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Osa dokmopcka ducepmayuja ypaheHa je y capadrbu dge uHcmumyyuje,
TexHonowko-memanypwkoe @akyamema, YHueepsumema y bBeoepady u
Hucmumyma 3a meduyuHcka ucmpadxcuearea, YHusepaumema y beoepady, y oksupy
uCmpaxcusarsa NpedA0HceHUx y npojekmy uHme2paaHux u UHmepoucyunAuHapHux
ucmpaxcuearwa (MUH 46010): "Pa3goj HOBUX UHKANCY/AAUUOHUX U €eH3UMCKUX
mexHo/02uja 3a hpou3godry 6Guokamasauzamopa U 6Uo/o0WKU AKMUBHUX
KOMNoHeHama XpaHve y yusby noseharba HeHe KOHKYPEHMHOCMU, KeaJaumema u
6ezbedHocmu”, Koju puHaHcupa MuHucmapcmao npocgeme, HayKe U MexHO/N0WKO2

pa3seoja Penybauke Cpéuje, y nepuody 00 2011. do 2015. zoduHe.

Excnepumenmananu deo pada ose dokmopcke ducepmayuje je u3gedeH y
aAabopamopujama HHcmumyma 3a meduyuHCKa ucmpaixcuearsa U TexHo10wKo-
MemaJaypukoz ¢akyaimema, YHugepsumema y beozpady, aau u dpysum Hay4Ho-
ucmpadxcusaykum opzauudayujama y Cpéuju u mo y UHcmumymy 3a 6uoiowka
ucmpadxcusarba "Cunuwa Cmankosuh”, YHusepaumema y beozpady (UHPLC/-HESI-
MS/MS amasausza), UHcmumymy 3a ¢usuky, YHueepsumema y beozpady (AFM
aHasusa), MHcmumymy mexuuukux Hayka Cpncke akademuje HAyka u yMemHocmu
(aHanuza nacepcke dugpakyuje) u TexHosowkom ¢akysamemy, YHusepsumema y

Hosom Cady (cywerse y3opaka 3a SEM aHaausy).



3axea/siHuUya

Beauky 3axeasnHocm dyzyjem meHmopy, bpauky Byeapckom, npodecopy TexHo0wKo-
Memanypwkoz ¢pakyamema, YHueepaumema y beozpady 3a no3us u 3anazarbe 0a Ha novemky
dokmopckux cmyduja npehem y re208 UcCmpaxcusa4ku mum U 3ano4Hem capadry ca MHcmumymonm
3a meduyuHcka ucmpaxcuearea, YHueepaumema y beozpady. bes moza, He 6u 6u10 HU o8e dokmopcke
ducepmayuje, HU capadree ca eMUHeHMHUM cmpyvreayuma ca YHusepsumema y beozpady, kao Hu
ocmeapeHux npujamesscmasa ca K8aaumemHuM 0cobama, kose2ama ca TexHoN0WKo-Memanypukoz
dakyamema u UHcmumyma 3a MeOUyuHCKa UCMpaxicusared.

H3y3emHO cam NOHOCHA U HeU3MepHO 3aX8aJ/Hd, WMO CaM Kpo3 3anoyema Ucmpaxcusarba
cmekaa jow jedHoz meHmopa, dp Becny Hauh, HayuHoz casemHnuka MHcmumyma 3a MeduyuHcKa
ucmpaxcusarea, Yuueepsumema y beoepady Ceojum uckycmeom, 3Harem u noceeheHowhy y3
U3y3emHO Nowmosaree U pasymesarse Moje UHOUsudyasHocmu eoduia Me je Kpo3 ucmpaicugayko
nymoearse y mokKy yemupu 200uHe: 00 n04emHo2 y4erba pasAudumux eKCnepuMeHma/aHux mexHukKda,
cyeecmuja, noMohu y nucary U aHaAusupary peyamama, cmasaHe docmynHocmu u cnpemMHocmu oa
cacaywa, sepe da hemo ycnemu kada HUKO y HAc Huje seposao, do casema Kojuma je yvecmosana y
MOM NPOPEeCcuUoOHANHOM ycaspuasarsy.

YaaHosuma komucuje, npog. 3opuyu KhHexcesuh-Jyzoeuh u dp Bepuyu Bophesuh ca
TexHos0wKko-Memanypwkoz ¢akyamema u npogp. Bukmopy Hedosuhy, ca IlomonpuspedHoz
¢akyamema, 3axeasmyjeM ce Ha4 KOPUCHUM cyzecmujama U Kopekyujama, Kojuma cy ymuyaau Ha
KOHa4HU u3ased oge dokmopcke ducepmayuje.

3axeasyjem ce Hosaky Kosauesuhy u /[lejany Bykosuhy, nekapuma eemepuHapcke meduyuHe u
HAanujeau Jlykuh, duniomuparHom mexHosoey ca ¢papme u kaaruye IIKb Hmec uz Beoeapada, Ha
8e/UKOdywHOM obe3behusarby y30paka K/AaHuuHe Kpsu. 3axsaseyjem ce dp JujaHu Byzapcku u3
Hucmumyma 3a meduyuHcka ucmpaxcusared HA CMAJAHOj MOPAAHOj NOOPWYU U KOPUCHUM
casemuma y aHaaudu pesyamama. 3axeanHocm dyeyjem KoaezuHuyama u3 I'pyne 3a
KapduosackyaapHy ¢usuoaoaujy HHcmumyma 3a mMmeduyuHcka ucmpaxcusarba, 0p HeseHu
Muxajaosuh-Cmanojesuh u Jeauyu I'pyjuh Musaavosuh 3a ypaheHe aHasau3e aHMUOKCUOAMUBHO2
kanayumema y3opaka, u kKosae2u Caasky Mojcunosuhy us I'pyne 3a xemamosoz2ujy 3a aHaause
npomoyHe yumomempuje. Beauky 3axeaanocm dyayjem u kosnezama dp Bopu Bacuhy, us HHcmumyma
3a ¢usuky u dp Cmusmu Mapkosuh, uz HHcmumyma mexHuukux Hayka Cpncke akademuje HayKka u
ymemHocmu 3a ypahene AFM aHasiu3e, 00HOCHO aHa/u3e aacepcke dudpakyuje u Heceb6uyHy nomoh y
mymauery pesyamama. Oceham HeusMmepHy 3axeanHocm npema Op JaHujeau Muwuh, u3
HHcmumyma 3a 6uosowka ucmpaxcusarea "Cunuwa Cmankosuh” koja mu je 06e3b6edusna HeonxooHy
UHPLC/-HESI-MS/MS anaau3sy, aau u dueaH ocehaj da cam ysek dobpodowaa y ruxoe mum. Kosezu
duna. uHe. T'aspusay llekyaapyy ce 3axeamyjem Ha nomohu y uzeoberwy FTIR anaause. [loce6Hy
3axeasHocm dyeyjem kosaezuHuyu Kamapuuu Bykapu, mazucmpy dapmayuje Ha 6o/bu u nomohu da
ce u3bopuMo ca eeqUKUM U3d308UMA Y eKcnepumeHmasaHom pady. Kosezunuyu Anu Cmanuuh,
MOJIEKYAAPHOM 6UO/I02Y, 3aX8asbyjeM ce HA KOHKpemHoj nomohu y epaduukom 064uUKo8ary
nojeduHux des08a oge ducepmayuje.

Xeasa Ha nodpwyu u npujamesbcmy, Koje cy MUy mewkum mpeHyyuma mokom uspade ose
me3e y3 yawuyy pas32o080pa npyxcuie Ko/e2uHuye ca TexHoAo0wKo-memaaypwkoz akyamema op
Bepuya Bopbhesuh, Padocaasa Ilpasunosuh, bojana BaaaHy u Kama Tpugkosuh u koseze ca
Hucmumyma 3a meduyuHcka ucmpaxcusarea, Musow fukauh u Mapujana Byau. Beauko xeana u
dpyeum kosaezama ca TexHosowko-memaaypwkoz ¢pakyamema, npog. dp Hesewku Bowkosuh
Bpazosaosuh, dp Padu Iljanosuh u dp Bophy Besmosuhy, koju cy Mu Kpo3 noc/108Hy capadry npyicanu
npujamesocky nodpwky u 4uHuau da ce oceham kao da cam odysek deo oge uHcmumyyuje.

00 cpya ce 3axeasbyjem c8ojuM npujamesbuMa 3a pasymesarse 3d €8a 00/10M4CeHd U NOMepeHa
Odpysicerba U NOOpWKY Y MOKY C8UX 08UX 200UHA.

H Ha Kkpajy, oepomHy 3axeanHocm dyzyjem ceojoj nopoduyu. be3 rwux cuzypHo He 6ux ycnesaa da
npebpoduMm mewke mpeHymke Kojux je 6us0 y moky uspade oge ducepmayuje. Majyu Tamapu 3a
spybas, sepy, nOOpwKy U CHAzy Kojy ysek yHocu y Moj pad u xusom. Cecmpu KamapuHu 3a
eHmy3ujazam, 8e0puHy u eHepauyHocm Kojy HecebuyHo desau. Mojoj Hogoj nopoduyu, cynpyey Hukoau,
3a npysceHy /vy6as, ocehiarbe CnOKOjcmea U UCKPEHO pasyMesarse y C8emy U Y8eK...



IMPOLECHO OYYBAHE MEMBPAHE EPUTPOLUMTA JOBUJEHE U3 K/IAHUYHE
KPBH KAO CUCTEMMU 3A ITPOAYKEHO OC/IOBAGAILE AKTUBHHUX
CYIICTAHIIHX

PE3UME

Y 0BOj [OKTOPCKOj JAucepTalyju pa3BUjeH je MpoLec 3a U30JI0Bakbe
roBehux M CBUHCKUX ePUTPOLUTHUX MeMOpaHa (,Ayx0oBa”) U3 OTNa/iHe KJIaHUYHE
kpBU. [lopes Tora, pasBujeHHU Cy U AeTa/bHO In Vitro OKapakKTepUCaHU CUCTEeMHU 3a
NpOAYXeHO ocs06ahambe aKkTUBHUX CYIICTAaHLA Ha 6a3u J00MjeHuX epUTPOLUTHUX
MeMbOpaHa.

Y nu/by npojeKToBama Npoleca KojuM 60U ce Jo6u/e roBehe M CBUHCKe
epUTPOLUTHE MeMOpaHe Koje Cy CTPYKTYpPHO OYyBaHe, a IIOPEKJOM U3 OTNajHe
KJIaHW4YHe KpBH, JedUHHCaHe cy clelUPHUYHE OCMOTCKE KapaKTepUCTHUKEe OBUX
eputpouuTa. [lokasaHo je fja Cy CBUKCKHA epUTPOLIM OCMOTCKH OCET/bUBHJU U A
epUTPOLUTU HHUjeJiHEe OJ, MCIIUTUBAHUX BPCTAa HUCY OCMOTCKHM xoMoreHd. OBa
XeTEepOTeHOCT je JeTeKTOBaHa M3Mehy epuTpoLuTa pas3IMYMTHUX y30paKa HCTe
BPCTE, /Il U epUTpoLuTa jelHOT y3o0pka. Kao onTumanHu nydep 3a usBohemwe
XeMOJIM3e TOoBehHHX U CBUKCKUX epuTponuta ozapeben je 35 mM HaTpujym
¢dochatHu/NaCl nydpep yujoM npruMeHOM ce y Mpolecy rpajiyajHe XUIMOTOHUYHE
xeMoJin3e, npu npoToky nydepa o 300 ml/h, Tokom 30 min, ocnobaba >90%
xeMorjiobuHa wu3 BesukKe 3anpeMuHe (100 ml) o6e BpcTe epuUTpoLUTA.
broxeMujcka aHanusa Jo6HjeHHMX MeMOpaHa epUTpPOLMUTA je NOKasaja Ja ce
caZip>Kaj MpoTerHa U X0J1ecTepoJia HAje 6UTHO Pa3JIMKOBAO Y OJHOCY HA MeMOpaHe
MHTAaKTHUX epUTpouuTa. Takohe, MIpedyHUK epUTPOLIMTHUX MeMbOpaHa 06e BpCTe
6uo je 3a camo 10% MamM OJf MHTAKTHUX €PUTPOLMTA, a pPacHofesa BeJUYnHe
yHudopMHa. OBU pe3yJiTaTH Cy [TOKa3ay Jja JYXOBY KJIaHUYHUX epUTPOLUTA 06e
BPCTe KMBOTHHA UMAjy CIIOCOOHOCT Ja ,MMHUTHPAjy" XEMHJCKO U CTPYKTYpPHO
aHU30TPOMHO OKpyKewe hesnjckux MeMOpaHa in vivo, IITO je 0J, 3Hayaja 3a
Audy3ujy M NapTULUMOHU KoepULMjeT aKTUBHUX CYINCTAaHLUU IPU HHUXOBO]
VHKaICyJIalHjH.

Y cnepehoj ¢asu ucTtpakuBama HCHOMTAHA je MOTYNHOCTU IpUMeHe
npoueca rpaZiyajiHe XUIIOTOHUYHE XeMOJIM3e 3a UHKAICyJIallkjy Mo/JieJl CYNICTaHIle,

CUHTETCKOI TJIYKOKOPTUKOWJA M HajuiMpe KopulIheHOr aHTUMH(JIaMaTOPHOT



JleKa, JleKcaMeTa30H-HaTpujyM-¢ocdara (DexP). OnTuMH30BaHM Cy NpPOLIECHU
napaMeTpU-TeMIepaTypa HWHKybOalyje, KOHLeHTpalMja JieKa U IPHUCYCTBO
yMpexkuBada- 3a MHKancysganujy DexP y ayxoBe roBehux M CBHUHECKHUX
eputpouuTa. OJf MUCOUMTUBAHMUX IapaMeTapa Kao HAjONTUMaJHUjU  3a
uHKancynanujy DexP, y o6e BpcTe epUTpPOLMTHUX JyxOBa, oApeheHU cy
KoHLleHTpanuja Jeka ofa 0,12 mg/ml u Temnepatypa HHKyb6auuje ona 37°C.
[TokazaHo je fja ce kopullhewheM CBUEBCKUX EPUTPOLUTHUX JYXOBa, IOCTHXKe Behu
creneH uHkancyaauuje DexP (13-14%) y nopebemwy ca roBehum epuTpouuTHUM
ayxoBuMa (2-3%). Jlobujenu cuctemu DexP-epuTpouutHe Memb6paHe cy
OKapaKTepHCaHH ca  aclekTa  pacrnojesie  BeJUYUHE,  MOPGOJIOMKUX
KapaKTepUCTHKa MeMOpaHa epUTPOLUTA ca MHKANcyJaupaHuM DexP u kuHeTHKe
ocsob6ahamwa uHkamncyaupaHor DexP u3 ayxosa. Jleta/bHa MopdoJiolika aHaaM3a
(AFM, SEM, unacepcka audpakiuuja) oba TuNa epUTPOLMTHHUX JAyXOBa ca
MHKancyaupanuM DexP, mokasaja je ga npucycTBo MHKamcyaupaHor DexP HeMma
yTHLaja Ha MOpPQOJIOrvjy epUTPOLUTHUX JYXOBa, ajlu Jia IOCTOoje 3HadajHe
pasivke y mMopdosioruju naMeby roBehux U CBUHCKHX epPUTPOLMTHHUX JAyXOBa.
KuHeTrka oTnyumTamwa WHKancyaupaHor DexP ce passinkoBasa kKako u3Meby
BpPCTa ePUTPOLUTHUX AyXOBa, TAKO U M3Mely y30opaka UCTe BPCTe y 3aBUCHOCTH
O/ caZip>aja pe3uyasHor xeMorjio6uHa. [IocTUTHYTO je MpoAy»KeHO OTNyIITame
DexP, y mepuoay ojn 3, oaHocHO 5 gaHa y ciayyajy DexP uHkamncyvpaHux
CBUHCKUX U TOBehUX epUTPOLUTHUX YXOBa, peCIEKTUBHO.

Ha ocHOBy MOpPQOJIOMKUX UM CTPYKTYPHUX KapaKTepUCTUKA U
KapaKTepUCTHKa oTnyimTakba DexP U3 roBehux M CBULCKHUX €PUTPOLUTHUX
JlyXOBa M30JI0BAHUX U3 KJIAHWYHE KPBU, MOXeE Ce 3aK/byYUTHU Jja OHU IOKa3yjy
BEeJIMKM TOTEHLHja/l 3a OHOMEJUIMHCKY HIpPUMEHY Y ILW/by MNpPOAYKEHE U

KOHTpOJIMCaHe JO0CTaBe aHTI/II/IHCl)JIaMaTopHOI‘ Jaeka DexP.

Kiby4yHe peuu: k1aHu4Ha kps; 2padyaiHa XunomoHUYHA XeMOoAU3d; epumpoyumHe
MeMbpaHe; epumpoyumHu dyxo8u,; deKkcamemasoH-Hampujym-gocgham, cucmemu 3a
npodyxceHo oca06aharbe akmueHUX cycnmaHyu

Hay4yHa 06J1acT: TexHOJIOIKO UHXKEHEPCTBO

Y:ka Hay4Ha 06./1acT: BroxeMujCcKo UHXeHePCTBO U GUOTEXHOJIOTHja

YK 6poj:



PRESERVED ERYTHROCYTE MEMBRANES PRODUCED FROM
SLAUGHTERHOUSE BLOOD AS SYSTEMS FOR PROLONGED DELIVERY OF
ACTIVE SUBSTANCES

SUMMARY

In this doctoral dissertation, a process for production of empty erythrocyte
membranes (,ghosts“) originating from bovine and porcine wasted slaughterhouse
blood was developed. In addition, with an aim of designing prolonged drug
delivery vehicles, ghost-based drug delivery systems were formulated and in vitro
characterized.

In order to design the process by which hemoglobin would be released from
erythrocytes, leaving preserved cell membranes, the first step was to define
specific osmotic properties of bovine and porcine erythrocytes derived from
slaughterhouse blood. The results showed that porcine erythrocytes were more
osmotically susceptible compared to bovine ones, but neither of the two examined
types of erythrocytes was homogeneous regarding their osmotic properties. This
heterogeneity was detected among erythrocytes from different samples of one
species, as well as among erythrocytes in one sample. The hypotonic sodium-
phosphate/NaCl buffer of 35 mM concentration circulating with a flow rate of 300
ml/h during 30 min was optimal for conducting gradual hypotonic hemolysis.
Under these conditions the process of gradual hemolysis resulted with a high
hemolysis extent (>90%). Biochemical analysis revealed that protein and
cholesterol content of isolated ghosts were nearly the same as in intact
erythrocytes. Compared to starting erythrocytes, average diameter of the ghosts
from both type of erythrocytes decreased for only 10%. These results indicate that
isolated membranes have possibility to mimic the chemical and structural
anisotropic environment of in vivo cell membranes, and this fact is of significance
for drug diffusion and partition coefficients during encapsulation procedure.

In the next step, the gradual hypotonic hemolysis was evaluated as an
encapsulation procedure for a model drug into the ghosts which were obtained in
the previous experimental stage. A synthetic glucocorticoid, widely used anti-
inflammatory drug, dexamethasone sodium phosphate (DexP), was selected as a

model compound. The processing parameters of DexP encapsulation into the



ghosts-temperature, initial drug concentration, and cross-linker addition- were
optimized. Incubation at 37°C and drug concentration of 0.12 mg/ml had
statistically significant effect on loaded amount of DexP, resulting in encapsulation
efficiency of 13-14%, i.e. 2-3% for porcine and bovine erythrocyte ghosts,
respectively. Detailed morphological characterization (by AFM, SEM, and laser
diffraction technique) revealed that DexP inclusion itself had no observable
additional effect on the morphology of the ghost carriers, but indicated significant
morphological differences between bovine and porcine ghosts. The differences in
drug release kinetics between bovine and porcine DexP loaded ghosts were
observed. Besides, the content of residual hemoglobin significantly influenced the
drug release kinetics of both type of DexP loaded ghosts. A sustained drug release
from DexP loaded ghosts was shown over 3 days from porcine ghosts and 5 days
from bovine ghosts. Hence, DexP loaded erythrocyte membranes demonstrated
strong possibility for usage as cell-like bio-derived delivery systems of DexP for

different biomedical applications.

Keywords: slaughterhouse blood; gradual hypotonic hemolysis; erythrocyte
membranes; erythrocyte ghosts; dexamethasone sodium phosphate; drug delivery
systems

Scientific field: Technological engineering

Scientific discipline: Biochemical engineering and biotechnology
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[IpuMapHu 111/ papMaleyTCKO-TEXHOJIOIKOT pa3Boja jecTe MpoHaaKehe
HayMHa Ja Ce AaKTHBHa (JIeKOBMTA) CyICTaHLLA TMpeBeje y OGJUK U
KOHIIEHTpalYjy/KOJMYUHY KOjUMa Cce TMOCTXKe OJiroBapajyhu Tepanujcku
O/TOBOP, KOHTpOJIMIIE MeCTo U 6Gp3vHa ocjaob6abama JieKOBUTEe CYICTaHLe Yy
OpraHMsMy U cMambyjy Hexe/beHUM edekTH. [locTynuu Koju ce KOpHUCTe 3a
MOCTU3albe OBOT LiM/ba Cy BPJIO CJOXKEHW M 3aXTeBajy pa3Boj COPUCTHULMPAHHUX
CUCTeMa 3a MCIOPYKY aKTHUBHHUX CYICTaHUM (eHTJ. drug-delivery systems). JlaHac
NOCTOjH BeJIMKU OpOj pas/MYMUTUX CUCTEeMa 3a UCIOPYKY JIEKOBUTHUX CYICTaHIU
pa3BHjeHHUX Y CKJIaJly ca noTpebaMa amivkanuje. lbuxoBo cTasHO ycaBplaBame je
IO0CTaJI0 HEMUHOBHO 360T cBe Beher 6poja 3axTeBa Koje je/laH CUCTeM 3a UCIOPYKY
aKTUBHHUX CYIICTAHIIM MOpa Jia UCIYHU Kako 6U Morao Jja uMa 6UOMeJULIMHCKY
IPUMEHY.

TpeHyTHO JAOCTYNHM CHUCTEMU 3a UCIOPYKY JIEKOBUTUX CYICTAHLM MOTY
OUTH CUCTEMU KOjU NpeJCTaB/bajy jelHOCTaBHE, PaCTBOPJ/bMBE MaKpOMOJIEKYJIe
(kao 1WTO Cy MOHOKJOHCKAa aHTHUTeJa, PacTBOP/bUBU CHUHTETCKU MOJIUMEPH,
NoJIMcaxapuiu U 6uojerpajlabuwiHu MOJUMepH), aJld MU MHOTO KOMILJIEKCHH]je
YyeCTUYHe BUILEKOMIIOHEHTHe CTPYKType (MHUKpOKAaNCyJie, MHUKpPOYECTHUIE,
JIMIIO30MH, JIMIIONIPOTEWUHH, hesnunje U henujcku ayxoBu). CUCTEMU 32 UCHOPYKY
aKTUBHUX CYIICTAaHLM 6a3vpaHy Ha hesivjaMa, reHepasiHO, UMajy BeJIMKY NpeJHOCT
y OJJHOCY Ha CBe Ji0 caJa AOCTyIlHe MPUPOJHE WJIU CUHTETCKe HOocaude, Y CMUCIY
UCTOBpEMEHEe MPUPOJHE OGUOKOMIATHUOWJIHOCT U QYHKLHOHAIU3alMje NpeKo
cnenuUIHMUX NOBPLIMHCKUX MoJieKysa. HajBuile ucTpakuBaHU M pUMeHUBAHU
henwjckM HOCAauu AKTHUBHUX CYINCTAHLU jeCcy EepUTPOLUTH U €EePUTPOLUTHE
MeMOpaHe MOPeKJIOM U3 XyMaHe KpBH [1].

AyTosioru (CONCTBEHU) EPUTPOLUTH Ce IPUMERYjY Kao ePUKACHU CUCTEMU
3a LM/baHy HCHOPYKY U NMPOAY:KeHO ocsob6abhame JIEKOBUTHX CyncTaHuu [2,3].
YuweHUlla i@ je HEKOJIMKO MPOTOKOJA 3a HUHQY3Ujy JIEKOBUTHUX CYICTaHLHU
MHKAICYJUPaHUX y ePUTPOLUTE TPEHYTHO Yy $asd KJIMHUYKOT MCIHUTHBAKA,
WIYyCTpyje orpoMaH 6MOMeJMIIMHCKU 3Hayaj OBe 00J1acTU UCTpakuBamwa. [lopen
TOTa, CaBpeMeHe GHOTEXHOJIOLIKE MeTOo/le 3a MoJUPUKOBamwe hesnjcke MeMbpaHe
omoryhaBajy Ja ce y OBe CBpXe KOPHUCTE U HUMYHOJIOIIKM HWHKONATHUOWIHU
(xeTepoJsiorM) XyMaHU epUTPOLMTH, a OTBapa ce MOryhHOCT Kopullhewa u

KCEHOTeHUX (KUBOTHICKUX) epuTtpouuta [4]. MehyTum, o cazia HUje pa3BHjeHa
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oAarosapajyha TexHosioruja koja 6u omoryhuina kopuuihewe KUBOTHHCKUX
epUTPOLMTa Yy CBPXy HOCAaya aKTMBHUX KOMIIOHeHTU. HanMe, TakBa TexHoJioTHja
6usia 6W 0] BeJIMKOT 3Hadaja, HAPOYUTO HMMajyhu y BUAY Jla je pacroJioXKvBa
KOJIMUMHA XyMaHHUX epUTpouuTa (IOpeKJOoM U3 KPBU JOOPOBOJbHHX JaBaJala
Koja ce 300r MpecTapesiOCTH WJIM HEKOT HeJOCTaTKa He MOXe KOPHUCTHUTH 3a
TpaHc)y3Ujy KpBHU) HUje BeJIMKA.

Eputponutu u3 oTnajHe KJIaHWYHE KpPBU JAOCTYIHU CY Y OTPOMHHUM
KOJIMYMHAMa, Te je pa3BOj TEXHOJIOTHUje 3a HUXOBY NPUMEHY Yy CUCTeMUMa 3a
UCIIOPYKY W TMPOAYKeHO ocjobahame JIEKOBUTUX CYINCTaHLUM €KOHOMCKHU
onpaBzaaH. [lopes Tora, pasBoj OBaKBUX TeXHOJIOTHja 6u JomnpuHeo Behem
UCKOpHUIIhewy IJIaBHOT CIIOPEeAHOT NPOU3BO/AA MECHE UAYCTPUje, KIaHUYHE KPBHU.
[Iponemwyje ce fa KaaHULe y NpoLeCy NPOU3BOHkE Meca CBAaKOJHEBHO CTBapajy
MUJIMOHE TOHA IMpPOLECHOr OTHaJZa Yuje [JlelOHOBame IMpesCcTaB/ba BeJUKHU
npo6seM 3a npepahuBave. 3a TpeTMaH OBOr OTHaJa y pa3BUjeHUM 3eMJ/baMa
IIOCTOjU CTPOTa 3aKOHCKA peryJaTHBa 3a YMje MOLITOBawke Ce M3/Bajajy 3HayajHa
MaTepHUjasiHa cpejcTBa. HauMe, naHac ce ofjbanMBame ClopeJHUX MPOU3BOJA Kao
OTNaJila BHULIe He CMaTpa HU EKOJIOIIKU J00pPUM HU €KOHOMCKHM MCIJIAaTHUBUM,
noceb6HO Kajia ce 3Ha Jila OBaj ,0TNaj"“ CaZip>KU 3Ha4yajHe KOJIMYMUHE JparoleHor
CUPOBOT MaTepHjajia KOju MMa CHaXkaH NOTeHIMjaJl y CTBapalkby HOBHUX NPOU3BO/ia
M (YHKLMOHAJHUX cacCTojaka ca AoAaTHOM BpejaHouihy. OmiuTe je mpuxBaheHo
MUIL/bEE /1 je T0XKe/bHO U MOoryhe /a ce CBU COpPeHU MPOU3BOAU UHAYCTPUje
Meca Ipepajie y NpPOU3BOJE HaMeleHe 3a XyMaHy M >KUBOTHHCKY HCXPaHy,
hy6puBo, 6uoau3es, ma 4yak U JjekoBe [5]. YnpaBo 360r Tora je mnpejMeT OBe
JIOKTOPCKe JucepTaluje pa3Boj Npoleca 3a M30JI0Bake ToBehUX M CBUHCKHUX
epUTPOLUTHUX MeMOpaHa (,/lyxoBa”) U3 OoTHajHe KJaHUYHE KPBH, U pa3Boj U in
vitro KapakKTepu3allyja cUCTeMa 3a MpOJYy:KEHO/KOHTPOJIMCAHO ocjobahame

dKTUBHHUX CYIICTAHLH Ha 6a3u ILLO6I/IjeHI/IX CPpUTPOLUTHHUX MEM6paHa.
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2.1. CABPEMEHHU CUCTEMHU CA
[NPOAYKEHUM/KOHTPOJIUCAHUM OCJIOBAHAHKEM

AKTUBHHUX CYIICTAHUU BASUPAHU HA REJIMJAMA

CucTteMH 3a MCHOPYKY aKTHUBHHMX CYyINCTaHLM 6a3upaHU Ha hesujama,
reHepasiHO, UMajy BeJIMKY IPeJIHOCT Y 0/JHOCY Ha CBe [Jl0 cajia JOCTyIIHEe IPHUPO/iHe
WM CUHTETCKe Hocaye Yy CMUCIY UCTOBpeMeHe NPHUPOiHe OGMOKOMNIATUOUIHOCTU
U PyHKLHOHanu3anuje. OBe KapaKTepPUCTHUKE CUCTEMA 3a UCHOPYKY JIEKOBUTHUX
CyNCTaHLY 6a3vMpaHuX Ha hesujama oMoryhaBajy UM yJIOory BeKTOpa CIOCOOHUX Ja
HecMeTaHO Mpohy Kpo3 cBe 6uoJiOLIKe MeMOpaHe (aHaTOMCKe, (U3HOJIOLIKE,
darouuTHe WaM UHPJIAMATOpHE), KOjU He CTBapajy arjoMepare U He Membajy
MOp}OJIOIIKe Y MOBPIIMHCKE KAapaKTEPUCTUKE Y GU3UOJIOUIKKMM YCJIOBHUMA, KOjU
Cy OTHOpPHM HAa MeTabOJIMYKe TIIpoliece ycjies] 4Yera MOTYy MeaTH
dbapMaKoKMHETUYKe NIapaMeTpe JIEKOBUTe CYICTaHLie U CIOCOOHMU Cy Jia cJ1060/ HO
npoJsiade Kpo3 KPBOTOK /0 Ta4HO JedHHHUCAHOT MeCTa y OPraHM3My Ha KOM
JIEKOBUTA CyICTaHLa Tpeba JAa UCIOJbU CBOje AejcTBo. Ca Apyre cTpaHe, U Nopes,
HaBeJleHUX KapaKTepCTUKa OBe BpPCTe HOcCaya, HbUXOBAa INpPUMEHa Yy XyMaHOj
MeJIMLIUHU je U3y3eTHO orpaHuyYeHa. [JlaBHU NMpo6JieMH KOjU ClipeyaBajy LIUPY
ynoTpeby hesujckux Hocaya TNPBEHCTBEHO Ce OJJHOCE Ha HeNoCTOojambe
AepUHUCAHOT CHUCTEMA CKJAJUIITEHA, BEJHUKY MOJJI0KHOCT KOHTaMHHAIUjU
MHKpPOOpraHU3MHUMa M OJCYCTBO BaJIMJUPAaHUX HHAYCTPHUjCKUX Mpoleaypa 3a
HBUXO0BO NIpolLiecupame y BUAy Jieka [1].

CucTeMH 3a HUCHOPYKY JIEKOBUTHUX CYNCTAHLM 3aCHOBaHMW Ha hesujama ce

MOTy NO/IeJIUTH y BUllle KaTeropwuja (cauka 1).

CHCTEeMH 3a HCOOPYKY GHOJIOIKHA AKTUBHHX CYNICTaHIH

3acHoBaHH Ha hesnjama

TeHeTHuku TpaHcdopMUCaHE

‘henujcku Hocadu

hemuje

l BakTepujcke hennje henuje cucapa
1
L) H 1
henuje

Cauka 1. Cxema kaacugpukayuje do daHac kopuwheHux cucmema 3a UCNOPYKY
JIeKogUMUX CynCmMaHyu 3acHO8AHUX Ha heaujama
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[eHeTnyku TpaHcbopMucaHe hesvje Mory OUTH pas3/IUuYUTE BpCTe
NPOKAapUOTCKUX M eyKapUOTCKUX hesuja KoJi KOjUX Cy o0JabpaHu TeHU
MHTEerpucaHud y reHom hesuvje nomahuHa y3 kopuiihewe pasjMuUTHUX BEKTOPA,
wto omoryhaBa ekcrnpecHjy 6MOJIOIIKY BaXKHUX areHaca. Takobe, iu/bHe hesuje ce
yBoheweM reHa Mory y4MHUTH OCET/bMBUM Ha [lejCTBO 0JjlabpaHuX JiekoBa. /laHac
ce TpaHchopMmucaHe hesdje KopuCTe 3a MNPOAYKLHjY LUTOKMHA U Yy HEKUM
cJydajeBUMMa 3a NpoAyKLHjy/ocao6ahamwe oapeheHUx eH3uMa, LITO je 0 3Hauaja
KO/l MalyjeHaTa ca eH3WMCKUM JeduuujeHuujama. Y tabenu 1 gaT je kpaTak
nperJsieJj, Kao WiaycTpalnuyja npuMmeHe TpaHcpopmucaHux hesuja 3a ocinob6abame
OMOJIOLIKY aKTUBHUX cyncTaHUy [1]. [J1aBHU npo6/ieMy 0BOT HAYMHA 32 UCIIOPYKY
OMOJIOIIKY AKTUBHUX CYNCTaHUM y Be3W Cy ca AYKUHOM Tpajama edekTa
TpaHcpopMucaHux hesuja, 6e36eaHOIINy HUXOBe MpuUIpeMe 360r Kopulihemwa
pasJMYMTUX BEKTOpa, W ca JUCTPUOyLMjoM TpaHcpopMUcaHUX hennja y

OpraHU3My KOjy je TelIKO KOHTPOJIUCATH.

Tabena 1. Heku npumepu eeHemuuku mpaHcgopmucaHux heauja 3a ucnopyky
buoso0wKU akmueHux cyncmanyu [1]

Tun henuje TpaHdpopmMucanu reH
Me3enxuMcKe MaTu4He hesuje HuTepseykuH 10 (IL-10)
HeypasiHe nporeHUTOpCKe
hemmje HuTepdepoH-6eTa
Enugepmanne MmatudHe henuje JlaMuHUH 5
XeMaTomnoeTuYHe MaTUYHE Apuncyndarasa A
henuje prIcy
Me3enxuMcKe MmaTu4He hesuje HuTtepsieykuH 12 (IL-12)
dubpobaactu Cynepokcuj JM3mMyTasa

. TNF-cpoanu anonTo3a-uHAYKyjyhu iuras [ (eHr1:
Xemaronoercke hesuje TNF-related apoptosis-inducing ligand- TRAIL)

MuiinhHe nporeHUTOpCKe daxTop Koarynanuje IX

hesmje
Heypanﬂehrgj)l(l)dl}EHHTopcxe Apucyndarasa A
TpombGonuTH VIII pakTop koarysanuje
HeypanHe maTuuHe hesnuje HeypoTpodun-3
dubpobaactu HuTepdepon anda
MumunhHe MmaTuyHe henuje Komrranu MmopdoreHeTCKU MNPOTEUH 4
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hesyjcKk¥ HOCAaYMu He HACTAjy Kao pe3yJTaT FeHEeTUYKOr HHXKeHepCTBa
hesnuja, Beh NpuMeHOM pas3/IMUYUTHUX PU3WYKHUX U XeMHUjCKUX MeToza (cauka 2)
koje omoryhaBajy naa henuje/henujcku pgepuBaTu [00Ujy HOBe Tepamnujcke
dynkumje [6]. Tako, henujcku Hocayu ocaob6ahajy JieKOBUTE CYINCTaHLE Y
LHYpKyJalMjy WIM Ha oJpeheHO MeCcToO y OpraHusMy WIH MOTY IM/baHO

UCTIIOPYYUTH JIEKOBUTY CYNCTaHLy APYruM hesnjama.

¢ .

6HOXeMHjCKO XeMHjCKO dusnuko HAHOYEeCTHIA JIeKOBHTE CYNCTAaHIEe
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Cauka 2. Cxemamcku npukas3 pasaudumux cmpamezuja uHxicerepcmea heauja y
Yus/sy Uucnopyke Jiekoga u mepanuje Ha 6a3u heauja [6]

o caza je wUcnuTMBaHA MOTYhHOCT @OpUMeHe MNPOKAPHUOTCKUX
(6akTepHjCcKUX) U eyKapUOTCKHUX (yrJiaBHOM hesivja cucapa) Kao Hocada JieKoBa.
[paM mo3uTHUBHE OaKTepHje KOjUMa je YKJIOHkEeHa IMTOIlJIa3dMa, a 3ajip>KaHa
Mopdosioruja M NOBPUIMHCKA aHTUTEHCKAa CTPYKTypa KopuliheHe cy Kao
npenapaTyd 6aKTepHjcKHX MeMOpaHa, Tako3BaHU ,AyX0oBU“ [7]. UcTpaxkuBama cy
nokasaJia /ie je ynoTpeba oBUX JyX0OBa Kao a/ljyBaHTHHX YeCTHIa, Tj. YeCTHULA Koje
3amnpaBo Mo060JbllIaBajy UMYHCKH OZIFOBOP Ha LJU/baHe aHTUTeHe eKCIIpUMUpaHe Ha
ZlyxoBUMa, Moryha u ycneuisa [7].

Meby cucapckum henujama, Makpodaru, MaTudHe hesivje U epUTPOLIUTH CY
ce TOKasaJld Kao TMocebHO MOroJHU 3a JobOujarbe  cucTeMa  3a
KOHTPOJIMCAHO /IPOIYKEHO OTHyIlITalke JieKoBa. 3axBa/byjyhu crnoco6HOCTH

daronurose ™Makpodaru Mory OWUTH "HanmyweHH" JIEKOBUTOM CYICTAHI[OM
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peslaTUBHO jeIHOCTAaBHO, MHTeCTUjOM HaHodecTuld. Makporadu ce JIeKOBUTOM
CyNCTAHLOM WJM KOHTPAaCTHUM CpeJCTBOM ,lyHe“ ex Vivo HaKOH yera ce Jajy
npumaony. Hajsehu neo TakBux makpodara (74-81%) onmax ce cekBecTpupa y
jetpu u cne3uHu (13-18%) [8] wTo YMHU Ja je CUCTEM 3a UCHOPYKY JIEKOBa
3aCHOBaH Ha MakpodarvMma MOroJHHUjU 3a LK/bAHO /[iejCTBO HEro 3a CHUCTEMCKY
UCIIOPYKY JIEKOBUTE CYNCTaHIE.

MaTtuuHe hesvje, U TO MNpUMapHO aAyJTHe MaTU4He hesuje, cy y
JIUTEpATypy ONMCaHe Kao NOTEeHLUjaJIHA HOCAaYU JIEKOBUTHX cyncTaHuu [9]. Kako
HEepBHE U Me3eHXUMCKe MaTU4He hesyvje ©Majy Tponnu3aM Ka TYMOPHMa, CBe BUlIe
ce HWCIOUTYjy Kao MOryhM CHUCTEMM 3a aKTHUBHY MWCIOPYKY TepaneyTCKUX MU
KOHTpACHHUX cpejcTaBa y Tymope [6]. Unak, Hajsehu 6poj uctpakuBamwa y Be3u ca
MaTUYHUM hesMjaMa Kao HOcayuMa aKTUBHUX CyINCTaHLM OJHOCHU Ce Ha
reHeTUYKU MoJuduKoBaHe MaTU4YHe henuje (Tabena 1).

EpUTpOLMTH U HUXOBU JAepUBATHU - MeMOpaHe MMajy OTpOMaH NMOTeHLHjasl
Kao HOCayu JieKoBa y 06e36ehrBamwby IjM/baHe U MPOJYKEHE UCIOpPYKe HMIUPOKOT
CleKTpa OMOJIOIIKM aKTUBHUX CYNCTaHUM, OJi KOHBEHLUOHAJHUX JIEKOBUTHUX
cyrncraHiy o npoteuna [3,10,11]. [lopen Tora, 3HayajHa MOBPIIKMHA U 3allpeMHHA
3a UHKalcyJalyjy JEeKOBUTHUX CYINCTaHIMd, BUCOKA OWOKOMMNATUOWIHOCT U
NpUPOJHU MeXaHM3MM 3a 0e306e/Hy eJIMMHUHALMjy epUTPOLMUTA Cy aTpaKTHUBHE
KapaKTepUCTUKE ePpUTPOLUTA KA0 CUCTeMa 3a NMpeHOoLleke OUOJIOIKH aKTUBHUX
CYIICTaHIY A0 LW/bHUX OpraHa v TkuBa [3,10,11], ITo MX YMHU A0 AaHAC HajBULIe

HCTpPaXNBaHUM heJII/IjCKPIM HOCa4YHuMa.

2.2. EPUTPOLUUTHU

EpuTpouuTu WIM LpBeHa KpBHA 3pHLQA, Cy Haj3acTyl/beHUje hesujcke
KOMIIOHEeHTe KpBHU (>99%) cBUX KHWUMeHaKa. JelaH MUKPOJIUTAp XyMaHe KpPBU
caJip>kU 5 MUIKMOHA epUTPOIUTA, a jeiHAa 0coba y CBOM TeJsy MMa npubmkHo 30
XWhaJia MUIMjapau eputpouuTa. 2JKUBOTHU BeK XyMaHUX epuTpouuTta Tpaje 100-
120 paHa, TOKOM KOjUX OHHM TOpesaze nyTawy of ~250 km kpo3s
Kap/MOBaCKy/JJapHU CUCTeM rJe (QYHKLUMOHHIIY Kao NPUPOJHU TpaHCIOpTEpHU
KHMCEOHMKA 3aXBaJbyjyNu MOJIEKY/y XeMOIJIOOMHA y HbHUMa. Y je/JHOM epUTPOLHUTY
ce mMpoceyHo HaJsasu 270 MUIMOHA MoJieKyJia XxeMorjio6uHa. EpurponuTy cucapa

HeMajy jeapo. XyMaHU €pUTPOLUMTH UMajy 3alpeMUHy O MPUOJIKHO 95 pum3, a
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noBpiuHa uM je 130 um?. UMajy 06/1MKk GUKOHKABHOT JUCKa (cMKa 3), MpeYHHKa
7 um U jge6spuHe 2 pm. OBakaB O6GJMK epUTPOLUTUMA Jaje MaKCHMaJsHy
eJIaCTUMHOCT U CaBUT/bUBOCT, oMoryhaBajyhu UM ga npobhy u kpo3 BeoMma ycke
KalujapHe npoctope 6e3 pyntype hesnujcke MembpaHe. OcMM NpW/Iaro/bHBOCTH
JIyMeHy KaluJjapa, oBakaB OGJIMK 3a MOC/JeAully UMMa U yBehaHy MOBPILUHY LITO

omoryhaBa edpukacHy u 6p3y pasaMeHy racosa.

