neatpudyronana 15 min, ua 2500Xg, 01BojeH je 0B
JUMHUIHU CJIOj Y HOBY €NpyBeTy M ocTaBjbeH mnpeko Hohu Ha -20°C. Cyrpagan je
MIOHOBJbEHO LIEHTPU(PYTrOBaKHE U JTUIUIHNA SKCTPAKT y CYIIEPHATAHTY je MPOITYIITEH KPO3

JUCK HaTpujyM cyidata u yrnapeH 10 cyBa. CyBu nmpeuniiheHn eKCTPaKT je pacTBOPEH Y
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0,3 mL cmemie xaopohopm-meranon 2:1 (V/V) u kopurihen 3a xpomarorpadcko pas3aBajarmbe

JJMIIMJAHUX KJ1aca.

4.3.8.2.2 PazaBajame Kj1aca HeyTPaJHUX JUNHAA

Heyrpanau nunuaun pa3asojenu cy jeqHoaumensnonom T LC na cunuka remy 60 GF
254 (Sigma Aldrich, Hemauka). 3a npumnpeMy CHIHKa Tejia nmomemano je 70 g CHIrKa rei
60 GF 254 u 158 mL nectunoBaHe Boje, cMellla je CHAKHO ITPOMEIIIaHa U T'ell je pa3BydeH
Ha tuioue aumensuja 20xX20 cm, me6spunre 0,5 mm. Ilnode cy cymene 24h Ha coOHO]
temmnepatypu. [Ipe noderka paja miode cy akruupane 45 min va 110 °C.

Vkynuu nmunuanu ekcrpakt cepyma u CIC y 3anpemunu 0,3 mL je HaHOLIeH Ha
akTHBHMpaHy tuiouy. Kao cucrem 3a pa3aBajame KopuimheHa je cmemia pacTBapadya
nerposerap-auerTuieTap-cupherna kucenuna (87:12:1, v/viv). Hakon 45 min, pa3iBojene

dpakyje mnuaa uIeHTHPUKOBaHE Cy 00jeHEeM Yy joIy, M HAKOH jeHOT JIaHa CKEHUPAHE.

4.3.8.2.3 PazaBajame kjaca ¢ochoannuaa

dochonmunuau cy pazasojenu jennoanmenznonoM TLC Ha cunuka reny 60 GF 254
(Sigma Aldrich, Hemauka). I'en je mpunpemibeH Ha HaunH onucaH y 4.3.8.2.2.

VYxymau munuaan ekctpakt cepyma u CIC y 3anpemunn ox 0,3 mL je Hanomen Ha
mouy. Kao cucrem 3a pa3aBajame kopuitheHa je cMella pactBapada XjaopohopM-MeTaHodI-
Boja (25:10:1, v/v/v). Hakon 45 min, pa3nBojeHe dpakiuje Tunuaa uaeHTU(PUKOBAHE CY

00jemeM y joay, ¥ HaKOH jeTHOT JaHA CKEHUpPAaHE.
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4.3.8.3 AHaiu3a MacHOKHcCeJTHHCKOTr npoduiaa dgochoaunuaa cepyma u CIC racuo-

TeYHOM Xpomartorpadujom

4.3.8.3.1 ExkcTpakuuja yKynHuX JUIKAA 4 pa3iBajambe KJIaca HeyTPAJIHUX JUITHIA

ExcTpakuuja ykynmHux Junuaa je pahena Ha HaumH omucan 4.3.8.2.1 c Tom
pa3NIMKOM INTO je CMeca OpPraHCKHWX pacTBapada xijopodopm:meranon 2:1 y 100 mL
caapxkana 50 mg OyTmixuapokcu tonyeHa. Jlunmunne ¢pakuuje cy pasaojeHe TLC nHa
HauyuH onucaH y aeny 4.3.8.2.2, a monoxaj ¢ppakuuje hochoaunuga 1eTEKTOBaH Ha OCHOBY

ayroduryopeciieHie mooyhene ocserpaBameM reia UV mammom.

4.3.8.3.2 MeTwianuja MacCHUX KHCeJTUHA

MacHe KucenmuHe Cy AMPEKTHO ecTepu(HuKOBaHE MO MOIU(UKOBAHO] METOIU
tpancectepudukanuje [199]. dpakuja hochonunuaa cepyma npeHera je y enpyBere 3a
METHJIALIN]Y, ECTPaKILIMjOM ca oJiroBapajyher cioja cunuka rena ca 1,5 mL xekcana. [Ipouec
ectepudukanuje noyeo je noaarkom 0,2 mL 2M NaOH y MeraHony ¥ TEpMOCTaTHPAHEM
Ha 85°C 1h, a nacraBiben pomatkom 0,2 mL 1M H2SOs y MeraHoy M TepMOCTATHPAEKHEM
2h na 85°C. Ilocne metmnanuje oxnaljeHe emnpysete cy nentpudyrupane Ha 1860xg, 15

MIN, 1 XeKCaHCKHU CJI0j YIapeH 10 CyBa y CTPYjH a3oTa.

4.3.8.3.3 AHa1M3a MaCHUX KHCEJMHA FAaCHO-TEYHOM XpoMaTtorpadujom

MacHe kucenuHe Cy aHaJM3HMpaHe racHO-TeYHOM Xxpomarorpadujom. Kopumrhena
je xarmmmapaa konona Rtx 2330, RESTEK, CA/l, numensuja 60x0,25 mm ID. [1e6spuna
¢unma crarronapue dase je 0,20 um. Iportok Hoceher raca xemujyma 6uo je 5 mL/min,
npotok Bazayxa 320 mL/min, a Bogonuka 30 mL/min. Temneparypa aerekTopa Ouna je
240°C a unjexropa 220°C. Temneparypa kojone ca 140°C xonuka je Ouia Ha crapry,
noau3ana je 10 190°C, 6p3unom 3°C/min, a 3atum 10 210°C 6p3urom ox 1°C/ min. Yzopuu
MIPUTIPEMJbEHUX METHJI-eCTapa PacTBOPEHH Cy HENocpemHo mpe uHjekroBama y 20 ML
XeKcaHa, a oj Tora je wuHjektoBan 1 [L. MacHe kucenuHe cy HAECHTU(UKOBaHE

ynopeleBa}beM ca XpomMarorpamMom cCTaHAapda nmojauHe3acuheHNMX MacHUX KHCeIHUHA
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(PUFA-2 standard, Supelco, Inc., Belleforte, Pa.,, CAJ). Pe3ynratu cy u3pakeHH y

MIpoucCHTHMA O/ YKYITHO paS,I[BOjCHI/IX MaCHHX KHCJICHHA.