Cauka 3. EanekmpoHcka mukpozpaguja XyMaHux epumpoyuma

HopMasiHO, epUTpOUUTH He MOJJIeXY eKCTpaBasallju U3 LUpKyJandje y
TKHBa, OCUM Yy XeNIaTUYKUM CUHYCHMa U UHTEPCTULHjyMy ¥ QOJIUKYJIUMa CIe3UHe,
OJIHOCHO OTBOpMMAa Ka LUPKYJallMju Ha MeCTMMa CTBapamka U eJUMUHaluje
epUTpOLMTA, KOja Cy Aeo peTuKyJoeHaoTesHor cucrtemMa (PEC). Makpodare
PEeTUKYJIOEHAOTENHOT CUCTEMA Y CJIE3UHM U jeTpHU 6p30 U epuKacHO GparonuTo3oM
npeysuMajy cTape U olTeheHe epuTpoudTe U 3aTUM UX pasrpabyjy
JIN3030MaJIHUM €H3UMHUMa.

MeMm6bpaHa epuTpouuta usrpabeHa je ox 40% Jsunuza (Pochonunugy,
xoJsiectepoJi, ravkoaunugu), 50% nporeunHa u 10% yrspeHux xujpata. Mcnog
MeMOpaHe ce Hasla3u IUTOCKeJseT rpaheH oJ; pusaMeHaTa NpOTeMHA CIEKTPHHA
KOju TpajieNu CHeKTPUHCKY Mpexy [Jajy o06JuK epuTpouury (cavka 4).
CneKTpUHCKU PUIaMEHTH Cy MpPeKO NMpOTeMHAa aHKUpPUHA W TPAaHCMeMOpPaHCKOT
nporterHa 6eHa 3 (enra. band 3) mnoBe3aHu ca MeMbpaHoM. OBaKBUM
NOoBe3WBalbeM MeMOpaHe W ILUTOCKeJleTa OJip>kaBa Ce OOJIMK epUTPOLHUTA.
JluHaMu4Ka peryJjauuja M afanTaiyja IUTOCKeJeTa OAp:KaBajy MopdoJIoUIKy
CTabUJIHOCT, IJIACTUYHOCT U 1ePOPMaAOUIHOCT ePUTPOLIUTA KOjU Cy HEOIIXOAHU 3a

MUWIMOHE NOHAB/baHUX MPOJIAXKeka Kpo3 ycKe Kanuaape [12].
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A
aHjOHCKH H3MehHBay
: (“6eng 3”)
yI/beHOXHApaTHe |
pesuaye l'.l" naiajuH(“oenn 4.2")
! . / _‘,f'fJIHIlHH,HH _
" JBOCJI0j v rankodopHH I
! i
4 “Genpg 4.9” —
o JIaHaI B nanan
, CHEKTPHH TPOIMOMHO3HH
TPONOMOLY/IHH (
b

Cauka 4. Cmpykmypa membpaHe epumpoyuma A) IlojedHocmassmeH cxemamcKu
npukas npeceka mMembépaHe epumpoyuma. b) Hzened yumockesema. CxemamcKu
npukas u ejiekmpoHcka Mukpoepaguja. Mosekyau cnekmpuHa gopmupajy mpexcy
Koja ce Haiasu ucnod aunudHoz 080C/0ja U Koja ce 3a MemOpaHy epumpoyuma
ge3yjy npeko aHkupuHa (eaunce). OCHOBHU O06/4UK 08e Mpexce je ulecmoyzao
(ocenueno) [12,13]

Kao u kop ppyrux Bpcra hesuja, MeMbpaHa epuUTpoLMTa IpejCTaB/ba
acMMeTpUYHHU JIMIIUAHU JBoc0oj rpaheH ox xosecteposia U pochoaunuza. Y oBaj
JIMIUAHU [BOCJIO] UHTETPUCAaHU Cy TPaHCMeMOpaHCKM NPOTEMHU W NPOTEUHHU
KOjU Cy caCTaBHM Jeo MeMOpaHe, ajJyd He IpoJase Kpo3 JIMOUAHU [BOCJOj.
CnoJpalima NOBpPIIMHA MeMOpaHe je 6/1ar0 HeraTUBHO HaeJIeKTPUCAHA, yIJIaBHOM
300T aHjOHCKHMX KOMIIOHEHTH HHTEerpajHUX M MOBPLIMHCKUX TJIMKONPOTEHWHA
YAPYKEHHUX ca IUIasMaszeMOM epuTpouuTa. OBa HeraTMBHO HaeJIleKTpUCaHaA
CII0JbHA MOBPIIMHA WITHUTHU hesnjcky MeMOpaHy of omtehemwa, NpuMa cUrHaszie us
OKOJIHE CpeJlMHe M YCIoCTaB/ba KOMYHMKaluje usMeby henuja. ['niukodopun A u
6eHJ 3 cy rJIaBHU MHTErpasiHU IVJIMKONPOTEUHH, aJlu ce Y MeMOpaHHU epUTPOLUTA
HaJia3u Bulle of, 300 pa3JMYUTUX NpOoTeuHa. [JINKONpOTENHU MeMbpaHe Ha cebu

HOCE€ aHTUTre€He Ae€TEePMHHATE, PA3JIMIUTHUX CUCTEMA KPBHHUX IpyIia. Hekun 0/J, OBHUX
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NpOTeMHAa HMajy KJ/bydHe (YHKIMje 3alITUTE eputrpouura oJj, olutehewma wu
eJIUMHUHalMje U3 KpBOTOKA UMYHCKUM CUCTEMOM.

Eputponutu yd4ecTByjy y pacnojesud U MetabosuaMmy Buiie on 50
OUOJIOIIKK aKTHUBHUX CYNCTAaHUM (HIOpP. KaNTONPWJ, XaJONEPUA0J, XEePOUH,
TECTOCTEPOH, WHCYJMH, KaTeXOJIJaMHWHM, NEHULWIAMHUH, JayHOpyOouuuH) [14].
EpuTpoiuTd Tako ,HEHaMepHO“ CJy)Ke Kao TMpPUPOJHE YeCTHIle KpPBHU
(koMnapTMaHHU) Koje y4ecCTBYjy y papMaKOKUHETHLH, 6UOJUCTP UOYIIHjH, CTOPOM
OTNYyLITawky, MeTab0JU3MY U [ieJI0Baky Pa3IMuUTUX JIEKOBUTHUX CyNCTaHLUU. Mnak
»,HaMepHa“/uu/baHa ynoTpeba epuUTPOLIMTA KA0 HOCAya 3a HUCIOPYKY OHOJIOLIKH
aKTHMBHMUX CYIICTaHI M je oJi 3HaTHO Beher uHTepeca. Ta o6siacT UCTpakKuBamwa
HacTajia je paHUX ceflaMzieceTUX roguHa XX BeKa, KaJia je MpeTHoCTaB/bEHO Ja ce
JlejCTBO MOjeJJMHUX JIEKOBA MOXe M060J/bIIATH WHKAMNCYJIALXjOM Yy ayToJI0Te WIK
MMYHOJIOUIKY KOMIATUOWIHE JJOHOPCKE epUTPOLUTE, KOju O HAKOH 6e30eHOT
UIbeKTUpama y JoMahvHa oMOryhuwiu [ejcTBO JIEKOBUTE CYICTaHIle Ha Ta4yHO
oApeheHOM MecTy y opraHusMy M TOKOM NpPOAY:KEHOT BpeMeHCKoT nepuoja [15].
YuweHUIIa /12 je HEKOJIMKO MPOTOKoJIa UHOY3Mje JIeKOBA WHKAICYJHUPAHUX Y
EPUTPOLUTE TPEHYTHO Y UCNUTHUBAY Ha JbyJUMa, TOBOPU y MPUJIOT U3y3€THOM

6HMOMeMIIMHCKOM 3Ha4ajy OBe 06/1acTH UCTPakuBamwa [3].

2.3. PA3JIMYUTHU TTPUCTYIIKX ¥ KOPUIIHERBY EPUTPOLIUTA
N EPUTPOUUTHHUX MEMBEPAHA KAO HOCAYA JIEKOBA

Ha cauny 5. npukasaHe cy rJlaBHe CTpaTeruje 3a NpUMeHy epUTpOLUTa U
ePUTPOLUTHUX MeMOpaHa 3a UCIOPYKY JIeKOBa U APYruX OGHUOJIOUIKU aKTHUBHHUX
cyncraHuy. OHe 06yxBaTajy MHKAICy/1alihjy aKTUBHUX CYNCTaHIIU y €PUTPOLIUTE U
Ipa3He epUTpPOLMTHE MeMOpaHe (A), Be3MBakhe aKTHBHE CYICTaHIe 32 NOBPUIUHY
epuTpouuTHe MeM6paHe (B), Be3uBalkbe HaHOYECTHUIA Ca UHKAICYJIMPAHUM JIEKOM
Ha MOBPLIMHY epUTpPOLUTHe MeMbpaHe (B), Be3auBame KOHbYTrOBaHOT JieKa MpPeKo
cneudUYHUX MOJIEKYJla Ha MOBPLIMHU epuTpoluTHe MeMb6paHne in vivo (') u
Kopuilhewe epUTPOLUTHUX JAyXOBa Ca MHKAICYyJUPaHMM JIEKOM Kao je3rpa 3a

dbopmMupamwe MUKpoOKarncy./a (MoauduKoBaHo npema [16]).

11



Hoxkmopcka ducepmayuja Heana T. Kocmuh

o

JlekoBuTa cyncraHna

HanouecTune ca
JIEKOBHUTOM CyTICTAHIIOM

Hukancynanujajekay

Besupame jieka 3a NOBPIINHY
epUTpoIUTe/epUTPOLUTHe MeMGpaHe

epUTpoIHUTa

Eputpouur

Hanoqecrnue Be3aHe3a

Be3upame KOMYroBaHOT JIeKa3a EpuTpouyT in vivo
NOBPIIMHY epPUTPOLUTA

NOBPLINHY ePUTPOLUTA

4)7

[Tos1MeNneKTPOJIHTHH
CJ1I0jeBH

LbL MukpokarncyJie ca jearpom o,
e€pUTPOLUTHE MeMGpaHe

Cauka 5. Pasauvumu npucmynu y kKopuwhery epumpoyuma u epumpoyumHux
MeMbpaHa Kao Hocava Jekosa (ModugpukosaHo npema [16])

PaHux cefamzieceTux roauHa XX BeKa oBa 06J1aCT UCTPaKUBama JI06UIa je
3HayajHy Maxikby M oMoryhuna mnpBa KJAMHUYKA HWCIOWTHBamka CUCTEMa 3a
BaCKyJIApHY MCIOPYKYy AaKTHUBHUX CYINCTAHIM WHKAICYyJHUPAHUX Yy €PUTPOIHUTE.
OBaj mpuctyn y kopuinhewy epuTpoinura (ciuka 5A) Kao Hocaya JieKOBa
OrpaHUYEH je Ha OHe JIEKOBe KOjU MMajy aJleKBaTHY pacTBOPJbUBOCT Y BOJAU U
MeTabO0JIMYKY CTaOWJIHOCT IpeMa eH3MMHMa EepUTPOLMTa, Yy CIaydajy Ja ce
KOPHUCTE HWHTAKTHU eputpouutu [16]. HaBejgeHu mnpuctyn ob6yxBaTa U
MHKAaICyJIalyjy Hocaya ca JIEKOM y epUTPOLUTe, LITO je MOKa3aHO Ha NMpHMepy
XUTO3aHCKMX HAaHOYECTHLA Ca JIEKOM HaTPHUjyM-BaJIIPOATOM HUHKAMCYJUPAHUM Y
xyMaHe epurpouurte [17]. Mako HajcTapuju, NPUCTYN UHKAICyJalyje aKTHUBHUX
CYNICTAaHIIM Y €epUTPOLUTEe/epUTPOIMTHE MeMOGpaHe WMa HajBehy mnpuUMeHy U
JlaHac, ¥ 6uhe JeTa/bHO ONKCAH y norJaBbuMa 2.4., 2.5.u 2.6.

[loceban nmnpucTtyn y T[pUMEHM epUTpPOLMUTA Kao Hocaya 3a
MHTPAaBaCKyJlapHy MWCIOPYKYy TMpeJjcTaB/ba M Komwyranuja ¢dapMaKoJIoUKu
aKTMBHMX CYNCTaHUM Ha TOBPLIMHY €pUTPOLMUTA IpPeKo  MoJIeKyJa

eKCIPUMHUPAHUX Ha HbHX0BOj noBpuiKMHU (ciuke 5 b, B, I'). Tako ce 3a eputpouute
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Moxe pehu Ja cy ujeasHyM HOcCayu 3a TpoMboJIUTHUYKe areHce [18] kao mTo cy
KJIMHUYKU TpUMEHUBA TKHBHM THUI aKTUBaTopa IIasMuHoreHa (tPA) wu
ypokuHase (UPA). Mosekysiu tPA KowyroBaHu ca epuTpoOLUTHMA 33/]pXKaBajy ce y
UUPKYyJALUjU JeceT NMyTa Ay»ke Hero cjob6ogHu tPA [19] u Ha Moaesny MulieBa
NoKa3yjy 3HaTHO edUKaCHUje yOJiakaBake CHMITOMAa MCXeMHje MO3ra HaKOH
MoxzaaHor ygapa [20]. [IpoTeMHCKM aHTUreHU Be3aHU 3a epUTPOLUTe MoKa3alu
cy ce Kao epUKACHU Y OKUJAKY UMYHCKOT OJATOBOpa, YKa3yjyhy Ha nmoTeHUHUjal y
pa3Bojy nenTuAHuX BakuuHa [21]. Ilopen Tora, mosMMepHe HaHOYeCTUIE ca
JIEKOM YCIIelIHO Cy KOMYroBaHe ex Vivo 3a epurpouurte (cavka 5B), mro
npejcTaB/ba HOBY CTpaTeruja Koja KOMOHWHyje NpPeAHOCT Jyror MOJYy»XUBOTa
epUTpPOLUTa U POOYCTHOCTH TMOJMMepHUX HaHoudectuna [22]. HajHoBwuju
NPUCTYNIM NpHUMEHe epUTPOLMTa Kao Hocaya JIeKoBa MNoJpasyMeBajy in Vvivo
Be3uBamhe JIeKa 3a epUTPOLMTE, TAKO LITO Ce MPBO JIeK KOWbYTIyje 3a MOJIeKyJie
KOju UMajy cnenudryaH adpMHUTET Be3uBama 3a eputpouute (cauka 5I). Tako cy
aKTMBAaTOPU IJIa3MUHOTEHA KOHWYrOBaHM Ca MNOJIMINENTHAOM KOjU 1O
aMHUHOKMCEJIMHCKO)] CeKBeHL U oZrosapa BapujabUIHOM dparmeHTy
MOHOKJIOHCKOT aHTUTeJIa Ha IJIMKOPOPUH A, KOju ce Be3dyje 3a TpaHCMeMOPaHCKHU
NpOTeuH rIAUKOPOpUH A Ha MOBPLIMHU XyMaHuX epuTpouurta [23]. Takobhe, jou
jenan npoteuH ERY1 koju je nob6ujeH momohy OGakTepuodara Be3dyje ce 3a
MNOBPIUMHY €EPUTPOLUTA Ca BeJIMKOM clieljuduuHOUIY U yBeJleH je Kao cTpaTerdja
3a noboJspllame (GapMaKOKMHETUYKOI Mpoduia NMpPOTeUHa KOjU Ce KOPHUCTe Yy
Tepamnujcke cBpxe [24]. OBaj mnpucTyn Be3WBakba KOHKYTOBAaHOI JieKa 3a
epUuTpoLMTe I[n Vivo He 3axXTeBa NpOLeAypy H30JI0Bakba €pUTPOLMTA U ex Vivo
MaHynuIalyje, YuMe ce eJIMMHHMILE DHU3UK OJI KOHTaMHHall¥je, aJi 3HATHO
noBehaBajy TpOLIKOBY, jep y/a3e y 006J1acT IepCOHAJIN30BaHe MeJULMHE.

[lopen Tora, pesaTUBHO HOBHja WCTpaKMBamwa IOKasaja Cy yCHeUIHY
IpMMeHYy EepUTPOLUTHUX JyXOoBa Kao je3rpa 3a ¢GopMyJalyjy BHUIIECI0jHUX
NOJINEeJIEKTPONUTHUX (eHra. Layer by layer, LbL) muxkpokancyna (cauka 5/1)
KojuMa ce o6e30ehyje npoJyXeHO U KOHTPOJIMCAHO OTNYLITaWe CyICTaHIe
MHKaICy/IMpaHe Y epUTPOLIMTHe AyxoBe [25,26].

Y caBpeMeHOj JIMTepaTypyu ONUCYjy Ce U CUCTEMU Ha3BaHU epumpo3oMu 4
HaHo3oMu: Epumpo3omu nipeAcTaB/bajy CIeLUPHUIHO MPOjeKTOBaHE Be3UKYyJapHe

CUCTEMe KOjU Cce cacToje OJi YMpeXeHUX EpPUTPOLUTHUX LUTOCKeJEeTOHA
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o6si0keHux ¢$ochaTuauaxoauHoM. OBakBe Be3UKyJe TMpPeAJOKEHE CYy Kao
CHCTEMHM 3a HHKAICyJalydjy MakpomoJiekysaa [27]. HaHoepumpo3omu cy
HallpaB/beHU EKCTPY3UjOM JyXOBa EpUTPOLMTAa NpPU 4YeMy HACTajy BeE3UKYJie
npeyHuka on oko 100 nm. 3a HaHOepUTpPO30OMe je, MpUMepa paju, Momohy
rJyTapajijiexyjia KoBaJleHTHO Be3aH JayHOPYOUIUH, KOjU je U in vitro u in vivo
NMoKa3WBao Behly akTMBHOCT Hero Kaja je NpUMemUBaH Kao HEWHKAaICyJHUpaHa
cyncraHna [28,29].

BuoMuMeTcke 0COOMHE ayTOJIOTUX EPUTPOLMTHHUX MEMOpaHa YCIEUIHO Cy
uckopuuiheHe U 3a obJiaratkbe HaHOYecTHlA MoJd(JaKkTUA-Ko-raukoans) (PLGA)
YyUMe je MOCTUTHYTO HUXOBO "MacKupamwe" U JyXe 3ajApiKaBakbe in Vivo,
u3beraBambeM Ipey3uMama 0/ CTpaHe Makpodara U CUCTEMCKOT YKJamakma U3

opraHusma (csauka 6) [30].

.-
WL CasdPt iR .
- L » PN e Y 5 4 ) [ 'O
Cﬂ}j 65 g <
= ; _j ,;"3 \:\_
y....53 -
o, =3

Eputponutu 5

o B
Xunorosu4aH s | YVS
TpeTMaH H eKCTpy3Hja A

' +©0 O 80 nm

>

Be3uKye mOpeKyIoM of MonumepHa EpuTtponuTHe MeMGpaHe
€PHTPONHTHHX MeM6paHa HAaHOYeCTHYHA KaMmyaupajy
jearpa HaHOYeCTHIe

Cauka 6. Cxemamcku npukas o6s1dz2arba HaHovyecmuya nojau(aakmuod-Ko-
anukoaud) (PLGA) epumpoyumHum membparnama [30]
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2.4. UHKAIICYJTALHUJA BUOJIOIHKNW AKTUBHUX CYIICTAHLH
Y EPUTPOUUTE U EPUTPOLUIMUTHE MEMBPAHE: [TIPEAHOCTH

1M HEJOCTAILU

[IpBe ekcrnepuMeHTa/IHE KOpaKe y HWHKAICyJalldju HeKe CyINCTaHIEe Y
epuTpolnyTe HanpaBuo je Gardos 1953. roauHe kopuctehu ageHo3uH-TpUdPochaT
(ATP) kao w™ogen cyncraHyy [31]. Marsden u Ostling cy 1959. roaune
MHKaIICyJIMpad AeKCTpaH MoJiekysicke mMace of 10 go 250 kDa y eputponuTtHe
nyxoBe [32]. YeTpHaecT rojuHa KacHHUje, MpBa HCIOUTHBakba HWHKAICyJaluje
JIEKOBUTE CYyICTaHLlE y LWbY NPOJYyKEHE BaCKyJlapHE UCIOPYyKe YpaAuad cy
He3aBUCHO jenaH of apyror lhler [15] u Zimmerman [33] ¥ TepMHUH epUTPOLUT
Hocay (eHrJ. erythrocyte carrier) je 1979. roauHe npBU NyT ynoTpebsbeH Ja
O03Hau¥ EPUTPOLMUT Ca UHKAICYJUPAaHOM JIEKOBUTOM cyncTtaHuoM [2]. Kako uzeja
O CUCTeMHUMa 3a NPOAYXKeHY HCIOPYKY OHOJIONIKW aKTHMBHUX CYINCTaHLM ca
ubaHoM crnenuduyHoithy Beh feneHujama 3aAuB/byje HaydHe KpyroBe, 3a
epuTpoLUTe ce MOXe pehU He caMo Jia Cy U3y3eTHO aTPaKTHUBHU Beh, mocMaTpaHO
ca MojeIMHUX acleKaTa, YaK M jeUHCTBEHM HOCAYMU 3a HCHOPYKY OHOJIOUIKU
aKTUBHUX cyncraHuu. [lopehewe epurpouuTa Hocaya ca JAPYrUM CaBpeMeHUM
CUCTeMUMa 3a UCNOPYKY OUOJIOIIKM aKTUBHUX CYNICTAaHLMY AAaTo je y Tabeau 2 [3].
KuBoTHU Bek eputponura, ox 100 no 120 mana KoJj Jby/iH, IpeBa3uia3u Jpyre
CUCTeMe 3a WCNOPYKY AaKTHUBHUX CyNCTaHLM, HIp. "HEBHUJA/bUBE" JUIO30Me
MoAuPHKOBaHe noJsveTuaeHraukoaoM (PEG), uuju je npeuHuk Mawu o 100 nm,
a kuBOTHU Bek Kpahu ox 10h. Takobe, ayTosioru epuTpoUUTHU NpeSCTaAB/bAjY
aTpaKTUBHE HOCAauye 3a UHTPABACKyJIapHY UCIOPYKY JIEKOBUTHUX CYIICTAHLHY, jep je
y BbUXOBOM CJIy4ajy 3HaTHO OTpaHUYeHa HexKeJ/beHa eKCcTpaBasanyja [3].

[lopex pgyror mnoJsy:kMBOTa M OrpaHUYEHe eKCTpaBasaluje, JApyre
NpeJHOCTH EepUTPOIUTA Kao CHUCTEMA 32 HCHOPYKYy OHOJIOIIKKM aKTUBHUX
cynictraHiy 6usne 6u cnexpehe [3,10,11]: BUCOK HHMBO OHOKOMIATUOWJIHOCTHY,
HAapOYMTO aKo Ce 3a MHKAICyJallkjy KOPUCTe ayTOJIOTU ePUTPOLUTH YuUMe ce
UCKJby4yje MOTYRHOCT HeXXeJbeHOT aKTUBHpakha MMYHCKOT CUCTEMa aHTHUreHHMMa
XeTepoJIOTUX €epUTPOLUTA; MOTNyHa OWOJerpaZlabWJHOCT U 4YHUbeHULa [a
HbUXOBOM pasrpa/itbOM He HACTajy TOKCUYHU MPOJIYKTH; U3beraBambe HeXe/beHOT
MMYHCKOT OJroBOpa Ha WHKAIICyJIMpaHy OMWOJIOIIKA AaKTHUBHY CYICTaHLY;

[MO0XeJbaH OIIiCcer BeJIMYHUHE U peJIaTUBHO YHI/I(l)OpMHa BEJIMYHWHaA U O6J'II/IK; CBOjCTBO
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HeOMeTaHe LMpKyJalidje KpO3 OpraHu3aM; CopedyaBame Jerpajauuje
WMHKAIICyJIMpaHe aKTHBHEe CYICTaHLle eHJOoreHUM (aKTOpuMa; MOJUPHUKOBaHE
bapMakOKUHETHYKMX U  dapMaKoJUHAMHUYKUX MapaMeTapa JIEKOBUTUX
CYIICTaHLM; 3Ha4ajHO CcMamewe JQJyKTyaluja KOHILEHTpaluje JIeKOBUTE
CyliCTaHIle y TIJa3Md Yy Tmopehewmy ca KOHBEHIIMOHAJHUM HaYyUHHUMa
aJIMUHHUCTpalLMje JIeKOBa; 3HauajHO NnoBehamwe MHTepBasia U3Mehy y3uMama Jieka
jep JIeKOBU OCTajy TepamneyTCKU aKTUBHU Yy [Oy»KeM BPEMEHCKOM IIepUOAY;
MOryhHOCT cMamemwa crnopefHuxX edekaTa JIEeKOBa; 3alUTUTA OpraHyd3Ma Of
TOKCHUYHUX edeKaTa JIEKOBUTUX CyNCTaHLU (0, HIOpP. aHTHHEOIJIACTHKA);
CIIOCOGHOCT Mpesacka y opraHe peTukyJoeHgoTesaHor cucteMa (PEC) u numbane

HCIIOPYKE JIEKOBHUTE CYIICTaAHLIE Y OBE€ OpraHe.

Ta6ena 2. [lopeherse epumpoyuma ca dpy2um cucmemuma 3a UCNOPYKY 6UO0N0WKU
akmueHux cyncmaHyu [3]

Bpeme
BesinuuHa
06/1MK MOJIY>KUBOTA IIpenasak y TKMBa
(nm)
y KpBU*®
Eputponutu 5000-7000 BHK;Z?EBHH 10-15 paHa Camo y orBopumMa PEC-a
Tymopu, Apyra naroJiomka
PEG-JIunozomMmu 50-500 Codepe 3-6 caTtu TKMBA yCe/ nosehane
nepMeabUIHOCTH,
eHJIOLMTO3a
Tymopu, Apyra naToJioLka
[Toumep3omu 50-500 Codepe 10-20 caru TKHBA yCe] noBehane
nepMeabUHOCTH,
eH/JIOLUTO3a
dunomunesne 40x20000 dunameHTH 1-3 gana larosioika TKUBA yCIeA
noBehaHe nmepMeabUJIHOCTH
TyMopu, apyra naroJiomka
[MosmuMepHe 20-300 Cepe 0,1-6 carn TKHUBa yciaes noBehaHe
MHuIee nepMeabUIHOCTH,
€H/JIOIUTO3a
[IpoTennu u 5-5000 HenpaBusane | 10 MunyTa- 6 JIndy3uja u engouuTo3a

KOWYTaTH cdepe caTu
* Pagu nmopehemwa AaTu cy Nojalid 0 BpeMeHy MOJIyKUBOTA U NpesiacKy Yy TKUBa KOjU Cy JobOUjeHU
Ha MULIjeM eKCllepUMeHTaJHOM MojeJy, jep 3a JbyJe HUCY JOCTYNHU CBU MOJALM O HaBeJeHUM
HOCa4YMMa JIeKOBa NIPUKa3aHUM y Tabesu.

[IpyMeHa epUTpoLMTa KAao HOCaya OUOJIOLIKM aKTUBHUX CYINCTaHL M UMa U
HegoctaTke [3,10,34]. ['/1aBHU npob6JieM MpeAcTaB/ba HUXOBO N VIVO YKJaHhake
on, ctpaHe opraHa PEC-a ycinen omrtehewa Ha HMBOYy MeMOpaHe WU Y

YHYTpallllbeM CaJipKajy epuTponuTa (HIp. Aeielivje epUTPOLUTHUX CUCTEMA 3a
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CKJQAUIITEE U Kopullhewe eHepruje, cUcTeMa 3a TPAHCIOPT a30T OKCHJA U
MeTab0J1M3aM) KOja HAcTajy TOKOM Ipolieca MHKamcysaauyje. Ta mojaBa 3HaTHO
ckpahyje >XMBOTHM BeK epUTPOLUTA HOcCadya y LUPKYyJalHjH, a y HEKUM
cjllydyajeBUMa MoOXe MpPOy3pOKOBaTHM TOKCHUKOJIOIIKe Mnpob6seMe. Kako je
¢usrosiomika ysora Makpodara PEC-a u ppyrux darouura, eauMMHUHaLMja
oCTapeJsivx U oliTeheHUX epUTPOLMTA, U3Y3E€THO je TellKO U3behu npeysumame U
epUTpoLMTa Hocaya oJi CTpaHe ¢arouura M OMOryhHUTH Ja HUHKaICyJMpaHa
CyNCTaHUA JeJyje caMO YyHyTap JiyMeHa BacKyJApHOT cuCTeMa. Y LUWbY
usberaBama HaBeJleHUX Npo6JseMa, Hajsehu Hamopu yJ0KeHU Cy Y UCIHUTHBabe
MeXaHu3Ma OWOKOMNATUOWIHOCTA €pUTPOLMTA, HHUXOBOr oluTehewa mnpu
npolecy MHKaIcyJauvje ¥ HauuHa yyBawa [35]. C gpyre crtpaHe, daronurosa
epuTpolMTa KOju Cy ,HeHaMepHO“ MOJAUQPUKOBAaHM TOKOM Ipoleca
MHKaICy/lalluje JIEKOBUTe CyICcTaHle oJ, cTpaHe Makpodara PEC-a moxe
MOCJAYKUTH M Kao MPUPOJHU NMyT UCIOPYKe areHaca y Te hesuje, IITO Y CMUCIY
IM/baHe MUCIOPYKe JIeKOBa JaHac Jjobuja cBe BehM 3Hayaj U eKClepUMeHTaJHe
NOTBpJeE.

WHKancy/JMpaHu epUTPOLUTH Cy, 3a PpasjuKy oJi BehuHe Jpyrux
CUCTEMHMaA 3a WCHOPYKY aKTUBHHUX CYNCTAHLM, HOCAYM GHUOJIOLIKOT MOpPEKJIa, Na
cTora MOTy T[OKasuMBaTM HeKe UWHXepeHTHe Bapujaldje y  CBOjUM
KapaKkTepucTvkaMa. [log oBUMM Bapwujauujama IMoJApa3yMeBajy ce pasJjiukKe Yy
BeJIMYUHHU, CaZipKajy XeMOTJIO6UHA, CTENeHy OKCUJaTUBHOT ollTehermha, 0CMOTCKOj
M MeXaHU4YKoj (parwaHOCTH, a CBakKa O/ HHUX MOXe YTULATH Ha ¢UHaJHe
KapaKTEPUCTHUKE EPUTPOLIUTA KAa0 HOCAya aKTUBHE CYICTAHIIE.

Ck/najyuiTerbe UHKAINCYJMpPAaHUX epUTPOLMUTA IMpejAcTaB/ba JA0JATHU
npo6JieM, y LWbYy 4YHjer NpeBaswlakekwa Ce JaHac UCIUTYjy HauMHU 4YyBaka
epUTpOLMTa HOCaya y M30TOHMYHUM nydepuMa KOjU caZpKe eceHLHjasHe
HyTpujeHTe (Mg2* u Ca?* jouu uz MgClz u CaClz, ATP, riaykosa..), Ka0 ¥ Ha HUCKO]j
TeMIlepaTypH, ¥3 A0JaTaK HyK/Jeo3UJa WM XeJaTopa, IpUMeHa JHopuIn3anyje
ca TJIMLEepoJsioM WU res umobunusaunuje. Kao orexaBajyhe ¢akTope y pagy ca
epUTPOLUTMMA Kao HOcCayMMa JIeKOBa, BaXXHO je HcTahu W yBek mnocTojehy
MOryNHOCT KOHTaMHUHallje y cBakoj ¢a3u mpoleca HHKaNcyjaaLyje, Aa je

HeOoIIXO0JHa rnoce6Ha BI/ICOKOCHeL[PIjaJII/IBOBaHa OIllpeéMa U OKPYyXeHe€ 3a H3BOI’)€I—b€
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npoleca UHKaICy1alyje U Jja je HeONIXOJHO CIpoBOhemwe pUropo3He KOHTpOJIE Y
npoueaypamMa IIpUKyIlJbakba U PYKOBakha ca epUTPOLIUTUMA.

Y3umMmajyhu y 063Up cBe HaBeJieHe NPEeJHOCTH U HeJJOCTAaTKe, EpUTPOLUTH
MOTY Jia CJIy>Ke Kao IMOro/iHa BpPCTa Hocada 3a JIEKOBUTe CYIICTaHLe Koje Tpeba Ja
ucnosbe GpapMaKoJIOLIKO J1ejCTBO Y BACKYJIapHOM CUCTEMY WJIM Koje Tpeba Ja 6yny
ucropydeHe y hesnuje Koje yk/iamajy npecrapese epuTpoLuTe U3 LUpPKyJaanyje. Y
nocjeAmwe TPU JAelieHHje, 3HaYajHU UCTPaKMBAaYK{ HAIlOPH YJAXy Ce Kako 6u ce
JloKa3aJjla UCIPABHOCT OBe MapajurMe U YyCINOCTaBWJIAa KJIUHUYKUA NpPHUMeHUBa
cTpaTeruja 3a UCIIOPYKY JIEKOBUTHX CyIICTaHLY KopuwhewmeM

epUTpPOLUTa/epUTPOLIUTHUX MeMOpPaHa Kao Hocaya.

2.5. METOZIE 3A UHKAIICYJTALUH]Y BUOJIOILKNU AKTHUBHUX
CYNCTAHIHU Y EPUTPOLUUTE U EPUTPOUUTHE MEMBPAHE

3a MHKaIcyJ1alujy 6M0aKTUBHUX CYNICTAHLM Y ePUTPOLMTE U ePUTPOLUTHE
MeMOpaHe KOPHCTe ce TpU TIpylle MeToJa: XeMHUjcKe, QU3MYKe U OHOJIOLIKE
Metozie (ciuka 7). XeMujcke MeToje oMoryhaBajy MHKaIICyJlalljy aKTHBHHUX
CyNCTaHUHM yCJaeJ MpoMeHa y MeMOpaHH epUTPOLUTA NOJ yTHUILAjeM XeMHjCKUX
areHaca (ypea, eTUJIEHIJIMKOJI, aMOHHUjYM XJIOPHUJ, XaJI0OTaH). ¥ OKBUPY PU3UIKUX
MeTO/a, y IUTepaTypH Cy 10 caZja OIMCaHe MeTo/ie Koje ce 3aCHUBAjy Ha IPUMeHHU
eJIeKTPUYHOT MoJba (HIp. eJIeKTPOIyJcaluja) U MeToJe 3aCHOBaHe Ha OCMO3HU
Koje cy W HajuiMpe KopuuiheHe MeTozie. Buosiolike MeToJe mojApa3yMeBajy
aKTHBalLMjy HEKOT 0], MO3HAaTHUX OHOJIOWKUX deHOMeHa (eHAO0LMTO3a, JUIUIHA
dysvja) kako 6U ce M3BpLIMJIA HWHKAICyJaluja OGUOAKTHUBHHUX CYNCTAaHLU Y
eputpouuTe. HesaBUCHO 0J; Tora Koja ce MeToJa KOPUCTH, 3a eQdUKACHY
MHKaIICyJIallkjy MOTPeOHO je Ja JIeKOBUTA CYyNCTaHLA OyJie pacTBOpPHA Yy BOJY,
OTIIOPHA Ha pas3rpajiiby yHyTap epUTPOLHUTa, Jla He CTyna y GU3UYKe U XeMUjcKe
MHTepaKlyje ca MeMOpaHOM epUTpoLMTa U JAa uMa Job6po aAedHHMCaHe

dbapMaKOKHHETHYKe U papMaKOAMHaMUYKe 0COOuHe [2].
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MeToze 2a HHKAICY/IAL K]y AKTUBHHX CYTIICTAHIH
Y epHTpONYTe /epHTPOLUTHE MeMOpaHe

DH3HYKe ‘ I Xemujcke ‘ l Buonomxke ‘
. MeToAe | _ MeTofe MeToje

Wukancynanuja
EHJIOIHTO30M

HHKaIcyaanyje
3aCHOBAaHe HA 0CMO3H |

XunoToHHYHA XunoToHHYHA XunoTOHHYHO XunoToHHYHA ‘
Junynuja XeMOJIH3a npe-0yGpeme JIujanuza

Cauka 7. Ilpezned memoda kKoje ce Kopucme 3a uHkKancyaayujy 6uU0AKMueHUX
cyncmaHyu y epumpoyume u epumpoyumue MembépaHe

l Meroze

Jlunugsa ‘

l Enexrponyncanuja ‘ | ~ bysmja

2.5.1.®PU3UYKE METOZE UHKAIICYJTALH]JE

XUnomoHU4YHa xemo1u3a

MeTon XUIIOTOHUYHE XeMoJIu3e 6a3upa ce Ha CIOCOOHOCTH EPUTPOLIUTA A
peBep3UOUIHO Oybpe Yy XUINOTOHWYHUM pPacTBOpUMA. Y XUINOTOHUYHUM
pacTBOpMMa €EpUTPOLMUTH Oybpe, 0OJMK HM Ce Mewa 0J, OMKOHKAaBHOI Ka
cpepHoM, npu yeMmy ce hesujama noBehaBa 3ampeMuHa, a/id MOBPIIMHA OCTaje
koHcTaHTHa [10, 36]. [lopacT 3anpeMuHe epuTponMTa MOXe 6UTH o1 25 10 50%.
XyMaHU epUTPOLUTH y CTamwy Cy Aa noBehawkeM BojlyMeHa KOMIEH3Yjy pa3J/ivKe y
OCMOTCKOM MPUTHUCKY U3MeDhy yHyTpaumwocTH hesuje U criosballitbe CpesiiHE CBe
JIOK 0CMOJIapUTET OKOJIHOT pacBopa He magHe Ha 150 mosM/kg kaza memb6paHe
epuTpoLUTa Nyuajy u ociobaha ce heaujcku cajapxaj. HemocpeaHo npe Hero 1o
hesuja nu3upa, HA MeM6paHu ce GopMHUpa TPA3HUTOPHU XEMOJIUTUYKHU OTBOP
npeyHuka 20-50 nm [36] u Kpo3 mwera H3/ja3u XeMOJUTHUYKHU cajpixkaj. [locue
xeMmoJsiuze hesuje, 3aocTajy mnpasHe MeMOpaHe epUTpPOLUTA WM “yXOBU~
eputpouuTa [2,37,38] (ciuka 8). Kopuiihewe npasHux epUTpOLUUTHUX MeMbOpaHa
Kao HOocaya OHMOAKTHMBHMX CYICTaHUHU je Moryhe jep ce HaKOH npebaluBama y
M30TOHUYHE YCJOBE XEMOJIMTUYKKM OTBOPU 3aTBapajy, AeJUMUYHO ce Bpaha
OpUrMHasiaH OWKOHKaBaH OOJIMK, a MeMOpaHe IOHOBO IOCTajy HEMNpPOIYyCHe.
[J1aBHM HeNOCTAaTaK XUIMOTOHUYHE XeMOJIM3e jecTe HEKOHTPOJIMCAHOCT Ipolieca

300T HarJIoT U3Jjaramwa epUuTpOIUTa XUIIOTOHUIYHHUM nycl)epHMa, Ipn 4eMy A0Jia3nu
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Jl0 HeM30EeXHOT Nyliakba MeMOpaHe epuUTpoLUTa U GpopMUpama MaluX Be3UKyJia
(cnuka 8). Besukysie HacTasle oJf MeMOpaHe epUTPOLUTA MOTY ce GOpMUPATH U Y
CYNIPOTHOj CTPYKTYPHO] OpTaHU3aLMjU JIMOUAHOT JBOC/JA0ja MeMOpaHe Of
N0JIa3HOT epUTPOLMTA, CTBAapajyhu T3B. "U3BpHyTe" Be3uKyJie (eHIJ. inside-out).
OnucaHu HeJOCTaTaK MOXKe ce NpeBa3uhu rpaZiyaJlJHUM yBOhemeM XUIIOTOHUYHOT

nydepa y cycneHsujy epurpouuta [38-40].