4.3.9 OapehuBame yKYNHOT AaHTHOKCHAATHBHOT CTATyCca KPBHOT cepyMa

VYKyImHH aHTHOKCHAATUBH cTatyc oxapeheH je cmekrpodoromerpujcku FRAP

tectoM (enri. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) [200] u ABTS Tectom [201].

4.3.9.1 FRAP tecr

Mertona je 3acHOBaHa Ha CIIOCOOHOCTH aHTHOKCHAaHAca, Kao €JIEKTPOIOHOpPa, Ja
npu HUCKMM BpeaHocTuMa PH penykyjy Fe*' n3 kommiekca dhepy-TpumupHan Tpua3uHa
(rBoxhe-2,4,6-Tpunupuani-s-tpuasun) 10 Fe?" mpum uemy ce dopmmpa miaBo oGojeHH

KOMILIEKC (pepu-TPUIHPHUANIT TPHA3HHA Ca MAKCUMYMOM.

PacTrBopu u pearencu:

23 mM aueratnu nmydep, pH 3,6

Na-amerar X 3H20 3,109
['manmjanna cupheTHa KucennHa 16 mL
JlectunoBana Boja 900 mL

Ilooecumu pH na 3,6 1M NaOH wru cuphemnom xucenurnom

JlectunoBana Bojia mo 1L
40 mM HCI

Konnenrposana HCI 1,46 mL

JlectunoBana Bojga mo 1L

10 mM TPTZ (2,4,6-Tpu[2-nupuani |-S-Tpua3uH)
Ilpasu ce na oan uzeoheroa mecma

TPTZ 0,031g

40 mM HCI 10 mL

Pacmeopumu y eo0enom kynamuny 3aepejarnom na 50°C
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20 mM FeClsx6H20
IIpasu ce na oan uzeoheroa mecma
FeCl3x6H20 0,054 g
JlectunoBana Bojaa 10 mL
Crangapanu pacrBopu FeSOsxH20
OcnHoBHu pactBop: 1mM FeSOsx7H>0
FeSO4xH20 0,278 g
JectunoBana Boja molL
On 1 mM FeSOsxH20 mpaBu ce cepuja cranmapaaux pacrsopa FeSOsxH20

koHueHtpanuje 0,1-1,0 mM.

FRAP pearenc

Aueratau ydep 50 mL
TPTZ pactBop 5mL
20 mM FeCls 5mL
JlectumoBana Boaa 6 mL

Pacmeop ce npasu na oan uzeoherna mecma, u Opaicu ce y niacmudHoj 6oyu y

sooernom kynamuiy Ha 37°C.

Mocrymak: Ilo 100 pL FeSOsx7H>O crammapma wimm y3opaka cepyma (2 myra
paszonaxenux y 0,9% NaCl) je momemano ca 300 pL nectunoBane Bojie a 3aTUM je T0AATO
3 mL FRAP pearenca u mnkyoupano 6 min, Ha 37°C. Kao ciena mpoba ciyxuna je
nectunoBana Boja (400 pL) xojoj je nomaBano 3 mL FRAP pearenca u takohe nHkyOupaHo
6 min, Ha 37°C. Ancop6anmuja Ha 593 nm (Asg3) MPOAYKTa peakiivje u3MepeHa je Ha
cnektpodoTomeTpy. Ha ocHOBY oumTaHux Asg3 BpeIHOCTH CTaHJapja KOHCTPYHCaHA je
CTaHJap/Ha IpaBa 3aBUCHOCTU Asgz o1 kKoHleHTpanuje FeSO4X7H20. Ha ocHOBY ounTanux
BpeIHOCTH Asg3 y30paka cepymMa W CTaHJapJHE mpaBe ojpeheH je aHTHOKCHIATUBHHU
KamnaruTeT U3PaKEH Kao KOHIIEHTpaIlMja aHTUOKCHIaHaTa KOja Ma CIIOCOOHOCT PEeIyKIIH]e

Fe** jona kao u 1 mM pactsop FeSOa.
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4.3.9.2 ABTS Tect

MeTtona ce 3acHMBa Ha ,ramemy’’ Tj. TYOMTKY 00je IUIaBO-3€JIEHOT paJiuKal-
KatjoHa 2,2’-a3uHobuc (3-etmnben3zoTna3onuH-6-cynponcke kucenune) (ABTS pamuka-

KaTjoHa), y IPUCYCTBY aHTHOKCUIAHCA.

PacTrBopm u pearencu:

ABTS pearenc
ABTS 0,01920 g
JlectuiioBaHa Boaa 5mL

PactBop kanujym-nepokcucyJipara

Kammjym-niepokcucyndara 0,37845¢

JlectuiioBaHa Boaa 10 mL
ABTS pagukan

ABTS pearenc 5mL

PactBop kanujym-niepokcucyndara 88 pl
Pacmeop mpeba ymomamu y anymunujymcky goaujy u ocmasumu najmaroe 16 h
Ha cobnoj memnepamypu. Ha oan u3zeohewwa mecma pacmeop mpebda
pazonaxcumu emanoiom maxko 0a ce epeonocm ancopoanyuje Ha 734 Nm (A734)
usnocu 0,680-0,720 wmo oo0eosapa royenmpayuju ABTS paouxara 00
npubaudxcro 1%.
CranapaHu pacTBopH 6-Xxuapokcu-2,5,7,8-TeTpaMeTHIXPOMAaH-2-KapOOKCHIIHE
kucejauHe (Trolox, anajsor Buramuna E)
OcHoBHu pactBop: 1 mM Trolox
Trolox 0,0125¢g
ETanon mo 50 mL

Ox 1 mM Trolox-a mpaBu ce cepuja CTaHAapAHUX pacTBopa KoHmeHntparyja 0,2 -0,8 mM.

IocTynak: Henocpeano npe u3zBohema Tecra y3opuu cepyma cy 10 myra pazdnaxeHu y
0,9% NaCl. ITo 20 pl y3opka cepyma nim crangapaa Trolox-a cy nomasanu y 2 ml ABTS
paaKaia ¥ HaKoH 6 MIN cTajama Ha COOHO] TeMIepaTypu A7z4 PEaKIMOHOT TPOIYKTaA j&
ounTaHa Ha crekTpodoTomeTpy. Kao ciena nmpoba ciayxwuia je aectunoBada Boaa (20 pL).

Ha ocHoBy oumtanux A73s BpEIHOCTH CTaHAap/a KOHCTpPYyHCAaHAa je CTaHJapJHa IpaBa
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3aBUCHOCTH Av734 0] KOHIEHTpamuje Trolox-a. AHTHOKCHIATHBHH KalalUTeT y3opaka
cepyMma je oapeheH U3 crangapHe KpUBE Ha OCHOBY OUYUTAHHUX BPEAHOCTH A734 U U3paskeH

kao mM exBuBaiienra Troloxa.

4.3.10 OapehuBame cTeneHa OKCHAATHBHUX olTehewa JUNNAA U MPOTEHHA KPBHOT

cepyma u CIC

4.3.10.1 OnpehuBame HuBoa nepoxkcuaaumje aunuaa cepyma u CIC

Crenen nunuaHe nepokcuaanuje je oapeheH crnekTpopoToMEeTpUjCKU Ha OCHOBY
KOHIIEHTapIIMje MmpoayKara Junuane nepokcuaamnuje (exrit. Thiobarbituric Acid Reactive
Substances, TBARS) y cepymuma metomom Ohkawa u cap., [202]. Anicop6anija TBARS-
a Kao Mapkepa IMIUIHE Mepokcumanuje je Mepena Ha 530 nm kopumhemem 2-
ToOyTHpHYHE KucenuHe (2,6-AMXuIpOKCUTUpUMUINH-2-THOI;, TBA). 3a u3paduyHaBame je
KopuiheH eKCTUHIHOHU KoeduiujeHT on 156000 mol ™. Pesynrtatu cy u3paxkeHu kKao

BpenHocT TBARS y nmol.

4.3.10.2 OppehuBame HHBOA NPOAyKATAa Y3HAMpeAOBAaJe OKCHAALMje TNPOTEHHA

cepyma u CIC

HuBo npoaykara y3HanpemoBaie okcuauje nporenna (exri. Advanced oxidation
protein products, AOPP) je oapeher cnekrpodoToMeTpHjcKu MepemeM arcopOaHiuje
peaknuoHor mnpoaykra Ha 340nm W eKCOPUMHUpPAH KAa0 €KBHBAJIEHT XJOpaMHHA

(umol x L™1) [203].
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4.3.11 TecroBu 3a HCNUTHBaME (YHKIUOHAJHUX KAPAKTEPUCTHKA JIEyKOIHUTA

nepudepHe KpBU

4.3.11.1 Pearencu 3a hesiujcke KyJTYype U TeCTOBe

OcnoBHu RPMI-1640 meaujym 3a henujcke kyarype, ca L-rmyramunom u 25 mM
HEPESom, 6e3 NaHCO3 (Sigma Aldrich, Hemauxka);

PacTBop 3a usonoBame MNC (p=1,077 g/cm?; PAA Laboratories, Aycrpuja);
®etaanu Tesehu cepym (enr. fetal bovine serum- FBS; PAA Laboratories, Aycrpuja);
10 x konnenTpoBan PBS (PAA Laboratories, Aycrpuja);

200 mM rayramun (PAA Laboratories, Aycrpuja);

100 X KOHIEHTPOBAH PACTBOP NMeHHMUMJIMHA H cTpentomuumaa (10000 IU/mL
neannmaraa 1 10 mg/mL crpenromunun pactsoper y 0,9% NaCl; PAA Laboratories,
Aycrtpuja);

®op6oa mupucrar amerar (earn. phorbol 12-myristate 13-acetate- PMA; Sigma
Aldrich, Hemauka);

Kpucrai Buoger ((tpuc-(4-mumerninamuno) ennn) Metui- xiopun); Sigma Aldrich,
Hemauka);

Hutpo nmiaso terpasosiojym xmopua (eurn. nitro blue tetrazolium chloride, NBT,;
Merck, Hemauxka);

duroxemarayrunun (exrn. phytohemagglutinin- PHA; INEP-UucTuTyT 32 puMeHy
HyKseapHe eHepruje, Cpouja);

MTT  (3-(4,5-mumerunrtuazon-2-un)-2,5-mudenunrerpazonujym  opomun;  CN
Biomedicals, CAJI);

IMpomuaujym jomua (Beckman Coulter International SA, IlIBajiapcka);
Komepuujanun maker 3a nerexuujy anororuunux hexamja: Dead Cell Apoptosis Kit
with Annexin V FITC and PI, for flow cytometry (Termo Fisher Scientific, CAI)

CFSE (eBioscience, CAJI).
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4.3.11.2 Tllpunpema meaujyma, nygepa u pacrsopa 3a heaunjcke kyarype

Kommiieran meaujym 3a kyaruBaunmjy hemmja: RPMI menmjym ca 10% FBS
(RPMI/FBS menmjym)

OcnoBuu RPMI meanjym 89 mL

100 X KOHIIEHTPOBAaHU TIEHUIIUIINH/CTPEITOMUITIH 1mL

FBS 10 mL

PBS (137 mM NaCl, 1,5 mM KH2POg4, 8,1 mM Na;HPO4x2H-0, 2,7 mM KCI)

NaCl 80
KH2PO4 0,29
Na2HPO4sx2H20 1,44 g
KCI 029

JlectunoBana Bofa 3a henujcke kyntype no 1L
IIydep 3a 1u3y epurpouura
(155 mM NH4CI; 0,2 mM Na2EDTA; 10 mM NaHCOg; pH 7,2-7,4)

NHCI 8,02 g
Na:EDTA 0,049
NaHCO3 1lg

JlectunoBana Boza 3a henujcke kyatype 1o 1L
0,5% (M/V) MTT

MTT 125 mg

PBS 1o 25 mL
0,5% (m/V) NBT

NBT 125 mg

PBS 1o 25 mL
10% SDS ca 10 mM HCI

10% SDS 99 mL

1M HCI 1mL

0,3% (Mm/V) kpucras BuojeT
Kpucran Buoner 0,39

Meranoin mo 100 mL
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33% (V/V) CupherHa kuceamna

CupheTHa KucenuHa 33 mL

JlectunoBana Boja a0 100 mL
PBS sa 0,1% triton x-100

10% triton x-100 1mL

PBS 1o 100 mL

50 pg/ml mponuaunjym joaua — paanu pacTBop
[Tponuaujym jonua 500 pg
PBS-u sa 0,1% tritonom x-100 10 mL
CFSE paanu pacrsop: 5 mM CFSE y DMSO