. EpuTponuTHH AyX ca
XUOOTOHNYHH H20TOHMYHH 5 |  HHKAaNCyJHpaHHM
nydep nydep ca JeKoM °o® JIeKOM
— — . _—

. Masie Be3auKyJ/ie HacTaJje
nynambeM epUTPOIHTHE

EpuTtponut MeMGpaHe

® XeMOIIOGHH ® JlexoBMTA CyIICTAHIIA

Cauka 8. CxemamcKu npuKkds XunomoHuU4YHe xemosiuze U HaCmaHKa dyxoea u manaux
8e3UKy1da

XunomoHuuHa duayyuja

XunotoHnyHa Jauwiynuyja (civka 9) 6usa je NpBU HUCOIUTAH METOJ, 3a
MHKAIICyJlallijy XeMUjCKUX jefilubera YHyTap €epUTPOLUTa, U HCTOBPEMEHO
npe/cTaB/ba U HajjeJHOCTABHUjU U HAjOPKU MeToJ, MHKamncyaauuje [15]. MeTog, ce
M3BO/JIM TAKO LITO Ce CyclleH3Wja NaKOBaHUX XyMaHUX epUTpPOLUTa pasbJaxyje ca
2-20 nyTta BehoMm 3ampeMHHOM BOJIeHOT pacTBOpa JIEKOBUTE CYIICTaHIlEe Koja ce
UMHKancyavpa. HakoH mnpoueca “3axBaTama’ JIEKOBUTE  CYNCTaHLEe U3
XUINOTOHUWYHE CpeJiiHe, TOHWYHOCT pacTBOpa Ce OMNeT YCHOCTaB/ba J0JaBamkeM
XunepToHUYHOT nydepa. JlobujeHa hesnujcka cmea ce neHTpudyrupa, ojauBa ce
CylepHaTaHT U TaJOT UCOHpaA PacTBOPOM HU30TOHUYHOT nmydepa. OBUM MeTO0M
flobujajy ce T3B. "MPTBU epUTPOLUTH Wiau Genu ayxoBu" [2]. HemocTaTak oBe
MeToJile TpeJcTaB/ba cjaba edukacHOCT uHKancysnauuje [41]. OBaj meTon
NpUMelbeH je 3a MHKAICyJalMjy eH3uMa Kao IITO Cy - rajaktosujasa u B-
riayko3ujasa [15] v acnaparudasa [42], kao U OpoxHOJUIaTaTOpa CaJdbyTamoJia

[43].
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XunoToHuyHu @ XunepToHUYHH HzoToHUYIHU
nydep ca iekom nydep nydep
— —_— —
Eputponur Eputponur ca

XeMo/IU3UpPAHU ePUTPOLUT

g s MHKAaNCy/IMPaHUM JIEKOM
Koju “3axBaTa’ JIeKk

@® JlekoBuTa cyncraHna

Cauka 9. Cxemamcku npukas XunomoHuyHe dujyyuje kao memoade 3a UHKaNcyAayujy
akmueHe cyncmaHyey epumpoyume

XunomoHu4Ho npe-6ybperse

OBaj MeToJ, 3aCcHHMBAa Ce Ha HWHUIMjaJJHOM KOHTPOJIMCAHOM 6yOpemny
epUTPOLUTA Y PaCTBOPY XMIOTOHUYHOT nydepa [2], HAKOH yera ce OHU U3/IBajajy
neHTpudyrupaweM Ha MajuM Op3uHaMma. CynepHaTaHT ce ofbauyje, a ¢ppakuyja
hesnuja noBOAM 0 Tauyke JiM3Upamwa J0laBalkbeM MaJle Nopluje BOJeHOT pacTBopa
JIEKOBUTE CYINCTaHLe Koja 60U Tpebaso Ja Oyae HUHKamncyaupaHa. Cmema ce
neHTpudyrupa usMehy Kopaka JoJaBamba JEKOBUTE CyNcTaHLe. N30 TOHUYHOCT
hesnjcke cMellle ycrnocTaB/ba ce 10JaBalkbeM XUllepTOHUYHOT nydepa. CycneHsuja
hesuja ce 3aTuM MHKyOuUpa Ha 37°C Aa 6U ce 3aTBOPUJIMU XEMOJUTHYKH OTBOPHU
(ciuka 10). OBaj MmeTon je jeAHOCTAaBHUjU U OpXKU Hero Jpyre MeToOje
MHKaIlCy/alnyja ¥ y3poKyje MUHUMaHO oumTehewe henuja [44]. CyncTraHue koje
Cy peJIaTUBHO YCHEeIIHO WHKAICyJupaHe OBOM METOJOM Cy WHCYJuH [45],

NpUMaKuH [46] v eHananpuaart [47].

XunepToHUYHU
XUNOTOHUYHH Bozenu pacTeop
(be ca JIeKOM nydep e o
P e e o
[ ]
Huky6anuja e
Ha 37°C —
Eputponut HaGyG6pe/iu epuTpOIUT

@ JlekoBuTa CyncTaHNa

Cauka 10. CxemamcKu npuka3 XunomoHUYHOZ2 npe-6ybperba Kao memode 3a
UHKancy/aayujy akmugHe CyncmaHyey epumpoyume
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XunomoHuuHa dujanusza

MeTona XUMIIOTOHUYHE AHWjajJiv3€e je NMPBU NyT ynoTpebsbeHa 1977. roauHe
of, cTpaHe uctpaxkuBadya DeLoach u Ichler [41] 3a uHKancysnauujy eHsuMa M
Junuja. Y oBOM Npolecy, CyClleH3Wja epUTpOLMUTa y M30TOHUYHOM nydepy ca
BpefHocTUMa xeMmaTtokputa 70-80% ce craB/pba y 1jpeBO 3a AuWjasu3y U 3aTHUM
notana y 10-20 Behy 3anpeMuHy XMnoTOHUYHOT nydepa U Jujaadsupa 2 caTa y3
HenpeKuJHO Meunlawe. [lo uMcTeKy OBOr BpeMeHa HU30TOHHUYHOCT y ILpeBy cCe
IIOHOBO yCNOCTaBJ/ba /10/laBatbeM XUIIEPTOHUYHOT Nydepa y OKOJIHA MeJUjyM WU
3aMEeHOM XHUIOTOHUYHOT Me/ijyMa N30TOHUYHHUM. BHOJIOIIKY aKTHMBHA CylCTaHLA
KOja ce WMHKaICyJHhpa MOXe GUTH pacTBOpeHa y M30TOHUYHOM mnydepy yHyTap
[peBa 3a /[Mja/Iu3y Ha MOYETKY eKCIepUMEHTa, Wih JUPYHJ0BATU y AUjaJIHU3HY
Bpehy K3 OKOJIHOT XUNOTOHHYHOr nydepa. HHkancysivpaHe hesvje uMmajy
HOJIY>)KMBOT jeJHAK IMOJIY>KMBOTY HOpManHuxX hesuja. OBaj MeToJ uMMa BHUCOKY
edpukacHocT nHKancysaayyje peaa 30-50%, no 3aBpuieHoM npouecy fob6uja ce 70-
80% oj noyeTHor Gpoja hesuja, a cam npouec MHKaICyJaldje je morojaH 3a
ayTOMaTCKO KOHTPOJIMCale NPOLLECHUX IPOMEH/bUBUX [48].

Hepocranu oBe MeTo/e Cy peslaTUBHO Ayro Tpajame U oTpeba 3a nocebHo
KOHCTpyucaHoM omnpemoM (ciauka 11). Magnani u capaguuny [36], pa3sBuiu cy
npoLeAypy 3a MHKAICyaauujy ,HeAUPy3UBHUX JieKOBa” (IOJIapHe CyICTaHLe Koje
10 npaBuIy He AUYH/Y]y KPO3 UHTAKTHE MeMOpaHe) y XyMaHe epUTPOLUTe, Koja
Ce 3aCHMBa Ha JBe y3aCTOIHe XUNOTOHUYHE JUWIylihje epuTpouuTa npaheHe
YKOHILIEHTpUCaBabeM ca XeMo(UITepuMa, HAaKOH yera ce JioJiaje JieK U BpIIU
duHanHO 3aTBapame epurpouuta (cavka 12). MeTosa je npuMemeHa 3a
MHKaIICy/Jalyjy CyncTaHUM IMONyT eH3MMa acnaparuHase [49], nectunuja
nudsyopobeHsopaHa [41], pekKOMOUMHAHTHOT XyMaHOTr epuTpomnoetuHa [50], u
areHaca Koju crnpevanajy peminkauujy HIV Bupyca [51].

3axBasbyjyhu onucanom ypebajy koju je y EBponu oj06peH Kao
MeJUIMHCKU ypebaj [52], oMmoryheHa je uWHKamcyJjanuja JekoBa y ayToJiore
epUTPOLUTE MO/, YCI0BHMMA KOjU Ce CIPOBOJie Y TPAaHCPY3UOJIOLIKUM LieHTpUMa.
Tako je fexkcameTa3oH-HATpHUjyM-pochaT UHKAINCYIUPaH Y ayTOJIOTe EpUTPOLUTE
of00peH 3a KJMHUYKA UCIUTHBama y TpPeTMaHy HEKOJIMKO WH(JIaMaTOPHHUX
60J1eCTU: XPOHUYHE ONCTPYKTHUBHE 60JiecTH miyha [53], uuctuuHe ¢pubpose [54],

uHbsaMaTopHe 6OoJsiectu upeBa [55-58]. BisacHuk o0Be WHHOBanuje JaHac
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npeacraB/ba komnanuja Ery Del us Ypbuna y Utanuju [59] y kojoj ce Hanasu

HOBHjU Moes ypehaja "Red Cell Loader” (cnvka 13).

Cauka 11. Iloce6bHo koHcmpyucaHu ypehaj "Red cell loader” 3a
u3goherbe xunomoHu4He dujanuse [36]

- Eputponur

YKOHIeHTpHCAaHH
Haby6pesn JIM3aT epHTPOLUTA
epHUTPOLUT

l g
Lol ¥ » e ]
Vg \ o JojaTak meka Koju ce
[ ! JIu3upaHu e ° HMHKANCcyIupa
\ p ePHTPOLUT L s
o l

- EputpouuTu ca
|—D—| HHKANCYTHPAaHHM JIeKOM

Xemoduarep

LEI_I

Cauka 12. Cxemamcku npuka3 memode XunomoHuuHe dujaau3e Koja ce
u3800u npumeroM "Red cell loader" [36]
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£ITL BB
WELIpcme o,
Of ot -2

Cauka 13. TpeHymHa meduyuHcka onpema ca ,,CE” o3Hakom kojom ce epuiu
UHKancy/sayuja sekoea y daymosioze epumpoyume HA penpodyyubusia u
noy3dax HauuH y komnaHuju EryDel S.p.A. A) ypehaj "Red Cell Loader”, b)
CMepu/HU U anupozeHu Komnjiem mamepujaad 3a jeOHOKpamuy ynompegy

[52]

Enekmpounkancyaayuja

EsexTponopanyja je mocTynak 3aCHOBAaH Ha YUMH-€HULM [Ja eJIEKTPUYHU
IIOK H3a3uMBa HpPEBEpP3UOWJIHE NpPOMEHe Yy epUTPOLUTHOj MeMOpaHH, IITO je
yHnoTpe6J/beHO 3a HHKAICyJalyjy JIEKOBUTUX CYINCTAaHIUM. Y OBOM MOCTYIKY
CyclieH3Wja epUTpoLUTa (IpUNpeM/beHa y HU30TOHUYHOM mydepy y KoMme je
pacTBopeHa JIeKOBUTAa CyICTaHIa Koja he ce WMHKamNCyJupaTH) ce NOCTaB/ba y
KOMOPY Ca eJIeKTPUYHUM INpaxmwewmeM (cavka 14). KoHeH3aTop y crosballilbeM
eJIEKTPUYHOM KOJIy ce NMYyHU 0 AedUHHUCAHOT HAllOHA U OHJA NMpa3HU, ¥ OKBUPY
JlebUHUCAaHOT BpeMeHa, y CyCIeH3HWjy MpeKo KamujiapHe MJasHule. OnTUMa/HU
MHTEH3UTEeT eJIEKTpUYHOT mnoJba je usMmebhy 1-10 kW/cm u onThMasHO BpeMme
npaxmwewa usHocu 20-160 ps. HW3mehy HHTeH3UTeTa eJNIEKTPUYHOT MoJ/ba U
BpeMeHa NpaKkhea IMOCTOjU pelunpoyaH oAHoc. KapakTepucThyaH NpeyHUK
Iopa CTBOPEHUMX Ha MeMOpaHM 3aBUCU OJf UHTEH3WUTETa eJIeKTPUYHOT I0Jba,
BpeMeHa MpaXikhewa U JOHCKe jauyuHe MeJujyMa y KOMe Cy EepUTPOLUTH
cycieHgoBaHu [10]. IIpo6sieM koju ce jaB/ba HMpU HM3BOhHewy OBOr NOCTYIKa je
Jusvpamwe hesuja o cTpaHe KOJIOMJHOT MaKpPOMOJIEKYJICKOT cajpiaja hesnuja 1o
Kora Jioslas3u 36or mnoBehaka OCMOTCKOI MpPUTHCKA. Y LMY CHpedyaBama

HeXXeJbeHOT JIM3Upama, Yy CyClleH3Wjy epuTpoLUTa J0Jajy ce MoJiekyad Behe
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MOJIEKYJICKe Mace (HIp. TeTpacaxapu/, CTaxuo3a U ajbyMHH U3 ToBeher cepyma).
HakoH 3aBplIeHOT NOCTYINKa, [Ope ce 3aTBapajy MHKYOaLMjOM epUTPOLUTA Ha
37°C y U30TOHMYHOM pacTBOPY. Y 0JHOCY HAa OCMOTCKe MOCTYIKe, AUCTPUOYLIHja
MHKaIcyaMpaHux hesvja no6ujeHMX OBOM MeTOAOM je yHHUPOpMHHja. [y1aBHU
HeJJOCTallM KOju OHeMoryhaBajy IIMPOKYy NpUMeHy OBe MeToJie Cy HnoTpeba 3a

noce6HOM UHCTPYMEHTALUjOM U cOPUCTULUPAHOCT npoieca [10].

HUzoToHnynu nydep ca
JIEKOM

HzoToHNYHN
nydep N \
e ° o
0 . .
4°C, roehn 37°C g
Dy Eputpouur ca
Epu'rpoum' MHKANCYyIUPAHUM
@® JlekoBuTa CcyncraHna JIEKOM

Cauka 14. CxemamcKu npukas memode e/eKmMpouHKancysayuje kao memoode 3a
UHKancy/a1ayujy akmugHe Cyncmaxyey epumpoyume

2.5.2. XEMUJCKE METOJAE UHKAIICYJIALUU]JE

OBaj mMeTo/ je MO3HAT M KAao MeTOJ OCMOTCKe IyJicaljdje WJIHM XEeMHjCKe
neprybanyje, a MoJApa3dyMeBa H300CMOTCKY XeMOJIU3Y, Tj. XEMOJIHU3y Y
M30TOHUYHUM yCJIOBHMMA KOja Ce MOCTKKe PA3/UYUTUM XEMHUjCKUM CpeACTBUMA.
AKO Ccy epUTPOIMTH HWHKYOUpPAHU y pacTBOPy ca CYINCTAHIOM Koja HMa
CIIOCOGHOCT MepMeabuwin3anuje MmeMbpaHe (kao mTo cy ypea, PEG, amoHujym
XJ0pUZA..) pacTBopeHa cyncraHua he paudynpaoBatu y henuwje  360r
KOHILIeHTpalMoOHOT rpaauvjeHTa (cavka 15). OBaj mponec npaheH je uHdaykcom
BOJle Jla 6U ce oAip»KaJla OCMOTCKA paBHOTeXa. BeslMku HejlocTaTak oBe MeTo/ie je
TO WITO CYINCTaHIe 3a MepMeabwiv3alMjy JOBoJe 0 IpoMeHAa MeMG6paHe
eputpouuTa. OBaj MOCTyNaK je NpUMeHEeH 32 UHKAICYJ/Ial{jy aHTUHEONJIAaCTUYHOT

JleKa layHOMHUIIMHA Y XyMaHe U MuUllje eputpouure [60].
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Ypea, amoHujyMm xy10pHuj, HzoTounyan nydep \
— e o
——
e
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® jlexoBuTa CynCTaHIA .'.
Epurtponur ca

EpldTpOI(ldT HHKANCyJINPpaAHHUM JIEKOM

Cauka 15, Cxemamcku npuka3 Xemujcke memode 3a UHKancyaayujy akmueHe

cyncmaHyey epumpouyume

2.5.3. BUOJIOIIKE METOZE UHKAIICYJTALIUJE

HHkancyaayuja eHdoyumosom

Jla 64 ce OMOJIOILIKU aKTHMBHE CYICTaHLe "ybanuie" yHyTap epUTpoLYTa
€HJI0LIMTO30M jeJlHa 3alpeMHUHa NMaKOBAaHUX EpPUTPOLUTA Ce UHKYyOHpa y JeBeT
3anpeMuHa nydepa koju caapxku 2,5 mM ATP, 2,5 mM MgClz u 1 mM CaClz, aBa
MUHyTa Ha coOHOj TemnepaTtypu [48]. CTBopeHe mope ce 3aTUM 3aTBapajy y 154
mM NaCl, unky6anujom Ha 37°C, nBa MuHyTa. Ha 0Baj HAYMH, GUOJIOIIKU aKTUBHE
CylCTaHUe OuBajy MWHKAICyJUpaHe yHyTap €epUTpoOLUdTa y MeMOpPaHCKUM
Be3ukysaMma (ciuka 16). Memb6paHa Be3uKyJie pasZiBaja MaTepujajl YHET
€HJIOLIMTO30M O/ LUTOIJIa3Me U Ha Taj HAauMH ra WITUTH OJ] JUTUYKOT JiejcTBa

yHyTapheJIjCKUX KOMIIOHEHTU epUTponuTa [48].

HHKkancyaayuja aunudHom gy3ujom

Y nudTepaTypH je MOKa3aHO Ja JIMIKJHE Be3UKyJie Koje caJip>Ke JIEKOBUTY
CYNCTaHLy MOTry OUTH JUPEKTHO CIOjeHe ca XyMaHUM epuTpouutuma. OBa
TeXHUKa je KopuinheHa 3a HWHKaICyJaalyjy HHO3UTOJ-MOHOdocdhaTa y LUbY
no6oJblllatba KalalyTeTa epUTPOLMTA 32 INpPeHOC KHCeoOHUKa. MebhyTuwm,

eprKaCHOCT MHKAIICy/alldje je BeoMa MaJia, mpubJmkHo 1% [2].
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Cteapame

Hukybdanuja Ha MeMOpaHCKe
37°C Be3HKy/Ie

HzoToHn4an

nydep ca ATP, /
MgCl,, CaCl;

.

AKTHEBHA cynCTaHLA Koja
ce HHKANCYIHpa

N

EngouuTosa

Cauka 16. Cxemamcku npuka3 eHouyumose Kao Memode 3a
UHKancy/aayujy akmugeHe CyncmaHyey epumpoyume

2.6. IPUMEPH BUOJIOIIKHN AKTUBHUX CYIICTAHLIU
MHKAINICYJIUPAHUX ¥ EPUTPOLUUTE U EPUTPOLIMUTHE
MEMBPAHE

W3 Kkpajie nojeJHOCTAB/bEeHE, IPAKTHYHE TAYKe IJIEJJUIITA, 32 EPUTPOLIUTE
ce Kake Jla JiIMue Ha TpajHe MyTHe TopOe O/ eJaCTUYHOT MaTepujaja Koje je
cTBopwia Majka mnpupoga [3]. OBakBMM CJIMKOBUTHUM HPHUKA30M MOXKe Cce
006jaCHUTH 3alUTO Cy NMPBU KOPALH Y UCIUTHUBAKY KapaKTEPUCTHKA €pPUTPOLUTA
Kao Hocaya OWOJIOUIKM aKTHUBHHUX CYICTAHIM, HANpaB/beHHU  YIPaBO
WHKAICy/JIallujoM aKTHUBHE CYICTaHLe y Luby o6e3behrBamba MNPOAY>KEHOT

ocnobabhamwa y BaCKyJlapHOM CUCTEMY.

2.6.1. BACKYJIAPHA UCIIOPYKA BUOJIOIIKW AKTUBHHUX CYIICTAHLIU
UHKAIICYJIMPAHUX ¥ EPUTPOUUTE U EPUTPOIMUTHE MEMBPAHE

[Iu/b npoaykeHoT ocsiobahamka aKTUBHUX CYNCTaHLM y LUPKYJIALHUjU jecTe
CMakEeme YUeCTaJ0CTH J03Upama, YUMe ce CMayjy QJIyKTyallkje KOHIeHTpaluje
JleKa y IJIa3MHy, noBeha epUKaCHOCT JieKa U CMamyjy [JO3HO-3aBUCHU HeXXeJbeHU
edekTu. Jlo faHac je BeJMKU 6p0j GpapMaKoOIOUIKA aKTUBHUX CYIICTAHIIM M areHaca
3a BU3yeJIM3alWjy UHKAICYJUPAH y epUTPOLUTE Y LWbY HUXOBOT NPOAYKEHOT
ocnobahawa y 1nupkysauuju. Ha mnpumep, wucnuTaHa je HHKaIcyJaluja

pasJIMYMUTHUX eH3MMa U GJiyopeclieHTHUX 60ja [61], epUTponoeTUHaA 3a MPOAYKEHY
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ctuMmynauujy xemartonoese [50], nHo3suTos-xekcapocdhaTta Koju Kao KodaKTop
XeMOTJIOOMHA Mo6oJbllIaBa KaNalUTeT MPeHoca KUCEOHUKA [62], aHTHKoaryJ/iaHca
xenapuHa [63], aHTHUOMOTHMKA aMMKallMHa KOjU Ce KOPUCTH Y Tepamnuju
MEHUHTUTHCA, MNHjeJJoOHePpUTUCA M eHJoKapAuThca [64,65], HUHCy/JIMHA Kao
XUIOTJIMKeMUKa [66], dayopo-aaeHo3uH-MoHOdochaTa [67] U MeToTpekcaTa y
XeMOoTepanuju KaHuepa [68], rajo/iMHUjyMa KOjU Ce KOPUCTU Kao KOHTPACHO
CpeACTBO 3a MarHeTHy pe3oHaHLy [69], aHTuceHC oJidronykjeotuga [70] u
niasmuza JJHK 3a reHcky tepanujy [71], yak 1 MarHeTHUX HaHOoYecTHLa [72].

OBe cTyauje HUCYy yBeK Jajie OuyeKHBaHe pe3yJsTaTe, YrJjaBHOM 360T
HeXXeJbeHOT, HeHaMepHOT olTehewma HOcaya epUTPOLIUTA KOje ce JellaBa IpH
caMoj VHKaIICyJIalHjH, 1ITO je 3a nocjaefuuy “MaJio
KOMIIPOMUTOBAHY /CMalbeHy /U3MemheHy OHOKOMMATUOUIHOCT U JOBOAWIO [0
BapujabUJHOCTU y CTelleHy WHKamcyaanuvje [61]. Ha mnpumep, ciob6opan
EPUTPOINOETUH U E€PUTPONOETHH HHKAICYJUPaH y EPUTPOLUTE IMOKa3adu Cy
cindHe ¢dapMakosionike edeKTe HAaKOH JlaBaka MHULIeBHMMa. Mako je gesnoBame
€PUTPOIIOEeTUHA UHKATICYJIUPAHOT ¥ EPUTPOLIUTE MPECTAIO Y MJIa3MH HAKOH Make
0/, jelHOT JaHa I0oCJe HIbeKTHpamwa, I0KasaHa je pesJlaTUBHO NpOoJy:KeHa
[IUpKYyJalija epUTPOIUTA Ca UHKAINCYJUPAHUM €PUTPOINOETHHOM, Ca BpeMEHOM
NOJIY>)KUBOTA Y KpBU o, ~ 6 npana [50]. Ca1uyHU pe3yaTaTH JOOUjEHU CY U Y
UCIUTHBalby epUTPOLIUTA Ca MHKAICyJIMPaHUM MarHeTHMM HaHO4YeCcTHUlaMa, 4dja
[MpKyJalMja je JeTeKTOBaHa U HAKOH HeJle/by JlaHA OJi UHTPAINepUTOHEaHOT
HWibeKTHUpaka y MulleBe [72].

CMaTpa ce [Ja caM0O MHHHUMaJHO TPOMEHEeHH EepPUTPOIUTH ca
WMHKAICyJIMPaHOM aKTHUBHOM CYIICTAaHLIOM, MOTYy HMMaTH HpPOAYKEHO BpeMe
nupkysnauvje [3], U Ja TakBU HeNpPOMEHEHU epUTPOLUTH MoOry usbehu 6p3y
daronuTosy ojn crpaHe makpodara PEC. I[IpojekToBarkeM T3B. "HeTpayMaTCKHUX
npoueca” 3a MHKaICy/JAalKjy epuTpoLnuTa U KopulihewheM J0JaTHUX Mepa olpe3a
(HOop. ykJIamakwe CcybmomyJanuje ocCTapesJrdx €epUTpPOLUTa U3 CyCleH3Hje)
omoryheHo je ga ce no6ujy dopMmysanuje UHKANCYJUPAHUX E€PUTPOLUTA KOjU
N0Ka3yjy BUCOK CTeleH OHWOKOMNATHUOWJIHOCTH M (PapMaKOKHMHETHUKY CJIUYHY
MHTAaKTHUM €pUTPOLMUTHMA. YCHEUIHOCT OBAaKBOT INPHUCTyNa IOKasaHa je ¥y
MCNUTUBakbMMa Ha KUBOTUHCKMM MojesnuMa [50]. Ha oBaj HauuH ce ocTBapyje

3Ha4yajHO NpoJyXewe I[oJyBpeMeHa >KUBOTAa Yy LUPKYJalWjd CyNCTaHL U
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MHKAICYyJIMpaHUX y epuTpouute, y nmnopebewy ca HeHHKANCyJMpaHUM
CyICTaHLlaMa Koje Cy IpUMeHeHe Ha UICTOBEeTaH Ha4MH.

Kako TeopeTcKkd, MHUHHMAJHO MNPOMEHEHU EPUTPOLUTH MOTrYy HMATH
NpoAYXKeHO BpeMe LUPKyJalivje, IPBU KOpaLHy Y in Vivo UCIIUTUBalby aKTHUBHHUX
CyNCTaHUM WHKAINCYyJUpPaHUX Y €pUTPOLUTE U3BpLUIEHM Cy Ha MoOjejauMa
CYIICTaHIY KOje UMMajy CII0COOHOCT Aerpajialiije TOKCUYHUX jejhibeha MPUCYTHUX
y LUpKyJaluju. YciesA OrpaHAYeHOr KalalUTeTa WHKAICy/aljje epUTPOLUTa,
NOTEHTHU U cnenudIHU eH3MMHU 3a [eTOKCHUKAalHjy Cy ce MoKa3aJu Kao MHOTO
ebeKTUBHUjU ,TepeT' 3a HWHKAICyJalH{jy y epUTPOLUTE OJi HEeeH3UMCKHUX
aHTU/JO0Ta Kao IUTO je HIp. rayrtaTuoH [73]. Tako je o JaHac, ca LU/beM
UCNIUTHUBakba Te XUIIOTe3e, BULIE 0] leCeT pa3/IMYUTUX €H3UMa 3a JIeTOKCHUKaLUjy
MHKAIICYJIMPaHO y epUTPOILMTe Hocade, YK/bydyjyhy ypuKasy 3a eJUMMHUHaLUjy
MoKpahHe kucesuHe [74], Tuocyadar-uujanuf cysadpoTpaHchepasdy Koja npeBoLU
UjaHUJe Yy Maimbe TOKCUYHe THonujaHate [75], ¢docdoTHoecTepase koje
a”HTaroHusyjy opraHodochaTHa jeUHeHa, MOMYyT OTpPOBa MNapaokcoHa [76],
aJIKOXOJIHY OKCH/IA3y U aJIKOXOJIHY JleXUJporeHasy 3a eJMMHUHALMj)y MeTaHoJa U
JIpYTUX TOKCHYHMX aJjikoxoJa [77,78], L-acmaparunasy [79] u Jpyre eH3uMe.
JepuBaTu nojeMHUX eH3uMa Jlo6ujeHn MoauduUKaHjoM ca
nosauetwieHrnukosoM (PEG-eHsuMu, [Ae/IMMUYHO MacKHpaHU OJi HUMYHCKOT
cucTeMa), Takohe cy MHKaICy/IMpaHU Y XyMaHe, Mulllje ¥ oBYHje eputpouute [80].
[IpuMepy HajBaXKHHUjUX €H3UMa 3a JeTOKCUKAUHjy KOjU Cy YCHellHO
MHKAaIICYJIMPaHU Y epUTPOLMTE, AaTH Cy y Tabesu 3.

[1aBHM HeJoCTaTakK MpPUMEHe EpUTPOLUTA Kao Hocaya aKTUBHUX
CyICTaHLM KOje CBOje JejcTBO Tpeba Jja HUCHOJbe YHyTap JIyMeHa BacKyJIapHOT
CUCTEeMa, NpeJCTaB/ba TO IITO MPOLLEC MHKAICy/aluje HeU30eKHO NMPOY3pyKyje
oapeheHa omTehera Ha MeMOpaHU WIM y YHYTpallkbeM Ca/ipKajy epUTPOLMTa
(HOp. Jemsienujy epUTPOLUTHUX CHUCTEMA 3a CKJAAJULITEH€ U Kopullheme
eHepruje, CUCTeMa 3a TPAHCIOPT a30T OKCH/la U MeTabosin3aM ). Makpodaru PEC-a
U Jpyru npodecroHasHU GarolUTH KOjU YyKJamwajy ocTapese U oluTeheHe
epUTPOLUTE NpeJCTaB/bajy NPUPOJHY METY 3a €epUTPOLUTE Ca MHKAICYJUPAHOM
aKTUBHOM CYICTAHLIOM, TaKO /ia je U3y3eTHO TellKo M36ehu npeysuMame Hocaya
epuTpoLUTa 0J; CTpaHe dparoyutra ¥ OMOTYhHUTH JAa MHKAICyJHUpaHa CyNCTaHLa

Jlellyje caMO yHyTap JIyMeHa BacCKyJapHOTI cucTeMa. Y LMWbYy H30eraBama
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HaBeJleHUX Npob6JsieMa, Hajehu Hanmopu Cy yJ0XKeHU y UCIUTHBamke MeXaHU3Ma

OMOKOMIATUOUIHOCTA EpPUTPOLUTA, HUXOBOTI oluTehewa npu mpouecy

MHKaICy/1aliyje 1 HauMHa 4yBama [35].

Tabena 3. EH3umu 3a demoKcukayujy uHkancyaupaHu y epumpoyume [3]

EH3uM BennunHa | dynkumja Tepanujcka Huso Ped.
npuMeHa pasBoja

Kap6oanxuapaza | 30 kDa [IpeBogu COz | Jerokcukauuja | Invitro [61]
y 6ukap6onar | CO2 HCNIMTHBaba

Ypukasa 33 kDa Okcupanuja JleTokcukanuja | McnuTuBama [74]
MoKkpahHe MokpahHe Ha MUIEBUMA
KHUCEJNHE KHCENNHE

Tuocyndar- 37 kDa [IpeBogu Jerokcukanuja | McnutuBama [75]

uujaHuj cydo- LyjaHuje y LHjaHU A Ha

TpaHcdepasa THOLMjaHaTe JKUBOTHbaMa

AnkoxoJsiHa 140-600 [IpeBogu Jerokcukanuja | McnutuBama [77]

OKCH/Ja3a kDa aJIKoxoJse y aJKoxoJs1a Ha MUILIEBUMA
angexuje

AnkoxoJiHa 80 kDa [IpeBoau Jerokcukanuja | McnuTuBama [78]

JlexuJiporeHasa aJIKoxoJse y aJIKoxoJ1a Ha MUILIEBUMA
anjexuje 4
KeTOHe

['lyTaMuH Huje dopmupa Jerokcukanuja | McnuTuBama [81]

CUHTa3a yHUPOpPMHA | TJIYyTaMUH U3 | aMOHHjaKa Ha
rJyTaMara u KUBOTHaMa
aMOHMUjaKa

[I[pomeHe MeMOpaHe epUTpPOLUTA KOje HaCTajy TOKOM Ipolieca

MHKaICcy/alyje aKTUBHUX CYINCTAaHI U CJAWYHE Cy HOPMaJIHUM (HU3HO0JIOLIKUM
npoMeHaMa MeMOpaHe KoOje HacCTajy TOKOM >XUBOTHOT Beka epuTpouuTa. Te
IpoMeHe MoJpasyMeBajy KOHQOpMallMOHe MpPOMeHe U Trpynucame TIJIaBHUX
MeMOpaHCKUX TIJIMKOMpOTerMHa IMKkodopuHa A u 6GeHaa 3, WITO AOBOJAU O
JAUCPYHKLMje LUTOCKeseTa, TyOUTKA IJACTUYHOCTH U MeXaHW4YKe CTaOWIHOCTH
eputpouuTa. [lopes Tora nmoBehaBa ce 0CeT/bUBOCT €pPUTPOLUTA HA JIM3UpPAHE
JlejcTBOM OKcHAaHaTa M ,O0TKPUBAjy“ MecTa (enuTONM) 3a KOje ce Besyjy
,IPUPOHA“ aHTUEPUTPOLUTHA aHTUTeJIa HOPMaJIHO MPUCYTHA Yy LUPKYyJalUjH, a
KOja JieJlyjy Kao ONICOHUHU KOjU oJIaKIlaBajy ¢parouuTosy outreheHUx epuTpouTa
y henujama PEC-a. Hsnarawe QocdaTuguicepruHa U3 YHyTpallmer cJoja
MeMOpaHe epUTPOLUTA U APYTUX KOMIOHEHTHU KOje ce HOpMaJIHO He HaJjla3e Ha
NOBPUIMHM  €pUTPOLMTA I[OjayaBa OMNHUCaHe

npouece U INpeJcTaB/ba

NpeAUCIO3ULMjY 3a aJxXe3ujy epuTpouudTa Ha eHJoTes. Takobe, HeHamepHa
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MHaKTUBal¥ja crnenuUYHHAX MOBPIIMHCKUX TJUKONPOTEHWHA KOjU HHXUOUpAjy
koMmiieMeHT (Hop. DAF i CD59) u mackupamwe moJiekysa CD47, yciaen yera ux
daroyuT He MOTYy NpeNo3HaTH, JO0JaTHO yMamyje OUOKOMMNATHUOUIHOCT
epuTponura Hocada [3]. CBe omucaHe NpOMeHe y MeMOpaHU U LUTOCKeJeTy
CMamwyjy IJIACTUYHOCT €pUTPOLUTA U HUXOBY OTIOPHOCT HAa OCMOTCKa H
MexXaHM4YKa oluTehewa. Ycies OCMOTCKe WIM MeXaHUYKeE JIU3e EPUTPOLUTH
arperupajy, nokpehy ce uUMyHCcKe peakluje, epUTPOLUTH OUBAjy Npey3eTH Of
cTpaHe Apyrux hesuvja, afixepupajy Ha eHA0TeJ U yJaase y MUKpPOUUpPKyaalyjy. CBe
Te [0jaBe OMeTajy UCIIOPYKY aKTUBHE CYNCTaHIle MHKAICyJUpaHe y eEpUTPOLUTE U
MOTy IMpOy3pOKOBaTU 030W/bHa oluTehewa THUNHWYHA 3a MHTpaBacKy/JapHe
XeMoJIU3e, YK/bydyjyhh akyTHe BacKyJlapHe W peHaJIHe peakliyje Ha CJ0060JHU
XeMOIJIOOWH, U TOKCH4YHe edekTe cTpoMe epurpouuta Ha PEC makpodare. Ca
Jipyre cTpaHe, Op3a d¢arouurosa MNpPOMeEHEHUX EpUTPOLUTAa MpescTaB/ba
JUpeKTaH U epUKacaH HA4YMWH 3a MHTpaLeJyJapHy HUCIOPYKY HHKAICyJHWpaHe
aKTHUBHe CYIICTaHLe, N0/, YCJIOBOM Jla MHKAIICYJIMPAaHU €PUTPOLUTH NPETXO0JHO
HUCY pa30peHH CUCTEMOM KOMILJIEMEHTA y [UPKYJIaLHjU.

[lopen ymoTpebe epuTpoLMTA Kao Hocadya y Iuby o06e30ehuBama
NpoAyXeHe IUMpKyJaldje U UCTIOPYyKe aKTUBHUX CYINCTaHIIU Koje 6U Tpebasio Aa
JleJlyjy yhnpaBO yHyTap BacCKyJapHOr JiyMeHa, JaHac cBe Behu 3Hauaj u
eKCllepUMeHTa/IHe MOTBpJAe JA0o6Mja LM/baHAa MCIOPYKAa AKTUBHUX CYICTaHIU
darouutHuM henvjama y kpBu wiun oprairuMma PEC npumMeHoM epuTpoLuTa HOCaya

(cnuka 17), ITO je AeTa/bHO ONMCAHO Y HApEeJHOM MOTJIaB/by 2.6.2.

PeTtukynoenaoresnnu cuctem (PEC)

JumbonuTH

i A
g@*"’ \._'

Enjoresme Backy1apHo TKHEO

hennje

Maxkpodarmu,
jeTpa

Cie3una

Enpgoresne
hennje

TkuBa

Cauka 17. Cxemamcku npuka3 docmynHux mecma dejcmaa 6uo10uWKU akmu8HUX
CyncmaHyu UHKancyaupaHux y epumpoyume, EP-epumpoyum [3]
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2.6.2. UCITOPYKA BHUOJIOIIKHW AKTUBHUX CYIICTAHLH
MAKPOOATUMA U AIPYTUM TUIIOBUMA HREJIUJA TIOCPEACTBOM
EPUTPOLUUTA UJIM EPUTPOLUUTHUX MEMEPAHA

Mojudukanmja epuTPOLUTHUX MOBPIIMHCKUX AHTUT€HA U IJIACTUYHOCTHU
MeM6OpaHa y LieJIMHU A0BOJU [0 lbbUX0Be O6p3e ¢parouuTose oj, CTpaHe Makpodara
PEC-a [82,83], yume ce o06e30ehyje MexaHHM3aM HCHOPYKe HHKAICYJIUPAHUX
OMOJIOLIKY aKTUBHUX CYICTaHIM y JM3030Me Makpodara u Jpyrux Bpcra hesuja
ca cnoco6Homhy akTUBHe WHTepHa/M3anuje MUKpodecTulia. OBaj MPUCTYI je Ha
npuMep, oMoryhuo Jia ce o/ EpUTPOLIUTHUX MeMOpPaHa MPOU3BEy MUKPOUECTULLE
KOjMa je oOJIaKllaHa MCIOpyKa LIUTOTOKCMYHUX areHaca y MaJiurHe hesuje

[21,84,85].

CyncmumyyuoHa mepanuja eH3uMuma UHKancyAupaHuMmy epumpoyume

[IpBa wucnuTUBawa y 00/acTM NpHUMeEHe epUTPOLMTa Kao Hocada 3a
UCIIOPYKY OHOJIOIIKM aKTUBHUX CYCICTaHUM Ouiaa ¢y QoKycupaHa Ha
MHKAIICy/Jalyjy eH3WMa y epUTPOLUTe y LWy [AeTOKCHUKALUje TOKCUYHUX
jeqvbakba NPUCYTHUX Yy UUpKyaauuju (morsaBmbe 2.6.1), aau U eH3UMCKe
CYIICTUTYLIMOHE Tepamnuje Ko/ ypoheHux eHsuMckux aeduumjeHnvja. Haume, kako
Cy €H3MMM HUHKAICYJHUPaHU y epUTPOLUTe ycje], Heu3beXHUX MpoMeHa Ha
MeMOpaHU TOKOM Mpolieca UHKaNcyaauuje npeno/pehenu 3a 6p3y ¢paroqurosy u
eprKacHO Tmpey3uMMame U JoCleBake y Jn3030Me [86], oBaj mpucrtym je
ucKkopuuiheH 3a Jieyerwe JIM3030MaJIHUX 60J1eCTU TasloXemwa (Tabesa 4).

Jenna opn Hajuemhux ypoheHux 60JiecTH TasoXemwa je ['owreoBa 6oJiecT, y
4YMjoj OCHOBH je MyTalidja TeHa KOju KoJupa €H3UM TIJIyKolepebpo3uasy
(iM3030Ma/sHU XUJPOJUTUYKM eH3uM). Tako cy NpBM MNOKylIaju Tepanujcke
IpMMeHe eH3MMa WHKAICyJMpaHuX y epUTpOLUTe OWIM HWHKamcyJaanuja [3-
raykouepebposuaase [86], raykyponugase [87] u ranakto3sujase [15] 3a seueme
['omeoBe 60JiecTU. EH3UMU UHKCICYJIMPAaHU Y €PUTPOLIUTE MOKA3aJU Cy CTAOUIHY
aKTUBHOCT U JocneBasu cy y hesuje in vitro [86]. UcnuTuBamwa Ha XUBOTHHaMa
nokKasaJjia Cy peJaTHUBHO e(dUKACHUjy MCHOPYKY €H3MMa HWHKAINCYyJUPAaHUX ¥
epuTpouuTe y nopehemwy ca c1060HUM eH3MMHKMa, YIIPKOC BeOMa OTrpaHUYeHOM
KalnayuTeTy LUpKyJlalije UHKaICyJIupaHux cucteMa [87]. OrpaHu4yeHa KJAMHUYKA

HCIIUTHBAKbA KACHUX CeAaMAeCTUX TIOJWMHA HHCY IIOKa3adJla TOKCHUYHE ecl)eKTe
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rJyKoliepebpo3uale MHKAICYJUpaHe Y epUTPOLMTE KOJ, OJApacjvxX MalujeHaTa
ca HampeAHUM TunoM [ouieoBe 60J1eCTH, alu je Tepanujcku edekaT 6UO
CKPOMHOT Y HpoJia3HOT KapakTepa [88]. HezgaBHO je eH3MMcCKa CyNCTUTYLHOHA
Tepanyja NIpMMeHOM epUTPOLMTA Kao HOcaya MCNUTaHa Ha NpuMepy TUMUJUH-
docdopunase koj manyjeHaTa ca reHETCKOM JedUIMjeHLIHMjOM OBOT €H3HUMa Y
MUTOXOH/IpYjaMa; TPeTMaH je m060J/bllIa0 pe3ysiTaTe OMOXEMHUjCKUX aHAJIW3a, aau

ce HaXKaJIOCT KJIMHUYKO CTakbe MallujeHTa HUje nmoobosbliaso [89].