4.3.11.3 N3on0Bame MNC u rpanyonura nepudepHe KpBH TeJaan

[TyHa KpB aHTHCENITUYKH J€ y3eTa Ca HATPHjyM LIUTPATOM KAa0 aHTUKOAryJIaHCOM U
Ha aMOMjeHTaJHO] TeMIlepaTypu NpeHera Ao jaboparopuja MHcTUTyTa 32 MEIUIIMHCKA
UCTpaXKMBama TJe je y KOMOPH 3a CTepHJIaH paj nmomeniana y oquocy 1+1 ca PBS-owm. Ilo
25 mL paszonaxene henmmjcke cycnensuje je HaHomeHo Ha 15 mL pactBop 3a u3aBajame
MNC. henuje cy pa3nBajane rieHTpudyrupameM y Tpajamy o1 30 min, na 400xg, Ha 22°C.
[To 3aBpiieHOM HEHTpUDYTHUpaky, TOPHU cl0j (I1a3Ma U TPOMOOLUTH) je CaKyIbeH
nuneroM 1 oxo6adyeH, a MNC u3 nnTepdaszHor npcreHa cy cakyrjbaHe YACTOM MUIETOM U
pecycrnienaoBane y PBS-y no 50 mL. hemuje cy ucranoxkene nentpudyrupamem (10 min,
500xQ), a 3aTuM Cy paau yKiamama T'YCTHHCKOT pacTBopa pecycreHnaoBane y PBS-y (mo
30 mL) u ucranoxene neHtpudyrupameM. [loctynak ucnupama je MOHOBJbEH TPH I1yTa
HakoH dera cy hemuje pecycnengoBane y 5 mL RPMI/FBS menujyma 3a KyaTuBanujy
henwuja.

['panymnonut Cy W3 IyHE KPBH HW30JIOBAaHH JIM3HPAHEM EPUTPOIHMTA Y TaJIOTy
nobujeHoM HakoH uzonoBakba MNC neHtpudyrupameM mnyHe KpBU Ha TI'yCTHHCKOM
pactBopy. Ha henujcku Tanor xoju cajip>ku €pUTPOLIMTE U IPAHYIOLUTE J10/1aBaHa je [IeCT
nyta Beha 3ampemuna mydepa 3a au3y epurpornuTa. henmujcka cycrneH3Wja je MemaHa
U3BPTamkEM erpyBeTe y Tpajamy o1 5 min. Hakon nentpudyrupama (10 min va S00Xg, Ha

22°C) naxxJpUBO je OJJMBEH CyNEpHATaHT, a 3aTUM cy henuje ucranoxkene. [locrymak
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VKJIamama OCTaTaka JIM3UPAHUX EPHUTPOIUTA IICHTPU(YTUPameM je TTIOHOBECH jOII J[BA
myTa HakoH 4era cy henuje pecycnenmoane y 5 mL RPMI/FBS mMeaujyma 3a KynTuBanmjy

henuja.

4.3.11.4 Tect anxe3unje MNC u rpanyionurta nepudepse kppu

Mopynatopuu yrunaj CIC Ha aaxesujy neykouuTta nepudepHe KpBU 3a IUIACTHKY
UCIIUTHBAH je TecToM Koju cy onmcanu Vlaski u cap. [174]. MNC wu rpanynonuru
nepudepHe KpBU Tenaau cy pecycnenaoBanu y RPMI/FBS Menujymy y KOHIIGHTpALUjU O
5x108 hemmja/mL. TTo 100 uL oBe cycnensuje (5x10° henuja) je moctappano y Gynapuhe
MHKPOTHTApCKHX IUIOYa ca PaBHUM JHOM ca 96 mecra u kynruBucano lh wa 37°C y
uHKyOaropy 3a hemujcke kyntype ca 5% CO,. Hakon 1h kynruBamnmje y KOHTpOIHE
kyntype MNC u rpanynonura je nogasano no 10 pL PBS-a. Kao ,,mo3utiBHa KOHTpOIIA
ciykuie cy kyinrype hemuja xoje cy crumynucane PMA (50 ng/mL). ¥V xynrypama y
KOojuMa cMO ucnutubainu MoayiaropHu yruuaj CIC Ha ocnobahamwa ROS noxasano je mo
10 pL CIC. Kynrype ca CIC, PMA wnu PBS-om cy monatho ukyboupase 30 min va 37°C.
AnxepentHe henuje cy ucnpasne nsa nyra PBS-om u ¢ukcupane meranonom, 10 min Ha
coOHOj TemmnepaTypu. Metanon je ucnpan PBS-om a anxepentne hemnje cy 6ojene 0,3%
Kkpucrtai BuoseroM 10 min Ha co6HOj TemnepaTypu. HakoH 60jewa OyHapuhu cy ucnupanu
y Tekyhoj Boiu 1 ocymieHu Ha Ba3ayxy. Mcranosxena 60ja je pactBapana y 33% cuphetHoj
KHCEIUHU Koja je noxaBaHa y 3anpemuHu on 100 plL nmo Oynapumhy. WnTensurer
ocnobohene 6oje koja onpaxaBa Opoj agxepeHTHHX hemnuja, je oapehuBaH MepemeM Assg.
Pesynrtatu cy npuka3zaHu Kao peJaTHBHA IMPOMEHA Yy OJIHOCY Ha HUBO CIIOHTaHE a/ixe3uje

(xynrype ca PBS-om) kojuma je apbutpapHo gozaesbeHa BpeaHoct o 100%.

4.3.11.5 Tect peaykuuje NBT-a

NBT penykmuonum ecejo [174] mepen je momymnatopau edekar CIC 3apaBe u
obonene tenaau Ha cuHTe3y ROS y MNC u rpanynonutuMa tenaau. TecT je n3BeeH Tako

o je 100 uL MNC u rpanynonuta y koHueHTpamuju on 5x10° hemmja/mL nogasano y
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OyHapuhe MUKpPOTHUTpalMOHE IUIOYE ca paBHUM IHOM oa 96 mecra. HakoH monmaBama
hennja, y y30pke y KojuMa je MepeH HUBO crioHTaHor ociiobahama ROS nonaBano je mo 10
ML PBS-a. Kao mo3uTtrBHa KOHTpOIA cliykuie ¢y henuje koje cy crumynucane PMA (50
ng/mL). Y kynrypama y kojuma je ucnutuBat yrunaj ClIC Ha ocnobahama ROS nonaBano
jeno 10 uL CIC. Kynrype cy mocraBipaHe y TpuIuIMKaTuMa. henuje cy nukyoupane 5 min
y uHky6aropy 3a henujcke kyntype Ha 37°C y 5% COz, a 3atum je y cBaku OyHapuh q01ato
10 pL pactBopa NBT. 3a 4h unkybanuje NBT je, non yrumajem memoOpancke NADPH
OKCHJIa3€ PEelyKOBaH y HEpaCTBOPHU opMa3aH, HAKOH 4era je y Kynrype gogasano 100 pL
10% SDS-a ca 10 mM HCI. Kynrype cy octaBsbeHe mpeko Hohu y HHKyOaTopy 3a henujcke
KynType Ja Ou ce pacTBOpHO mnpenunutupanu ¢opmasuH. CyrpanaH je MepeHa
anicopbannuja Ha 540 nm pactBopeHor QopmasuHa. PesynraTt Ccy mnpukazaHH Kao
pellaTHBHA MPOMEHA Yy OJTHOCY Ha CrIoHTaHO ociiobahame ROS (kynrype ca PBS-om) kojuma

je nonespeHa BpeaHoct o 100%.

4.3.11.6 MTT Tect

MTT Ttectom je wucnutuBaHa wmojayiaaropHa ynora CIC Ha mnpexuBIhaBame
Hectuctumymucanux MNC u rpanynonura y 24h u 48h kynrypama u PHA ctumynucannx
MNC y 72h kyarypama. MNC cy pecycniennoBane y RPMI/FBS menunjymy 3a kyntusanujy
hemuja y xommentpanuju on 5x10° hemmja/mL. TTo 100 uL ose hemmjcke cycmensuje je
nonaBaHo y Oynapuhe mode ca 96 mecra. Ytunaj CIC Ha momymanujy BHjaOMIIHOCTH
nectumynucaanx MNC u rpanynonuTa oapeler je Tako mTo cy henujama KyITHBUCAHUM
camo y RPMI/10%FBS noxasanu CIC (10 pL mo 6ynapuhy), a ka0 KOHTPOJIHE KYIATypE Cy
ciyxkuie henuje kojuma je ymecto CIC nonaBano 10 pL PBS-a. Ytunaj CIC na monynanujy
PHA ctumynucane mnpommdeparnuje MNC Meper je Tako mro cy hemujama koje cy
crumynucane nonmaBamem 2,5 pg/mL PHA wucroBpemeno nomasanm CIC (10 pL mo
OyHapuhy), a Ka0 KOHTPOJIHE KyAType cy ciayxuie henuje kojuma je ymecro CIC nogaBano
10 uL PBS-a. Kynrype cy nmocraBiane y Tpuiuimkatuma. henuje cy kyntuBucane 72h y
nHKyOaTopy 3a henujcke kyntype Ha 37°C y 5% CO». Hakon xynaruBanuje y Oynapuhe je
nonaado mo 10 pl. pactBopa MTT u makyoupan 3h ma 37°C. 3a Tto Bpeme MTT ce

KOHBEPTOBAO I1OJ YTI/ILIajeM MI/ITOXOH,Z[pI/IjCKI/IX ACXUAPOrcHa3a y HEpaCTBOpAaH J'LYGI/I‘-IaCTO
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o0ojen popmazan. Popmaszan je conyomnuzoban qogasameM 100 pL 10% pactopa SDS-a
ca 10 mM HCI u unky6anujom ua 37°C y tpajamy ox 16 catu. Amncopbaniija va 540 nm
pacTtBopeHOr (popMaszaHa je MepaHa Ha YWTAa4y MUKPOTUTApCKuX Iuioda. bpoj hemwja y
OyHapuhuMa je MpolekUBaH Ha OCHOBY H3MEPEHE aricopOaHIyje, Ipu YeMy Cy arcopOaHIe
Hectumynucanux MNC wu rpanymomurta wm MNC crumynucanux ca PHA amm

kyaTuBrucanux 6e3 mpucycra CIC, o3HaueHe ka0 KOHTPOJIHE.

4.3.11.7 MeTtoae npoTrouHe uuTodayopumerpuje

4.3.11.7.1 Ananmu3a anonto3e 0ojemem heamja Anexin V-FITC-om u mponuamjym
jonuaom

3a mpoueny yrunaja CIC Ha anomto3y/Hekpo3y U heujcku IUKITyC TpaHysIonuTa u
necrumyaucanux MNC u MNC crumynucanux PHA (2,5 pg/mL) paheno je aBoctpyko
6ojeme Annexin V-FITC-om (3enena ¢uyopecueniia) u Pl (upBeHa ¢uayopecieHia).
‘Renuje cy kyntusucane 24h umu 48h y konnenTpauuju ox 5x10° henuja/500 pl/6ynapuhy
y rioyama ca 24 mecrta. Y KyiaTypama y kojuma je ucnutuBal epekat CIC nomasano je 50
uL CIC/6ymapuhy. Ilo 3aBpmenoj xyarusamuju 2X10° hemmja u3 cBake Kyarype je
UCTaJIOKEHO, pecycneHnoBaHo y PBS um monoBo wncranoxeHo. Hakon aBa mmkiyca
ucnupama henuje cy pecycrnennosane y 100 pL mydepa 3a BesuBamwe Annexin-a V (10 mM
Hepes/NaOH (pH 7,4) 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCl), a 3atum je y cycnien3ujy noaaro 10
pl Annexin V-FITC u 5 pl PI. henuje cy nnkOupane y Mpaky, 15 min na remnepaTtypu o1
25°C. Ilocne oBor mepuona y cymneHsuje je noxaato jomr no 400ul mydepa 3a Be3uBame
Annexin-a V.Y Toky Hapeanux 60 min henuje cy aHanu3upaHe Ha IPOTOYHOM LIUTOMETPY.
[Tonynauuje henuja cy pa3aBojeHE Ha OCHOBY CBOJUX MOP(OJIOMIKMX KaTpaKTEpUCTHKA!
BEIMYMHE W TPaHYIHPAHOCTH Koje Cy NepHHHCAHE Ha OCHOBY WHTEH3UTETA PacUIIama
cBeTIoCTH y o yriiom MamuM o 10° (enr. forward light scatter, FSC) u unTensurera
pacumnama cBemioctd y noj yriiom o 90° (enri. side light scatter, SSC) (cnuka 4.2a), a
3aTUM j€ HW3MEpeH HHUBO (QUIyOpecleHlle Yy aHaJIW3UpaHuM IMomnynanujama. Huso
Hecrienuuyae  Quyopecuenne oapehen je  anamm3om  HeoOojeHux  henwmja,
pecycrieHI0BaHNX caMo y mydepy 3a Be3uBame Annexin-a V. PesynraTtu cy npuka3zaHu ako

XHCTOTpaMH 3aBHCHOCTH MHTEH3UTETa 3eneHe uryopectenie (Annexin V-FITC) u upsene
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¢dbayoperncenne (Pl). henuje cy Ha ocHOBY mHTEeH3UTETa (hIyopeCIeHIIE O3HaUYeHEe Kao: 1)
HEarnonTOTHYHE, JABOCTPYKO HeratuBHe hemmje; Annexin  V-FITC/PI; 2) pano
amonrornune henwmje, peakrure camo ca Annexin V-; Annexin V-FITC'/ PI; 3) kacuo
armonTOTHYHE, IBOCTPYKO mosutuBHe henmuje; Annexin V-FITCY/ PIY (ciuka 4.26).