Ta6ena 4. [Ipumepu eH3uMa UHKANCyaAupaHux y epumpoyume Koju cy kopuwheHu 3a

cyncmumyyuoHy mepanujy eH3uMuma Koo AU3030MAAHUX 60/1ecmu maaodxcersa

EH3uM BesimunHa | ®PyHknmja Tepanmujcka HuBo pasBoja
npuMeHa
'asnakTo3ugasa 464 kDa Pasnarame JIuzo3oManHu HUcnuTuBama
(TeTpamep) | rasakTo3uja nopemehaj Ha MpUMaTHuMa
(wehepa, sunupa, TaJIoXKemha
NPOTEenHa)
['nykypoHuasa 80 kDa Passarame ToweoBa 6oJsecT HcnutuBama
XelapuHa, Ha rJoJapuma
MYKOIIOJIM CaXapy,ia
Cnykouepe6bposungasza | 60 kDa Pasnarame 6eta- ToweoBa 6oJsiecT HcnutuBama
rJIyKo3uja Ha JbyAUMa
TuMuuH 100 kDa [IpeBoheme l'enetcka WcnuTrBama
dochopunaza TUMHUJMHA U MUTOXOH/IpHjaJIHA | Ha JbyJUMa
docdaTa y TUMUH U | AedUIMjeHIIH]A
2-neokcu-anda-D-
pu6o3y 1-docdar
L-acnmaparuHasa 80kD XuzpoJinsa Epagukanuja UcnutuBamwa
acmaparvHa y acrmaparuH- Ha MUILEBUMa,
acmapTaMcKy 3aBUCHUX TYMOpa | MajMyHHMa U
KUCEJUHY JbyIuMa
AJZleHO3MH 47 kD Pasrpaamwa Kop manujeHara HcnuTnBama
JleaMrHa3a aZileHO3WHa ca Ha JbyAuMa
nedbunujeHIjoM
aZleHO3WH
JleaMrHa3e

I/IcnopyKa aHmuquieKmUGHlIX dzeHaca U daHmueeHa

darouusosa epUTpoLUTa HeHAMEpPHO MOAUMPUKOBAHUX TOKOM Ipolieca
MHKaICy/Jalyje JIEKOBUTEe CyNCTaHLe oJ, cTpaHe Makpodara PEC-a Moxe
NOCAYKUTU M Kao TMPUPOJHU INYT MUCIOPYKe areHaca 3a eJUMHUHALHjy
UHTpale/yJapHUX MHUKpoopraHusaMa (BHUpyca, OakTepuja, mapasuTa) y TUM
henujama [21]. Ha npumMep, aHTUBUPOTHUK a3WJOTHMHUAUH KOjU Ce KOPHUCTH Yy

Tepanuju HIV nHpeknuje MHKaNCy/aMpaH je y epUTPOLUTE y LIU/bY UCIOpPYKe Yy
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Makpodare ¥ Mokasao je nojadaHd aHTHBUPYCHU edeKaT y OJHOCY Ha CJ0060AHY
JIEKOBUTY cynctaHiy. OBaj pe3yaTaT A00UjeH je y in Vitro eKciepuMeHTUMa Ha
KysaTypama henuja [85] u noTBpheH in vivo Ha Mmozieny muiia ca HIV undekuujom
[90]. Oxpabpyjyhu pesysTaTH A0OOUjeHU Cy WU y CAy4Yajy APYTHMX aHTUBUPOTHUKA
MHKaIcyJupaHux y eputpouute [51,91] yk/bydyjyhu M aHTHCEHC areHce KoOju
MHXxUOUpajy pemsnkauujy Bupyca HIV-1 y uHduuupanum hesnujama [92]. OBa
UCIUTHBawka 00e36e]uia Cy IIMPOKY OCHOBY 3a CTpPATerujy Jiedewma BUPYCHHUX
uHbeKIYja, TOCTaB/beHy Ha CUCTEMCKOM MCIIUTUBAKY KOJ| KUBOTHUHA U JbY[U.
Tpeb6a ncrahu fga nHKancysanvja HEKUX aHTUMUKPOOHUX areHaca y epuTpOLUTe
(Hmp. aHTUMasapuKa KJOTpUMa3oJia) MOpeArCIOHHMpPA  epPUTPOLUTE  Ka
OKCcHJAaTUBHOM olwuTehewy [93] U OKcUJOBaHM epUTPOLUTU OUBAjy Op30
daroUTOBaHM XenaTHYKUM Makpodaruma (Hrp. KyndepoBum hesujama) npeko
pelLenTopa xBaTauda cJ0604HUX pajuKasa [93].

AnTureH npeseHTyjyha ¢yHKuuja Mmakpodara U Apyrux hesvja UMyHCKOT
cUCTeMa Koje "eJIMMHUHMILY" U3MeleHe epUTpoLUuTe Takohe HyJAW aTpakTUBaH
NpUpOJaH MeXaHM3aM 3a WUCIOPYKY aHTUTeHa y LWbY IMoOjayaBakba UMYHCKOT
oarosopa [94]. [lopex onTUMHU30Bakba UCNOPYKe aHTUIEHA, EPUTPOLUTH UIpajy
BaXKHY yJIOTY Kao aJjjyBaHCH, Mpe3eHTyjyhu BUILECTPYKE KOIMHje aHTUreHa U
ctuMyuiiyhu HecneuudU4HU MMYHCKU oaroop [95]. Takobhe, nHkamncysaanuja
IIUTOKWHA, WHTepJIeyKUHa U HHTepdepoHa, y epUTPOLMTe AOJATHO OJIaKIlaBa
UCNIOPYKY OBHX OMOJIOIIKM aKTUBHUX CYINCTaHIM y Makpodare IITO pe3y/Tyje y
CTUMYyJIallMjU UMYHCKOT OJrOBOpPA, KAaKO je MOTBpHEHO y eKCnepuMeHTHMa Ha
KUBOTUHCKUM Mojenuma [96].

EpuTponutu y Koje Cy MHKAICyJIMPaHU TOKCHYHM areHcH, Kao IITO je
pUILIMH, I0BO/JIEe 0 CMPTH IIW/bHUX hesuja, ipe cBera ¢parouuta [97].Y6pusraBame
epUTpOLMTa Ca UHKAICyJIMpaHHUM TOKCMHOM JOBOJU [0 CMakemwa 0poja
Makpodara, o6e36ehyjyhu Tako aHTuUMHOIaMaTOpHU edekaT U yOJiaKaBame
akyTHor omTehewa KaJjema (TpaHCIJIaTUPAHOT TKHMBA WJIM OpraHa) HaKOH
TpaHcmiaTauyje [98,99]. Teopujcky, ucnopyka TOKCUYHMUX areHaca hesujama
MMYHCKOT CHCTeMa IPUMEHOM epUTPOLMTa Kao HOocaya MOKe OUTH KopulheHa
KOJiT aHTMHH(QJIaMaTOPHUX Tepanuja Kao U 3a HHJAYKOBamwa ToJiepaHLUje Ha

aHTHUreH KOJi TpeTMaHa aJlepTUjCKUX peakliuja.
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HCI’IOp_yKCI aHleLngﬁ./la.MamopHLlX azeHaca

Ucnopyka aHTUM(IaMaTOPHUX CYNCTAaHIM, Kao UITO je CUHTEeTCKHU
[JIYKOKOPTUKOMJ,  JleKcaMeTa30H, INPHMEHOM  epUTpoLMTa  Hocada, y
npouHdsamaTopHe hesmje monyt Makpodara, npejcTaB/ba HaCTaBaK MPETXOAHO
ONHMCAaHOT TepanMjCcKOr TMPUCTyNa MCIOPYKe aKTUMHPEKTUBHUX areHaca.
[IpuMeHOM epUTpoLMTa HOcaya MorJja OU OWUTHM Mo6O/bLIAHA OHOJIOLIKA
PacIoJIOKUBOCT U CEJIEKTUBHOCT OBHX CJIabO PACTBOPHHUX JIEKOBa 3axBasbyjyhu
BUX0BOj LM/baHO] ucnopyuu y ¢arouute PEC-a u apyre henuje uUMyHCKOT
cucreMa. McnuTuBamwa 3amoyeTa in vitro JoBesia cy A0 pa3Boja Ipoleaype
MHKaIcy/aluje JeKcaMeTa30H-HaTpujyM-pocdaTta (ZepuBaTa JAeKcaMeTa3oHa
KOjH je BHIlle pacTBOpPaH y BOJIEHUM pacTBopuMa) y epurpoiurte. OBa nmpoueaypa
je oMoryhaBasia OICOHM3AlMjy HWHKAICyJUpPaHUX epUTpouuTa (Tj. Be3UBambe
AHTHEPUTPOLIMTHUX aHTUTEJAa U KOMILJIEMEHTA), YMMe je OUia oJlaKllaHa HUXOBa
daronuTosa oA cTpaHe Makpodara, ITO je pe3yJITUPaJIOo YCIeUIHOM HHXUOUIUjOM
npouH$IaMaTOPHOT OJroBopa Makpodara H3a3BaHOT JIMIIONOJIUCAXAPUIOM
[100].

CepujoM uctpaxuBawa Magnani u capagnuka [36,53-55,101] oBaj npuctyn
Cce KOHTUHYUPAHO UCIUTYyje Ha MalyjeHTUMa 000JeJIUM OJi HEKOJIMKO 00JeCTU
Koje cy y Be3u ca MHpJIAMaALMjOoM WU Cy yciaen uHbJaManuje noropiuaHe. Ha
npUMep, Tepanuja JeKcaMeTa30HOM UHKAICYyJIMpPaHUM y epUTPOLMTE je KOJ, JeceT
nanujeHaTa Koju 60J1yjy o1 XpOHUYHE ONCTPYKTUBHE 60JiecTH miayha 6uia BUAHO
Jlobpo TmojHeTa W pe3yJaTHpasa Yy OApXKUBOM MoBehaky KOHIEHTpaluje
JlekcaMeTa30Ha Y KPBU HAKOH caMo jeHOT yopusraBamwa [53]. Ko apyre 6osectu
niyha, uuctudHe ¢uUbpo3e, Koja je Takohe mnpaheHa jakom wuHIaMaLHjoM,
peuHdys3uja ayTOJIOTUX EPUTPOLUTA Ca HHKAICYJIMPAaHUM [leKCaMeTa30HOM Y
MeCceyHUM MHTEepPBa/JIMMa, TayHUje Ha 28 JjaHa, 6uia je J06po noJHeTa U JjoBeJia je
Jl0 3HAYajHOT CMamerwa HHGPJIAMATOpPHUX peaknyja [54]. CavyaH TpeTMaH
UCNIUTAaH je KOJi MalnujeHaTa o6oJiesux oJ; HMHpJaMaTOpHe OO0JIECTH LIPEBa,
KpoHoBe 6oJiecTu. Y TOj CTyAuju cy Tpu NoHaB/bajyhe penHdysuje ayTos0TUX
EpUTPOLUTA Ca MHKAICyJIMPaHUM J[leKCaMeTa30HOM (CBake 4YeTUPU HeJiesbe)
Takohe o06e30eauie TMOBUILIEHY KOHIEHTpALHW)y JeKcaMeTa3oHa y KpBH, U
oMmoryhuie nauujeHTMMa Ja NpPeKHHy ca MPEeTXO0JHO MpenucaHOM TepanujoM

CTepouza Kojy Cy TelKO mnoAHocuad [55]. MHkancynanujoMm y epuTpOLUTE,
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oMoryheHo je 3Ha4yajHO CMameme [i03e JieKa, TaKo WLITO Cy Kpo3 HUHPY3Hjy
MHKAICyJIMPAaHUX epPUTPOLUTA, NALUMjeHTH A00ujaau npocedHy fo3y 5,5+2,4 mg
JlekcaMeTa3oH-HaTpujyM-pocdaTa jefHOM MecedHo [55], a craHjapjHa Ao03a y
TpetMaHy KpoHoBe 6oJsiectu usHocu 0,75 o 9 mg pexkcameTa3oH-HATPHjyM-

docdara gHeBHO pacnopehenay aBe go3e [102].

C/IMYHY MO3UTHBHU pe3yJITaTH [I0Ka3aHU Cy y CTYAUjU KOja je yK/bydHBaia
OCaMHaecT NeAujaTpUjCKUX MalujeHTa o06oJsesnux o, KpoHoBe 6oJiecTH, KOjU Cy
jeJHOM Mece4HO NMpYMaJu UHQPY3Hjy ayTOJIOTUX EPUTPOLMTA Ca UHKAICYJIUPaH UM
JlekcaMeTa30HOM TOKOM ABe rojiuHe [58]. Kako je uuwmb Tepanuje y neaujaTpujckoj
nomnyJialyjyu U cipeyaBame MoBpaTKa 60JIeCTU U rapaHTOBakbe HOPMaJIHOT pacTa
U MyO0epTeTCKOr pa3Boja, NpHMeHa HakKo e(dUKACHUX KOPTUKOCTEpOHUJa, je
HelpUXBaT/bUBA jep [JeMUHepasuv3aliMja KOCTUJy M ycClIopaBame pacra
npejicTaB/bajy 030U/bHe HeJOCTaTKe HeusbeXkHe IMOHAB/baHe aJMUHHUCTpaLUje.
[Ipema HaBeneHO] CTyAUjH, CMakbeHa Y4YecTaJOCT NpHUMeHe KOPTHUKOCTepOUuza
3axBa/byjyhu  MHKaICyJaluju y ayToJiIoTe EepUTPOLUTe, [JONpHUHesaa je
eJIMMHUHALIMjHU OBUX HeXeJbeHUx edekaTa [58].

Y Tepanuju umHPaMaTOpPHUX OOJIECTU KO/, Jelle, HEJJaBHO je U3BpILIEHA
Cly4yajHa KOHTpOJIMCaHa CTyJuja OBOr TpeTMaHa KO/ yeTpJeceT MalujeHaTa
o60Jies1Mx off uHGJIaMaTOpHe 60JIeCTH LpeBa, KOjU HUCY pearoBajid Ha Tepamnujy
KOHBEHIJMOHAJHUM cTepouauMa. [lokazaHo je ja TOKOM ocaM HeJesba Tepanuje
Koz 15 (75%) of 20 aHanM3MpaHUX NalUjeHaTa KOju Cy NPUMHUJIU JeKcaMeTa30H
VMHKAICYJIMpaH y epUTPOLUTe JOULJIO JI0 MOBJaYewha KJIMHUIKUX CHUMIITOMA, 0K
je koA rpymne nauujeHaTa KOjU Cy OWIM Ha Tepamnuju npefHU30J0HOM Koz 80%
JIOIJI0O [0 KJWUHWUYKe peMucdje. MebhyTuMm, A0k y Trpynd mNauvjeHaTa IMoJ,
TepanujoM [AeKcaMeTa30HOM HWHKAICYyJHMpPaHUM y €PUTPOLUTE HUCY 3alaKeHU
HUKaKBU Hexe/beHU edektd, dYak 80% mnaunujeHaTa 1o0J TepanujoM
NpeJHU30JI0HOM IIOKa3uBaJO je wu3paxkeHe crnopegHe edekte [56]. OnmTtH
3aKJ/by4liM 0 epUKACHOCTH OBe Tepalluje ce He MOTYy JJOHETH jep je 6poj maiujeHaTa
KOjU Cy y4eCcTBOBaJM y OBUM HcnuTHBakbMMa (10-15) manu y ojHOCy Ha
KpUTepUjyMe CTaHAapAHUX KJIUHUYKUX CTYAHja.

Ox 2013. roavHe ce ca yCclieXOM Ha UCTHU HAa4WH JieYd CTepPOHUJ-3aBUCHU
yJiepaTUBHU KoauTUc. CTyAuja Koja je paheHa Ha 37 manujeHaTa nmokasaJa je Ja

uHdy3HWja Koja caapxku 9.8+4.6 mg nekcameTtazoHa o060e36ehyje paBHOTEXHY
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IJla3Ma KOHLEeHTpauujy JekcameTa3oHa of, 8 ng/ml y Tpajamy on 28 pgaHa.
lllecTroMmece4yHa Tepanuja HUCKUM Jl03aMa JieKcaMeTa3oHa oMmoryhusa je o6ycraBy
NpUMeHe OpaJIHUX IJIYKOKOPTHUKOU/JA U CMakbele cnopeHux edpekara [101]. CBu
OBU OXpabpyjyhu mnwioT pe3yaTaTd HarosellTaBajy Ja he wucnopyka
aHTUUHG}IAMaTOPHUX CYINCTAHLHY NMOCpeJj0BaHa €epUTPOLUTHMA HahU MpPUMEHY y

Tepanuju aKyTHUX U XPOHUYHUX UHPJIaMaTOPHUX 60JIeCTH.

chopyKa AHMUMYMOpPCKUX azeHdacda

Mukancysnanuvja aHTUTYMOPCKHUX JIeKOBa Yy  HOcadye OrpaHA4YaBa
UCTO/baBatbe HHHUXOBE TOKCUYHOCTH Y OpPraHu3My U 1060JblllaBa HUXOBY
UCNIOPYKY y TYMOpe MNPEeKO HEKOJIMKO MeXaHu3aMa, Kako crnequpuyHux (HIp.
IpPeKo IW/bHUX aHTUTeJa) TaKo M Mame crnelududHux (HOp. yciaen edekra
noBehamwe NpomycT/BUBOCTU WU 3ajJip>kaBakba TUIMYHOT 3a COJIMAHE TyMope).
Jlunosomy, JIMHEApHU NOJIMMEPU UM MOJIMMEPHE MHUIleJie JaHacC MpeJCcTaB/bajy
HajlonyJjiapHUje Hocaye 3a aHTUTyMOPCKe JieKoBe. MaK, epUTPOLIUTH Kao HOCAaYU
AaHTUTYMOPCKHUX JIeKOBa Takohe Mory Hahu mNpuMeHy y Tepamnuju TyMopa,
00e30ehyjyhu nmponayxeHy LMpKyJ/anujy JIeKOBUTE CYINCTaHle. Y NPUJIOT TOMe,
roBope pe3yJTaTH KOjU Cy IMOKas3aJu Ja Ce HHKaICyJalujoM XuApodpoOGHOT
JleKaJIMHUjyMa y MUlllje epUTponuTe 06e36ehyje 3HATHO Ay»Ke MOJIyBpeEMe KHUBOTA
(5-6 pgana) y nupkynanuju y nopehewy ca PEG-nunosomckoMm dopmysnauujom (4
cata) [103].

AHTHUTYMOpPCKM areHc, aHTUOUOTUK [OKCOPYOUIMH, HMHKAIICyJIUpaH je y
HOCaye epuUTpouuTe, KopullhemeM HEKOJIMKO pas3/IMiUTUX Iponejypa
YKJ/bydyjyhu ymMpexaBalkbe MeMOpaHa epuUTpouuTa riayrapangexugom [104]. Ta
MoaudHUKalyja 3Ha4ajHO InoBehaBa Impey3uMame epUTPOLMTA OJ CTpaHe
Makpodara u Apyrux hesuja Koje MMajy CIOCOOHOCT akTHUBHe ¢aronurose [82].
Tako je [OKCOPYOMUUH HWHKAICyJUPaH Y €PUTPOLUTE YCIEUIHO HUCIOPY4YeH y
Makpodare y hesujckoj KyJATypu U NOKa3aHa je HberoBa akymyJalnuja y jeTpu
HAaKOH UHTpPaBeHCKe HibeKluje Koj maca [105,106]. HaBegeHu TpeTMaH nokasao
je oxpabpyjyhy edukacHocT y Tepanuju JUMPOUAHUX TyMopa KoJ, maca, 6e3
nojaBe u3paxKeHe KapAUOTOKCUYHOCTHM IITO je HHAade KapaKTepUCTUYaH
HeXXe/beHH edeKaT JOKCOpYyOMILIMHA, ajid je HWIaK J0Beo J0 CylCTaHLUjaIHe

XpPOHHYHe cynpecuje MujesongHux hesnuja [107].
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dopmysanyja XyMaHUX ayTOJIOTUX EPUTPOIMTA Ca HHKAICYJUPAHUM
JlaYHOPYOULIMHOM, NpUIpeMJ/beHa KopuilhewmeM MeTo/0Jiordje Koja H3berasa
yMpekaBalbe MeMOpaHa epUTPOLMTA, je yOpuU3raHa MNallMjeHTHMa Ca aKyTHOM
JIeYyKeMUjOM HAaKOH 4Yera je Moka3aHO NpOJy:KeHO NMPUCYCTBO AAayHOPYOUIMHA Y
IJIa3MU W UCNOJbEHU Cy MalbU HeXXe/beHU ePeKTH Hero NmpH AaBamy CJ0060/He
dopme neka [108]. CiauyHO, TMpUMeEHa ayToOJIOTUX EpUTPOLUTA Ca
WHKAICYyJHpPaHUM JOKCOPYOHULIMHOM KO/ MalujeHaTa ca JuMpoMoM 06e36ehyje
CMalbelkhe MaKCUMaJHOT TMHKa KOHIEHTpaldje U MNPOAYKEHO MNPHUCYCTBO
JIOKCOpYOMIIMHA Yy ILJIa3MH, IITO pe3yJTyje y 3HadyajHOM mnoBehawy yKyIHe
KOJIMUKHE JieKa Y OpraHu3My U CMamelhe Hexxke/beHuX edekaTa y nopehemy ca

KOHBEHIUOHAJIHOM $OpMOM JieKa JokcopyouruuHa [109].

Hcnopyka eeHemuukoe mamepujana

EputponutHu aAyxoBu ce Beh ayxe BpeMe MCIHMTYjy Kao CpeACTBO 3a
MHTpale/yJlapHy HCHOPYKY TeHeTHYKOor MaTepujaia. Hajsehu Hamopu y o0BOj
006J1aCTH YCMEpeHMU Cy Ha LUTOIJIAa3MAaTCKy HMCHOPYKY MaJIUX OJIMTOHYKJIeOTHAA
(aHTHCeHC) Koju uHTepdepupajy y TMpolecy CUHTe3e TMpoTeuHa. I[IpBu
eKCIIEpUMEHTH U3BEJIEHU in vitro Ha KyJTypama hesivja NOTBPJAWIH Cy /1A je OBaj
HaYUH HCIIOpYyKe MaJIUX HYKJIeOoTHJa Moryh u ob6e3benunu npsa nopehema
HaBeJleHOI CUCTeMa Ca JIMIO30MHUMa Y KOje Cy HHKAIICYyJIMpaHUu aHTUCEHC
HykJeoTuard [110]. HoBuja ucnuTuMBawa JOJATHO Cy MNOTBpAWIAa MOTyYhHOCT
MHTpaLeJyJlapHe UCNOPYKe OJIUTOHYKJIEOTHJA WHKAICYJHMpPaHUX Yy €PUTPOLUTE
[100] 1 nokasaJsia U APYrd Ha4YUH reHeTU4Ke MHTepdepeHyuje. Hip. nokasaHa je
MHaKTHMBauuja BupycHe PHK pemnukaunuje y KyJaTypu XymMaHMX Makpodara
uHounupanux BupycoM HIV koMmsiekcoM mnenTuia M HyKJIEHHCKE KHCeJUHe
MHKAIICyJIMpaHUX y eputponute [92].

Hekosinko cTtyguja ypaheHo je M Ha KUBOTHUHKCKUM MojenuMa. Tako je
yopusraBamwe epuTponuTa ca uHKancyiavpanuMm /JIHK msnasmuzom foBesio [Jio
npoAyxeHe ekcnpecdje (4ak 3 JaHa HaKOH MWmbeKIMje) TpaHCreHa y
MOHOHYKJIeApHHUM JieyKoluTuMa y KpBU [71]. Tpeba moMeHyTH Aa y OBUM
eKCllepUMeHTUMa eKCIpecHja TpaHCreHa HUje OWla JeTeKTOBaHAa y JpYyruM
opraHvMa M TKHBHUMA, Na 4YaK HU y xemnaTUdykuM Kyndeposum hesnujama koje

npeysumajy Hajsehu feo ybpusranux eputrpouuTa. [Ipypoja nu/paHoOT AeioBamba
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Ha MOHOHYKJIeapHe JIeyKOLUTe, yMecTo Ha Makpodare PEC-a, mITo je UHAUPEKTHO
3aK/by4€HO Ha OCHOBY IIPUCYCTBa TpaHCreHa, HUje objalmmena. Hacynport
pesyJTaTdMa OBe CTyAuje, jeaHa KacHuja [70] cTyauja mnokasazna je Ja
epUTPOLUTH  Ca  UHKAINCYyJIMPAaHUM  aHTUCEHC  HyKJeoTHAMMa  OUBajy
OTNCOHM30BaHM y IJIa3MM W MCIOpPYyYeHH Yy jeTpy, Kao Jo6po IO3HATO]j

»JleCTUHALIUjU" epUTPOLUTA.

2.7. MOT'YRHOCT INPUMEHE OTITAAHOT' KIAHUYHOT
MATEPHJAJIA KAO U3BOPA EPUTPOLIMUTHUX MEMBEPAHA

[Ipouewyje ce Aa KJaHULEe Yy Npolecy NMPOU3BOJlbe Meca CBAaKOJHEBHO
CTBapajy MW/IMOHE TOHA MpPOLECHOr OTHaJa 4Yuje JelNOoHOBame IMpeJCcTaB/ba
BeJIMKKM MNpo6JsieM 3a npepahuBayve. 3a TpeTMaH OBOI OTHNAaZa y pPa3BUjeHUM
3eMJ/baMa MOCTOjU CTpPOra 3aKOHCKA peryJjiaTUBa 3a YHje MOLITOBAaKkEe Ce U3/ Bajajy
3HayajHa MaTepujaJiHa CpeACTBa. YNPKOC YHIEHULM [Jla y pPa3BUjeHOM CBETY
IIOCTOje CUCTEMH 3a TPeTMaH U YKJakawe OBUX CIIOPeJHUX POU3BO/a, CBe BHUIIE
ce pasBuja cBecT O MoryhHocTuMa m®HUxOBe npuMeHe. Hawume, panac ce
oZ0alnMBambe CIOpeJHUX NMPOU3BOJa Kao OTHA/ja BUIIE He cMaTpa HU €KOJIOUIKU
JlOOpYM HM EKOHOMCKM HCIJIaTUBUM, MoceObHO Kaja ce 3Ha Ja OBaj ,0THan"
CaZip>KU 3HayajHe KOJIMYMHE JparoleHOr CUPOBOT MaTepHjasia KOju MMa CHaXKaH
NOTeHLHYjaJ y CTBapalkhy HOBUX NpPOMU3BOJZA U (PYHKIMOHAJIHMUX cacTOjaka ca
flonatHoM BpegHouhy. OnuuTe je npruxBaheHO MULI/bEHE /a je TOXKEJ/bHO U MOTryhe
Jla ce CBU CIOpeJHM IPOM3BOJAM HHAYCTPHje Meca mpepajie y MpPOU3BOJE
HaMeleHe 32 XyMaHy M >XUBOTHUILCKY MUCXpaHy, 6uojuses, hyopuBo, ma 4ak U
JiekoBe (cavka 18) [5].

KnannyHa KpB npejcTaB/ba HajOOWIHU]U CHOPEAHU INPOU3BOJ, MeCHe
UHJyCTpUje U 030WbaH Ouoxaszaph. [lpu cBakoM kiakby MoXe ce JO0OUTH
npubsmkHo o1 3 1o 51 kpBu Ha 100 kg mace cBuma Tj. roBezia [111,112]. Hajsehu
Jle0 KJIaHWYHe KpPBU TpPeTHpa Ce Kao OTHaj U ofdallyje, MaKO OHa Mpe/cTaB/ba
HelnpecyulaH M3BOp OMOJIOUIKM aKTUBHUX MOJIEKYJa (XeMOIrJIOOMHA U APYTHUX
OHMOAKTUBHUX NENTHUAA), KOju OU ce MOTJIM MPUMEHUTH Kao J0AAlU XpaHU JbyU
WM CTO4YHOj XpaHu [112,113]. [IpoTerHM KJaHW4YHE KpPBU, NMOCEOHO OHU M3
IJ1a3Me, MMajy Ba)KHa TEXHOJIOLIKA CBOjCTBA, Kao LITO Cy TeJidpame, Nemewmhe U

eMyJranuja, IWTO UX YUHU CACTOjUMMa ca J0JJaTHOM BpejAHOIIhy y MHAYCTPUjU
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XpaHe Y IPUMEHHU Kao [UjeTeTCKUX cymieMeHaTta [114]. Ha npumep, npoTenHU U3
IJ1a3Me KJIAHWYHe KPBU Kao IITO Cy UMYHOTJIOOYJIWHH, GUOPUHOTrEH U aJbyMuH,
MOTy ce JI0JaTH Y NMPOU3BOJe 3a UCXPaHY JbYJU U KUBOTHUHA, 300T jako A,06pUX

resinpajyhux v emyisudukaMoHux cBojcrtana [115].

JJ1aKa, DOXHATH IIporenHCcKkH
AeJIOBH XHJPOJIU3ATH
TPOMGHH
~—  OpPOTeHHH [~
$uépuHOreH
eMy13uPHUKATOD
1aamMa AHTHMHKpPOGHH

- KDB - MenTHAH

- p NPOTEHHCKHA
XHJPOJIH3ATH
g AP dyurumnoHaATHH
S nenTHau
T r106HH
E | epHTpPOLHTH
g XeMCKO reoxie epPUTPOLUTHE
= nenTHan MeMGpaHe
"‘5" KO3MeTHYKe
CHpPOEBHHe
— KOCTH J10j, MacT
CTOYHA XpaHa
—— MAaCHO TKHBO [——| OGHOAH3eJ

Cauka 18 Cxemamcku npuka3 mozyhHocmu npumeHe cnopedHux npodykama
MecHe uHdycmpuje (ModugukosaHo npema [5])

henujcka dpakuuja KJIaHUYHe KPBU MOXKe OUTHU MCKopuilheHa y MecHOj
MHAYCTPUjU Kao mojayuBay 6oje 3a kobacuue [114]. AnTepHaTMBa y LUbY
n3beraBamba HeXeJ/beHOT CeH30pHOr edekTa (jake LpBeHe 00je KOja MOTHYE O]
XeMOIJIO6MHA) Mpe/icTaB/ba YK/akbabe XeMOTJI00MHA U U30JI0Bambe IJI0O6UHA, LITO
je Mo3HaTO Kao ob6e360jaBame KpBU. Ha 0Baj HAYMH MOTY Ce OCTBApUTU BaXKHe
TeXHOJIOLIKe QYHKLMje y MnpexpaM6GeHUM MpPOMU3BOJAMMA, Kao IUTO je HIP.
3aMewrBalkbe MacTM Yy MecHUM npousBoguma [114, 116]. Illpeuumthenu
XeMOIJIOOUH W3 KJIaHWYHe KPBM U €H3UMCKU [J00UjeHH NenTuau oboraheHu
XeMCKUX rBoxDeM Mory OWUTH OJJIMYaH CTapTHU MaTepHjaJ y HpPOU3BO/HbU

3aMeHMKa 3a KpB, a/IMTUBA 3a XpaHy Y LIW/by NIPeBeHIMje U TpeTMaHa aHeMHUje WiK

Kao IMjarHOCTHUYKH peareHc [38,117].

40



Jlokmopcka ducepmayuja HeaHna T. Kocmuh

Y capaawmy HMHCcTUTYyTa 3a MeAMLUMHCKA MUCTpakuBawa U TexHOJIOMIKO-
MeTaNyplIKOT ¢aKyJaTeTa YHUBep3uTeTa y beorpasy pasBujeHM cy NOCTYNLH 3a
M30JI0Bae yJTpanpedyuiniheHor xeMorsio6MHa U3 MpecTapesiuXx XyMaHHUX
epUTPOLUTA U roBehUxX epUTPOLUTA U3 KJIAaHWUYHE KPBU NPOLeCOM KOHTPOJINCAHE
rpajyajlHe XeMOJIU3e y OPUTMHAJIHO J[M3ajHHPAaHOM MEMOPAHCKOM peaKTopy
[38,40]. Ta wucTpaxkuBama Cy IMOKasaJa Ja HAKOH Ipoleca KOHTPOJIMCAaHE
XeMoJiu3e y MeMOpaHCKOM peaKTOpy 3aocTajy MeMOpaHe epUTpPOLMTA, T3B.
,AyxoBU". Tako KJ1aHU4YHa roBeha U CBUICKA KPB MOTY OUTHU U jeQTHH MOYETHU
MaTepujajl y MPOU3BOJIbU E€PUTPOLMTHUX MeMOpaHa OJHOCHO JyxoBa Kao
NOTEeHLHjaJIHUX CUCTEeMA 32 UCMOPYKY aKTUBHUX CYINCTAaHUU WM HUXOB CaCTaBHU
Zieo (Hop. jesrpa LbL mukpokancyna [26]).

Janac, 3axBa/byjyhu caBpeMeHMM OHOTEXHOJIOIIKMM MeTojaMa 3a
NOKpHBalbe aHTUIeHa Ha epUTPOLUTHHUM MeMOpaHaMa U APYTMM NOBPIIMHCKUM
MoauduKanuyjama, Mmoryhe je y6JIa>kKUTH UMYHCKU OZrOBOP Ha MHKOMIIaTUOMW/IHE
XxyMaHe epurpouute [4]. OBuM pe3ynTaTd Jajy Haay Ja OU ce epUTPOLUTHE
MeMOpaHe MNOPEKJIOM M3 pa3/IMYUTHUX CUCAPCKHUX BPCTa MOTJie KOPUCTUTH Kao
HOCAaYM KOHBEHLMOHAJHUX U GUOTEXHOJIOIIKUX JIEKOBA KOJ| JbYyAU WIU AoMahux
KMBOTHHbA. [lopeJ; JOCTYNHOCTH y BEJIMKUM KOJIMYMHAMa, 6UTHO je HarJIaCUTH Ja
’KUBOTHHbE TIpe KJIama 00aBe3HO IpoJia3e CBe HEOIXO/IHe 3/ paBCTBeHe Iperyeje,
HAaKOH 4era ce nporJaiianBajy (He)6e36eJHOM MOJa3HOM CHPOBHUHOM 3a 00Ujame
IpOM3BOJAa KOjU Ce MOTY KOPUCTUTH 3a JbYJACKY HCXpaHy. Joll jeHa BeJIMKa
npeJHOCT Kopuilhewa ropehux U CBUBCKUX epUTPOLUTA JIEXKU y UMHbEeHUIY, [a
OHM Kao WU epUTPOLUTHU CBUX CHCapa, 3a Pas/IMKy OJ >XKUBUHCKHUX €PUTPOLUTA,
HeMajy jejpo HM Jipyre opraHeJe, Ila je U30JI0Bamke MeMOpaHe U3 HbHUX MHOIO

Malbe KOMIIVIMKOBAHO.

2.8. AHTUUHOJIIAMATOPHU ATEHC JEKCAMETA30H KAO
MOJEJT CYIICTAHIA 3A UHKAIICYJTALHU]Y ¥V EPUTPOLLUTHE
MEMBPAHE

JlekcaMeTa30H je MOTEHTaH, CUHTETCKU 4JiaH TJIYKOKOPTUKOUAHE KJiace
cTepouia ca aHTUMHQPJAMATOPHUM M HUMYHOCYNPECHBHUM CBOjcTBHMMa. tberos
IJIYKOKOPTUKOUAHU edekaT je 25 myTa jaud of, edpeKTa NPUPOJHOT XOPMOHA

KOpTH30.J1a.
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Kaga ce pajy y Tepamujcke cBpxe, TJIYKOKOPTUKOUAHW UMajy CHaXKHa
aHTUHMH(QJIaMaTOpPHA M HMMYyHOCynpecMBHa JejctBa. OHM MHXHUOUpAjy U paHe U
KacHe MaHUdecTallyje 3ama/betha Tj. He ybJakaBajy caMO MOYETHO I[PBEHUJIO,
TeMIepaTypy, 60J1 U OTOK Beh Jesyjy U Ha KacHMje dase 3apacTama paHa U
06HOBe TKHBa, Kao WU mpoJiudepaTHBHE peaklyje Koje ce BUJe Yy XPOHUYHOM
3ana/bewby. Takohe fenyjy Ha cBe TUNoBe UHpJIAMaTOPHUX peakijdja 6e3 063upa
Jila JI1 Cy u3a3BaHe NATOTe€HHWMaA, XeMHUjCKUM WJIH QU3UUYKUM CTUMYJyCUMa WIH
HEKOHTPOJIMCAHMM peaKliijaMa HUMYHCKOT CHUCTeMa Koje Ce MOrY YOYUTH Y
peaklyjamMa NpeoCceT/bUBOCTH UM aQyTOMMYHHUM O0JiecTUMa.

JlaHac ce JlekcaMeTa30H NpUMeYyje 3a pa3iMuuTe 6UOMeUIMHCKE CBpXe:
npuMeHa y  hesujckum  Kyatypama — (ctumysauimie  audepeHnujalnyjy
Me3eHXMMaJJJHUX MaTU4HUX hesuja) [118], y opTamosioryju (y Tepanujyu akyTHe U
XpOHHWYHe MH(pJIaMaTOpHe NMOCTepUOPHe 60JIECTU CerMeHTa OKa, T3B. YBEHUTHCA)
[119], KoJ, npoJindepaTUBHE BUTpPEOpPEeTUHONATH]E, cybpeTUHa/IHE
HeoBacCKyJapusanyje W JujabeTecHOT MaKyJapHOT efeMa. /JlekcamMeTa3oH ce
Takohe mnpuMemyje y aJjieprosiordjd, 360r ocobuHe gAa UHXUOHpa ¢yHKLUje
auMbonuta, ¢ubpobdsacTa, Makpodara U Apyrux hesvja ykbydeHUX y QYHKLUjY
MMYHCKOI cucTeMa. Hamao je mpuMeHy U y NeAvjaTPUjCKOj XeMaTOJIOTHUJU Y
Tepanuvju puobpobJIacTHe JeyKeMHUje 3axBasbyjyNu CBOjCTBY /a UH/YKYje alloNTO3y
bu T iumdonura [120,121].

Ynpkoc  OpojHMM  NpeJHOCTUMA, INpUMeHa  JleKkcaMeTa3oHa Y
dapmaneyTckuM popMyialyjaMa je U3y3eTHO OrpaHWY€eHa U3 pasJiora IITo je 0Baj
MOJIEKYJ jako XUApodobaH M HEONMXOJHE Cy BUCOKe JA03e Ja OU ce MOCTUIJe
Tepanujcke KoHueHTpaunuje. IlpobsieM xuapodoOHOCTH ce MoOKe npeBasuhu
IpPHYMeHOM XUJPOPUIHOT 06JIMKA COJIU JleKcaMeTa30Ha, JeKcaMeTa30H-HaTPpUjyM-
docdaTa, KOjU je y OBOM UCTpaKMBawy KopulIheH Kao MoJies1 CylncTaHna (CavKa
19). OcHoBHe QU3NYKO-XEMUjCKE KapaKTEpUCTHKe JleKcaMeTa30H-HaTpHUjyM-
docdara mnpukasaHe cy y Tabeau 5. Mebhyrum, npuMeHOM OBe COJIM, He
eJIJMMUHHUILY ce M3y3eTHO 3HayajHa Hexke/beHa [iejCTBa, Kao LITO Cy OCTeolopo3a
[122], noBuwieH HMBO Liehepa y KpBU M MOBHUIEH KPBHU NpuTUcak [123],
KpBapemwa y eJyly U HMHTeCTMHYMy 300r CTBapama yJlepanuja, cynpecuja
UMYHCKOT  OoJroBopa Ha UWH(}eKLHMjy, CcylpecHja CUHTe3e eH/IOTeHHUX

IIYKOKOPTHUKOU/A U 3a/|p>KaBatbe TeUHOCTH [124].
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Cauka 19. CmpykmypHa gpopmyaa dekcamemasoH-Hampujym-gpocghama

Ta6ena 5. OcHogHe pusuuko-xemujcke kKapakmepucmuke 0eKcamemasoH-Hampujym-

¢docpama
Hazus 1,4-nperHaauen-9a-dayopo-16a-merua-113,17,21-
TpHuoJ-3,20-auoH-21-docdaT fuHATPUjyMOBaA CO
TemmnepaTtypa 2-8°C
CKJIaJULITEHa
PacTBOp/bUBOCT H20 : 50 mg/ml, 6ucTap, 6;1e0 Ky T pacTBOP
boja besa
Tauka Ton/bewa 250-253°C
CAS 55203-24-2

Mousekyaacka ¢popmysna | C2zHz2g8FNaz0sP

MousekyJicka Maca 516.4

HaBesieHu 6pojHU Hexke/be HU epeKTH JeKcaMeTa30Ha yKa3yjy Ha moTpeoby
Jla ce 3a UCHOPYKY OBOT JieKa KOPHUCTE MHUKPO- U HAHOYECTUYHU CUCTEMU KOjU
oMoryhaBajy KOHTPOJIMCAaHO U NPOAYXKeHO ocjobahamwe jieka. MaTepujaau Koju ce
KOpPUCTe 3a MPOU3BOJHY OBHUX CHUCTEMA 3a UCHOPYKY AeKcaMeTa30H-HaTPUjyM-
dochaTta cy pa3HOBpPCHU, U 00yxBaTajy JMNHJE (3a NPOU3BOJHY JIMIO30Ma),
O6pojHe MpUPOJHE U CUHTECKe MOJIMMEpPHe MaTepujajie (3a Ao6OUjambe MUKPO- U
HaHO- MOJIMMEpPHUX 4YecTuua), aJu U henuje u hesnujcke MeMbOpaHe, HOMNYT
eputpouuTa. Mcnopyka aHTUM(IaMaTOPHOT areHca JeKcaMeTa3oHa NPHUMEHOM
epuTpoLUTa HOocaya y npouHdamaTopHe henuje nonyT makpodara, leTa/bHO je
OMKCaHA y noryaB/by 2.6.2. bpojHu oxpabpyjyhu pe3ysTaTh HaroBeliTaBajy Aa he
UCIIOPYKA AHTUUHPJAMaTOPHUX CYINCTAaHL M I[OCpeJ0OBaHA €epUTPOLUTUMA U
epUTPOLUTHUM MeMOpaHaMa Hahu 3HayajHy NpUMeHYy y Tepaluju aKyTHUX U

XPOHHUYHHUX CBe 3aCTYI/beHUjUX WH(PIAaMAaTOPHUX 60EeCTU. Y HApeJHOM IOTJIaB/by
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2.9. ouhe HaBeJeHM CUCTEMU 3a MPOAYKEHO ocJobahawe [AekcamMeTa3oH-

HaTpujyM-pocdaTa pasjiMuUTHU OJf EPUTPOLUTA U EPUTPOLIMTHUX MeMOpaHa.

2.9. APYTHW CUCTEMH 3A ITPOAYNKEHO OTIIYIITAIE
AEKCAMETA3OHA

[lopen mopaTtaka O NPUMEHM ayTOJIOTUX €PUTPOLIMTA Kao CHUCTeMa 3a
KOHTPOJIMUCAHO /IPOAYXEHO ocaobahame JAekcamMeTas3oHa, y JIATepaTypu Ccy
OMKUCAHU M JIPYTU CUCTEMU KOju TO omoryhasajy. OHUM 00yxBaTajy JIMNO30Me,

pa3/jiniuTe NMoJIMMEpPpHE HOCA4Y€ M KOBbYraTe AeKCaMeTa30Ha Ca IIoJIMMEepHuMa.

Jlunosomu

[lopes O6pojHHMX mNpuMeHa y OUOMeAMIMHM, QopMyJanuje JUNO30Ma,
pasBHjeHe Cy W 33 [[U/baHy UCIOPYKY IVIYKOKOPTHKOU/IA Y OHe JleJIOBe OpraHUu3Ma
KOju cy moj, uHJaMalyjoM, NOCe6HO y CIy4yajy peyMaTOUAHOT apTpuTHca. Tako
cy Quan wu capagHunu [125] ™MeTojoM XujpaTaiyje JUNUAHOT GUIMa U
HaKHA/JHOM €KCTPY3HjOM A0OGUIH JIMIIO30Me Ca MHKAICYJUPAHUM JleKCaMeTa30H-

HaTpujyM-pocdaToM npoceuyHe BeJMdrHe 0/ 96 nm (cauka 20).
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Cauka 20. CxemamcKu npukas Auno03oma ca UKancyAupaHum 0eKkacamemasoH-
Hampujym-gpocgpamom (sne60) u KuHemuke omnywmared 0eKacamemasoH-

Hampujym-gpocgpama usz aunoszoma (decHo) [125]
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Y WucTOj CTyAMWjU IOKa3aHO je In Vitro KOHTPOJIMCAHO ocyo6ahame
JlekcaMeTa3oH-HaTpujymM-pochata TokoM 14 jgaHa, ca nOpubJamwxkHo 5%
ocio6oheHor sieka. Ucta popmynanyja je y in vivo UCHUTUBakbMMa Ha MalloBUMaA
ca UHAYKOBAaHUM apTPUTUCOM o06e36eausa Tepamnujcku epekaT TOKOM 6 JlaHa
[125].