P€3y.]'ITaTI/I CYy U3paXCHU Kao IpoUcHaT HCAIIONITOTUYHUX U allIONITOTHUYHUX heija.

Q
—

0) 3

SSC (x103)
PI

0 02 04 06 08 1 10-1 100 10° 102 103
FSC (x103) Anexin V FITC

Cauka 4.2. I'paduuxku mpuka3 pesynraTa aHaiu3e anmonTHYHUX hemwja y KynTypama
rpanynonuta nepudepHe kpu Tenera. a) Jujarpam pacrnozgene henwja 1mo BETWYHHH U
yHyTpauwoj rpanyiaupanoctd — FSC/SSC nujarpam. O3HaueHa je momyJsanuja BETHKHX
rpanynupanux hemuja. 0) [Ipukas pesynrara ABocTpyKor o0OenexkaBama heiauja Anexin V
FITC-om (3enena ¢uayopecrienna) u nponuaujum joauaom (Pl) (upseHa diyopecieniia).
BeprukanHa nuHMja oO3HauaBa TpPaHUYHY BPEIHOCT HHBOA HecTeUU(pUYHE IPBEHE
¢dyopecuennie. XOpWU3OHTAaTHA JIMHHMja O3HA4YaBa TPaHUYHY BPEAHOCT HHBOA
Hecrienuuune 3encHe Qayopecuenie. 1) Bujabuiane, HeamontoTuuHe henwuje; 2) paHo
anornrroTuuHe henuje 3) KacCHO anONTOTHYHE/HEKPOTHYHE, henuje.

4.3.11.7.2 Anaiu3za heaujckor uukiyca MNC 6ojem-eM nponuaujym joauaom

3a npoueny epekra CIC Ha anonTo3y/Hekpo3y U helnjcku HUKITyC HECTUMYJITUCAHe
MNC u MNC ctumynucane PHA (2,5 pg/mL) cy kyntuBrcane 72h y KOHICHTpAIMjH OJ1
5x10° hemmja/500 pl/6yHapuhy y mmouama ca 24 mecta. Y KyiaTypama y KojuMa je
ucriutuBad edexar CIC momaano je 50 puL CIC/Gynapuhy. Y koHTposiHE KynType
noxasano je 50 uL PBS. Hakon 72h y kynrypu, mo 2x10° henuja u3 cBake KyiType cy
UCTaJIOKEeHE HEeHTpU(yrupameM, pecycnennoBane y 1 mL PBS u ¢pukcupane nocrenenum
nonaBambeM 2,5 ML amcoxyTHOr eraHona y3 Omaro memrame. HakoH wHKyOWpama y

pacTBopy eraHoja y Tpajaky oa 10 min Ha nexy, henawje cy wHCTanoKeHE
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neHTpudyrupamem, pecycnengopane y PBS, monoso ucranoxene, pecycnennosane y 0,5
ml PBS ca 0,1% triton x-100 u o60ojene momaBamem 50 ul pacteopa Pl konmentparmje 50
ug/mL (dpunamHa xourentparmja 5 ug/mL). Iocie 45 min crajama uHa 37°C henmje cy
aHaJTM3upaHe Ha MpoToyHoM nurtomerpy. Ilomynamuje henmje cy mpBo pas3znBojeHe Ha
OCHOBY BEIIMYMHE WM rpaHyiaupaHocTs (nedunucanux Ha ocHoBy FSC u SSC BpemaHocTH)
(cnuka 4.3a), a 3aTUM je U3MEpeH HUBO (JIyOpecleHIEe Y aHAIM3UPAHUM TIOIyJalfjama.
Kao kontpoma 3a onpehuBame HUBOA HecrenuduIHe QIIYOPECICHIIE CIYKUIE CY
HeoOojene hemuje, pecycrengoBane camo PBS-u sa 0,1% triton x-100. Pesynaratu cy
MpUKa3aHu Kao XKUCTPOTrpaM 3aBUCHOCTH Opoja henuja ox HecnienupuyHe GryopecleHIie u
nporieHar arnontotuunux henuja u henuje y GO/1, S u G2 ¢asu henujckor mukiyca (ciauka

4.36; 4.38).

622

258

Go/G1
69%

08
|
200

06
L
150

SSC (x10°)
04
count

count
100 200 300 400 500
100

ap.
5/G2 1 3% s/G2
6% L 28%

02
L
50

v,

o

0 0,2 04 06 08 1 1 200 400 600 800,3 1 200 400 600 800,3

FSC (x103) PI PI

Cauka 4.3. I'paduuku npukas pezynarara ananuse henmmjckor nukiyca y kynrypama MNC
nepudepHe KpBu Teneta. a) Jujarpam pacnozgene henuja mo BEIMYUMHU U YHYTPALIHO]
rpanynmupanoctt — FSC/SSC  nujarpam. Osnauene cy mnomymanuja R1 - (Mane,
Herpanynupane henuje) u R2 (HesnatHo Behe anu nocta rpanynupanue henuje. 6) [Ipuka3
nporieHTa anonrotTuyaux henuja (ap.) u henuja y GO/G1 u S/G2 dasu henmjckor mukiyca
y nonynaiuju R1. B) [Ipuka3 mpouenTa anonrtoruunux henuja (ap.) u henuja y GO/G1 u
S/G2 ¢a3u henujckor nukityca y nmomynanuju R2.

4.3.11.7.3 CFSE Tect

Mponudepamuja MNC oxpehena je CFSE tectom. MNC (2,5 x 10%/mL PBS xoju
canpxke 5% FBS) cy npe mouerka kyntuBanuje odenexene CFSE 6ojom y ¢uHaHO]
KoHIeHTpanuju o1 5 pM. O6ojene MNC, HecTumynncane wiu ctumyircane ca PHA (2,5

ng/mL) (5 x 10° hemmja/500 pl/6yrapuhy; mnoue ca 24 6ynapuha), KyITHBHCAHE CY ca HITH
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6e3 50 ul CIC. Kynrype Hectumynucanux MNC kyntusucane 6e3 CIC cy kopunihene kao
KoHTpoJie 3a ucnutuBame epekra CIC. 3a koHTpory MeTone kopuithene cy o6ojene MNC
KojuMa je mponudepalrja mpe craBbama y KyITypy Ouia 3aycTaB/beHa HHKYOAIMjoM ca
25 pg/ml muromunmna C y tpajawy ox 30 min ua 37°C. Ilocne 6 nana y xkyiarypu, henuje
Cy aHaJIM3upaHe Ha MpoToyHOM nuTomeTpy. [lomynanuje henumje cy npBo pasnBojeHe Ha
OCHOBY BEJIIMYMHE W TPAHYJIHPAHOCTH a 3aTUM je H3MEepeH HHBO (IIYOpEecleHIE Y
aHAJTM3UPAaHUM TONyianyjama. Y KyliTypama y Kojuma cy henuje nposiudepucane, HUBO
eMuTOBaHe QuryopecieHie je 6uo Huxku (cnuka 4.4). Maaekc nponudepainje 3a CBaku
y30paK je u3padyHar Ha OCHOBY GopMyiia Kojy ¢y aanu Parish u Warren [177] u ynorpe6om
Microsoft Office Excel mporpamckor nakera. MHaekc mpoaudepannje HeCTUMYIHCAHUX

MNC kyntuucanux y RPMI/FBS menujymy 6e3 nonarka CIC je apOuTpapHO 03HAUCH Kao
1.
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Cauka 4.4. I'papuuku npukas pezyaTara aHanuse henmjekor nukiyca y kyarypama MNC
nepudepHe KpBu Teneta. a) Jlujarpam 3aBHCHOCTH Opoja henmja o MHTEH3UTETa
¢nopecuenuie CFSE y kyntypama MNC rajenum y RPMI/FBS menujymy 3a henmjcke
KyJIType: IpoleHar henuja ca BHCOKOM HHTEH3UTETOM (QuyopecieHTHUX je 80% 0)
Hujarpam 3aBucHOcTH Opoja henuja ox mHTeH3uteta ¢uopecuenue CFSE y kynrypama
MNC y npucyctBy CIC Gonecne tenamu: mpoueHar henuja ca BUCOKOM MHTEH3UTETOM
(bayopeciieHTHUX je cMameH Ha 60%.
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4.3.12 CraTuCTHYKA AHAJIN3A

Pesynaratn ucnutuBama oOpaheHU Cy CTaHAapIHUM CTAaTHCTHYKUM METOJama
kopumthemem Microsoft Office Excel mporpamckor mnakera. M3pauynate cy cpeamba
BPEIIHOCT, CTaHJApHA JEBUjalfja, MeIMjaHa, MUHIUMAalHa ¥ MaKCHMajHa BpPEIHOCT M
KOS(UIIMjEHT BapHjalrje y OrJieIHUM rpyrnaMa. Pe3ynTatu cy rpynucaHu y CTaTHCTHYKE
cepje M MPUKa3aHU y BUAY Tabella U XHCTOrpaMa. 3a OIEHY CTaTUCTHYKE 3HAYajHOCTH
pa3nuKa CpeAmuX BpeIHOCTH/MenujaHa CKyloBa je MpBO YTBphUBama 3HA4ajHOCTH
pa3nuka u3Mel)y BapujaHcu nBa ckyna F Tectom, a 3aTHM je NpPUMEHEH HEYyIapeHH,
nBocMmepuu T-Tect (ca Welch’s kopekiijoM ako je pas3iinka BapujaHcu Ouia 3Ha4ajHa). 3a
oba Tecta BpenHocT BepoBaTHohe (p) Mama o1 0,05 o3HaYeHa Kao CTATHCTUYKHU 3HAYajHA.
Koperanuja BpeIHOCTH pa3IHuuTHX CKYyIOBa je oapeheHa Spearman-rank kopenaiuonum

tecToM (HnHTepakTUBHE codrBep; http://vassarstats.net/corr_rank.html).
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buorpadcku nogaum kanauaaTa

Mapujana B. Koaunh (pol). Byad) pohena je 15. noBembOpa 1987. ronune y
Kuauny, PenyOmmka XpBarcka. OcHOoBHY mikoiny u Cpeampy MEIUIMHCKY HIKOTY
3appmmiia je 'y Cpemckoj MutpoBuiu. XeMmMujcku (GakyaTeT, YHHUBEP3UTETA Y
Beorpany, cmMep aumiomupanu 6noxemudap ynucana je mkoicke 2006/2007 rogune.
Jumomupana je 24.arycra 2011. roguae oq0paHoM 3aBpIIHOT pajia Mo Ha3UBOM
»2AHanM3a excrnpecuje N-aleTws riiyKko3aMuHa, rajgakTo3e, CHjaJMHCKE KHUCEIHHE U
¢bykoze Ha IgG w3 wupkynumyhux UMyHOKOMIUIEKCAa KOJA — Telaau ca
OpOHXOITHEYMOHHUJOM, JIEKTHHCKMM OnoToM®™. Macrtep cryauje Ha XeMHjCKOM
dakynrery, YHuBep3utera y beorpany, cTyaujcku mporpaM OMOXeMHja yrmcana je
mkosicke 2011/2012 roaune, a 3aBpimia 05.0krobapa 2012.roquae og0paHoM MacTep
paja moja Ha3uBOM ,,VcnUTHBamkE yTUIAja HUPKYIUIIYhUX UMYHOKOMILIEKCA Telaau
Ha KapaKTepUCTHKE JIEYKOIUTa epudepHe KpBH Telaau U KpaBa“. JJoKTopcke cTyauje
Ha XeMHjcKOM QakynTeTy YHuBep3uTeTa y beorpany, CTyaujcku mporpaMm OHoxemuja

yrucana je mkoicke 2012/2013 rogune.

Y HuHcTuTyTy 3a MEIMIMHCKA HCTpaKhBamwa, YHUBEp3uTeTa y beorpamy
3amocinena je ox 04.menemOpa 2014. roguHe Kao UCTpaXHBad capaJHUK HA TPOjEKTY
,JcnuTuBame narorenese xeMaronomkux Maauraurera’” (175053) ¢punancupanoM o

cTpane MUHHCTapCTBa MPOCBETA, HAyKe U TEXHOJOUIKOT pa3Boja Pemybnuke CpoOuje.

Kao pesynrar pocamammer pama Mapujana B. Kopaumh je oOjaBuna 26
oubnuorpadekux jenununa. O myOoIMKOBaHUX palioBa, jenaH (1) pajn je mramnal y
HenuHn 'y MehyHapoaHoM yacomucy ucTakHyTux Bpeanoctu (M2la), msa (2) paaa
mramMnaHa y BpXyHCKoM MelyyHapognom wyacomucy (M21), uetupu (4) pana
nyOJIMKOBaHa y HMCTaKHyTOM MeljyHapogHoM uacomucy (M22), jeman (1) pax je
mwtamnan y meljyHapoaaom daconucy (M23), jeano (1) caonmreme ca Meljynapoanor
ckyma mTamnano y uenunu (M33), cenamuaect (17) pagoBa je mrammnano y gpopmu
caominTema ca Mel)yHapoaHor ckyna mraMmnanux y u3soay (M34) u asa (2) pana ca

CKYITOBa HAIlMOHATHOT 3Hauaja ImTaMnaHux y u3soay (M64).