YcrnemHa nprMeHa UMYHOJIMIIO30Ma Ca WUHKAICYJMpPaHUM JieKcaMeTa30H-
HaTpujyM-pocdaToM, 4Hvja je MoBpLIMHA (PYHKLMOHAJIM30BAaHA aHTUTEJUMaA Ha
cnequduyaH NPOTEUH KOjU ce Haja3d Ha MOBPLIMHM Iiyha, mokas3aHa je Ha
MoJieJly TMaloBa ca HWHAYKOBAaHUM olTehewuma mnayha [126]. Y oBoMm
UCTPa’KMBamwy MOKA3aHO je I[M/baHO [J1ejCTBO 0CJ060heHoT JlekcaMeTa3oHa TOKOM
HeJleJby JlaHa U 60JbU TepanujcKu epeKaT y 0JHOCY HA KOHBEHIMOHAJIHY ITPUMEHY

AE€KCaMeTa30Ha.

XumosaHcke mukpocgepe u puamosu

XUTO03aH je NpUPOJHU OGUOPa3rpaZiUBU MOJIUMeEDP KOjU Ce IUPOKO KOPHUCTU
y 6MOMeAUIUHY, TOCEOHO Y OMOUHXKEHEPCTBY 300T CBOjUX KapaKTEpPUCTHKA Ja
dopmupa ¢uimMose, ckadosiie U MUKpodecTUlie. OBU CUCTEMU ce Takohe Mory
OpMMEHUTH 3a KOHTPOJIMCAHO oOThnymTawe JjekoBa [127]. HcnuTuBama
XUTO33aHCKUX QUIMOBA Ca UHKAIICYJIMPAaHUM JleKcaMeTa30HOM IoKasasa Cy Ja je
MHTepaKliMja MoJIeKyJia Jieka ca NMOJMMEPHUM JiaHLMMa MHOro edukacHuja y
cly4yajy [BOCJOja HEro y cCjaydajy MOHOCJOja XUTO3aHCKOT ¢uama. OThnymTame
Jleka Owio je Opxe y MoOHOCJI0jy, rae ce mnociae 8 catu camo 10% of
VMHKAaICYJIMPaHOT JieKa 3aJp KaJjio y Hocady, [IOK je y caydajy aBocoja 16% neka u
JlaJbe 0CTaJI0 y Hocayy INocjJe 4YeTUpPU Hezes/be npahemwa oTnywtamwa [128].
HenaBHO cy xuTO3aHCKM GUWIMOBKM o060raheHd XOJIMH-XJIOPUAOM M XOJIMH-
auxuaporeH-pocpaToM UCOUTAHU Kao OUOAErpaZlabUiHA U OMOKOMNATUOUIHHU
MaTepujaid Koju 6u omoryhwiu esnekTpudyHo M pH 3aBuCHO ocio06ahame
JlekcaMeTa3oH-HaTpujyM-pocdara [129]. HaBeseHa ucTpakuvBawa IMOKasaJja Cy
KOHTpPOJIMCAHO ocjob6ahawme JgekcamMeTa3oHa TOKOM ocaM JaHa. llopen
XUTO3aHCKUX  QWIMOBA, JleKcaMeTa30H-HaTpujyM-pochaT je  ycIelHo
MHKAIICyJIMpaH U Yy XUTO3aHCKe MUKpocdepe, TJe je y TpeTMaHy eJeMa MO3ra

nokasaHa mnoBehaHa e(l)I/IKaCHOCT JIEKa Y3 CMabeHmhe€ HEXEe/bEeHHUX ecl)eKaTa 360r
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OCTBapeHOT MPOAYXEHOT ocso6ahama U cMarbeHe JIOKaJHe KOHIeHTpalyje Jieka

[130].

Iloau (d,I-nakmud-ko-eaukoaud) HaHoyecmuye

[Tonn (dl-naktug-xko-ravkonug) (PLGA) je OuokoMmmaTu6wIaH U
6uopasrpaZijuB CUHTETCKHM IOJMMep, KOjU crmaja y Tpyly TepMOJacTUYHUX
asmupaTryHUX ectapa. OBaj mosuMep npunaja jefHOj OJ PeTKUX TIpyla
CUHTETCKHUX M0JIMMepa KOjU je 0J06peH o cTpaHe AreHLiMje 3a XpaHy U JIeKOBe 3a
KJIMHU4YKY npuMeHy. PLGA HaHouecTune ce Hajuewmrhe KOpHUCTe 3a OKYyJIApHY
UCTIIOPYKY JeKcaMeTa3oHa 300T HKUXOBe HHUCKe TOKCHYHOCTH. /lekcameTa3oH ce
Moxke UHKancyaupaTtyd y PLGA HaHodecTHulle IPUMEHOM TeXHHUKe eMyJIr0OBama U
ynapaBamwa pacTBapada. McTpakuBamwa Cy nokasasia Jjla ce M3 OBaKO JOOHjeHUX
HAaHOYEeCTHUIIA JIeKCAaMeTa30H OTHyIlITa y nepuoAy of oko 4 carta [121]. C gpyre
cTpaHe, Jaraswekin u capagnunu [131] nokasaau cy Ja ce BapUpambeM
MOJIEKYyJICKe Mace npuMeweHor PLGA, pacTBapaya M TeXHUKe IpUIlpeMe, MOTy
JIOOWTH YecTUlle U3 KOjUX Ce JeKcaMeTa30H-HaTpujyM-pochaT ociobahao TokoM
neT HeJesba. [IpoayxeHo ociobahamwe aekcameTrasoHa M3 PLGA HaHouYecTHUIla Koje
Cy UHKOpIIOpUpaHe y aJICMHAT XWJporeJs, je Takohe HUCNIUTHUBAHO. YclellHa
IpMMeHa OBOI CMCTeMa I[I0Ka3aHa je KOJ JIOKaJHe IpUMeHe Ha HeypaJHe
eJIeKTpo/Jie, TaKo IITO ce JleKcaMeTa30H KOHTpoJIMCaHOo ocsobabhao Tokom 3
Hegesbe [132]. EbukacHO UCTOBpeMeHO NPOAYKEHO OTHYIITalke JeKcaMeTa30Ha U
BaCKyJlapHOT eHJO0TeJHOT ¢paKTopa pacTa nokasaHo je u3 PLGA mukpocdepa/PVA
xuapores komnosuta [133]. Cuctem PLGA Mukpocdepa ca HMHKAICYyJIUPaHUM
JlekcaMeTa3o0HOM M (GakTopoM pacTa 06e36eAU0 je HAeaJHO OKpYyXemwe 3a
npoJsindepanyjy TpaHCIJIAHTUPAHUX Me3eHXUMCKUX MaTUYHUX hesuja [134]. Joum
CI0’KEHUjU cUCTEM Koju ce cactoju o PLGA Mukpocdepa ca UHKANCyJIUpaHUM
JleKcaMeTa30HOM Koje Ccy 00J10’KeHe HaHOYeCTHUIIMMa Cca Be3aHUMM XelNapHhHOM M
MHKarncyaMpaiuM ¢aktopoM pacta ¢ubpobsacta (eHra. basic fibroblast growth
factor, bFGF) 6uo je wucnutan kao hesujcku Hocad 3a pereHepanujy
UHTepBepTeOpasHor gucka [135]. Obe 6uMoaKTUBHE CyNCTaHLE, AeKcaMeTa30H U
bFGF, xoHTHHYHpaHO Cy ce oTmyuiTajle U3 OBOI CUCTeMa TOKOM 4 HeJiesbe, a

CUCTEM HPIje INIOKa3a0 TOKCHUYHOCT 3a ME3€HXHUMCKE MdTUYHE heije ImanoBa.
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PLGA ce y KoMOWHalMju ca Apyry¥M NMoJMMepPUMa, Kao LITO je XUjaJypOoHCKa
kucesmvHa (HA) w sunuauma, kao mTo je 1,2-aAUmajJMUTOWI-SN-TJIHLEPO-3-
docoatuaunxonun (DPPC) Moxke kopucTtuUTH 3a A06Ujakbe T3B. "TPOjaHCKUX
yecTUl@", U3 KOjUX Ce HHKAICyJHUpaHU JeKcaMeTa3oH ocao6aha Kpo3 Tpu
pasiMyUTa KOpaka, IITO je MOKasaHo cxeMaTcKh Ha caunu 21. Ocnob6ahame
JlekcaMeTa30Ha M3 TAaKBOT CHUCTEMa 3HATHO je CIOpHje Hero U3 yobudajeHux

OJIMMEePHUX HaHOKarcy.1a [136].

o JexcaMeTasoH OPLGA HaHOYecTHIe @ PLGA saHovecTHLe o DPPC-HA maTpuxc
€a MHKANCYJHPAHHUM
AEeKCaMeTas0HOM

Cauka 21. CxemamcKu npukaz KOMN/AEKCHOZ cucmema 3a NpoodyiceHo
omnywmarbe dekacmamasoHa, m3s. "mpojavcke"” uvecmuye [136]

Y 2010. rogvHu MHTpaBuUTpeaJHU UMIUIAaHT PLGA ca uvHKancyavpaHuM
flekcameTa3oHoM [137], Ozurdex® ozmobpeH je 3a kopulthewe y cBUM 3eMasba EY
Kao CUCTeM ca NpoAyXKeHUM ocjobahameM JekcaMeTa3oHa 3a Jieuyeme efieMa
MakyJse, Koju je mnpaheH pasrpaHaTOM WM LEHTPaJHOM BEHCKOM OKJIy3UjOM
MpexXwaye Ha OCHOBY in vivo UcTpaxkMBawa Ha 34 MyXjaka MajMyHa, Koje Cy
cnpoBenu Chang-Lin u capaghunu [137], oTnylmiTamke JeKcaMeTa3oHa K3 OBOT
MMILJIAaHTA JeTEeKTOBAHO je Y MpeXXibhayl U CTaKJaCTOM Tesly TOKOM 6 Meceny, 6e3

notpebe Jja ce MbeKTHpPa HOBU UMILJIAHT.

/Zpyau nonumepHu cucmemu 3a npodyxceHo ocaobaharee dekcamemasoHa

Y nuTepaTypu MOCTOje OMUCH KOMYraTa JieKcaMeTa3oHa ca pas3rpaHaTHM
tunoBuMa PEG, koju omoryhaBajy uHkamncysauyjy Behe KoJn4rHe JeKa, a yjeJHo
cy oOuogerpafabusiHd M4  pacTBopHM y Boau  [138,139]. JluHeapHM

MyJTUOYHKIIMOHAJIHU KOWyraTu AekcameTta3oHa U PEG cy y in vitro ctyaujama
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NoKas3aJu JiMHeapaH MnOpodua oTnymTawmwa JekcametadoHa (135 mg
JlekcaMeTas3oHa 1o 1 g kowyraTa) ca oTnyuteHux 9% JekcaMeTazoHa HakoH 17
JiaHa [139]. Y nuTepaTypu Cy ONMCaHU M KOMIJIEKCHU MUKPOYECTUYHU CUCTEMU
3a NpOAYXKEHO OTIyllTawme JeKkcaMeTa3oHa, y KojuMa je PEG kopumiheH kao
miactupukatop [140]. ¥ oBUM cucTeMHMa MHKpoje3rpa Koja ce cacToje Of
JlekcaMeTa30Ha aJIcCOPOOBAHOT HAa KOJIOWJHE YeCTULle CUIHULUjyM JUOKCHJA
o6JiokeHa cy Eudragit® HaHoyecTHUllaMa TeXHUKOM crpej cyuiewa ca PEG. Ha Taj
HayuH Jo06uje Cy MHUKpoYyecTHLe O0O6JIO)KeHe HaHo4yecTHLlaMa (cxeMaTCKHU
NpUKa3aHe Ha CJAMLM 22), Koje Cy MoKasaJie KeJbeHO OTNylITakbe TOKOM Z2h u
TpaHcnopT Jeka Yy Caco-2 hesnuje, hesdje XyMaHOT KOJIOPEKTAJIHOT

aaeHokapiuHoMma [140].

HaHouecTuie
9 @ g

Jearpo oa cuaHIHjyM AHOKCHAA

. e Jlek

Cauka 22. (CxemamcKu npuka3 mMukpodecmuya ca adcopbo8aHuM
dekcamemasoHoOM Koje cy 0bs10iceHe HaHovecmuyama [140]

YcnemHa MHKancyJs1alyja v NpoAy>KeHo OTHylITalke JeKcaMeTa30Ha TOKOM
28 gnaHa TNOCTUTHYTO je CUHTE30M 4YeCTUYHO G(UOpUIapHUX Hocaya Of
noJyiv(eTWieHoOKcuATepPpTaaaT)-noau(oyTuieHntepdranara) MEeTO/10M
eJleKTpocnuHUHTa. KoHTpoJsincaHuM /IpoiyKeHUM OTNyLITakheM JeKcaMeTa30Ha
M3 0BUX HOocauya oMoryheHa je ocTeoreHa AgudepeHIiydja XyMaHUX Me3eHXUMCKHUX

MaTU4HUX henuja [141].
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[IUJ/b PAJIA
I
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OBa AucepTalyja 3a CBOj OCHOBHM LiM/b UMa Pa3Boj Mpolieca 3a U30JI0Bae
roBehux U CBHECKUX EPUTPOLUTHUX MeMbOpaHa (,AyXoBa”) U3 oTNa/HE KJIaHUYHE
KpPBH, U pa3Boj U MoOpQOJIOIMIKY U OMOXEeMHUjCKYy KapaKTepH3aldjy cHhcTeMa 3a
NPOJY>KeHO /KOHTPOJIMCAHO ocao6ahawke aKTUBHUX CyINCTaHIOM Ha 6asu
M30JI0BaHUX MeM6paHa epUTPOLUTA.

Y nu/by npojeKToBama INpoleca KOju ce MOXKe NPUMEHWTH Ha epUTPOLUTE
NOopekJoM U3 roBehe M CBUIbCKE KJIAaHWYHE KPBH K KOjUM OU ce oO4vyBaJja
MHTAaKTHOCT U30JI0BaHUX MeM6bpaHa, IOTpPe6HO je NpBO JePpUHUCATH crielubUIHe
OCMOTCKe KapaKTepUCTHKe OBUX €pPUTPOLUTA, a 3aTUM HCOUTATH MopdoJolike
KapaKTepUCTHKe U 6MOXeMUjCKH cacTaB U30JI0BaHUX MeMOpaHa ¢ 063MpOM Ha TO
Jla Cy noJilalii o BbHMa c1abo JOCTyNHU. Y OKBUpPY oBe ¢dase pajia UCIIUTHBaHA
006yxBaTajy:

- oJpebuBame OCHOBHHMX XeMaTOJIOIIKHUX MapaMeTpa roBehux U CBUHCKUX

epUTPOLIUTA OTHA/IHE KJaHUYHE KPBY;

- UCIUTHBAaK€ OTIOPHOCTH roBehUX M CBUICKUX €PUTPOLMTA HAa OCMOTCKY
XeMoJIM3y W JedHHHCAale CTeleHa OCMOTCKOI 6ybpewa rosehux u
CBUIbCKUX EPUTPOLUTA;

- ONTHMHU30Bake NapaMeTapa Npolieca rpajyajHe XeMoJU3e 32 U30JI0Bakbe
MeMOpaHa ropehux U CBUKCKUX epUTPOLUTA: polec he 6UTH U3BoheH ca
KOJIMUMHAMa CTapTHOT MaTepujajia Koje Cy HajMame JiBa peJia BeJMYHHe
Behe o/ OHMX omnucaHuxX y JuTepaTypu M Ouhe HcnMTaHA AWHAMHUKA
ociob6ahama xeMoryso61Ha U IpeBohemwa epurpouuTa y "ayxose”;

- WCOUTHUBame pacnojelse BeJUYMHe CBHUICKUX U FOBehHX epUTpOLUTA U
MeMOpaHa epUTpoLUTa (€epUTPOLUTHUX AyxOBa) AOOHjeHUX IpaZlyaJlHOM
XeMOJIU30M;

-  WUCIUTHUBale yTHUIdja NPOLlECHUX IapaMeTapa Ha XeMHjCKU cacCTaB M
CTPYKTYpHO ypehemwe f006ujeHnx MeMbpaHa; OBa uCIUTHBaWka 00yxBaTajy:
a) yTBphuBame JAeTa/bHUX MOPQOJIOUIKHUX KapaKTepPUCTUKA WHTAKTHHUX

roBehux U CBUKCKUX €pUTPOLMTA U ePUTPOLUMTHUX JyXOBa J00HjeHUX
rpalyaJlHOM XeMOJIM30M;

6) UCIUTHBake NMPOTEUHCKOT cacTaBa M30JI0BaHUX MeMbpaHa roBehux u

CBUHCKUX €PUTPOLIUTA;
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B) HUCIOUTHBame CajJipKaja XoJecTepoJsia M peopraHU3alUje JUIKHOT
JIBOCJIOja U30/I0BAHUX MeMOpaHa roBehux U CBUCKUX EPUTOLIUTA;

I) UCIUTHUBAaKkE AHTUOKCUJATHBHOTI KamalUTeTa M30JI0BAHUX MeMOpaHa
epUTPOLHUTA.

HakoH jeduHHMCcaka  OCHOBHMX  MOPQOJIOUWIKMX U OHUOXEMUjCKHUX
KapaKTepUCTUKa MeMOpaHa epUTpolUTa JO0OUjeHHMX MNpOLLeCcOM TpaAyasiHe
xeMosiuze, y ciaenehoj ¢asu uHcTpakuBama mNpuUcTyniruhe ce UCIUTHUBaY
MOTyhHOCTM NpHMeHe OBOI MOCTYNKa 3a WHKAICyJalMjy MoJeJs CYINCTaHLg,
CUHTETCKOT TJIYKOKOPTUKOW/A, HajliMpe KOpUIIheHOT aHTUHMH(JaMaTOPHOT
Jieka, JAekcaMmeTas3oH-HaTpujyM-¢pocdaTa (DexP). Ca yumbem pobujakba HOBOT
cucteMa 3a MpPOJAYXKEHO/KOHTPOJIMCAHO oTnyumTake DexP 3acHoBaHOr Ha
MeMOpaHaMa roBehux U CBUKCKHUX epUTPOIUTA, 0Ba ¢pa3a paja he o6yxBaTUTHU:

- pa3Boj MeTo/ia CIEKTPOCKOMHUje Y BUAJ/bUBOj U YJITPa/bybU4acTOj 06J1aCTH
(UV-VIS), HHpalpBeHe CIEeKTPOCKOMHja ca ®dypujeoBoM
TpaHcopmanujoM (FTIR) u TeuHe xpoMaTorpaduje nmoj yaTpa BUCOKUM
NPUTUCKOM KOMOWHOBaHe ca MaceHoM crnekTtpodotomeTrpujom (UHPLC/-
HESI-MS/MS) 3a  KBaJIMTaTUBHY W  KBAaHTUTAaTUBHY  aHaJU3y
VHKarncyaupaHor DexP;

- ONTHMMHM30Bakbe NPOLECHUX NapaMeTapa (TeMmmepaTypa, KOHLeHTpaluja
aKTHMBHE CYIICTaHLe, JA0JaTaK yMpekuMBada) 3a HHKancyaauujy DexP y
MeMOpaHe roBehHx ¥ CBUKCKUX EPUTPOLIUTA;

- yTBphHBame KakKo TMpOLECHHM NapaMeTpu YTHYy Ha ePUKACHOCT
uHKarncyaanuje DexPy roBehe, 0JHOCHO CBUCKE EPUTPOLIUTHE JYXOBE;

- yTBphuBalke Kako NpOLECHUM NapaMeTpU yTUUYY Ha KapaKTepUCTHUKe
JflobujeHux cucrema DexP-eputponuTHa MeM6paHa ¥ TO ca acleKkTa:

a) pacno/iesie BesnduHe dyectua DexP-eputponyrHa MeM0OpaHa;

0) MOpQOJIOIKUX KapaKTepUCTUKAa MeMOpaHa epuUTpouuTa ca
vMHKancyaupanuM DexP kopuimiheweM pasjMuUTHX MUKPOCKOICKUX
TEXHUKQ;

B) KHMHeTHKe ocjsob6ahawa uHKancysavpaHor DexP wu3 po6ujeHux

JlyXOBa.
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EKCIIEPUMEHTAJIHU AEO
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4.1. MATEPHU]JAJIN

4.1.1. PACTBOPH

AHTHKOAryJ1IaHC

Kao anTtukoarynanc kopuiheH je 3,8% HaTpujyM-IjUTpar.

V30TOHUYHHU pacTBOpHU

0,9% NaCl (¢puszuosowku pacmeop)

Kao wusoTonuuan pactBop NaCl kopumhen je 0,9% (m/v) pactBop NaCl y
JleCTUI0BaHO] BoU (GU3Hn0I0UIKU pacTBOp). pH BpeHOCT 0BOT pacTBOpa U3HOCU
7,0, a MpoBOJJ/bHMBOCT MOJ, CTaHAAPAHUM JiabopaTopHjckuM ycaoBuMa 0,6 S/m.
KoHnneHTtapuuja enexktposinuta y ¢usnosomikoM pactBopy je 154 mEq/l Nat u 154
mEq/1 Cl, a ocMosiapHocT usnocu 0,298 osmol/kg.

HzomoHuuHu 10 mM ¢pocghamnu nygep (eHr.J1. phosphat buffered saline, PBS)

Y oBoMm paay kopuinheH je pactBop PBS 6e3 kanujyma, koju je mo cacraBy 0,8%
(m/v) pactBop NaCl nydpeposan ca 10 mM NaH2PO4 1 10 mM Na2HPO4 Bogenum
pactBopuma y ogHocy 1:2,5. pH BpeaHocT oBor nydepa je 7,2-7,4, NpoBOA/bUBOCT

Ha 259Cje 1,59 mS/cm, a ocmosiapHocT 0,284 osmol/kg.

XUNOTOHUYHU NydepCKU pacTBOPHU

5 mM HaTpujyMm-pocdaTnu nydep, pH 7,2-7,4 nobujeH je MemiarbeM 5 mM BoJieHOT
pactBopa NaH2POs+ mu 5 mM Bogenor pactBopa Na:HPOs y opnHocy 1:2,5.
[IpoBo/bUBOCT OBOT pacTBopa Ha 25°C usHocu 74 mS/cm, a ocmostapHocT 0,013
osmol/kg.

Jpyru kopuitheHH XUNOTOHWYHM nydepu [JOOHUjeHH Cy MellabeM Ta4dHO
oapebeHor ogHoca 5 mM Hatpujym-pochatHor/NaCl nydepa, ka0 OCHOBHOT

XUNOTOHUYHOT nydepa, u u3otoHudHor 0,9% pactBopa NaCl.

OcMosiapHOCT CcBUX Nydepa MepeHa je HNPHUMEHOM KPHOCKOINCKOT OCMOMeTpa

Osmomat 030 (Gonotec Gmbh, Hemauka).
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4.1.2. BUOJIOIIKKU MATEPHUJAJI

Kao wmarepujan 3a wu3oJalyjy epuTpoldra KopuilheHa je oTnajgHa
KJIaHMU4YHa roBeha M CBUIbCKA KPB Koje cy A06ujeHe u3 kiaHule AM6ap y CypuuHy
v kuanule [IKb Hmec y IlaguHckoj Ckenu. KpB je npuKym/baHa y CTeEpUJIHE
ctakjeHe 6one of 500 ml y kojuma je mnpeTxX0JHO aceNTUYHO [JA0JAT
antukoarysaHc (50 ml 3,8% nHaTtpujym-uutpat). KpB je HakoH y3uMama Ha
aM0OUjeHTa/JIHO] TeMIlepaTypu TpaHCHoOpToBaHa A0 WHCTUTyTa 3a MeAMIMHCKA
UCTpaXkuBamwa y beorpaay. EpUTpouuTu cy U3 nyHe KpBHU yKJalkbaHU MCTOT JlaHA

WJIY CyTpaJlaH, HAKOH YyBama NyHe KpPBU y prkuepy Ha +40C.

4.2. METOZIE

4.2.1. OAPEBUBAILE OCHOBHUX XEMATOJIOIIKHUX ITAPAMETAPA

Bpoj epurpouuta y mnyHoj roBehoj U cBUECKOj KpBH (x1012/1) u y
npernapaTdMa MaKOBaHUX TroBehUX U CBUIBCKUX epuTpouura ofpehuBan je
CTaHJApJHUM TIOCTYNKOM Opojawa hesnnja y xemouutometpy [142].
KoHneHTpanuja XeMOTJI06HHA oapehrBaHa je CTaHJap/IHOM
CeKTPoPOTOMETPHUjCKOM I[MjaHMEeTXEeMOTJIOOMHCKOM METOI0M [143].
XeMaTOKpUT, Tj. peJlaTUBHA 3aCTYIJbEHOCT €pPUTPOLMTA Y KpPBU ofpehuBaH je
MUKPOXEeMAaTOKPUTCKOM MeToJoM [144]. BpenHOCT XxeMaTOKpHUTA U3paXKeHa je Kao
% eputpoinura y kpBu (v/v). Bpeanoctu MCV (enrs. Mean Corpuscular Volumen;
npe/icTaB/ba BPeJHOCT MPOCEYHe 3allpeMHUHe jeJHOT epUTPOLUTA Y aHAJIU3HUPAHO]
cycnensuju.), MCH (enrs. Mean Corpuscular Hemoglobin; npeacTaB/ba MpPoCEYHY
KOJIMUMHY XeMOTJIOOWHA MO jeJHOM €pUTPOLUTY y aHaJIU3UPaHOj CyCHeH3UjU) U
MCHC (enra. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration; npejacTaB/ba MpOCEYHY
KOHLeHTpal1jy XeMOTJIO0MHA y je/JlHOM ePUTPOLHUTY Y aHAJIU3UPAHOj CYyCIIEH3HjH )
u3payyHaTe Cy Ha OCHOBY BpeJHOCTH 6poja epUTpPOIMTa, KOHIEeHTpaluje

XeMOTJIo6MHa U XeMaToKpuTa [145].

4.2.2. JOBUJAKE CYCIIEH3U]JE ,TAKOBAHUX EPUTPOLLUTA"

[lyna KpB ca aHTHUKOAryJaHCOM je Ipe MNoYeTKa IMOCTYNKa TaJloXKeHa

EpUTPOLUTA U yKJakhaka NpoTerHa IJa3Me GUITpOBaHA KpPo3 rpyor uaTEp 0Of
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NaMy4dHe rase, YUMe Cy yKJlathaHA CIOHTAHO HACTa/d YIrpyuilu WIU Jes0BU
Be3UBHOT TKHBAa. EpUTponuTu cy M3 rpy6o QuiTpoBaHe NMyHe KPBHU HU30JI0BaHU
neHtTpudpyrupawem KpBu 20 min Ha 3000 06pT/ min (yentpudyra Megafuge 1.0R,
Heraus, Hemauka). [1o 3aBpuieHOM 1leHTpUGyrupamwy TeyHa ¢asa (maasma) U cJioj
JIeYKOLIUTA M30JI0BAaHU Cy BaKyyMCKOM acnvpanujoM U ojbanuBaHu. /la 6u ce
YKJOHW/JIA MNPOTEWHU IJIa3Me, UCTAJOXKEHU EPUTPOLUTH Cy, y ofHocy 1+3,
pecycreHJ0BaHM y H30TOHUYHOM pacTBOPY, XOMOTE€HHW30BaHU MeLIakbeM U
ucnpaHu LeHTpudyrupaweM 15 min Ha 3000 o6pT/min. LeHTpudyrupamwe je
NOHOBJ/bEHO ABa nyTa. CycneH3Wja NakoOBaHUX epUTpOLMTA JoOujeHa je Kaja je
TaJIOT Ca EPUTPOLIMTHMMA UCIIPAHUM OJ, IPOTeHHa IJla3Me U nnoMewaH ca PBS-om
Jl0 Ke/beHe BpeJHOCTH XeMaToKpuTa. /JloOvjeHM [aKOBaHU €epUTPOLUTHU
CaKyIlJbEHU Cy V aIeKBaTHO obOeJiexxeHe MacTUu4He QaJKoHe U 0/iMax KopulheHH

3a aHaJIM3e WU Cy YyBaHU Hajayxe 24h Ha +40 C.

4.2.3. ICIUTUBAKBLE MEXAHUYKE ®PATUJIHOCTU EPUTPOLIUTA

CycneH3uja MaKOBAaHUX €PUTPOLUTA Y U30TOHUYHOM dochaTHOM nydepy
(PBS) nampaBsbeHa je Tako ja xeMaToKpuT 6yze ~ 40%. [lo 5 ml cycnensuje
NaKOBaHUX EPUTPOLUTA JJOJIATO je y 5 obesiexkeHUX enpyseTa. Y enpysete 1,2 u 3
Jl0/1aTU Cy CaMO epUTPOLIUTH, a y enpyBeTe 4 U 5 nopej epuTponyTa yoaueHo je u
ceJlaM CTaKJeHMUX KyrJula, npedHuka 2 mm. EnpyBeTe 3 u 5 cTaB/beHe Ccy Ha
x0pu3oHTaJHy Memanuny (Ika Werbe GMBH & Co, Hemauka), Ha 320 o6pT/min u
€pUTPOLUTH Cy U3JIaraHU MEeXaHUYKOj CW/IN y Tpajaby oz 90 min. [Io ucteky osor
BpeMeHa EepPUTPOLUTU Cy MCTaJoOKeHU LeHTpupyrupaweMm (20 min Ha 3000
006pT/min) U y cynepHaTaHTy enpyBeTa 2, 3, 4 u 5 u3MepeHa je ancopbaHIja Ha
540 nm (As40) Ha UltroSpec 3300pro cnektpodoTtoMeTpy (AmershamBioscience,
llIBescka). Ha Tasor eputpoumTa us enpyBeTte 1 jojaTa je AecTUI0BaHa BOJa, [0
5 ml, u nocse 5 min, HAKOH MOTHYHE XeMOJIM3€ U MOHOBHOT LIeHTpUPyTrupama
u3MepeHa je As40 y XeMOJIU3aTy.

WUHpekc MexaHuke ¢parunHocty (MM®) Tj. cTemeH MexaHHUYKe

0CEeT/bUBOCTH EPUTPOLUTA U3PAUYYHAT je o popMmy.iu (jeaHaunHa 1):

M (A g4pemp. 5 (Mex. cTpec) — A 540 enp. 4 (6e3 Mex. cTpeca))

€y

- (A g4pemp. 1 (xemos3aT y Bogu) — A 540 enp. 4 (6e3 mex. cTpeca))
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Ha ocHoBYy As4o cynepHaTaHTa U3 enpyBeTe 2 (6e3 Mellawa U 6e3 Kyr/uua)
yTBpheHo je Ja JiM y y30pKy IOCTOjU rpyna/momyJjanuja epuponuTa Koja
XeMOJIU3yje UCKJbYYUBO 300T U3jaramwa LeHTpudyrainoj cuan. Ha ocHoBy Asao U3
cynepHaTaHTa enpyBseTe 3 (ca MellaweM ajiv 6e3 KyrJvla) NpoOBePeHo je Aa JU y
Yy30pKy IOCTOjU NOMyJlallMja epupoLuTa KOja XeMoJu3yje caMO 300T u3Jlarama

CWJIM NIPU Mellawy.

4.2.4. TECT OCMOTCKE ®PATUJIHOCTH

Tectom ocMmoTcke parunHoctd |[146] pgedununie ce 0CET/bBUBOCT
EPUTPOLIUTA HA OCMOTCKYy XeMoJsiudy. TecToM ce Mepu CTeleH XeMoJiu3e
epuTpouUTa y omnajajyhuMm koHueHTpauujama pactBopa NaCl. Tect je usBoheH
Tako wTo je mo 20 pl cycneHsuje epuTpolura JjoAaBaHo y enpyBeTe ca 5 ml
pactBopa onazaajyhux koHunentpamuyja NaCl (0,90%, 0,80%, 0,75%, 0,70%, 0,65%,
0,60%, 0,55%, 0,50%, 0,45%, 0,40%, 0,35%, 0,30%, 0,25%, 0,20%, 0,10% wu
JleCThJI0BaHa BoJa). JlobujeHe cycneH3Hje Cy XOMOTeHH30BaHe MellambeM, U NocJie
20 min WHKyOaluMje Ha COOHOj TeMmmepaTypu LeHTpudyrupaHe 5 min Ha 2000
06pT/min. CynepHaTaHTU KOjU CaJip:Ke XeMOTJIOOUH W3 JIM3UPAHUX €PUTPOLUTA
MUIeTUPAKEM CY MAXK/bUBO OJIBOjEHU O/ TAJIOTa Ca HEJIU3UPAHUM €PUTPOIUTHUMA
Uy BbbuMa je MepeHa Ass. Anicop6aHIja XeMoJiM3aTa JA00UjeHOT JIM30M epUTPOLUTA
y OeCTWJI0BaHOj BoAu JeduHHcaHa je kao BpegHocT 100%-THe xeMmoJsiv3e, a
npoleHaT XeMoJiM3e y CBaKoM o/, ucnutuBaHux pactBopa NaCl je uspauyHaT no

jeiHAYUHU 2:

As4o TECTHUPaAHOT CynepHaTaHTa

% xeMmouinsze = ( )x 100 2)

AsyoXeMosM3ara y eCTUIOBaHoj BOAU

Ha ocHOBy Jo0OujeHuMX mnoJjaTaka KOHCTPYUCaHe Cy KpHUBE OCMOTCKeE
$parwIHOCTH Koje NpeJCTaB/bajy 3aBUCHOCT % xeMouinse o KoHueHTpanuja NaCl
(%). Konuentpauuja NaCl npu kojoj ce noctmwke 50% o/ MakcMMaJiHe XeMOJIN3e,
o3HavyeHa Kao Hso, j061jeHa je Ha 0cCHOBY BoaiTcMaHOBe CUrMOUM/Aa/IHE HeJIMHeapHe
perpecrioHe aHa/iM3e eKCIIepUMEeHTaJHO MAobujeHux mnoxpaTtaka OriginPro 8

codpTBepoM (OriginLab, CA/L).
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4.2.5. OIPEBUBAWBE CTEITEHA OCMOTCKOI' BYBPEHA EPUTPOLIUTA

CteneH ocMOTCKOT OyOpewa, (eHrs. swelling index) OAHOCHO WH/EKcaA
Oybpema roBehux U CBUKCKUX epUTpoLUTa oJipehuBaH je KopuuiheweMm JBe
pas/M4yMTe eKCleprvMeHTasHe npouejype. Y npBoj, paheHoj no MogUUKOBAHO]
MUKPOXeMaTOKPUTCKO] MeTO/H KOjy cy npeioxunu Vitvitsky u capaguunu [147],
CTelleH OCMOTCKOI Gybpema oJApehuBaH je MepeweM XeMaTOKpUTa U CTeleHa
XeMoJIM3e epUTPOoLMTa Y pacTBOpUMa ca onajajyhuM KOoHLieHTpalMjaMa joHa Koju
Cy HallpaBJ/bEHU MelllatbeM y Pas3IMIUTHUM OJlHOCMMaA U30ToHUYHOT 0,9% pacTBopa

NaCl u xunotoHnyHor 5 mM HaTpujymM-dpocdaTHor nydepa (Tabesa 6).

Tabena 6. Xunoocmomcku nygepu kopuwheHu y mecmoguma
odpehusarba cmeneHa ocMomckoz 6ybperoa epumpoyuma

MosapHocT Cacras OcmostapHOCT
(mM) (osmol/kg)
0,9% NaCl  5mM Na-PO4
(ml) (ml)

139 9 1 0,262
124 8 2 0,230
109 7 3 0,201
94 6 4 0,167
80 5 5 0,131

65 4 6 0,121

50 3 7 0,098
35 2 8 0,069

20 1 9 0,033

12 0,5 9,5 0,023

5 0 10 0,013

Jpyry MeToay 3a oapehuBame cTeneHa OCMOTCKOT GyOpema epUTPOLMTA
npe/icTaB/bajia je NpoOTOoYHA UTOMeTpHja. Ha 0CHOBY J06U1jeHHX pe3y/TaTa 0BUX
Mepelmha Ka0o U Ha OCHOBY MHUKPOCKOICKE aHaJ/iM3e epUTPOLUTa y CYCIEeH3UjH,
oJpebheH je cTeneH 0CMOTCKOT OyOperwa epUTPOLIUTA, Ka0 U MOJIapUTET pacTBopa
IpY KOMe JI0J1a3H J10 JIU3e CBUX epUTPOLUTA U Jo6Uujarba HeoluTeheHUX MeMbpaHa

epUTPOIUTA, T3B. ,JyX0Ba“.
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4.2.5.1. ModugukosaHa mukpoxemamokpumcka memoda 3a oopehusaroe cmeneHa
ocmomckoz 6ybperba epumpoyuma

[Io 2 ml cycneHsuja nakoBaHUX TroBehUX U CBUIBCKUX epUTPOLUTA
noMmeniaHe cy ca no 2 ml oj cBakor nydepa npukasaHor y tabeau 4. [lobujeHe
CycIleH3Wje epUTPOIUTa XOMOTeHM30BaHe Cy MelllakbeM U UHKy6upaHe 30 min Ha
co6HOj TeMenepaTypu. TokoM HHKybaluje y3eTH Cy y30pLM 32 XeMaTOKPHUT, a
TayHo 1o ucTeky 30 min cycneHsuje epUuTponuTa cy neHTpudyrupase 15 min Ha
3500 06pT/min. [lo 3aBpuIeHOM LEeHTpUPYTrHpawy, CyllepHAaTAHTH Cy MaXK/bHUBO
NOKYyIJbEHU NHUINETOM U Yy bHUMa je u3MepeHa BpeJHOCT Asi. TokoM
neHTpudyrupamwa ojJpeheH je xeMaTOKPUT 3a CBaKy OJ OBUX cycrneH3uja. Ha
OCHOBY /Jl00MjeHUX pe3yJiTaTa U3payyHaT je CTeleH, Tj. IPOLeHAaT XeMoJiu3e y

CBAKOM 0/ UICIIMTUBAHUX pacTBopa 1o ¢popmysiu (jegHauuHa 3):

EH = (H_be) 100 3
~ \ipe/* ®)

rae BpenHoct Hbe mnpexacraBmba  Ass0 KOja je eKBUMBaJIeHTHa KOJIMYMHU
XeMOTJIOOWHA y CylepHaTaHTy , Tj. ekcTpahesujckor, ocnoboheHor xeMorso61Ha,
a Hbt npexcraBba BpeHOCT As40 KOja je eKBUBaJIeHTHA KOJIMYMHU XeMOTJI00MHA
ocnoboheHor y fectuwioBaHoj BoAH, Tj. npu 100% xemosuze. CteneH 6ybpera
E€PUTPOILUTA, KOjU MpeACTaB/ba MPOMEHY 3allpeMHHE epPUTPOLUTA Y CBAKOM O/

UCMUTUBAHUX pacTBOpa U3pavyHaT je no popmysu (jefHauMHA 4):

V. H¢(100 — EHo) .
Vo  Hi (100 — EH) )

raeje: V/Vo- IlpomeHa 3anpeMyHe epUTPOLIUTA, Tj. CTelleH 6ybperma
Hit-  XeMaTOKpHUT y HCHUTUBAHOM PacTBOpY
Hio- XeMaTOKpUTy U30TOHUYHOM PACTBOPY
EH [IponeHaT xeMoJiM3e y UICIUTUBAHOM PaCTBOPY

EHo- CreneH xeMoJiu3e y M30TOHUYHOM PacTBOPY
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4.2.5.2. Odpebusaree cmeneHa 6ybperba epumpoyuma NPomoYHOM Yumomempujom

Kao ppyra metona 3a oapebuBame crenenHa OybOpemwa epuUTpoLuTa
kopuuheHa je NpOTOYHAa LUTOMeTpHja. MeToja TMpPOTOYHE LUTOMETpHje
NpUMeleHa je C LWbeM Jila Cé Ha HUBOY CBaKOT MOjeJUHAYHOT aHaJIU3UPaHOT
eputponuTa (g0 105 aHaIM3UpPAHUX EPUTPOIUTA 110 Y30PKY), U3MEePH UHTEH3UTET
pacunama CBeTJIOCTH (TOKOM MpoJiacka hesnuja y cTpyju dJyyrnja Kpo3 NIpoTOYHU
LUTOMETAp), WITO je y AUPEKTHOj KOpesJaluju ca BeJUYMHOM hesivje U HbeHOM
rpa”ysaupaHouihy. Mepewa cy paheHa Ha CyFlow SL nmpoToyHOM LUTOMETpPY
(Paratec, Hemauka).

TokoM mnpoJsiacka Kpo3 MNpPOTOYHU LMTOMEeTap, CBaKW IOjeJUHAYHU
epUTPOLUT OHBA OCBET/bEH JIACEPCKHM 3paKOM KOjU Ce CUCTEMHMa COYUBA
dokycupa Ha hesnnjy. UHpopManmje o pacyToj Jlacepckoj CBETI0CTH AePUHHULLY
HeKe 0/ 0coO6MHA aHa/IM3MpaHUX epuTpouurta. Jlacepcka CBET/IOCT Koja ce Of
henuja onbuja nog manum yraom (0,5 go 10 creneHu), Tj. CBETJIOCT OA0HjeHA Y
npaBly Jiacepckor 3paka (eHrs. forward light scatter, FSC) je mpomnopixoHasiHa
BesinuuHU henuje. Jlacepcka cBeT/0CT Koja ce o henuja og6uja noa yriaom of, 90
creneHu (eHrs. side light scatter, SSC) peduHulIe cTeneH HeHe YHyTpallke
rpanyanpanocT. FSC u SSC nmajy jeAMHCTBEHY BpeJHOCT 3a CBAKU aHAJIM3UpPaHU
epUTPOLUT y Y30pKy, la ce KOMOMHalMja OBa JBa MapaMeTpa KOPHUCTH 3a
JNebuHHCakbe pas/MUMTHX NomnyJanuja heavja y y3opky. Pe3ystaTu oBe aHa/u3e
npukasyjy ce y Bugy asomnapametapckor FSC-SSC xucrtorpama y kome ce, 3a CBaky
aHasusupaHy henujy, Ha ancuucu Hajsase FSC BpepHocTu (feduHUILY BeJTUYHUHY
hesnuja), nok ce Ha opavHaTH HaJsa3ze SSC BpegHOCTU (AedUHUILY YHYTpallkby
rpaHyadpaHoct hesnuja). PesysaTtaTh cy Takobe mnpukasaHu M Yy OOJIMKY
jeqHOMapaMeTapcKOr JAyjarpaMa KoOju NpHUKasyje 3aBUCHOCTH 6poja (yaesa)
hesnuja (eHru. cell count) on Beanuune henuja (FSC).