Unan je buoxemujckor npymrsa Cpouje, Cprckor XeMHjCKOT IpyLITBa U

EBpornckor npymrsa xemarosora.
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M3jaBpyjeM 1a je mrtamnaHa Bep3uja MO JIOKTOPCKOT paja MCTOBETHA E€JEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOjy caM Mpejao/na paad MnoxpaweHa y JIMrHTAJHOM peno3uTopujymy
Yunsep3surera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM na ce oGjaBe MOjM JMYHM NOJALM Be3aHW 3a J00Hjarbe akageMCKOr
Ha3MBa JOKTOpa HaykKa, Kao LITO Cy MME M Npe3uMe, TOJIMHa U MecTO pohewa M JaTyMm

onOpaHe paja.

OBM TMYHM NOAALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHULAMa AUruTaaHe Oubavoreke,
y €JIEKTPOHCKOM KaTajory v y mybaukauujama YHuBep3urtera y beorpany.

IloTnuc ayropa

V¥ Beorpany, 28. centembap 2018. rogune

g wara Lobamut



M3jaBa o kopumhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uretcky Oubnuoreky ,,Ceerozap Mapkouh na y Jlururanuu
peno3uTopujyM YHHBep3uTeta y beorpaiy yHece MoOjy JOKTOPCKY AMCEpTaldjy
MO/l HAcJIOBOM:

CtpykTypHe 1 (pyHKIHOHAJHE 0COOMHE HMYHOKOMILJIEKCA KO/ TeJaan 000J1eie o

OpOHXOIHEYMOHH e

KOja je Moje ayTOpCKo JIENO.

Juceprauuyjy ca cBUM MpuWio3uMa Mpefao/aa caM y eJeKTpoHCckoM ¢dopmary
MIOrO/IHOM 3a TPajHO apXUBHUpAHLE.

Mojy MOKTOpCKYy AMCepTalujy mnoxpameHy Y JMrutanHoMm perno3uTopujymy
VYHuep3uteTa y beorpaay u 10ocTynmHy y OTBOPEHOM MPUCTYMY MOTY Ja KOpHCTE
CBU KOjU moutyjy oapende caap:xanHe y opabpaHom tumy auneHue Kpeatushe
3ajenqnuue (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OfiTyuHo/na.

1. AyropctBo (CC BY)

AyropctBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

AyTopceTBo — HekoMepuujaaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

AyTOpCTBO — HEKOMepLUjaiHO — AenuTu noj uctuMm yciosuma (CC BY-NC-SA)

AytopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

I e 09 (D

AyTtopeTBo — Jienutu noa uctuM yesnosuma (CC BY-SA)

(MoauMo Jia 3a0KpY»KUTe camo jeHy oJ wecT nonyhenux nuueHur. Kpaak onuc auueHuu

j€ cacTaBHHU JIeO OBE M3jaBe).
ITornuc ayropa

V¥ Beorpany, 28. centem6ap 2018. rogune

Mapufat Lobanl




AyTtopcTBo. Jl03BOJbaBaTe YMHOXAaBame, MTUCTPUOYLIHM]Y M JaBHO CAONINTABAKE Jea, U
mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha Ha4MH oxpelheH oX cTpaHe ayTopa WM JaBaoua
JMIICHIIE, YaK U y KoMepuujaiaHe cBpxe. OBO je Hajca000aHMja O] CBUX JIMICHIIH.
AyTOpCcTBO — HeKoMepuujaJHo. J[03BoJbaBaTe yYMHOXaBame, AUCTPUOYIHU]y U jaBHO
CaoMIITaBamkEe Jiea, U Tpepaje, ako ce HaBele MMe ayropa Ha Ha4MH oApeleH o cTpaHe
ayTopa WM JaBaona Jmienie. OBa JIMIEHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaIHy YIOTpely aena.
AyTOpCTBO — HeKOMepuHujaJaHo — 0e3 npepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBaWkE, AUCTPUOYIH]Y
U JaBHO CaoIlIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MpeodIMKoBamba WK yHnoTpede Jena y CBOM
IeTy, ako Cce HaBele MMEe ayTopa Ha HauWH onpeleH o cTpaHe ayTopa WM JaBaoua
muneHne. OBa JHMIIEHIIA HE J03B0JbaBA KOMEPIHMjaIHy YHOTpeOy aena. Y omHOCY Ha cBe
ocTaJie JIMLEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHuyaBa HajBehu oOuM mnpasa Kopuiihema aena.
AyTOpPCTBO — HEKOMEpPUHMjaJHO — /IeJUTH MO HCTHM YciaoBuMma. Jlo3BospaBare
YMHOXXaBame, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITaBakE Jeia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe HWMeE
ayTopa Ha HauuH oapeleH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIIE W aKo ce Tpepaja
auctpuOynpa TIMOJ HCTOM WM CIMYHOM JuieHnoM. OBa JMIEHIIa HE [03B0JbaBa
KOMepIfjaliHy yroTpeOy Jiena u npepaja.

AyTopcTtBo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIH]Yy W JaBHO
CaoIIITaBamke Jeya, 6€3 MpoMeHa, TPeoO0IMKOBakha UK YIIOTpeOe /1ea y CBOM JIey, aKo Ce
HaBe/le MME ayTopa Ha HauyMH ojpelheH oX cTpaHe ayTopa WM jAaBaoma juueHie. Oa
JUIEHIIA J03BOJhaBa KOMEPIIUjaIHy YIOTpeOy Aena.

AYTOPCTBO — JIEIUTH TOJ MCTHM YyCJIOBHMA. J[03BOJhaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPHOYIH]jY
U jaBHO CaoIlIITaBame JIeNla, ¥ Ipepase, ako ce HaBeAe UME ayTopa Ha HauuH ofpehen on
CTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHUICHLIE M aKo ce Mpepaja AUCTpUOyrnpa MO HCTOM HIIU
CIMYHOM JiniieHoM. OBa JUIEHIIa JJ03BOJbAaBA KOMEpIUjaliHy ynoTpely jaea u mpepaja.

Cnuuna je copTBEpCKUM JHIICHIIaMa, OJJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/Ia.
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