[I[poMeHa 3ampeMuHe epUTPOLMTA y pacTBOpUMAa pas3/IdYUTE jOHCKe
jauvHe, Tj. cTeneH 6yb6pewa oJpehuBaH je Tako wTto je mo 10 pl epurponura
JoJaTo y 2 ml cBakor oJj pacTBopa MpHKas3aHUx y Tabesu 6. [locie 20 min
MHKybalMje Ha COOHOj TeMenapaTypyu epUTPOLHUTH Cy aHaausupaHu. C 063upom
Jla 3a CBaKy 01 uJeHTUPUKOBAHUX I'PyNa epUTPOLUTA, y CBAKOM 0[], UCIIUTUBAHUX
pacTBopa, UHCTpyMeHT Jaje BpegHocTu FSC, cremeH 6y6Gpema 3a CBaKy Of

JlebUHUCAHUX Ipyla epUTPOLUTA U3padyHaT je 1o popMyJiH (jefHauYMHA 5):
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V/V, = FSC¢/ FSC, (5)
raeje V/Vo- IlpoMeHa 3anpeMUHE, Tj. CTeNeH OyOpewa epUTPOIMTA
FSCt- Bpegnoct FSC 1j. BeJiv4MHa epUTPOLIUMTA Y UCIIUTUBAHOM PacTBOpPY

FSCo- Bpegnoct FSC, Tj. BeZiMuMHa epUTPOLUTA Y UIBOTOHUYHOM PacTBOPY

4.2.6. IOBUJABLE EPUTPOLUUTHUX AYXOBA ITPOLUECOM
'PAAYAJTHEXEMOJIU3E

Y yvamy 3anpemuHe 1l craB/beHo je 100 ml cycneH3uje nakoBaHUX
epuTpoUUTa (MPUNPEeM/beHUX Ha HAYMH OMKMCAH Y MOrJaB/by 4.2.2), moMellaHUX ca
PBS-oM Tako ga BpefgHOCT xeMaTokpuTa usHocu 60%. Yama ca cycneH3sujoMm
epuUTpoLMTa NOCTaB/beHA je Ha J1abopaTOPHjCKYy XOPU30HTAJHYy PpPOTALMOHY
MelllaJIUIYy, Koja je 06e36ehrBaia XOMOTE€HU30Bak€e CyClleH3uje y Yalld, 6p3UHOM
of 320 o6pt/min. [Tomohy nepuctantuuke nymie (MHdysuona nymna, UI1610,
Buomenununa, Cpbuja) npotokom oz 300 ml/h y yamy ce yBojo HUICKOMOJIApHH,
35 mM HaTpujym-pocdatHu/NaCl nydpep 3a xemosnsy (cauka 23). CHKaBakbeM
jOHCKe jauyuHe pacTBopa ocjJo6ahao ce XeMOIJIOOMH U3 €epUTpolrTa Y

$U3MOJIOIKY PacTBOP Y PeaKTOPCKOj Yall .

Cauka 23. Anapamypa 3a u3eoberse 2padyasiHe XunomoHUYHe XeMo/aU3e
Tok xemonuze npaheH je MepeweM amncopbaHlle aJWKBOTA XeMOJIM3ATa,

y3eTUX y UHTepBasuMa oj, 3 min. HakoH neHTpudyrupamwa ajukBoTa (YuMe Cy

pa3fBOjeHU HeJIM3WpPaHW EPUTPOLUMTH OJi XeMoJiMu3aTa), KOHIeHTpaluja
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XeMOrJIo6MHa Yy CylmepHATaHTy, Tj. KOHLEHTpallMja eKcTapleyJlapHor
xemorsio6uHa (Hbe) y ogpeheHOM BpeMeHCKOM TpeHYTKY je oJpeheHa MepemeM
Asso xemosuzaTta. CteneH xemousinse (EH) y onpeheHoM BpeMeHCKOM TpeHyTKy

M3pavyHar je no ¢opmy.u (jeaHayuHa 6):
EH (%) = Hbe(t)/Hbe(max) X 100% (6)

rae je “t” oaroBapajyha BpeaHoct Hbe y oapebeHoM BpeMeHCKOM TpEHYTKY, a

“max” npejcTaB/ba MaKCcUMaJsHy BpeJHOCT Hbe.

[lopen Tora, y oapeheHHUM BpeMeHCKMM WHTepBajiuMa, ojipeheH je 6poj
HEXeMOJIM30BaHUX EpUTPOLMUTA Yy aJMKBOTHMa. BpeMeHCKM TpeHyTak Kaja je
nocturuyto 50% xeMoJiM3e, BpEMEHCKHU TPEHYTaK KaJla XeMOJiM3a MOYUHbe U
BpEMEHCKM TpeHyTaK Ka/| je XeMoJiM3a KOMIlJIETHAa U3payyHaTH Cy NPUMEHOM
BosTcmaHoBe curmouniande ¢yHknuje. Ha kpajy rpagyanHe xeMoJiu3e, J06UjeHU
JlyXOBU Cy UCIIPaHU LeHTpUPyrupaweM 4eTHPU NMyTa y XUINOTOHUYHOM nydepy,
JiBa MyTa y U30TOHUYHOM PBS-y u ¢uHanHO uctanoxkeHu neHTpudpyrupamwem 40
min, Ha 3220xg u 4°C. 'pagya/lHO cMameme KOHIeHTpaluje nydepa y CUCTEMY
M3paudyHaTo je npumMeHoM QopmyJe (jeAHaYMHA 7) KOja ce 3aCHHBA Ha yjeJnMa
Jl0laTOr XUIIOTOHWYHOT nydepa 3a XeMOJIU3y U M30TOHUYHOT nydepa Koju je

IpUMeEH 3a IPUIPEMY I0JIa3He CYCIEH3Uje epUTPOLUTA:

Ce = (C Vo + CamVanr/1000)/ (Ve + V) (D)
rae je “t” oproapajyha BpegHocT y TpeHyTKy t; “V” je 3ampemuHa u “C” je

KOHIleHTpaluja u3oToHWYHOT “(i)” 1 xunorouuuHor nydepa “(h)”.

4.2.7. ENEKTPO®OPE3A HA HATPUJYM AOAELUJI CYJTDAT
[TOTUAKPUJTAMUAHOM T'EJIY

[IpoTerHCcKM  cacTaB  MeMOpaHa  epuUTpOLMTA je  aHaJMU3UpaH
JUCKOHTHUHY UDaHOM esleKTpodope3oM Ha HaTpUjyM-Z0Aelua-cyadaT
nosivakpunamugHoM reay (enrs. SDS polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE) y peaykyjyhum ycioBuma [148]. Enektpodopesa je pahena na ,SE 260
Mighty Small II Vertical Slab Electrophoresis Unit“ (GE HealthCare LifeScience,
CA/l) anmapaty 3a BepTukasHy SDS-PAGE ca xnaheweM. Enexktpodopesa je paheHa

y 0,75 mm resoBuMa ca 10 mectra cactaB/beHUM o1 4% akpunamuga (resa 3a
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y30pkoBamwe) U 12% akpunamuza (res 3a pas/zBajame). Ha res je HaHoweHo 40 pg
NpoTerMHa Mo y30pKy. KoHLeHTpanuja NnpoTeuMHa y y30pLMMa €pPUTPOLUTHHUX
nyxoBa ogpehuBaHa je BCA Tectom (BCA Protein Assay Kit, Pierce, CA/]). Ha cBaku
reJi, opes y3opaka, HAaHeTH Cy IPOTEeUHCKU MapKepH CTaHJApAHUX MOJIEKYJICKUX
Maca 170 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34 kDa, 26 kDa, 17 kDa, 19
kDa (PageRule Prestained Protein Ladder, Fermentas Life Sciences, CA/).
EnexkTpodopeTcko pa3jiBajare je U3BOheHO NMPHU KOHCTAHTHOj jauuHU CTpyje oA 40
mA y3 HemnpectaHo xJahemwe. [lo 3aBpuieTKy esiekTpodopese MNpPOTEHUHCKe
dpakuyje cy BudyenusoBaHe OojerbeM Coomassi NJIaBUM HAKOH 4era je BUIIAK
60je yKJIOlEeH pacTBOPOM MeTaHoJa U cupheTHe kucesnHe. MoJieky/icke Mace U
MHTEH3UTeT TMPOTEeUMHCKUX ¢pakuuja oJpehrBaHe Cy [JeH3UTOMETPHjCKU

kopuuiheweM nporpamckor nakera ImageMaster TotalLabv1.11 (GE HealthCare

Life Science, CA/l).

4.2.8. MUKPOCKOIICKA AHAJIU3A EPUTPOLIUTA U EPUTPOLUUTHUX
AYXOBA

4.2.8.1.CeemsiocHa MuKpockonuja

[IpBe uHpopmanuje o MOpPOJIOLUIKUM KapaKTepUCTUKaMa ePUTPOLUTA
M ,JAyX0oBa“ epuTponura [JoOUjeHEe Cy TMOCMaTpamkeM IO/ CBETJIOCHUM
MHBEP3HUM MHUKpocKomnoM ca ¢pa3HuM KoHTpacToM Olimpus CKX 41 (Olympus
Europa Holding GmbH, Hemauka). ®otoMmukporpaduje cy aHanusupase Quick

PHOTO Camera 2.3. coptBepom (PROMICRA, Yemika).

4.2.8.2. Ckenupajyha es1ekmpoHCKa MUKpockonuja

JeTa/bHuja MopdoJolIKa aHa/M3a EPUTPOLUTA U EPUTPOLUTHUX AyXOBa
ypabeHa je ckeHHpajyhoM eJIeKTPOHCKOM MHUKpockonujoM (eHru. field emission
scanning electron microscopy, FE-SEM). Y3opak 3a aHa/iu3y je mpumpeMaH Tako
mto je 1 ml wu30s0BaHUX JyxoBa QuUKcHpaH 2 cata y 2% pacTBopy
rayTapaiagexuaa y PBS-y, HakoH dera cy aAyxoBd ucnpaHu 4 nyrta y PBS-y
neHTpupyrupamweM, AoAaTHO dukcupaHd 2 cata y 2% OCMUjyM-TeTPOKCUAY U
HCIpaHU LeHTpudyrupamweM 4 nyta y PBS-y. Y30p1y cy HakoH Tora JexXuJpupaHu
npeBohewmeM Kpo3 cepujy eTaHoJiHUX pactBopa (10, 30, 50, 70, 95 u 100%) y

Tpajatby o 10 min 3a cBaKy KOHILEHTpalHujy, 2 TOTOM MNOABPrHYTH KPUTHUYHO)]
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TayKU Cyllewa, KopuliheweM TedHOT yribeH-Auokcuzaa (Bal-TecCPD030 Critical
Point Dryer, Bal-TecAG, JluxTeHiTajH). HakoH o6Jiarama 3/1aToM, BU3yeJsu3aliuja
je usBplieHa ckeHUpajyhuMm enekTpoHckuM MukpockonoM (TESCAN MIRA 3 XMU,

Tescan, Yemka), npu HanoHy ox 10 kV.

4.2.8.3. Mukpockonuja amoMcKux cuada

Y30puu roBehux M CBUHCKHX €epUTPOLUTA, U30JI0BAHUX AYXOBa U AyXOBa
Cca UHKAICYJMpPaHMM JIEKOM IpUNPEMJ/bEeHU Cy 3a Mepewma MUKPOCKOIIUjOM
aToMcKux cwiaa (eHrsa. Atomic Force Microscopy, AFM), npumeHom cuegeher
npoTtokoJia: 500 pl eputponuTa/AyxoBa je aJxepUpaHO Ha MOKPOBHE JbYCIUIlE
06J10keHe MoJiv-L-nn3nHoM, npeko Hohu Ha 4°C. Y3opuu cy pukcrMpaHnu 2 catay
2% rayTtapangexuny y PBS-y a 3atum 2 cata y 2% ocMUjyM-TeTPOKCUAY. Y30pLu
Cy UCIIpaHHU U JeXWJpUpaHU pacTBOpUMA eTaHoJa pacTyhux KoHueHTpauuja (10,
30, 50, 70, 95 u 100%) y Tpajamy ox 10 min 3a cBaky KOHLeHTpauujy. Y
3aBpLIHOM KOpakKy JexujpaTalyje y30pLH Cy TpHU IyTa WUCIPaHU y aLeTOHY.
Tonorpadcka AFM Mepemwa HU3BplieHa Cy Y MOJYKOHTAKTHOM PeXUMY Ha COOHOj
Temnepatypu npuMeHoM NTEGRA Prima cucrema npousBohaua NT-MDT (NT-
MDT Co, Pycuja). [lapasienHo ca Tonorpadpckum Mepewuma, dpasHu nomepaju AFM
KOH30JIHUX OcCLiiIanyja 6esieXkeHU Cy, Ia Cy Ha Taj Ha4uH popmupaHe AFM ¢asHe
ciuke. [lpu ananusu je kopumheHa NSGO1 conpa ca cTaHAapJHUM pPafujycoM
KpUBHHE 0], OKO 6 nm U CTaHJap/iHe KoHcTaHTe cuwie oa 5 N/m. CBe ciuke
JlobujeHe cy npu pe3oayuuju of 512x512 nukcena. Tonorpadcke civke o6pahene
cy nomohy codpTBepa MHCTPYMEHTA, AOK Cy CHPOBHU Mojaly KopuiiheHu 3a ¢pa3He
cavke. 3a u3payyHaBambe RMS (eHrs1. Root Mean Square) BpeJHOCTH Koja [iaje
uHbopMalyje 0 MOBPIIMHCKOj XpamnaBOCTH, y3eTe cy penpe3eHTaTuBHe AFM

CJIMKe YUjoM COPTBEPCKOM aHa/IM30M je u3payyHaT RMS.

4.2.9. OAPEBUBAKBE BEJIUYUHE U PACIIOAEJNE BEJIMYHNHE
EPUTPOLUUTHUX AYXOBA METOZJOM JTACEPCKE AU®PAKIHU]JE

BesimuuHa epUTPOLMTHHUX JyXOBa aHa/M3UpaHa je MeTOJIOM Jiacepcke
Avdpakuyje Ha ypebajy 3a Mepewe pacnojesie BeJM4MHe dyecTulia Mastersizer
Hydro 2000S (Malvern Instruments Ltd., Benuka bpurannja) npumenom HidropP

jeAVHUIe 3a AUCTIEProBambe YeCTHLA Y TEYHOM MeJUjyMy.
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3a Mepewe BeJIMUMHE JyXOBa Kao MeaujyM je kopuitheH PBS. Y3opak je
aHa/IM3MpaH Hepa30Jia)keH M TOKOM aHa/iM3e je OWJI0O MCK/bYYEHO Mellambe y
KOMOpHMLM. Y30pLM epUTPOLUTA WJIM JyxoBa JucneprosaHu cy y PBS po
IOCTH3amka ONTHMaJIHe KOHLeHTpalyje 3a Mepeme, a 3aTUM je POKYCUPaHU CHOII
CBETJIOCTU MPONyLITaH KPO3 y30paK HAaKOH 4era je JeTeKTOBaHa CBETJIOCT
pacejana mnog yriaoMm on 0,01 pmo 135° JegaH CcHHUMak MPUKYIJbEH OBUM
JleTEKTOpUMa NpHUKasyje CIeKTap CBeTJOCTH pacejaHe TOKOM IIpoJiacka y30pKa
KpO3 JIaCepCcKU CHON y oJroBapajyheM BpeMeHCKOM Nepuojy. Y CBaKOM Mepemy
MHCTPYMEHT je 6esiexxno oko 2000 cHUMaKa, je/laH CHUMAK y CBaKOj MUJIUCEKYH U
M yCpembaBao u3MepeHe BpeJHOCTH y KOHadaH pe3y Tar. [1o 3aBpiieHOM Mepewy
nojanu cy coQTBepCKM aHa/IM3UpaHU KopucTehM ONTHYKe NapaMeTpe WU
dpayHxopepoBy anpoKCUMalUjy U NpUKasaHU y GopMHU rpaduka 3aBUCHOCTH

6poja hesvja o ’UXOBe BeJIMUMHE, U TabeslapHO Kao 6pojyaHe BpeJHOCTH.

4.2.10. TECT BESUBAIA AHEKCHUHA V

HuBo wucnosmaBawa QocdaTuguicepyHa Ha  CHOJ/bALUKEM  CJIOJY
MeMOpaHCKOT JBOCJ0ja €epUTpPOLMTa U AyxoBa oJijpeheH je TeCcTOM Be3WBaka
Anekcuna V (BeckmanCoulter Inc., ®pannycka). [lakoBaHU epUTPOLUTH U JyXOBU
pecyclieH/J0BaHU Cy Y XJaJHOM nydepy 3a BesuBawe AHekcruHa V (10 mM Hepes,
pH 7,4, 140 mM NaCl, u 2,5 mM CaClz), Tako fa koHueHTpanuja henuja/ayxoBa
oyne 5 x 105~ 5 x 106 hesnuja (ayxoBa)/ml. Y y3opke Jip>kaHe Ha Jieay, JOAAT je
Anexkcun V-FITC, a 3aTuM cy uHKy6upanu 15 min y wMpaky. Y3opuu cy
a”HajusupaHu TokoM HapeAHux 30 min Ha npoTo4yHoM nutoMeTpy Flow® SL
(Partec, Hemauka) npumeHoMm FlowMax 2.4 software (Partec, Hemauka). hesnuje
WU AYX0BU Koju cy uMmanu BpeaHoctu FITC ¢ayopecuennuje Behy on rpaHUyuHe
(enrs1. "cut-off') BpeaHocTH HecnenuduiHe ¢uyopecleHLMje NporJalleHd Cy
AnekcuH V no3uTuBHUM. [IponieHaT mo3uTUBHUX hesMja/AyxoBa U3paKeH je Kao

0/IHOC 6poja MO3UTHUBHUX W YKYIHOT 6poja hesnja/ayxosa.

4.2.11. OAPEHBUBALE KOHOEHTPALIUJE XOJIECTEPOJIA Y
NU30JIOBAHUM EPUTPOLUUTHUM AYXOBUMA

EkcTpakiyja xoJiecTeposia M3 TroBehUX UM CBHUECKHUX €pUTPOLUTA U

M30JI0BAHUX JlyXOBa H3BpIlIeHa je mpemMa MOAUPUKOBAHO] MpOLEAYypPHU KOjy Cy
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onucaau Ferraz u capaguuuu [149]. YkpaTko, y30puy Cy JIM3UPaHU J0/aBabeM
JlecTuioBaHe BoJie y oaHocy 1:10 (v/v). [lobujeHe cycrneH3uje Cy moMellaHe ca
80% (m/m) BozeHuM pactBopoM Triton X-100 y opgHocy 2:1 (v/v) ¥ MHKyO6HpaHe
10 min Ha 4°C, a 3aTuM 5 min Ha 37°C. CycneH3uje cy ueHTpudpyrupade 15 min, Ha
12000xg, Ha 4°C. HakoH ueHTpudyrupama ropmH CJI0j je cakylJbeH, NoMellaH
noHoBo ca 80% (m/m) BogeHuMm pactBopoM Triton X-100 y ogHocy 10:1 (v/v),
MHKYOHpaH M NOHOBO LieHTpUdyrupaH. /Jo6ujeHU TopwHU C/10j je CaKyl/beH U [0
aHa/M3e 4YyBaH Ha COOHOj TeMmIepaTypu. Y H3[BOjeHHM eKCTPaKTHUMa,
KOHILeHTpalyja xoJecTepoJia je oJjpeheHa eH3UMCKO-KOJIOPUMETPUjCKUM ecejoM

3acHoBaHUM Ha TpuHaepoBoj "end-point" peakuuju (ELITech Group, ®paniycka).

4.2.12. O/IPEBUBAILE YKYITHOT AHTUOKCUJATHBHOI KAMALIMTETA
U MTPOJIYKATA JIMITU/HE MMEPOKCUJIALLU]E

YKynHM aHTUOKCUAATUBM KamnauuTteT ojipeheH je mpumeHoM FRAP Tecta
(enra. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) npeMa MeTou Kojy Cy omnucajav
Benzie u Strain [150], rae je ymecTo ca mia3MoM (Kako je OpUTMHAJJIHO OIHCAHO)
ecej pabeno ca 100 pl snu3aTa epuTpouUTa WJIU HW30JI0BAHUX EPUTPOLIUTHHUX
JlyXO0Ba. AHTUOKCHJATUBHM KalalLUTeT H3paKEH je Kao OHa KOHLeHTpanuja
AHTHUOKCH/IaHATA KOja MMa crnocobHOCT peaykuuje Fe3*jona kao u 1 mM pacTBop
FeSOs4. CTeneH siunujHe mepoKcHAallMje HA OCHOBY KOHIEeHTaplLHje mpojyKaTa
JUnuHe nepokcuaanuje (eHru. Thiobarbituric Acid Reactive Substances, TBARS) y
JIU3aTUMa epUTPOLIMTA U M30JI0BAHUX EPUTPOLUTHHUX JyXOBa ojJpeheH je mpema
MeTo U Ohkawa v capagHuka [151]. PesysntaTu cy uspakeHu kao BpegHocT TBARS

y nmol/mg npoTeuHa y UCIUTUBAaHUM Y30pLUMa.

4.2.13. UHKATICYJIALIMJA JEKCAMETA30H-HATPUJYM-DOCDATA
(DexP) Y EPUTPOLIUTHE JIYXOBE

OnucaHoM MeTOJOM TrpajiyajlHe XUIOTOHHWYHE XeMOJIM3e M3BpLIeHa je
MHKarmncyanuja jeka DexP y roBehe u cBumbCke epUTpoLUTHe AyxoBe. Y yauly je
ctaB/beHo 50 ml cycneH3uje MakKOBaHUX EPUTPOLUTA, MoMellaHUx ca PBS-om
HernocpeaHO Mpe NnoyeTKa XeMoJIh3e [0 BpeHOCTH XeMaTokpuTa oz, 60%. Yaa ca
CyCIIEH3UjOM epUTPOLMUTA je IMOCTaB/beHa Ha JIA0OPATOPUjCKY XOPHU30HTAIHY

pOTaLMOHYy Mellalully, a 3aTUM Ce MOMOohy nepucTaJTHYKe MyMIe NPOTOKOM Of
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150 ml/h y Tpajaky of 27 min y yauly yBOJAMO XUNOTOHUYHU 35 mM HaTpHjyM-
¢docpaTuu/NaCl nydpep koju caapxku DexP y koHnentpanuju on 0,04 mg/ml
HctoBpeMeHO ca yKJ/by4YUBakeM IMyMIle, YK/bYYUBAaHA je UM XOPHU30HTAJ/IHA
poTanMoHa MellaJulia Koja je obe3behuBasia XOMOTeHU30Bame CyCIeH3Huje y
yamu. bp3uHa poTtanuje mMewanvue 6uia je 320 o6pt/min. [To ucreky 27 min,
€pPUTPOLUTHU IYXOBU UCTAJIOKEHHU Cy LleHTpUudyrupawem xeMosanzaTta 40 min, Ha
3220xg, Ha 4°C. [loTtoM je 1 ml epUTPOIUTHUX AYXOBa, pecycneHaoBaH y 8 ml
M30TOHUYHOT pocdaTHOT nydepa ca pasIMIUTUM KoHIeHTpauujama DexP (0,04,
0,08 u 0,12 mg/ml), uaky6upan 30 min Ha coOHOj TeMmepaTypH, a 3aTUM
UCTaJIoKeH ILeHTpudyrupamweM. Mcra 3anpemMuHa AyxoBa je mpeHeta y 8 ml
XUIIEPTOHUYHOT nydepa KOjU CcaApKu UCTy KOHIeHTpauujy DexP kao wu
usotoHuuHU nydep (0,04, 0,08, u 0,12 mg/ml). Ha kpajy cy, epUTPOLUTHHU JYyXOBU
UCIPaHU TPOCTPYKUM LieHTpUdyrupamweM y PBS-y kako 61 ce YKJIOHHO 3a0CTaJly,
HeuHKancyaupaHu DexP. Kao koHTpoJ/1a cBakoM eKcliepUMEeHTY NPUNPEMJbEHU CY
M T3B. JIQXHO-WUHKAICYyJMpaHU [AyXoBU. OBM JAyxXOBUM INpUNPEMaHd Cy Ha
UJeHTU4YaH HauWMH Kao HMHKAICyJIUpaHu AyXO0BH, aJli TOKOM HUXOBE NpUIIpeEMe

JIEK HUje J1oJlaBaH y my¢depcKe pacTBoOpe.

[lapamempu unkancyaayuje

3a mpoueHy edUKACHOCTHU MpoLeAypa 3a HUHKAICyJalyjy KopuuiheHa cy
JlBa mapamerpa:
1. koJsimuuHa uHKamncyaupaHorDexP: kosnmurnHa DexP vHkancyavpana y 0,1 ml
JlyX0Ba U
2. edUKACHOCT HHKAIICyJlaljdje: OJHOC KOJIMYMHe WHKancyaupaHor DexP y
npoueHTUMa U kosmduHe DexP gojmator Ha 0,1 ml moyeTHHUX MakoBaHUX
epuUTpPOLUTa, U3paxkeH y npoueHTuma (eHra. Encapsulation Efficiency, EE)

[152].

Ymuyaj konyenmpayuje pacmeopa DexP Ha napamempe uHkancyaayuje

[Ipouesypa MHKaIlCyJalyje UM3BpILIeHA je, Kao IITO je OIIMCaHo,
kopuimithewem DexP y koHuentpanujama og 0,04, 0,08 u 0,12 mg/ml y

HN30TOHUYHUM M XHUIIEPTOHUIHUM (1)asaMa nponeaype.
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Ymuyaj memnepamype Ha napamempe uHKancyaayuje

M30TOHWYHEe U XUNePTOHUYHe da3e mpoleaype MHKAICyJalkje U3BPIIEHe

cy Ha co6HOj TemnepaTtypu u 37°C.

Ymuyaj dodamka eaymapasidexuda Ha napamempe uHkancyaayuje

XunepToHM4yHa ¢asza npouejype HUHKaICy/jaliMje U3BplIeHa je 6e3 U ca

JlOATKOM rJiyTapanjexusaa y konueHntpanuju 0,01% (v/v).

[Ipaherse omnywmarea snexka

3a npejBubeHe BpeMeHCKe UWHTepBaje, Yy  NOJUIPONUIEHCKUM
MukpoenpyBetama 100ul ayxoBa uHkancyavpaHux ca DexP nHKy6upaHO je Ha
37°C ca 900 pl usortonunyHor ¢ocdaTHOr nydepa, y3 CTaJHO Mellame Ha
XO0pUu30HTaIHO] Memaauny (240 o6pT/min). Ha moyeTky Tecta u y oapeheHUM
BPEMEHCKUM HUHTEPBAJIMMa, NPUKYIJbAaHU Cy Y30pLHY U MocCje LeHTpudyrupamwa
Ha 14800 o6pT/min, y Tpajawy o/ 3 min, no 100 pl cynepHaTaHTa U3zABajaHo je 3a
a”Hasusupamwe npucyctBa DexP. CBaku ekcrnepuMeHT pabeH je y AymjdKaTy, a
ypabeHa cy Tpu ekcnepuMmeHTa. Ha OCHOBY KoJIMUMHe JieKa [JleTEKTOBaHe y
cynepHaTaHTuMa ozpebheH je npoueHaT ocao6oheHor DexP y oHOCY Ha MOTHYHO

ocno6ohenu sek (100% oTnylTame Jieka, ONKWCAHO y norJjassby 4.2.13.).

4.2.14. UTHOPALPBEHA CIIEKTPOCKOIIHUJA CA ®YPUJEOBOM
TPAHC®OPMALU]OM

HMudpaupBeHa cnektpockonuja ca PypujeoBoM TpaHcPopmaLujoM (eHIJI.
Fourier transform infrared spectroscopy analysis, FTIR) npuMemweHa je kao MeToza 3a
NOTBPAY MNPHUCYCTBA HHKAICYJUPAHOr JieKa y epPUTPOLMTHUM MeMOpaHaMa MU
a”Hasuzy Moryhux ¢QU3HMYKHUX HU/WIM XEeMUjCKMX HUHTepaklHja u3Mehy Jsieka u
CTPYKTYPHUX KOMIIOHEHTHU EPUTPOLUTHUX MeMOpaHa. 3a Ty HAMeHy MpUMemeHa
je KBr TexHuka cHUMama. Y30pakK je XOMOIeHU30BaH ca MOTPEOHOM KOJMYUHOM
KBr u npecoBaH y BuAy TabJieTe. CHUMame je BpuieHo y oncery ox 400 go 4000
cm-! ca pesosynujom of 4 cml, Ha co6HOj TeMnepaTypu. CIEKTPHU Cy CHUMJbeHHU

nomohy FTIR cnektpoMeTpa (Bomem MB, Hartmann & Braun, Kanaza).
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4.2.15. IPUITPEMA Y30PAKA 3A KBAJIUTATUBHY U KBAHTUTATUBHY
AHAJIN3Y DexP UHKAIICYJIUPAHOI' Y TOBEBE U CBUILCKE
EPUTPOLIUTHE IYXOBE

Y30puu epUTPOLMTHUX [JyXOBa Cy MpUIPeMaHd 0O MOJUPUKOBAHO]
npoueaypy kKojy cy y onucaau Hamidi u capaguuum [152]. YkpaTko, fyXoBU cy
JusMpaHu MemamweM 100 pl y3opaka ca 2 ml gecTuioBaHe BoJe Yy CTaKJIEHO]
enpyBeTH. [I[poTerHHU J1M3aTa NpeqMIUTUPAHU cy ca 2 ml MeTaHOJIa HAKOH Yyera cy
y30pUM HUHKYOMpaHH Ha co6Hoj TemnepaTypu 30 min, 3aTuM mnpebayeHU y
MUKpOeINpyBeTe, HAKOH 4yera Cy NMPOTEeUHU HCTaloXKeHU LeHTpudyrupamwem 20
min, Ha 14000 o6pT/min, Ha 4°C. CynepHaTaHTU Cy CTEPUIHO NPOPUITPOBAHHU,
AJIMKBOTUPAHU Y CTaKJIeHe BajJIMLie 3a KBaJIUTaTUBHY U KBAHTUTATUBHY aHaJU3y

J10 Koje cy yyBaHM Ha 4°C, Hajayxe 7 faHa.

4.2.16. KBAJIUTATUBHA U KBAHTUTATUBHA AHAJIU3A DexP
MHKAIICYJIMUPAHOI' Y TOBEBE U CBUILCKE EPUTPOLUUTHE AYXOBE
TEYHOM XPOMATOI'PA®UJOM 110/ YJIITPA BUCOKUM INTPUTUCKOM CA
MACEHOM CIHEKTPO®OTOMETPUJOM

KBasiuTaTuMBHA M KBAaHTHUTATHMBHA aHa/u3a DexP uHkancysupaHor y roBehe
U CBUIbCKE epUTPOIMTHE IyXOBe U3BPIIEHA je IPUMEHOM TeuHe XpoMaTorpaduje
HoJ, yJITpa BUCOKUM MPUTHUCKOM ca MaceHOM criekTpodoTomMeTpHujoM (eHra. Ultra
High Performance Liquid Chromatography/-Heated Electro Spray Ilonization-Mass
Spectroscopy, UHPLC/-HESI-MS/MS).

XpoMaTorpadcko pas/iBajame cTaHjaapaa DexP pa3b6iiaxkeHOTr y MeTaHOJy,
Kao ¥ y3o0paka AyxoBa, ypaheHo je Ha Dionex Ultimate 3000 UHPLC cucremy
(Thermo Fisher Scientific, Hemauka) y yujeM ce ckJiony HaJjla3u GMHapHa MyMIa,
BaKyM Jeracep, TepMoCTaT 3a KoJioHe u ayTto-cemiiep. UHPLC cucrem je
KOHUrypucan ca triple-quadrupole wmacenum cnektpodpoToMeTrpoMm (TSQ
Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific, Hemauka) ca enekTpoH cmnpej
jonusauujom (enrs. Heated Electro Spray Ionization, HESI). XpomaTtorpadcko
pasaBajame ypaheno je Ha Hypersil gold C18 kosionu gumensuja 50 x 2,1 mm, ca
yectuniama BesandunHe 1,9 pm (Thermo Fisher Scientific, CA/l). Mo6unna ¢asa
cactoju ce of, 0,1% pactBopa MpaB/be kucesuHe (A) u auetonHutpuna (B), a
y30pLM Cy ejqydpaHu npeMma ciaegehem rpagujeHty: 5-20% b y npsa 3 min; 20-

40% b ox 3 1o 5 min, 40-50% b o 5 mo 7,5 min, 50-60% b y nepuoay oz 7,5-8,5
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min, 60-95% b ox 8,5 mo 10,5 min, 95% b g0 11,5 min, 95% 10 5% B ox 11,5 no 12
min, ¥ Ha kKpajy 5% b o 15 min. [IpoTtok je nmozemen Ha 0.400 ml/min. Cse
a”Hasuse ypabheHe cy ca pactBopuMa MS kBasuteTta (Fisher Scientific, Beanka
BputaHnuja). KosioHa je TepMoctaTtupaHa Ha 30°C, AOK je MHbeKLMOHA 3allpeMHHa
6una 10 pl. 3a kouTposay UHPLC uHcTpyMeHTa kopuiiheH je Chromeleon Xpress
softver (Thermo Fisher Scientific, Hemauka).

Temnepatypa joHcke Tmpo6Ge (eHr. vaporizer temperature) MaceHOT
cnektpodpotomMeTrpa (TSQ Quantum Access Max triple-quadrupole mass
spectrophotometer) nozenieHa je Ha 350°C. HESI npo6a je noaemeHna Ha ciaegehe
napameTtpe: HanoH 4000 V, nputucak Hoceher raca (Hz) 50 AU (apbutpaphe
jenviHULE; eHI. arbitrary units), npuTucak raca y joHckoM usBopy 0 AU, nputucak
aykcunapHor raca 20 AU, temnepatypa kanuwiape 270°C, nogenaBambe jOHCKUX
counBa 0 V. [logauu foOUjeHH HA MaceHOM cneKTpodoTomeTpy npaheHu cy y
HeraTUBHOM MojauauTeTy, y oncery m/z oa 100 go 1000. Xcalibur softver (Bep3uja
2.1) kopuiiheH je 3a KOHTPOJIly MHCTPYMEHTA, Kao U 3a NPUKYIJbakbe U 06pasy
noJiaTaka.

Y exkcnepuMeHTHMa ¢parMmeHTalyje, AUcoLMjalMja MoJIeKyJ/la UHAYKOBaHa
je xosausujoMm (eHru. Collision-Induced Dissociation, CID), npu 4eMy je eHepruja
kosusuoHe henuje mogemeHa Ha 40 eV. Y PIS (enrn. Product lon Scanning)
ekciepuMeHTUMa, MS/MS npoayKT joHM [00HjeHM Cy JAUCOLMjalldjOoM joHa
npekypcopa (m/z 517,130) y kosiusuoHoj hesnuju triple-quadrupole macenor
cnektpodpoTomeTpa (Q2), a HUXOBe Mace aHaausupaHe cy y Q3 KBagpymnosay
uHcTpyMeHTa. SRM (eHrs. Single Reaction Monitoring) je HajoCeT/bUBHjU THUI
a”Haju3e KopullheHOT WHCTpyMEHTa KOju MoKasyje HajBehy cnenuduyHoCT 3a
aHa/IM3MpaHO jeJUmbewe, U 360r Tora je KopuwheH 3a amNCoJyTHY
kBaHTHUKanujy. Mexanuzam SRM ekcnepuMeHTa 3acHHMBa ce Ha 0Jabupy
npegedUHUCAHUX MaceHUX PpparMeHarta, Tj. IPOAYKT-joHa, KOjU MoKa3yjy HajBehu

uHTeH3uTeT y PIS ekxcriepumeHTy.

4.2.17. CTATUCTHUYKA AHAJIN3A

CTaTucTHMYKa aHa/Ju3a NoJaTaka U3BpIleHa je noMohy nporpama Microsoft
Office 2007 Excel (Microsoft Corporation, CA/l), npumMmeHomM CTyzZeHTOBOT t-TecTa.

BpeaHoct p Mmawa o/ 0,05 cMaTpaHa je CTaATUCTUYKU 3HAYAjHOM.
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5.1. OCHOBHHU XEMATOJIOIIKH IMAPAMETPHU OTITAZJHE
K/IAHUYHE KPBHU

[losHaTo je Ja TpaHCIOPT >XKUBOTHHA U TpPeTMaH Y KJIAHUILAMA,
NpUKYIJ/bakbe y30paka KPBH, aHTUKOAryJaHCH, NOCTYNIYM HU30JI0Baka hesinjcKux
KOMIIOHEHTU KPBH, Ka0 U CKJIAJUIITEH€ y30paka MOry YTHLATH Ha O0COOGUHE
eputponura [153,154]. 360r Tora je mpBa rpymna ekcliepuMeHaTa ypaheHa ca
WbEM Jla Ce YTBP/AU Ja JIU Ce IpUMeeHUM noctynuuma (4.2.1 u 4.2.2), no6wujajy
JIOBOJbHO KBAaJIUTETHHW EPUTPOLUTH 3a U30JI0Bakbe MHTAKTHUX MeMOpaHa (T3B.
JlyXxoBa), Koje OW ce Ja/be MOIJIEe KOPUCTUTU Kao INoOJla3HA CHpPOBHUHA 3a
bopmMmysanyjy cucteMa 3a KOHTPOJIMCAHY/MpPOAYXKEHY HUCIOPYKY aKTHUBHE

CyICTaHLE.

5.1.1.TOBEHHU U CBUBLCKU EPUTPOUUTHU - XEMATOJIOIIKH
[TAPAMETPHU

Y y3opuuMa nakoBaHMX roBehUX UM CBUHCKUX €PUTPOLUTA U3/ BOjeHHUX M3
NyHe KJaHW4YHe KpBY, oJpebuBaHn cy ciesehun OCHOBHM XeMaTOJIOLIKH
napaMeTpu: 6poj epUTPOLIUTA, XeMAaTOKPUT, KOHIleHTpaLuja xeMorjob6uHa, MCV,
MCH u MCHC, a po6ujeHn pe3yiTaTd NpUKa3aHu Cy y Tabeau 7. BpenHocTtu
aHa/IM3MPAHHUX XeMaTOJIOUWIKHUX [TapaMeTpa IoKasaJjle Cy U3pakeHe MHAUBU/Yya/IHe
Bapujalyje, aJd BehuMHa WUX HUje OWJIA M3BaH IpaHULA olcera pedepeHTHUX
BPeJHOCTH 3a 3/JpaBa roBejla U CBUHE. JeJMHO je YO4eHO Ja Cy y npenapaTuMa
NaKOBAaHUX CBUKCKUX epuTponuTta BpegHocTu MCHC 6uie He3HaTHO NMOBULIEHE,
JIOK Cy y npenapaTuMa NaKoBaHUX rosehux epurpouura BpegHoctu MCV 6uie
He3HaTHO CHWWxeHe. OBU pe3y/ITaTH IOKa3yjy Ja TOKOM YKJamamwa NpPOTeHHa
nJ1a3Me U YyBamwa IpernapaTa NaKOBaHUX roBehuX M CBUKCKUX epUTpoLUTa [0 24
caTa Ha +4°C, Huje JOIUJIO 0 3HA4YajHOT NPOMeHe Cpe/iiber BOJyMeHa U CMakbena
caJip>kaja XxeMOTJI00MHA, U /la epUTPOLUTH TPETUPAHU Ha ONKCAaHU HauuH (4.2.1 u

4.2.2) Mmory 6UTH N0JIa3HKA MaTepHjasi 3a J06Hjarbe MeMOpaHa epUTPOLIUTA.
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Tabesaa 7. OcHO8HU XemMamMo10WKU nApamMempu NAKOBAHUX epumpoyuma

K/IAHUYHE zoeebe U ceUHCKe Kp8u

Bpoj eputrpouuta (x1012/1) 15 +4 /
Xemorno6uH (g/1) 171 £59 /
XemaTtokpur (%) 52 +12 /
MCV (f) 37 £9 40 - 60
MCH (pg) 12 £3 11-17
MCHC (g/1) 337 £125 300 - 360

Bpoj epurpouura (x1012/1) 10 +3 /
Xemorio6uH (g/1) 185 + 52 /
XemaTokpHuT (%) 53 +15 /
MCV (1) 55 +10 50 - 68
MCH (pg) 193 17 -21
MCHC (g/1) 350 + 38 300 - 340

n-6poj aHa/IM3UPAHUX KUBOTHA, PE3YJITATH CY NPHKA3aHH Kao Cpeliba BPeAHOCT

*CTaHJapJHa JeBHujanyja

apedepHTHE BpPeHOCTH 3a roBehy U CBUICKY epudepHy KpB, npema [155]

5.2. ICIMTUBAKLE MEXAHUYKE ©OPATUJIHOCTHU
EPUTPOLUTA U3 TOBEBE U CBUILCKE KJIAHUYHE KPBHU

Kako cama MaHunysanuja

epuTpoLUTUMA

LneHTpUdyrupamwe, oOoJiBajame..) MOXe Ja

(uyBambe, NHUIETHPAILE,

BbHUX0BE MeXaHH4YKe

KapakTepucTuke, y ciaegehoj ¢asu paja ucnuraHa je MexaHH4Ka (parujHOCT
(oceT/bUBOCT) HW30JIOBAaHUX epuTpoluTa. [IpUMewmeHUu TeCcT MexaHUYKe
dparuHOCTH je MoOy3ZaH U PEeNnpoAyLUOUIAH TeCT y KojeM ce MpUMeyje cuia
CMHULlakba Ha y30pKe epuTpouuTta. Kao pe3ysTaT Tecta, NpuMeHOM jefHa4yuHe 1,
flobuja ce MHJeKC MexaHUWdkKe ¢parunHoctu (MM®), npu yemy Behe BpefHOCTH
UM® yka3syjy Ha Behy CKJOHOCT epUTPOLMTA Ka XEMOJIU3U YyCJeJ, TPUMEHEHOT
MeXaHUUKOT cTpeca. PesysitaTu TecTa (ciuka 24) noka3syjy Aa HUje OWJI0 3Ha4YajHe

pa3/siMKe y HHAEKCYy MeXaHU4Ke (l)pal"I/IJIHOCTI/I FOBehHX H CBUBbCKHUX €PUTPOLNTA,
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Kao W Jla epuTpouuTH 06e BpCTe MOKa3yjy HU3aK CTelNeH OCET/bMBOCTH Ha

MEeXaHHU4YKH CTpeC.

0.02 -

0.015

0.01 -

UMD

0.005

0 -
CBumbCcku eputponuta loBehu epurponutn

Cauka 24. HuOekcu mexaHuuyke ¢ppazuaHocmu (HM®) zosehux u
CBUFCKUX epumpoyuma u3o/108aHUX U3 KJAaHU4He Kpgau. Pesyamamu cy
npedcmas/beHu kao cpedre epedHocmu * cmaHdapoHa degujayuja mpu
eKkcnepumMeHma.

5.3. UICIIMTUBABE OCMOTCKUX KAPAKTEPUCTUKA
EPUTPOLUTA U3 OTIIAAHE KJIAHUYHE KPBHU

5.3.1. OTIIOPHOCT EPUTPOLIUTA U3 OTIHAZAHE KJIAHUYHE KPBU HA
OCMOTCKY XEMOJIN3Y

Y uwmpy onTUMHU3alMje eKCIIepUMEHTA/IHUX IlapaMeTapa Ipoleca
rpasiyajiHe XeMoJiM3e epUTPOLMTa M3 OTNaJHe KJAaHUYHe KPBU 3a JobHjame
MHTAaKTHUX MeMOpaHa epUTPOLUTA, OMJIO je HENXOJHO UCIUTATU CTEeNEH HUX0BE
OCEeT/bUBOCTM HAa OCMOTCKY XeMoJih3y. OCMOTCKa OCeT/bUBOCT epUTPOLUTA
M30JI0BaHMX M3 KJIaHUYHe roBehe U CBUKCKe KPBU aHaJIM3UpaHa je CTaHAapHUM
TECTOM OCMOTCKe PparujHOCTH, a pe3yJTaTH JA06UjeHH NPHMeHOM jeJlHaYMHe 2.
PesysTaTy TecTa GparwyHOCTH epUTPOLIUTA U3paAXKEHU Cy KAO CpeJilba BPeJHOCT
*+ CcTaHAap/lHa Tpellka cTemneHa xeMmoJsu3e (eHrsa. Extent of Hemolysis, EH) y
npoueHTuMa (%) y 3aBucHoctu o KoHUeHTpauuje NaCl (ciuka 25 v Tabena 8).

Ha caunu 25 uy Tabesu 8 npukasaHU Cy U pe3y/ITaTH 00pajie eKClepuMeHTaTHO
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JlobvjeHUX  pes3yJiTaTa

perpeCuoHOM aHAJIN30M.
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N
o
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Heana T. Kocmuh

boaTcmaHOBOM CUIrMOoOHnJa/IHOM HeJIMHEAapHOM

CEHICKH epUTPOIHTH U3 KIAHHYHE KPBH
[oeehu epUTPONUTH U3 KIIAHHYHE KPBH

- BonTcMaHoBaaHanH3a 3aroBele epHTPOLIHTE
__ BosTcMaHoBa aHa/IH3a 3a CBHELCKE ePHTPOLHTE

! I ' I ' 1 ' T
160 140 120 100 80 60 40 20 0

NaCl (mM)

Cauka 25. Kpuse ocmomcke ¢pazuiHocmu 2o8ehux U CBUHCKUX
epumpoyuma u3 KaAaHuyHe kpsu. Cumbosuma (e u ¢) npukasaHe cy

cpedrbe 8pedHocmu *

cmaHaapaHa s2pewka 3a nem ekcnepumeHamada,

Pesyimamu bBoamcmaH-08e cuemoudaive He/AUHeapHe pezpecuoHe
aHa/au3e npukazau cy AuHujama (—u )

Tabena 8. Ocmomcka gppazusHocm 208ehux u c8UHCKUX epumpoyuma u3 KAaGHU4He

omnadHe Kpsu

KinaHuyHa oTnajgHa KpB (n=5)
T'oBebhu eputrponuTu CBUICKU €pUTPOLMTH

Hso (mM)32 108 118"

(97-112) (115-125)
MakcumasiHa oTnopHoct (mM)2 70 92

(65-101) (90-96)
MuHMMasIHa OTHOpPHOCT (MmM)2 139 146

(129-141) (124-149)

aBpeJHOCTH NpepayyHaTe boJTcMaHOBOM CUIMOWJAJIHOM HeJMHEApHOM PerpecuioOHOM aHaJU30M.
n-6poj aH aIM3UPaAHUX )KUBOTHHA; NOAALM CY NMPUKa3aHU Kao Cpe/ilbe BPeJHOCTH U Kao OINCE3U OJf
MUHUMQJIHUX [0 MaKCUMaJHUX BpeAHocTH; ‘p<0.05 craTucTUYKM 3HayajHa pasjuka y Hso
BpeJHOCTHMMa U3Mehy CBUHCKUX U roBehUx epUTponTa

74



Jlokmopcka ducepmayuja HeaHna T. Kocmuh

Kao pesysaratr bBosaTcMaHOBe cuUrMoujajiHe HeJIMHeapHe perpecuoHe
aHa/iM3e KPUBUX OCMOTCKe PpparuyjHoCTH fo6ujeHa je BpeaHOCT Hso Tj. BpeHOCT
koHueHTpayuje NaCl npu kojoj ce noctmxe 50% xemosinze (Hso). 3a rosehe u
CBUIbCKe eputpouute pobujeHe cy Hso BpegHoctu oxa 0,60+0,01% NaCl u
0,69%£0,01% NaCl (108 mM u 118 mM pactBopu NaCl) koje nokasyjy fja CBUEKCKHU

epUTPOLUTH UMajy Behy ocMOTCKY pparujHOCT y 0JHOCY Ha roBehe epUTpoLUTE.

Ja O6ucMo yTBpAWIM JAa JA y UCHATUBAaHMM y30pLUMMa NOCTOje
cybmonyJ/ialyje epuTpoOLUTa pasjMiUuTe OCMOTCKe (ParwiHOCTU U3BpIIEHA je
JlepyBalnyja KpUBHX OCMOTCKe (ParuwjHOCTU CBAaKOT aHaJM3UpaHOTr Yy30pKa.
Cpeamwe mepuBallMOHe KpUBE U pellpe3eHTaTUBHE UHJAUBHUJYAJIHE JepuBallMOHe
KpHBe O0CMOTCKe QparuaHOCTU roBehux U CBUICKUX €pUTPOLMTA NpPUKa3aHe Cy
Ha oy 26. Ha wWHAUMBUAYa/ZHUMM JepuUBallMOHUM KpUBaMa OCMOTCKe
dparuaHOCTU roBehUX U CBUILCKUX e€pUTPOLMTA MOpe], IJIaBHOT, yo4yaBajy ce
jenaH wWau ABa gAoJaTHa nuka (cauka 26 A u b ). mTto je ykaszazno ga cy y
MCIUTHMBAaHUM y30pLHMMa MOCTOjasle HajMake JBe ppakiiyje epuTpoLUTa Koje Cy
ce pasJiMKOBaJjie MO OCEeT/bMBOCTHM Ha OCMOTCKY Jin3dy. Ha ocHOBy BpemHoCTH
MaKCMMyMa NpPBOT, IJIaBHOT MHKa, 3aK/by4eHO je Aa je HajBehu 6poj roBehux u
CBHUICKUX epUTpouuTa JusupaH y 103 mM, ogHocHo 120 mM pactBopuma NaCl
Jpyry, 3HaTHO MamkU NHUK HAa [JlepUBALlMOHO] KPHUBU OCMOTCKe QparujHOCTH
roBehux epuTpouuTa youaBa ce npu KoHueHTpauuju NaCl og 77 mM, nok ce 3a
CBUIbCKE epUTPOLIMTE youaBajy [iBa J0JaTHA NUKa npu KoHueHTpauuju NaCl ox

85 mM u 34 mM.
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Cauka 26. [lepusayuoHe Kpuge ocmomcke ¢pazusiHocmu 2osehux u
CBUFCKUX epumpoyuma Uu30/108aHUX U3 K/AAHU4YHe Kpsu. (A) cpedrba

epedHocm

yemupu

pasauvuma  y30pKa.

(6) PenpesenmamusgHe

nojeduHa4He depusayuoHe Kpuge ocMomcKe @pazusiHocmu zogehux u
CBUHCKUX epumpoyuma u3 KJAaHu4He Kpau.
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5.3.2. CTEIIEH OCMOTCKOT' BYEPEHA EPUTPOLLUTA U3 OTITAZHE
K/JIAHUYHE KPBHU

[losHaTto je ma yBoheweM epuUTpoLMTa Yy XUNOTOHUYAH pacTBOp, 360T
pasjiMKe Yy OCMOTCKOM NPUTHCKY, MeMOpaHa T[OCTaje mnepMeabwiHa 3a
MOHOBAJIEHTHE KaTjoHe, Y epUTPOLMTe yJa3u BOJa HAKOH yera OHU MOYHUBY Ja
6yo6pe, Tj. 06JIMK UM Ce Meka 0], OMKOHKABHOT 10 cdepHor. Kako epuTpouutu
oYUy Ja 6y6pe y hUXOBUM MeMbpaHaMa /10J1a34 [0 opMUpHA TPAaH3UTOPHOT
XeMOJIUTUYKOT oTBOpa [156] 10 kora AudyHAyjy MOJIEKYJIU XeMOTJI00UHA, U KPO3
Wera u3Jjale y BaHhesujcku npoctop. OBo "usbanuBamwe" Aesia yHyTaphesaujckor
caJip>Kaja cMamyje HalloH MeMOpaHe U XEMOJIUTHUYKHU OTBOP ce 3aTBapa. MehyTum,
Jla/bM CMakbeheM TOHWYHOCTH E€PUTPOLUTH HACTaB/bajy U Jabe Ja 6yope,
OTBapa ce HOBU XeMOJIUTUYKU OTBOD, U3ballyje ce HOBAa KOJIMYMHA XeMOTIJI0OMHA
u3 hesuje. OBo ce JiemiaBa cBe A0TJEe JOK EPUTPOLUTH He HAGyOpe 10 KPUTUYHOT
HMBOA HAaKOH Kora BUIIe MeM6OpaHa HHje y CTalkby Ja OTBapawkbeM MaJioT
XEeMOJIMTUYKOT OTBOpa MW wu36alMBalkbeM MaJjle KOJIMUKMHE XeMOTJIoGUHa
,KOMIIeH3yje“ pa3/iuKe Yy OCMOTCKHM HPUTHUCIIMMA, HEro J0Jia3u A0 MOTIYHOT
nynawma MeMbpaHe. M3 Tor pa3ssiora, u3BplleHa ONTUMU3AILMja OyOpera
epuTpoyuTa 06e36ehyje kKoHTpoJy poleca xemosiuze [157].

Tako je Ha caMOM MMOYETKY ONTUMMU3AllMje eKClIepUMeHTa/JHUX lapaMeTapa
nmpolieca rpajiyajHe XemMoJik3e, 6UI0 HEONXOJHO UCIUTATH MPUCYCTBO U CTeleH
Oybperma H30JI0BAHUX TOBEeDUX U CBUICKUX EPUTPOLUTA Y XUIOOCMOTCKHUM
pactBopuMa. OBU eKcliepMMeHTH pabheHHU cy ca nu/beM AeduHHCakba MOJIAPHOCTHU
nydpepa (Na-pochatnu/NaCl nydepu, pH 7,2-7,4) npu Kkome ce AeTeKTyje HajBehu

CTEIIeH XeMOJIN3e Y3 O4yYBaHY HBHOBHTOCT/HHTaKTHOCT MeM6paHe.

53.2.1. Odpehusarwe cmeneHa ocmomckoz 6ybpera 2o8ehux epumpoyuma
MUKPOXeMAMOKPUMCKOM MemodoMm

MogudrvkoBaHa  MHUKpPOXeMaTOKpUTCKa MeToza mno Vitvitsky wu
capagHuiMa [147] omoryhaBa fia ce Ha OCHOBY pe3yJiTaTa Mepekha XeMaTOKPUTA
U CcTemeHa XeMoJiu3e (Tj. oci060heHOT xeMorjobuHa y HHU3y NOydepoBaHUX
pacTtBopa ca onagajyhum koHuentpanuyjama NaCl (Na-pocdatnu/NaCl nydepn),
oJipeili 3aBUCHOCT CTelneHa OyOpewa epuTpolura (mpeMa jeAHauMHU 4) of

MOJIapHOCTH (joHCKe jauuHe) mydepa. Ha cauum 27. gat je rpadpuyuku NpUKas
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3aBHUCHOCTHM CTelleHa XeMOJIh3e U O0yOpera roBehrx M CBUECKUX €pUTPOLUTA Of

koHUeHTpauuje Na-pocpatHor/NaCl nydepa.

XeM0JIH3a ropehHX epHTpOLHTA — = Oybpeme ropeHx epHTpPOLHTA
XEeMOJIH3a CBHILCKHX EPHTPOLIHTA OyOperbe CBHILCKHX EPHTPOLIHTA
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Cauka 27. 3asucHocm cmeneHa 6ybpersa U npoyeHma Xxemoausde 2osehux u
C8UICKUX epumpoyuma 00 koHyeHmpayuje Na-¢pocpamuoz/NaCl nygepa.

Pesyaimamu cy npedcmasseHu kao cpedrwa epedHocm*cmaHdapdHa desujayuja
nem y3opaka

JleTa/bHU pe3y/aTaTH NPOMEHe BPeJHOCTHM XeMATOKPUTA, MPOIeHTa XEMOJIU3E U
cTenieHa OyOpera roBehrx U CBUICKHUX €pPUTPOLIUTA Ca CMakbeHeM MOJIapHOCTH
Na-pochatHor/NaCl nydepa npukasaHu cy y Tabesv npuora A.

AnHanusoM [o0OujeHMX pe3yJTaTa IOKas3aHO je Ja Ce ca CMambemeM
MOJIapHOCTH nydepa Mera BPeJHOCT XeMAaTOKPUTA, pacTe CTEeNeH XeMOJIU3e M
pacTte cTeneH 6y6perma ropehux U CBUHCKHUX €PUTPOILMTA, TAKO A BPEAHOCTH
XeMaTOKpHUTa U cTemneHa (%) xeMoJiu3e, Kao U BpeJHOCTH XeMaTOKpUTA U CTeleHa
O0ybOpera NokKasyjy BUCOKY, CTATUCTUYKU 3HA4ajHy, HeTaTUBHY KopeJsauujy (r = -
0,96, p<0,001; ur =-0,85,ur=-0,97, p<0,001; ur =-0,88, p < 0,01 pecneKTUBHO
3a roBehe u CBUHICKe eputponute). CTemeH XeMoJiM3e U CTeleH OyOpera
NoKa3aJiu Cy BUCOKY MO3UTUBHY KopeJialihjy 3a 06a y30pKa KJaHU4YHEe KpBU (I =
0,96, p< 0,01 u p = 095, p< 0,001 3a roBehe U CBUICKE EPUTPOIUTE
pecnekTUBHO). Unak, MakcMMaJIHU CTelleH OyOpewma MCOMTUBAHUX €pPUTPOLUTA
(V/Vo ~2 3a o06a Tuna epuUTpOIMTA) IMOCTUTHYT je HWHKy6auujom y Na-

dochaTum/NaCl nydpepruma pasiuIUTUX KOHILEHTpaLyja, 1 To 20 mM y cay4ajy
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roBehux eputponyura u 80 mM y caydajy cBUbCKUX epuTpouuTa. OBaj pe3yJTar je
IIOHOBO yKa3ao Ha Behly 0CMOTCKy (pparvjHOCT CBUHCKMX Yy OJHOCY Ha rosebe
eputpouure. [lopes Tora, fo61jeHe BpeJHOCTH CTelleHa XeMOJIM3e 3a UCIIUTUBAaHe
epUTpPOLUTE MOTBpAW/IE Cy JAa je MaKCMMa/JHO Oybpewe, OJAHOCHO MNoBehame
3anpeMuHe 06a Tuna hesvja NOCTUTHYTO NpPU BPeJHOCTH CTeleHa XeMOJIN3e Of
97%. [lajbe cMamemwe KOHLEeHTpaunuje nydepa JOBesO je TPEeHYTHOT Mylaka
epUTPOLIUTHE MeMOpaHe U cTelleH 6ybpema ce HYje MOrao MepUTH.

MMajyhu y Buay mnokasaHy CMambeHy OCMOTCKY OCET/bUBOCT CBUHCKHUX
epUTPOLUTA ¥ OJHOCY Ha rosehe, o6UjeHe CIMYHEe BpeJJHOCTU CTeleHa Oyopema
O6wie cy HeoOYeKMBaH pe3yJTaT. TakaB pe3yJTaT yKasao je Ha NOTpeby nda ce
cTeneH Oy6pemwa rosehux epurpouura NpoLEeHM U MHOTO COPUCTULMPAHHUjOM

MeTOo/l0M aHa/iu3e hesyja, NPOTOYHOM LIUTOMETPUjOM.

53.2.2. Odpehusarwe cmeneHa ocmomckoe O6ybperba 208ehux U CBUHCKUX
epumpoyuma npomovHoOM Yumomempujom

OnpebhuBame cTeneHa OCMOTCKOr Oybpewa epuTpouuTa U3 roehbe u
CBHUIbCKE KJIaHMYHE KpBM MPOTOYHOM LUTOMETpPHUjoM, ypaheHo je ca
EPUTPOLIUTHMA UHKYOUPAHUM Yy pacTBope nydepa UCTHUX KOHIEHTpaIHUja KOjU Cy
KopuuINeHU y CTaHAAPAHOM TeCTy OCMOTCKe (pparvjHOCTH, IpepayyHOM Ha
OCHOBY jefHauuHe 5. Y M30TOHMYHOM Nydepy, Ha OCHOBY pe3yJiTaTa NPOTOYHE
nuroMmeTtpuje (FSC/SSC pujarpamu (cauka 28 Al, B1) u gujarpama 3aBUCHOCTH
6poja henuja ox SSC (cauke 29 u 30)), ko 06a THUMA UCTIUTHBAHUX €PUTPOLIUTA
YO4€eHO je ,JIaxKHO" MocTojamwa ABe nonysanyje epurpouuta (omncer R1 u R2) koje
ce pasyiuKyjy no BequduHU. OBaj peHOMEH ,JIAXKHUX CyOIony/ianuja epuTporura’
nocjeJuia je 6MKOHKABHOT 06JiMKa hesvja W y JdTepaTypu je Beh omucaH 3a
xyMaHe U Mullje eputpouute [158-160]. Ca cMamwewmeM KOHIeHTpaLuje nydepa
of 155 mM nmo 65 mM, Ha Caunu 28 (A2, b2, A3, B3), Moxe ce youuTH jo1u jeaHa
nomnyJianyja Maaux "yectuua” (omncer R5). HajsepoBaTHuje, oBa momyJainyja Maaux
"yecTuna" npejcTaB/ba Be3UKYJe KOje HacTajy yciaeJ, pparMeHTalyje MeXaHUIKU
oc1ab/beHUX HaOybOpesvx henuja mop cuiaMa cMunawa [161], koje ce jaBsmajy y
NPOTOYHOM LUTOMeTpy. Ca Ja/bUM CMakbheleM KOHIeHTpaluje nydepa (moves of
94 mM) oBa momnyJialiyja MoCTaje CBe 3aCTyIM/beHUja U KOJ, CBUEbCKUX €PUTPOIUTA

npyv KOHIeHTpauuju nydpepa on 80 mM, a koj roBehux npu KoHIEHTpauuju
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nydepa oz 65 mM (cnuka 28, A3, b4) neTeKkToBaHa je UCK/bYYUBO 0Ba dpakiiyja.
OBaj pesyJaTaT je y carJJaCHOCTH ca pe3yJTaTUMa J00UjeHUM y CTaHJapAHOM
TECTY OCMOTCKe QpParwjHOCTH, IpeMa KOMe Cy CBUEbCKU €PUTPOLUTH OCMOTCKHU

dparunnuju ox ropehux.
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Cauka 28. AHaauza npomouHom yumomempujom (FSC/SSC dujazpamu) zosehux (A)
u ceurbckux (b) epumpoyuma y XxunomoHu4yHum Hampujym-gocpamuum/NaCl
nygepuma onadajyhux konyenmpayuja. R1, R2 -once3u epumpoyuma, R5 - mazae
gesukyse. Ilpuka3aHu cy pe3yamamu jedHO2 penpe3eHmamugHoz 00 mpu
ekcnepumeHma.
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Mako MexaHWYKM CTpeCc NPOYy3POKOBaH CWJiaMa CMHULAkba y NPOTOYHOM
LUTOMETPY He MOXe OUTHU 3aHeMapeH, MOKa3aHU jeJHaKU HHJEKC MeXaHU4YKe
dparusHoCcTH 3a roBehe U CBULCKe epUTPOLIUTE, YKa3yje Aa Cy J00UjeHe pasJyiuKe
y FSC/SSC pujarpamuMa 3a oBe [iBe BPCTE€ €pPUTPOLUTA UHKYOUPAHUX Y HUCTHUM
XUIOTOHUYHUM nydeprMa 3aMCTa O0Jpa3 HUXOBE pasjUKe Yy OCMOTCKHUM
ocobHUHaMa.

be3 063upa Ha MojaBy Be3WKyJaldje, 6WiI0 je Moryhe aHa/IW3UpPaATH
6ybpere epuUTpOLMTa NPOTOYHOM LIUTOMETPHjOM y nydeprMa KOHLLEHTpaLHje 0/
139 mM ¥ HWKHAM KOHIeHTpalyjaMa. XHCTOTpaMH KOjA TMPHUKA3Yjy OJHOC
FSC/penatuBan yaeo henuja (%) n06ujeHu 32 10 /iBa y30pKa roBehux U CBUHCKUX
eputponura (cauka 29 u 30) y usoronmyHoMm nydepy (155 mM), nokaszanu cy
6UMOJa/IHy AUCTPUOYILMjy BeJIMYMHe YycjaelJ, OMKOHKABHOT 00JiMKa (IITO je
npejctaB/beHo Kao omncer R1 u R2 Ha caunu 28.). OuurnesHo je fa cy roBehu
EpUTPOLUTH MamU 0[] CBUICKUX epUTPOLUTa (IITO ce oApaxkaBa y MawuM FSC
BpeJHOCTHMA). XMIIOTOHUYHU Nydpepu cy KopullheHU ca LU/bEM Ja MPOY3PYKYjy
O6ybopemwe U Aajy cbepudHU 00JIMK hesvjama, YMMe ce eJIMMUHULLY Bapujalnuje y
FSC BpenHocTHMa ycsie[l 6UKOHKABHOT o6JiMka eputponurta [160]. Kao mTo je
NpUKa3aHO Ha cauly 29, ABa pelnpe3eHTAaTUBHA y30pKa roBehux eputpouura u3
KJaHAYHE KpBU (ca XeMaTOJIOIIKKMM MapaMeTpuMa yHyTap pedepeHTHUX
BpeJHOCTH), JaJu cy yHAGOPMHM o6pasal, NOHallakba HAKOH U3Jarama
epUTpOLMTa XUINOTOHWYHUM nydepuma. IlpomeHe o06sMKa pesyaTyjyhux
FSC/penatuBan yaeo hesndja xucrtorpamMa y oJpeheHUM XHUINOTOHUYHUM
nypeprMa ojjpaxkaBajy IpOMeHe OCMOTCKHUX CBOjcTaBa, 0Ji OybOpewa [0
dparmMeHTanyje Ha MaJie Be3ukyJie y nydepy koHueHTpauuje 80 mM y caydajy
roBehux eputponura. ¥ caydajy CBUBCKUX €epUTPOLIMTA M3 KJaHUYHE KpBH, [iBa
y30pKa ca XeMaToJIOUIKUM MapaMeTpuMa yHyTap pedepeHTHUX BpPELHOCTHU
(cnuka 30) Hucy pana yauupopmHe FSC/penatuBan yaeo henuja xucrtorpame. lllta
Buille, xuctorpamu FSC/penatuBaH yzaeo henuja y oaroBapajyhum XunoToHUYHUM
nypeprMa HUCY NOKa3uBaJIU O0yopemwe. PparMeHTalyja CBUIbCKUX EPUTPOLUTA je
npuMehena Beh y nydepy koHuentpanuje 109 mM, yume je jowr jegHOM
notBpheHa Beha ocMoTCKka (QparuHOCT CBUHCKUX EPUTPOLMTA y OJHOCY Ha

roBehe eputponuTe.
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Cauka 29. Ilpomene y FSC epedHocmuma zosehux epumpoyuma ca
onadajyhum KoHyeHmpayujama Hampujym-gocgpamuoz/NaCl nygepa.
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Cauka 30. IlpomeHe y FSC epedHocmuma
onadajyhum KoHyenmpayujama Hampujym-gpocgpamuoz/NaCl nygpepa.
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Y nurtepatypu je Beh omnucaHa ycnemHa HOpuUMeHa MeToJZle HPOTOYHE
IUTOMETpHUje 3a oJipehrBame 06/1MKa EpUTPOLUTA Yy U3BOTOHUYHUM yCJI0BHUMA NPU
pa3/IMYUTAM MNaToOJOWKUM cTakbuMa [159]. [lo mpeyseToj mpouenypu Kojy cy
onvcaau Piagnerelli u capaguunu [159], uspayyHaTH HHAEKCH CHPepUUHOCTU
usHocuiu cy 1,58+0,08 u 1,67+0,08 pecnneKTUBHO 3a Y30pKe CBUHCKHX U roBehux
EepUTPOLUTA ¥ UB0OTOHUYHUM yciaoBuMa. [lopes Tora, onucana Mmetoga Piagnerelli
U capagHuka [159] moaudukoBaHa je, M3pauyHaBambeM HHJeKca CHepuuHOCTH
HaKOH UHKy0alluje epuTpoLMTa Yy XMIOTOHU4YHe nydepe.

OnucaHu wuHAeKcH coepudHocTH ofapeheHu 3a omcere R1 u R2 y
XUIIOTOHUYHUM nydpepuMa mnopeheHH cy ca pe3yaTaTuMa TecTa OCMOTCKOT
O0yopewa [J0O0UjeHMM MUKPOXEMAaTOKPUTCKUM TecToM [147] 3a HaBeaeHO
nopehemwe, uHJAEKCH CHEPUUHOCTU AO0OUjeHU Yy U30TOHUYHOM MNydepy y3eTU cy
Kao jeAMHU4YHa BpeAHOCT. Kopesanyja pe3ysiTata npukasaHa je Ha caunu 31 A u
B, 3a roBehbe U CBUIbCKE epUTPOLUTE peCNEeKTHBHO. Y cjayyajy rosehux
eputpoyura (civka 31 A) uHaekc 6yopewa oapeheH MUKpPOXEMATOKPUTCKOM
MEeTO/IOM je y BUCOKOj KopeJsialliju ca UHJeKCMMa o/ipeheHrM MeToJIoM MpPOTOYHE
nuroMmeTtpuje: 3a Hct:R2/R1 r=0,84, p <0,05, 3a Hct:R1/R1 r =0,95, p < 0,01, 3a
Hct:R2/R2 r =0,83, p <0,05. 3a y30pak CBHUICKMX €pPUTPOLIMTA, HUje IOKa3aHa
CTaTUCTUYKM 3HauyajHa KopeJsanyja u3Meby wuHAekca ojapeheHuM JBeMa

HaBeJeHUM MeToJaMa (cauka 31 B).
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Cauka 31. UHOekc 6ybpersa 2osehux (A) u csursckux (B) epumpoyuma odpehen
MUKPOXeMamoKpumckom memodom npema npoyedypu Vitvitsky u capadHuka
[147] (pe3ayrmamu cy npedcmag/beHu Kao cpedrse 8pedHocmu + cmaHdapoHa
degujayuja nem ekcnepumeHamad) U NPOMOYHOM YUMOMEMPUJOM Nnpemda
MmodugukoeaHoj npoyedypu Piagnerelli u capadnuka [159] (pesyamamu cy
npedcmas/beHU Kao cpedrbe g8pedHocmu * cmaHdaHdapdHe desujayuje mpu
ekcnepumeHma,.
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5.4. JOBUJABLE EPUTPOLUUTHUX AYXOBA U3 OTIHAAHE
KJIAHUYHE KPBU 'PAZIYVAJTHOM XEMOJIN30M

Y cnepnehoj rpynu ekcnepuMeHaTa M3BpIIEHO je AePpUHUCAHE KUHETUKE
OTHylITaka XeMOIJIOOMHAa U MpeBohewa epuTpoLUTa y “AyxoBe” MpolecoMm
rpajlyajlHe XUIIOTOHUYHE XeMOJIM3e, Ka0 M KapaKTepusalyja A00UjeHUxX AyXO0Ba,
ca uWheM yTBphuBamwa /ia Jid ce y ONMCAaHOM MPOIeCy 3aUCTa JI0OHjajy HUHTAaKTHE
MeMbOpaHe Koje je Moryhe KOPUCTUTU 32 UHKAICyJaLHjy OGUOJIOIIKH aKTUBHUX

CYIICTaHLIY.

5.4.1. JUHAMHWKA OCJIOBABAKHA XEMOI'JIOBUHA U “ITIPEBOBEKBA”
FTOBEHUX U CBUEBCKUX EPUTPOLUTA Y ,AYXOBE“ TIPOLLECOM

'PAAYAJTHE XEMOJIU3E

Y oBOM paay cy 6esid epUTPOLMTHU AyXOBU (MeMOpaHe epuTpouuTa 6e3
WIM ca MaJioM KOJIMYMHOM pe3W/lyaJlHOT XeMOrJI06uHa), J06UjeHH MOCTYNKOM
rpajlyajlHe XWUINOTOHWYHE XeMOJIU3e, KOju MoJpa3yMeBa MOCTENEHO yBohemwe
XUIIOTOHUYHOT nydepa 3a xeMoJiu3y y cycneH3ujy henuja (cauka 23). Kao nydep
3a xemouiu3dy kopuitheH je 35 mM NaCl/Na-pocdatHu nydep 3a koju je y
NpeTXO0/HUM aHa/ii3aMa M0Ka3aHo Ja A0BoAMu Ao xemoususe > 90% u roBehux u
CBUIbCKUX epuTponuTa (cauka 27). [pagyasiHa xeMoJiM3a M3BeJieHa je ca BeJIMKOM
3anpeMuHoM eputponurta (100 ml) Tokom 30 min npu npoTtoky nydepa oxa 300
ml/h. Pesystatn Mepewa napaMeTapa Ha OCHOBY KOjuX je nmpaheH TOK rpaayaJjiHe
XeMOJIU3€, IpepayyHaTHU Ha peJlaTUBHY Asso XeMoJsin3aTa (As4o0t/As40max) TPaPUIKHU
Cy npHKas3aHu Ha caunu 32. Jlo6ujeHe KpUBe 3aBUCHOCTH CTeleHa XeMOJIM3e Of
BpeMeHa (IpepayyHaT npeMa jeJHAYUHU 6) 3a roBehe U CBUHCKE €pUTPOLUTE
MMaJjie cy curMmoujiaziaH o6JiuK (cavka 32). XeMoJiu3a, 0JHOCHO eKCTpalelylapHU
XeMOTIJIOOWH JleTEKTOBaH je y 3. MUHYTY Ko/ 06a y3opka eputpouuTta. Unak, 50%
XeMoJiM3e MOCTUTHYTO je y 14. MuHyTy 3a rosehe um 10. MUHYTY 3a CBUHCKE
eputpouure. [oBehU epUTPOLUTHU Cy KOMILJIETHO JIM3UPAHU HAKOH 27 min, IITO je
0/iIr0oBapaJio KOHIEHTpalyju nydepa y cuctemy oJ; 74 mM (mpepadyHaTo mpema
jenHaunnu 7). [Ipouec rpajiyasiHe xeMoJiv3e 3a CBUKCKE ePUTPOLIUTE 3aBpILEH je
y 21. MUHYTY, IITO je oAroBapasjio KOHIeHTpaluju nydpepa y cuctemy o 80 mM
(npepadyyHaTo npeMa jefHauuMHU 7). OBU pe3ysaTaTd MNOTBPAWIM Cy Halle

npeTXo/iHe pe3y/TaTe 0 Behoj 0CMOTCKOj OCET/bUBOCTH CBUHCKUX E€PUTPOILIUTA,
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6e3 063upa Aa JId Ce epUTPOLUTH MOCTENEHO/TpajyajlHO WJIU HAIJIO U3JIAXKY
XUMIIOTOHWYHUM nydpepuMma. [Iponec rpazyaiHe XUIIO TOHUYHEe XeMoJiM3e NpaheH je
U KpO3 CMameme 6poja epuTpOLUTa, Kao LITO je mMpuKazaHo Ha cauuu 33. bpoj
hesuja TokoM npoleca rpaZya/iHe XeMoJIM3e ONaJlao je y CTelIeHU4acTOM TPeHJY,
IITO je OWIO BHUlLIe H3pakeHO 3a rosebe epuTpouuTte. TpeHA cTemeHacTor
CMamuBaka 6poja epUTponuTa 6MO je jolll jeiHA MOTBP/AA MOCTOjakba pPa3JIUKe Y
OCMOTCKOj 0CeT/bUBOCTH U3Mehy roBehux M CBUHCKUX ePUTPOLMTA TOPEK/IOM U3
KJIaHWYHe KPBHY, aJlU U NIOTBP/JA Jia Ce NpoLec XeMOoJIu3e 0CTBapyje KOMIIJIEKCHUM
MexaHHU3MOM. MU3MepeHa ocMoJsiapHOCT GUHAJHOT XeMoJiu3aTa M3Hocuia je 0,141

osmol/kg 3a roBehe eputpouute u 0,149 osmol/kg 3a cBUCKe epUTpOLIUTE.

1.0 4 ° roBehu eputponuTH 8 - 160
® CBHILCKH €PHTPOLHTH

e

= 140

CreneH xemo.inse (%)

- 80

KoHueHnTpauuja nydpepa (mM)
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Cauka 32. BpemeHcka 3asucHocm ocsio06abarba Xemo2/106uHa MOKOM
epadya/siHe XUunomoHuU4He xemo/u3e 208ehux U C8UHCKUX epumpoyuma.
Tauke npedcmassvajy cpedry 8pedHocm + cmaHdapoHa degujayuja mpu
Y30pKa; AuHuje npedcmas/bajy gumosaHe Kpuee, (x) — npepadyHame
8pedHOCMU KOHYeHmpayuje nygepay cucmemy
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Cauka 33. BpemeHcka 3asucHocm 6poja heauja mokom epadyasnHe
XUnomoHuyHe Xxemosu3ze 2oeehux u ceursckux epumpoyuma. Tauke
npedcmassbajy cpedrwy epedHocm * cmaHdapoHa desujayuja mpu y30pKa;
JAUHUje npedcmassbajy umosaHe Kpuee, (X) — npepavyyHame gpedHocmu
KOHYyeHmpayuje nygepa y cucmemy

[locTenenu npesiazak epUTPOLMTA Y ePUTPOLIUTHE AYyXOBe TOKOM Ipoleca
rpajyajlHe  XUIOTOHMYHE XeMoJsu3e TnNoTBpheH je  ¢$a3HO-KOHTPACHOM
MUKPOCKONHjoM (cuKa 34).

Mukporpaduje 3a o0b6a y3opaka epUTpPOLMUTA HalpaB/beHe Cy Y
fiebUHUCAaHUM BpeMEeHCKUMM HMHTepBa/iMMa Mpoleca rpajyajaHe XeMoJIu3e KojuMa
oAroBapajy ojapeheHe KoHUeHTpauuja nydpepa y cucteMy (mpema jeJHAQUYUHU 7) U
T0: 1) 4 min/130 mM, 2) 6 min/120 mM, 3) 9 min/105 mM, 4) 18 min/84 mM u 5)
26 min/75 mM. Kako cagp>xaj xeMorJio61Ha y epUTPOLUTHMA YMHU Jla Ha pa3HOM
KOHTpacTy hesiuje uU3ryeajy Kao CBeTJIe, jaCHO Ce MOXKe Ce YOUUTH Jla je Ha Kpajy
npoiieca rpaayajHe xemoJsin3e BehMHa roBehux U CBUHCKHUX €PUTPOIUTA U3
KJaHAYHE KpBH, 'TNpeBeJleHa" y HHTaKTHe MeMOpaHe 6e3 xemorsioouHa. Ha
OCHOBYy pe3yjaTaTa [J00OUjeHHMX M3 TecToBa OCMOTCKe (parujHoOCTH,
NPEeTNOCTaBWIM CMO I[OCTOjakbe OCMOTCKM pPa3/JMUUTO OCET/bUBUX ¢pakliuja
epUTPOLUTa Y OKBUPY y30paKa epUTPOLUTA [J0OHjeHUX U3 roBehe U CBUIbCKe
KJaHUYHe KpBU. ®asHO KoOHTpacHe MuUKporpaduje Koje cy MoKasaJe

KOHCEKYyTHBHe MOpPQOJIOIIKE MPOMEHe ePUTPOLUTA [0 E€PUTPOLUTHUX AyXOBa
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TOKOM IIponecCa rpaayajiHe XxeMoJin3de, moTBpaunjae Cy HOCTOjaI—be €pUTpOoLHUTa Ca

pa3/iIndMUTOM OCMOTCKOM OCBTJ]:»I/IBOI.LIhyy o6a Y30pKa HCITUTUBAHUX €PUTPOLNUTA.

Cauka 34. @asHo koHmpacHe Mukpozpaguje Mop@PoaoWKUX NPOMEHA
epumpoyuma u3 (A) 2oeehe u (b) ceurcKke KAaHU4He Kpsu u dobujare
epumpoyumHux dyxoea MOKOM 2padyaqHe XUNOMOHUYHE XeMOJU3e.
Muxkpozpaguje cy dobujeHe HakoH: 1) 4 min, 2) 6 min, 3) 9 min, 4) 18 min
u 5) 26 min Kojuma odzosapajy koHyeHmpayuje nygepa od 1) 130 mM, 2)
120 mM, 3) 105 mM, 4) 84 mM u 5) 75 mM; Yeeharse x400
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5.4.2 MOP®OJIOIIKA U BUOXEMHUJCKA AHAJIN3A IYXOBA JOBUJEHUX
'PAAYAJTHOM XUIIOTOHUYHOM XEMOJIN30M

['oBehu ¥ CBHICKY epUTPOLIUTHHU [[yXOBHU U30JI0BaHU IPOLIECOM I'pajlyasiHe
XUINOTOHUYHE XeMOJIM3e OKapaKTepPUCAaHU CYy Y CMUCIY OHUX MOPQOJIOMIKUX U
O6MOXEeMMjCKHUX CBOjCTaBa OJi 3Hauyaja 3a MOTeHLHjaJIHy MHKAICyJalHjy aKTUBHe
CyICTaHUe, OJHOCHO yTHLA] Ha AUQY3UOHH M IMOJEOHU KOoe(PUIUjeHT
NOTEHIYjaJIHO HWHKAIICyJIMpaHe aKTHBHe cyncraHue. OBa rpymna HCIUTHBamba
obyxaBaTw/a je: yTBphuUBame JeTa/bHUX TONOrpadCKUX KapaKTepUCTHKA, Kao
IUTO Cy OOJIMK, BeJMYMHA M XpamnaBOCT, yTBphuBamwe pacnojesie BeJUYHHE,
UCIIUTUBaKkbe NPOTEHWHCKOr cacTaBa, CaZipXkaja XoJiecTepoJia M peopraHUsalyje
JIMIUAHOT JBOCJOja JOOMjeHHX epUTPOLMUTHHUX JyXOoBa M3 rosehe M CBUICKe

KJIaHW4YHE KPBH.

5.4.2.1. Ckenupajyha enekmpoHcka Mukpockonuja

Jetaban yBUJA, y MOPQOJIOTHjY HHTAKTHUX TOBEHUX U CBUHCKUX
epUTPOLIUTA U EPUTPOLMTHUX JyXOBa J06MjeHUX rpajlya/JHOM XeMOJIM30M, 61O je
oMoryheH nmpuMeHOM cKeHHpajyhe eseKTpoHCKe MUKpockonuje (ciauka 35). Ha
ciuuu 35 A u B, npukasana je Mukporpaduja roBehux U CBUEBCKHUX €pUTPOLUTA
U3 KJIAaHUYHe KPBU Kao CTapTHOT MaTepujaJjia 3a Jjo6ujabe epUTPOLUTHUX AYX0Ba.
Behuna rosehux epurpouura umazna je 06JMK OWKOHKAaBHOTI JMCKa, Maja Cy
yOUeHU W epUTpPOLUTH 3Be3gacTe Mopdosordje. [IpucyctBo epuTpouuTta
pasnuyute MopdoJsoruje (MOUKUIONKTO3e) y mepudepHOj KpBU TroBeja je
HOpMaJIHa KapaKTepUCTUKA €PUTPOLUTA OBUX >KUBOTHHA. CBU €PUTPOLUTHU U3
KJIaHW4YHe KPBHU CBHIbA MUMaJIM Cy 3Be3/acTy (eXMHOLUTHY) MopdoJoryjy (cauka
35 B). OBakBa MopdoJiordja epuTPOLUTA CBUbA He Tpeba ce TYMAayUTH Kao 3HAK
aGHOpPMAJIHOCTH epUTPOLUTA JAaTOr y30pKa, uMajyhu y BuAy Aa cy U3MepeHH
napaMeTpU epUTpoLUTa OWJIU y OKBUPY pedepeHTHUX BpefHOCTH. OBakBa
exXMHOIlMTHA Mop¢oJioTHja MNpeJcTaB/ba yobuyajeHU apTedaKT y pYyKOBawby
CBUICKOM KPBJbY, U jaB/ba Ce HAKOH H3/1arakba OBUX €epUTPOLUTA aTMOCHepPCKOM

KHCEOHUKY [162].

90



Hoxkmopcka ducepmayuja Heana T. Kocmuh

Cauka 35. FE-SEM mukpoepaduje 2oeehux epumpoyuma (A), 2o0eehux
epumpoyumuux dyxoea (Bb), ceurckux epumpoyuma (B), u ceurCcKux
epumpoyumuux dyxoea (T).

Mopdosonmika aHa/u3a [J0OHjeHUX EPUTPOLUTHUX JAyXoBa 00e BpCTe
OTKPHMBA 3Ha4yajHy AUCTOP3Hjy OJ €EPUTPOLUTHOT 06JIMKA U U3MEHEHY TEKCTYypY
NOBpIIMHE Ca H3paXXeHUM HabopuMa MeMOpaHe M IMOCTOjaleM OpOjHUX
mHBarvHanuja (civka 35 b uI'). Unak, Behu feo noBpuivHe 6e3 UHBAarvHaluja je
yo4eH Ko/, roBehuX epUTPOLUTHUX [yX0Ba y 0/AHOCY Ha CBUbCKe. Hamu pesynatu
aHTUNpoTeuH GocHOTUPO3WH MMYHOOJI0TA (HENMyOJIUKOBAHU) Cy MOKa3alu Ja cy
MopdoJiolIKe MpPOMeHe JyXOBa epuUTpouuTa o6e BpcTe mnpaheHe 0/CyCTBOM
dochopunanyje THUPO3MHA Y CacTaBy TpPaHCMEMOPAHCKUX /IIUTOCKEJTETHUX
NpOTeuHa, WTO HJe y Npuaor TBphewy aAa cy oBakBe MOpPQOJIOIIKE MPOMeHe
nociaeauna "uypewa" ATP-a Tokom xemosimze [163]. Tlopehewem mosia3HUX
epuTpoLUTa U pe3ysaTyjyhux AyxoBa y ciaydajy oba ucnuThBaHa y3opka, FE-SEM
MUKporpaduje ykasase cy Aa NOCTOjU caMOo 6J1aro CMakbewe MpoceyHe BeJUYrHe

Jl00MjeHrX lyX0Ba y 0JJHOCY Ha IoJia3He eputponute (cauka 355, T).
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5.4.2.2. Meperoe u pacnodena senuyuHe 208ehux U c8UHCKUX epumpoyuma u dyxosa
Memodom sacepcke dugpakyuje

Y cBojcTBa MaTepwujasia kKoja ozpehyjy Aa Ju ce jefaH MaTepujaJ MOXKe
NPUMEHHWTH 32 MHKAICYy/1alujy akTUBHHUX CYIICTAaHIM CNa/iajy U BeJIMYMHA YeCcTrLa
M YHUPOPMHOCT pacnojesie 4yecTuna. 360r jeJHOCTABHOCTU U MPELHU3HOCTH,
MeToJia aHajau3e JUdpakiiyje JlacepcKe CBETJIOCTHM HAa 4YecCTUIlAMa je MpHUMapHa
MeTo/la 32 UCHUTHUBAkbe pacnojiesa BeJUYMHA y AUCIEpP3HUM cucTeMuMma [164].
TunuyHe KpuBe pacnojesie BeJUYHHE M0 Opojy MOJIA3HUX EepUTPOLUTA U
Jl00VjeHuX epUTPOLIMTHUX JIyXOBa 3a 06a y30pKa KJIaHWYHe KPBU NIPHKa3aHe Cy Ha
ciuny 36, H3BeJleHM CTAaTUCTUYKMA NapaMeTpu  pacnojesie  BeJUYUHe
aHaJIM3UpaHUX y30paKa NpUKa3aHu cy y Tabesu 9.

Ha ocHoBy mnpukasaHux pesyaTata (cauka 36, Tabesa 9) Moxe ce
3aKJby4YWTH, Jja Cy roBehH epUTPOLUTH Mamwer JujameTpa o[, CBUHBCKHUX. OBa
MeTO/Zia je MOKasaja [a Cy epUTPOLUTHU AYXOBU 00e >KUBOTHUHCKE BPCTe OWIU
He3HaTHO MamHu (32 camo 10%) ojJ HHTaKTHUX epuTpouurta. [lopes Tora,
pacno/jiesia BeJIM4UHe J00UjeHUX EPUTPOLMTHUX JlyXOBa O61JIa je NpUOJIMKHO UCTa

3a 06a TUIa UCIUTUBAHUX epUuTpOUUTa U3 KJIaHUYIHE KPBH.

roBehH epuUTPOIUTH

——— roBelju epUTPOLIUTHH JYXOBH
< CBUHCKH €PHUTPOLMTH
T \ *== CBHIbCKH €PHTPOLHTHH YXOBH
0.8 4

0.6
0.4

0.2 4

HopManusoBaH 6poj yecTuua

0.0 4—=

L B . B B N R R B AR RN ELELERLY LLLLLLLL L

1 2 3 4 5 6 7 8 910

IMpeynuk (pum)
Cauka 36. Pacnodena seauvuHa 2ogehux u C8UHCKUX epumpoyuma u

epumpoyumuux dyxoea dobujeHux npoyecom zpadyasHe Xxemo.Jus3e,
ducnepzosaHuxy u30moHuyHom PBS-y
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Ta6ena 9. Cmamucmuuku napamempu pacnodesie 8eauvuHe 208ehux U c8UHCKUX
epumpoyuma u epumpoyumHux dyxoea do6ujeHux npoyecom 2padyanHe Xemoau3e

CTaTUCTUYKH NIapaMeTpH pacnojesie BeJIMYMHE ePUTPOIUTA U EPUTPOLMTHUX AYXOBa
(um)?
ToBebhu CBUHCKH
epUTPOLUTH epUTPONUTHHA e€pUTPOLUTH €PUTPOIUTHHU
JAYXOBU IyXOBU

d(N, 0,1)¢ 2,45 +0,01 2,17 £ 0,02 2,77 £0,03 2,65 + 0,04

d(N, 0,5)¢ 3,32 £ 0,02 2,89 £0,02 3,69 £ 0,03 3,44 £ 0,04

d(N, 0,9)¢ 4,60 + 0,02 3,95 +0,03 5,04 + 0,04 4,62 + 0,04
Pacnogena 0,65 0,01 0,62 £0,01 0,62 +0,01 0,59 £0,01
BeJINYUHEE

a Pe3ay/iTaTH TPU e€KCIepUMEHTa Cy NpUKa3aHW Kao Cpefilbe BPEAHOCTH *+ CTaHJapJHA
JeBUjalja

60Baj mapameTep ykasyje Ha 10., 50. (cpeamwu) 1 90. nepUeHTHUII.
s[lapameTap KoOju yKasyje Ha Aucnepsujy nogartaka, gebpunucanux kao (d(N, 0,9)-d(N,
0,1))/d(N, 0,5).

5.4.2.3. Hcnomasare ocghamudusicepuHa HA NOBPWUHU MeMOpaHe CEUHCKUX U
2osehux epumpoyuma u dyxoea dobujeHux 2padyaaHom XemoAUu30M

[lo3HaTo je Aa u3narawe epuUTpPOLUTA OCMOTCKOM cTpecy (Tj. xumep- Wiu
XUINOTOHUYHUM YCJI0BUMA) M OKCHJATUBHOM CTpecy MoOe [JIOBEeCTH /[0
ucnoJ/baBatba Qocdosunuga dochaTUAUICEpHHA HA CHOJ/bALIOj CTPaHU
MeMOpaHe [3, 165], Koju ce HoOpMaJIHO HaJla3d HA YHYTpPAIIHOj CTpaHU MeMbpaHe
eyKOPUOTCKUX hesvja. YTHUaj rpagyaqHe XWUINOTOHUYHE XeMOJIM3e Ha
peopraHu3anujy JIMOWAHOT JIBOCJAOja MeMOpaHe ToBehUX U  CBUHbCKHUX
EPUTPOLUTA AaHAJIM3UPAH je MPOTOYHOM LIUTOMETPHUjOM Ha OCHOBY UHTEH3UTETa
Be3WBama (QJyopeclleHTHO obeJsieXXeHOT TNpOTeMHa aHeKcuHa V Koju ce
cnequdUIHO Be3yje 3a pochaTUIUICEPHH.

Ha ocHoBy po6ujeHux pesysartata (ciavka 37) BesuBawa FITC-om
00eJie)KeHOT aHeKCHHa V JIeTeKTOBaHe Cy pa3/IMKe y O04YyBaHOCTH CTPYKTYype
JIMIIUAHOT JBOCJ0ja HA HUBOY CBUHKCKHUX M ToBehHX epUTPOLMTA, KAo MOJIa3HOT
MaTepujaja 3a Aobujambe AyxoBa eputpouuta. Haume, roBehu epurpouutu HUcy
Be3UBaJIM aHEKCHUH V, JIOK je y C/Iy4ajy CBUKCKUX €pPUTPOIMTA JeTEKTOBAHO OKO
6% MO3UTHUBHUX henuyja, Tj. henuja Koje uMajy HEKaKBa
omrtehewa/peopranrsalnujy Ha HUBOY JIMIIUAHOT BOCJI0ja MeM6b6paHe. AHa/IM30M

€PUTPOLUTHUX JyXOBa JOOHjeHUX IpaZiya/lJHOM XeMOJIM30M, NOKAa3aHo je Ja je

93



Hoxkmopcka ducepmayuja Heana T. Kocmuh

50% cBumckux, U camo 20% roBebux ayxoBa Be3uBasio aHekcuH V. OBakaB
pesyJTaT IOKa3ao je Ja rpajya/lHa XeMoJiM3a JOBOAY [0 peopraHusanuje
JIMIIMUJHOT JIBOCJIOja, a Jia je CTelNeH peopraHu3aliyje JUOUAHOT JBocjoja (Tj.

omtehewa MeMOpaHe) BehU Ko epUTPOLIUTHUX AYXOBa CBUibA.

0.006 - — rosehu epuTpouuTH
‘ — roBehu epUTPOLUTHYU AYXOBU

0.005 -/

“ CBUHbCKU €pUTPOLUTH

0.004 - ' —  CBUICKH €PUTPOLUTHH JYXOBU

0.003 -

0.002 A

Yneo hennja

0.001

0.000
200

HNHTeH3uTeT Be3aHOr AHeKCcHMHa V

Cauka 37. Be3usarwe ¢hs1yopecyeHmHo obesnedxceHoz aHekcuHa V 3a
2oeebe u csurbcke epumpoyume u epumpoyumHe dyxoge dobujeHe
2padyasnHom  xemoau3soMm. Bepmukaana auHuja npedcmassea
2paHuU4Hy epedHocm 3a Hecneyu@duyHy g.1yopecyeHyy

5.4.2.4. AHaauza npomeuHckoz npouaia MembpaHa epumpoyuma u3 KA1aHUu4He Kpsu
dobujeHux 2padyaaHoM XemoAU30M

Y JuvTepaTypu IHOCTOje moJauy Ja oJpeheHU mnapaMeTpu OCMOTCKe
xeMoJsiu3e (HOp. BpcTta nydepa U JojAaTaKk HyTpUjeHaTa) MOTY YTHLATH Ha
NPOTEUHCKU cacTaB Jlo6ujeHMX MeMb6paHa [166]. EdekaT kopuimheHor npoueca
rpajyajlHe XeMoJiM3e Ha MPOTEHWHCKU CaZp:Kaj M30JI0BAaHUX TOBehHHX U CBUHCKUX
MeMOpaHa epUTpoLUTa, aHanu3upaH je SDS-PAGE-oMm y peAyKIIMOHUM yC/10BHUMA.

SDS-PAGE ananuza (cauka 38) mokasajia je Jla ce HAaKOH TpaayasiHe
XUIIOTOHUYHE XeMoJiu3e ToBehUX UM CBUICKUX epUTpPOLUTA y J00HjeHUuM
JlyXOBUMa [ieTeKTyjy CBe [JlaBHe NpPOTeUuHCKe (Qpakiyje KapaKTepUCTUYHE 3a
MHTaKTHe MeMb6paHe epuTponuTa (o cnekTpuH (240 kDa), B cieKTpUH U aHKHUPUH

(220 kDa), 6enp 3 (95 kDa), 6enp 4.1 (80 kDa), 6enp 4.2 (72 kDa); aktun (43 kDa),

94



Hoxkmopcka ducepmayuja Heana T. Kocmuh

ravuepangexun-6-pocoat gexugporenasa (35 kDa), cromaTUH-TponoMuo3uH (27

kDa), nepokcupeaokcuH (22 kDa) u peiykoBaHH r106uHCKU iaHM (16 kDa)).

a
6 -180
B -115
r -82
bif :
S e -64
-49
b o — ”
& -37
X
-26
3 R
-19
-15
N omr——
1 2

Cauka 38 SDS-PAGE epumpoyumHux dyxoea dobujeHux 2padyanHom
XeMOAU30M c8UrCKUX (nuHuja 1) u zoeebux (nuHuja 2) epumpoyuma. (a)-a
cnekmpuH, (6)- cnekmpuH u aHkupuH, (8)-6eHd 3, (2)-6eHd 4.1, (0)-6eHO 4.2;
(h)-akmun, (e)-enuyepandexud-6-¢pocpam dexudpozeHasza, (dHc)-cmomamuH
mponoMuo3uH, (3)-nepokcupedokcuH, u (u)-pedykosaHu 2n106UHCKU AAHYU.

[Ipouec rpasyanHe xeMoJiM3e ¥ OBOM pajy, IPOjeKTOBaH je ¥ ONTHMU30BaH
TaKo Ja ce U3BpPLUIM MaKCUMaJIHO UCKopulihewe MNOTEeHLMjasa epUTPOLUTA M3
OTHAJiHe KJIAaHUYHe KpBHM, OJHOCHO Ja ce Jo06uje npedyumiheHM HHTAKTHU
XeMOIJIOOMH ca MaKCMMaJ/IHUM NPUHOCOM U Jia Ce 04yBajy MeMOpaHe epUTPOLUTa
Kao TMOTeHIYjaJJHU HOCAauyu OHOJIOLIKM aKTUBHUX CylcTaHUu. W mnopep
ONTHMHU30BaHOI H360pa mnydepa KOjUM Ce MOCTIKE MaKCHMMaJaH CTeleH
XeMoJIh3e, pe3ujlyaJlJHA XeMOIJIOOWH Yy MeMOpaHM epUTpOLUTa je HeusbexxkHa
N0jaBa HAKOH Mpolieca XeMoJIu3e, aJldi MOXKe GUTH U KOPUCTAH MapKep CTeleHa
OKCHJAATHBHUX oliTehewa eputpouuta [167]. PenaTuBHa KOJIMYMHA 3a0CTaJIOT
XeMOIJIOOMHA y JA00UjeHUM roBehuM M CBUHCKUM EPUTPOLMTHHUM JAYyXOBHMa
npolecoM rpajiyajHe xeMoJsuse (M3pakeHa Kao OJHOC As4 M XeMaTOKpHUTA) je
npukasaHa y Tabeau 10. PesaTuBaH cazapkaj 3aocTajor xeMorJo6uHa y

CBUHbCKHM €PUTPOUUTHHM [AYyXOBHMaA je mecT mnyTa Behu Yy OAHOCY Ha FOBebe
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epUTPOLUTHE AyXOBe A00HjeHe MCTUM MOCTYNKOM rpajiyajlHe XeMoJIU3e, I TO je
010 UHAMpPEKTaH NoKa3aTe/b 0 BeheM cTeneHy omtehewba CBUBCKUX Y OHOCY Ha

roBehe epuTpoOIUTHE AYXOBE.

Tabena 10. PenamueaH cadpicaj 3aocmasoz Xxemoz/n06uHa y 2osehum u
CBUFCKUM epumpoyumHum Ayxo8uma 000UjeHUX npoyecom 2padyasaHe
xemosu3e

3aoctras Hb y epuTpouMTHUM AyxoBUMa*
(Asa0/Hct )

CBMICKH AYyXOBU 0,30 £ 0,05*

T'oBebu ayxoBu 0,05 +0,01

*uspasicen kao As4o HOpMANU308aH HA 8pedHOCMU XemMamokpuma.
BpedHocmu cy npedcmassbeHe kao cpedrwe + cmandapoHa desujayuja; *p<0,05,
cmamucmu4Ku 3Ha4dajHa pasauka usmehy 208ehux u cBUFCKUX epumpoyumMHUX dyXoed

54.2.5. AHanusza cadpixcaja xosnecmeposaa y dyxoguma 208ehux U CBUHCKUX
epumpoyuma dobujeHux 2padyanHoM XemoaU30M

JlunugHu 1npodua  epUTPOLUTHUX JyXOoBa J0OUjeHHMX TIpajyaJHOM
XeMOJIM30M HMje aHa/IM3upaH y LieJIMHY, Beh Kpo3 HCIUTHUBame cajprkaja OHMUX
JIMIUAHUX KOMIIOHEHaTa Koje Cy OWTHe 3a NpPUMeHy JyXOBa 3a OTIyLITame
OMOJIOIIKH aKTUBHUX CYNCTAHLM. TaKo je of IMIHUAHUX KOMIIOHEHTH aHaJIU3UPaH
X0JIeCTepoJI, OJHOCHO HWCIIMTUBAH je YTHUIAj rpajyaHe XeMOJIM3e Ha HeroB
caZpxaj y ¢pUHAJIHUM epUTPOLUTHUM AyxoBHMa. KoHIeHTpanuje XoJiecTepoJia
oApebeHe y nosia3HUM epUTPOLUTHUMA U pe3y/TyjyhuM AyXOBUMA, IPUKA3aHU Cy
Ha cavduu 39. JacHO ce MOKe yOUMTH Jla HUje OWJIO 3HavajHe pasJjiuKe y caapkKajy
X0JlecTepoJia ToBehUX U CBUCKHX epUTPOLUTA U J0O6UujeHuX AyxoBa. KOHKpeTHO,
Bulie o 90% xosiecTeposia NPUCYyTHOT Y MHTAKTHUM €pUTPOLMTHUMA roBeJia U
CBMIbA je 33JipKaHO Yy EepUTPOLMTHHUM JyXOBHMa J0OHUjeHHMM TIpajyaJlHOM

XUIIOTOHHUYHOM XE€EMOJIN30M.
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10 1q
# EpuTpouuTu

0.8 EpUTPOLUTHH OYXOBH

0.6

0.4

xosecrepo (g/L)

0.2

O'O -+
roeehn CBUEbCKH

Cauka 39. KoHyenmpayuja Xxosecmeposia y 208ehumM U CBUHCKUM
epumpoyumuma u  odzosapajyhum  epumpoyumHum  dyxoeuma

dobujeHuMm 2padyasHomM XunomoHUYHOM XeEMOAU3IOM

5.4.2.6. AHaau3a aHmuokcudamugHoz Kanayumema u JunudHe nepokcuoayuje y
dyxosuma 208ehux u ceUCKUX epumpoyuma 0obujeHux 2padyaaHom XemoAU30M

Y siMTepaTypu NocToje mojauu Aa Moryha omrehemwa MeM6paHe [0 KOjUX
Jl0J1a3U ycJie[] M3jlarakba epUTpoOLIUTa OCMOTCKOM CTpecCy, CMamyjy OTIHOPHOCT Ha
OKCHUJALUjy, OJTHOCHO HUXOB aHTUOKCHUJAATHMBHU KamauuteT [3]. Ha ciaunu 40,
NpUKa3aHU Cy pe3y/aTaTH A00HjeHr aHaJIU30M in vitro JTUNUJHe NepoKcuanyje u
AHTUOKCH/JIATUBHOT KalaluTeTa, TroBehUX U CBUICKUX €pUTPOLUMTA U
oJroBapajyhux JyxoBa [l00WjeHHX TrpajyajHOM XeMoJinu3oM. KoHueHTpanuja
TBARS 6una je 3HauyajHo Beha (p<0,05) y y30pKy CBUEbCKUX €PUTPOLIUTA Y OJTHOCY
Ha y3opak roBehux eputpouurta. Bpeanoctu TBARS pobGujeHe 3a pesysaTtyjyhe
epuUTpoLUTHe AyxoBe 6use cy 3HaTHO Behe on BpeaHoctu TBARS gobujene 3a
10JIa3He epUTPOLIUTE, aJiM je 3a 062 UCIHUTHUBAHA Y30pKa €PUTPOLUTHUX AyXOBa
(roBehu U cBUKCKH) Ta BpeAHOCT 6uia caudHa. Kao o je u ouekuBaHo, oZijpeheH
AHTHOKCHUJIATUBHU KalaluTeT ePUTPOLMTHUX JAyxXoBa oBe BpcTe (cauka 40)

M0Ka3ao je 06PHYTH TPEH/, Y OJHOCY Ha M0JIa3HEe ePUTPOLUTE.
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Cauka 40. TBARS epedHocmu u anmuokcudamusHu kanayumem epumpoyuma
u3 zoeehe u csurcCke KjAaHU4He Kpeu u odzoeapajyhux dyxoea dobujeHux
2padyaaHom xemoau3oMm. *aHmuokcudamueHu kanayumem odpeheH je FRAP
MemodoM U U3paxceH Kao wmo je onucaHo y nozaasmy 4.2.12; *p<0,05
cmamucmuyku 3HavyajHa pasauka y TBARS epednocmuma usmehy c8urCKux u
2osehux epumpoyuma; pezyamamu cy npedcmas./beHu Kao cpedrbe 8pedHocmu
+ cmaHdapdHa degujayuja wecm He3asuUCHUX eKchepumMeHama.

5.5. UHKAIICYJIALUJA DexP ¥ TOBEHE U CBUBCKE
EPUTPOUUTHE AYXOBE

Kako ©6Ou ce mnokasaja MNOTeHIMjaJHA MpPUMEHAa ONWCAHOr Mpoleca
rpazyajiHe XUIIOTOHW4YHe XeMoJiu3e, DexP je mnmpesvMMHUHapHO HHKANCyJWpaH y
roBehe U CBUIbCKE EPUTPOLUTHE JyXOBe, TaKO WITO je HaBeJeH JieK A0AaT y
HajMam0j KOHIeHTpalyju y paszama mnpoleaype onucaHe y noraasmy 4.2.13. Y
I[W/bY NOTBp/e npucyctBa DexP HakoH npeJiMMHUHApHE WHKAIICydalnyje y roBehe u
CBUHCKE EepUTPOLIMTHE [AyXOBe TrpaayajHOM xeMoJsu3oM wusBpuieHa je FTIR

dHaJIK3a.

5.5.1. UHOPALIPBEHA CIEKTPO®OTOMETPUJA CA ®YPUJEOBOM
TPAHC®OPMALIMJOM

[Topes noTBpze npucycrsa DexP HakOH NpesIMMUHApHE UHKAIICyJaLyje y
roBehe U CBHUIbCKe epUTPOLMTHE [JyXOBe TIpajyaJlHOM XeMOJIU30M, 0e3

ONTUMMU3AlMje MapaMeTapa UHKaICyalikje, ca HajMakbOM KOHIIEHTPALUjOM JIeKa,
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FTIR ananusoMm je yTBpheHa U xeMujcka MHTepaknyja jeka DexP U cTpyKTypHUX
KOMIIOHEHTH 00e BpCTe epUTPOLUTHUX AyxoBa. Ha ciaunum 41 npukasaHu cy
nobujenu FTIR cnekTpu HeuHKamncy/audpaHor Jieka DexP, mpasHux roehux u
CBUIbCKUX €PUTPOLUTHUX AYX0Ba U roBehUxX M CBUHCKUX epPUTPOLUTHHUX JyXOBa

ca uHKarncyaupaaum DexP.

B R it

ToBehu AyxoBH

M B

Y ="

CBUHCKHM AYXOBH

TpancmuTanca (%)

v —
4000 3500

T T T

T v T T ¥ T T T 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

TasacHm 6poj (cm1)
Cauxka 41. FTIR cnekmpu HeuHkancyaupaHoz DexP, npasHux 2osebux u

c8UFCKUX epumpoyumHux dyxoea u DexP uHkancyaupaHux 2zosehux u
CBUHCKUX epumpoyumHux dyxoeda

HekoJsiMko KapakTepUCTUYHUX Tpaka npuMeheHo je y CBUM aHa/IM3MpaHUM
CIeKTpUMa, aJi Cy Cce OHe pa3/IMKOoBaJle MO0 MOJIOXKAjy W UHTEH3UTeTy. Jaka
IUPOKA ancoprnipoHa Tpaka Ha 3430 cm'! je netekToBaHa yciaen O-H BuGpaiyja
caBUjamba U pacTesama y crekTpy yuctor DexP. Ananusza FTIR cnektapa o6a Tuna
EpUTPOLUTHUX JAyxoBa ykasajna je Ha C-H BubGpanuje pacresama
yI/beHOXU/IpaTHUX JiaHalla y npoTeMHuMa U ¢pochonunuauma (2852, 2872, 2925,
2960 cm'1), kao 1 Ha HeKe Tpake THUNH4YHe 32 docosunue, KOHKpeTHO P=0 Besy
(1236 cm'1), CHz nedopmanroHe BubGpalyje yrbeHOXUApPAaTHUX JjaHaua U C=0
Be3e Ha 0k0 1740 cm'1[168].

FTIR cnekTpu y3opaka roBehux U CBHUECKHX E€PUTPOLUTHUX JyXOBa ca
uHKancynvpaHuMm DexP mnokasanu cy ciaarawe ca '"fingerprint" peruoHom y
cnekTpy uyuctor DexP. ['1aBHu nukoBu DexP npumehenu cy Ha 854, 925, 1045 u
1453 cm! y cnekTprMa y3opaka roBehux U CBUECKHUX EPUTPOLMTHUX AyXOBa ca

WMHKarncyupaiuM DexP, anu cy 6Wiu MacKupaHU/MOMeEpPEeHHU ycJiel, UHTepaKLuja
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uMHKancyavpaHor DexP ca cTpyKTypHHM KOMIIOHEHTaMa epUTPOLMTHUX JyXOBa.
M3 FTIR cnekTpa DexP-nuHKancysiMmpaHux CBUHCKUX €PUTPOLIMTHUX AYyXOBa MOXe
ce BUJIETH /la je alCOpNI[MOHA TpakKa Ha 3429 cm'! momMepeHa Ka TasiacCHOM 6pojy
3408 cm'l, mTo ykasyje Ha M3pa)keHO MPHUCYCTBO BOJIOHWYHHUX Be3a. Y ciaydajy
DexP-uHkancyiMpaHux roBehux epUTPOLUMTHUX AyXOBa MOMepake HaBeJeHOT
IMKA Make je U3PaKeHO Ka TajacHoM 6pojy 3422 cmrl. [lpumeTtaH je mojauyaH
WHTEH3UTeT Tpaka Ha 2852 u 2925 cm'! u pactyhu UHTEH3UTET OJlHOCA TpaKa
2852/2925 koj 06a ucnuTHBaHa y30pKa ca uHKancyaupaHuM DexP. Unak, Beha
CIMYHOCT ca "fingerprint" pernoHoM cnekTtpa yuctor DexP 6usa je nokasaHa koz

DexP-nHKancyJMpaHux CBUKCKUX EPUTPOLMTHUX JyXOBa.

5.5.2. KBAJJUTATUBHA U KBAHTUTATUBHA AHAJIU3A DexP
MHKAIICYJIMPAHOT ¥ TOBEDBE U CBUILCKE EPUTPOLLUTHE AYXOBE

Y 0BOj JOKTOpPCKOj AuUcepTalyju, pa3BUjeHa je M BaJUJHpaHa MeToJa
UHPLC/-HESI-MS/MS 3a ancosiyTHy uaeHTHUKaLUjy U KBaHTUUKOBamwe DexP
WHKaIICy/JMpaHoT y roBehe U cBUIbCKe epUTPOLMTHE AyxoBe. KapakTepucTtuke oBe
MeTo/Jle, NMOMNYyT HeABOCMHUC/IEHe (CeJileKTUBHe) WJeHTUPUKAlMje HCIUTHUBAHE
aKTHMBHE CYICTaHILle WHKAICyJUpaHe y CJOXeHUM Hocay KakKaB IpeJcTaB/ba
epUTPOLUTHUA [AYyX, Ka0 U BHUCOKe OCET/bMBOCTU Koja omoryhaBa ofpehuBame
HHUCKUX KOHIIEHTpalldja aKkTUBHe cyncTaHie (ng/ml), ogpeaunie cy je Kao MeToay
u3bopa. Hajope je Ha ocnoBy UHPLC/-HESI-MS/MS xpomaTorpamMa yKynHHUX joHa
(enrs. Total Ion Chromatogram, TIC) 4ucTtor HewHKamncyaupaHor DexP (ciauka
42A) jacHo nokasaH nuk DexP Ha peTeHUMOHOM BpeMeHy (eHIJ. Retention time,
Rt) 5,31 min ca nukoM NpoAyKT joHa Mace m/z 471 (cauka 42B), miTo oarosapa
KBa3W MOJIEKYJICKOM joHy- [M+H-2Na]-. MS/MS aHasu3a joHa npekypcopa DexP
m/z 471 je pana kao ryaBHe — MS2 dparmenre m/z 471, m/z 453, m/z 441, m/z
139, u m/z 97 (cnuka 42B). [lapasieHo je ypabeHa aHasu3a u po6ujeH UHPLC/-
HESI-MS TIC xpomaTtorpaMm gedochopunncaHor o6suka DexP, nekcameTasoHa
(Dex) (cnuka 42 B u T'). UHPLC/-HESI-MS TIC xpomaTorpam Dex je 3a pasjiuky o,
DexP jacHO moka3ao MUK ca peTeHUHMOHUM BpeMeHOM Rt=5,96 min ca nukom
OpOAYKT joHa Mace m/z 436 (cavka 42B), mito oAroBapa HacTaJloM IPOXU3BOAY ca
MpaB/boM kuceauHoMm [M—-H+HCOO]- kao pe3syataT kopuiihewa MpaBibe

KHCceJIMHe Kao MobuiHe ¢aze. MS/MS ananusza joHa npekypcopa Dex mace m/z
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436 pana je rnaBHe — MS? ¢pparmente mace m/z 326, m/z 311, m/z 307, m/z 293 u

m/z 186 (cnuka 42T). Ha oBaj HauuH, Dex u DexP cy 6uiu jacHo xpomaTorpadcku

pa3ABOjeHU U MOTJIU Cy Ce PA3IMKOBAaTU Ha 0ocHOBY MS u MS/MS cnekTapa.
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Cauka 42. Pazauke y MS u MS/MS cnekmpuma DexP (A u B) u wezo0802
degocgopuaucanoz o6auka Dex (BuT)

AnconytHa kBaHTHduKanuja DexP y ysopuuma je wusBpumieHa y SRM
eKCIIepUMEeHTHUMa, Kao HajoCeT/bMBHUjeM THUIYy aHajJu3e KOpUUINeHOI MaceHOT
cnekTpodoTOMeTpa ca TPOCTPYKHUM KBa/IpyINoJioM, HA OCHOBY ¢pparmMmeHata m/z M-
H-ox 471,29 u m/z M-H- ox 97,14, nopehewem ca ctangapgom DexP (cauka 43).
JluHepaHa perpecuoHa aHasu3a DexP kanubpanuoHe KpyBe nokKasasa je 0JJIM4Hy
JIMHEAPHOCT, y3 KopeJsialluoHU KoepunyjeHT of r = 0,9999, p < 0,001. Pazbsiaxkemwa
CTaHjap/ia pUIpeM/beHa Cy pacTBapawkeM y METAaHOJIY, Y OIlCeTy KOHLleHTpalyja
2,5 ng/ml no 1000 ng/ml. JluMuT peTeknyje U KBaHTUPHUKALMje 3a METOJ,
usHocuau cy 0,1 u 2,5 ng/ml, pecnektuBHO. U3Mehy 1 TokOM aHasM3a Bapujalyje
MeToJila yHyTap JIMHEapHOT orcera cy 6uie Mawe of 10% wTo je oarosapaJio
TayHocTU Behoj og 90% y cBuM caydajeBuMa. Otnywtamse DexP u3 rosehux u

CBUIbCKHX EPUTPOLUTHHUX AyxoBa npaheHo je mapasesno u DAD ananusom (eHTrJI.
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Diode Array Detection). llpucyctBo aedocdopuivcaHor obJsiuka Jjeka, Dex Huje

ouI0 A€TEeKTOBAHO HHU Yy CBUKCKHMM HHU Yy l"OBebI/IM CpUTPOUUTHHUM AYXOBHUMAJ,

yKa3yjyhy Ha KOMILJIETHY O4YyBaHOCT (eHIJI. recovery) neka DexP nHkancyivpaHor

y epUTPOILUTHE AYXOBE.
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Cauka 43. Ancoaymua

471,29 um/z M-H- 00 97,14

keaHmugukayuja DexP cmandapda (4, 5) u
uHkancyauparoz DexP y zoeebe(B, I') u ceurscke ([, 'b) epumpoyumHe dyxose
uzgpwerHa y SRM ekcnepumeHmuma Ha ocHosy ¢pazmeHama m/z M-H 00
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5.5.3. UCITUTUBAE YTULAJA TPOUECHUX [TAPAMETAPA HA
EOUKACHOCT MHKAIICYJTALUU]JE DexP ¥ TOBEBE U CBULCKE
EPUTPOLIUTHE AYXOBE

[IpouecoM rpapyasHe XeMoJivM3e U3BpLIeHa je HHKancysnaauuvja DexP y
CBUIbCKE U roBehe epUTpoLMTHE AyX0OBe, HA HAYMH ONMUCaH y norJjasmy 4.2.13. Ca
ou/beM ONTHMH3alMje Ipoleca, Tj. NOCTU3aka MaKCUMaJHe e(PUKCHOCTH
uHKancysnanuje DexP, aHasu3upaH je yTULIAj TeMmepaType WHKyballyje,
KOHLIeHTpauyje JieKa U JoJaTKa rJyTapajJexu/ia Ha UHKAICyJIMpaHy KOJUYHUHY
Jeka y roBebe U CBUIbCKE €epUTPOLUTHE JAyxoBe. YTHUIA] pPasIMUUTHUX
KoHLeHTpanuja DexP u TemmepaType HHKybaluje Ha KOJMYMUHY JieKa Koja ce
MHKAIICy/IMpa y roBehe M CBUHCKe epUTPOLIMTHE AyXOBe, IPHUKa3aH je Ha CJIULHU
44,

be3 063upa Ha KOHLEeHTpaLMjy JieKa Kao U BPCTY epUTPOLUTHUX AYXOBa,
uHKy6anuja Ha 37°C UMaJia je CTATUCTUYKU 3Ha4YajaH CTUMYJIaTUBHU edeKaT Ha
KOJIMUKMHY uHKancyaupaHor DexP y epurpouutHum jgyxosuma (p<0,05).
U3paxxeHuju edpekat uHKyb6auuje Ha 37°C NOCTUTHYT je y cay4dajy HUHKaICyaalyje
DexP y roBehe eputponutHe fyxoBe, rfie je koHUueHTpauuyja DexP, kopumhewmem
noyeTtHe KoHUeHTpauuje Jieka of 0,08 mg/ml, yak 18 nyrta Beha y oaHocy Ha
KOJIMYKMHY HWHKAICyJIUPAaHOT JieKa /[I00WjeHy HaKOH HWHKy6alhje Ha COOHOj
TeMmnepaTypu (cauka 44A). OuuryiefHO je a ce MOJ WCTUM eKCIepHUMeHTaJHUM
yCJIOBMMa MHOTO Behe BpeAHOCTH MHKancyaupaHor DexP no6wujajy y cBUHCKHUM
Hero y ropehuM epuTpoUUTHUM AyxoBuMa (cauka 44B). Takobe, pesynaraTu cy
nokKasaJy Ja je MHKancyjaanuja DexP y obGe BpcTe epUTPOLUTHHX [yxOBa
JIUPEKTHO MpONOpLMOHAJHA TMOPacTy KOHIEHTpauuje Jieka y nydepy 3a
MHKy0Oalujy, y orcery UCIUTUBAHUX KoHUeHTpauuja o 0,04 no 0,12 mg/ml.

EdukacHocT nHkancynanuje DexP y roBehe u cBUIbCKe epUTpOLUMTE yXOBe
IpU pa3IMYUTUM KOHLEHTpallMjaMa JieKa, Ha TeMnepaTtypu of, 37°C npukasaHna je
Ha cauuy 45. [Ipy McTMM ekcnepUMMeHTaJIHUM YCJI0BUMA, MHKancyJaanuja DexP
6uia je net nyTa epUKaCHUja KOJ, CBUKCKUX Y OJHOCY Ha roBehe epUTpPOLUTHE
nyxoBe. [lo6ujeHe BpeAHOCTH edpUKacHOCTU MHKamncyaauuje (EE) mokasane cy ga
Ipy¥MeHa pasJIMiMTUX KOHUeHTpauvja DexP Huje 3Ha4yajHO yTUL@Ja Ha

edukacHocT MHKancyaanyje. Tako cy BpegHoctu EE, HeE3aBUCHO 0 NpUMeH-eHe
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koHUeHTpanyje DexP usHocuie 13-14% u 2-3% y ciay4ajy CBUECKHUX, OJHOCHO

roBehux epUTPOLUTHUX AYXOBa.
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Cauka 44. Ymuyaj memnepamype uHKybayuje u KOHYeHmpayuje /eka Ha
uHkancyaayujy DexP y A) eosebe u bB) ceurscke epumpoyumue dyxose.
BpedHocmu cy npukazaHe Kao cpedrbe 8pedHocmu + cmaHdapdHe desujayuje,
mpu y3opka y ceakoj epynu. (*) cmamucmuuku pa3auvyume epedHocmu
UHKANcyaupaHe Ko/AuvuHe JeKka HAKOH UuHkKybayuje Ha 37°C u co6bHOj

memnepamypu.

Cmamucmuyku pasauvume epedHocmu UHKancyJaupdaHe

KO/AUYUHEe JleKd npu pa3Au4umuM NoAd3HUM KOHYeHmapyujama J/eka HAKOH
uHKybayuje Ha cobHoj memnepamypu (0) u Ha 37°C (#). Cmamucmuuka
3Ha4ajHocm je odpebeHa t-mecmom, 2de je 3a HUBO 3HA4YAJHOCMU Yy3emo p <

0,05
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EE DexP cEHERCKHX JyX0OEa

EE DexProeehux nyxoea
—s— MHuxancynupasa konmanHa DexP cEHEcrEX AyXoEa
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Cauka 45. Ymuyaj konyenmpayuje DexP Ha epukacHocm uHkancyaayuje
y eoeehe u ceurcke epumpoyume dyxoge Ha 37°C. Peszyamamu cy
NpuKkazaHu Kao cpedba epedHocmicmaHdapdHa desujayuja mpu
eKkcnepumeHma

Mako HUje NOKa3aHa CTAaTUCTMYKW 3HA4YajHa pasjvka y ePpHUKACHOCTH
MHKaIlCyJanyje Npy o4aBaky pa3/IMuMTUX KOHIeHTpalHja JieKa y UHKYOalMoHU
nybep (cauka 45), nokasaHM 3Ha4yajHU yTHULAj KoHLeHTpanuje DexP opg 0,12
mg/ml u TeMmnepaTtype uHky6auuje o 37°C Ha KOJIMYUHY UHKAICYJIUPAHOT JeKa,
oJjpeJiM Cy OBe MapaMeTpe NpoleJype UHKaICyJallije Kao HajlloBOJbHUje 3a
06a THUMA UCTUTUBAHUX €PUTPOLUTHUX AyxoBa. Jlek je y 0BOj KOHIlEHTpaLUjU
JloJaT y XUIEepTOHWYHMM, Kao W H30TOHMYHMM ¢daszama mpoueaype
MHKarmncysnanyje. JlonaBawe BojaeHOT pacTtBopa rayrtapangexuaa (0,01% (v/v)) y
XUIEepTOHUYHO] a3y mpolefype HHKaAICyJalyje Yy OBOM HCTpaKUBawy HHUje
N0Ka3aJlo 3HayajaH yTHLAj Ha MoOoJblllabe NapaMeTapa HHKamcysaanuyje DexP

(p>0,05) (ciuka 46).
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250 ~
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CEHMILCKH OYVXOEH l'oeehu gyxoen

Cauka 46. Ymuyaj dodamoz eaymapandexuda (0,01% (v/v)) Ha
Ko/UYUHy uHKancyaupaHoz DexP y z2oeebe u ceurbcke epumpoyume
dyxoee Ha 37°C. Pesyaimamu cy npukasaHu Kao cpedra
gpedHocm*cmaHdapdHa desujayuja mpu ekcnepumeHma

5.5.4. MOP®OJIOIIKA AHAJIN3A TOBEHUX U CBUIBCKHUX
EPUTPOLUTHUX AYXOBA CA UHKAIICYJIUPAHUM DexP

Kako je 3a KOHTpOJIMCAHO OTHYILITak€ O] 3Hayaja U YHUPOpPMHA BeJIMYHUHA
JlyXxoBa Ca HWHKAINCyJIUPaHUM JIeKOM, [JeTa/bHO je aHa/M3hpaHa BeJIMYMHA
MHKAICyJIMpaHUX JAyxoBa MeToJoM Jiacepcke audpakuuje. Ha caupu 47,
IpHKasaHe Cy JIOTapUTaMCKe KpHUBe pacrnozesie BeJMYMHEe KOHTPOJIHUX
(mpuBMAHO WHKamncyaupaHux) roBehux (A) u cBumckux (B) epuTpouuTHHX
JlyXOBa M JyXOBa Ca HHKancyaupaHuM JekoM DexP. U3BegeHu craTucTUUKH
noJlaly cy NpuKasaHu y Tabesau 11.

Ha ocHOBy Mepewa nmpukasaHux y Tabesu 11, 3ak/bydeHo je Jla HUje GUIIO
3HayajHe  pas3/iMKe Yy  BeJUYUHUM  uU3Mehy  KOHTposHUX  (NPUBHUZAHO
MHKAIICyJIMpaHUX) TroBehUMX U CBUKCKUX EPUTPOLUTHUX J[AyXOBa KM OHHUX (a
uHKancysavpaium DexP (p>0,05). BesnuuHa epUTPOLMUTHUX [JyXOoBa Ousa je
OpUOJIMKHO MCTA 3a CBe YeTHPU BpcTe GopmyJaliyje, LITO yKasyje Aa MNOCTyMaK
uHKancynanuje DexP rpagyasHOM XUNOTOHWUYHOM XEMOJIM30M HHje 3Ha4ajHO

YTHUI A0 HAa BEJIMYUHY €PUTPOLNUTHUX AYXO0Ba, Ka0 U HAa paclojesy BeJITMIHHe.
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Cauka 47. Jloecapumamcka 3a8UCHOCM HOpMA/AU308aHoz bpoja 2oeehux
epumpoyumHux dyxoea U
epumpoyumHux dyxoea ca uHkKancyaupaHum DexP 00 ruxo8oz npeyHuka

(4

u ceurckux (b)

KOHMPOJ/THUX

Tabena 11. Ymuyaj uHkancyaayuje DexP Ha pacnodeay eeauvuHe z2oeehux u
CBUHCKUX epumpoyumHux dyxoeda

l'oBehu epuTpoOLMTHU AYyXOBH CBUICKHM €epUTPOLUTHH AYXOBH

Konrtposa DexP KonTposa DexP
d(N,0,1)5 2,12+ 0,01 1,99+ 0,01 2,38 £0,03 2,19+ 0,02
d(N,0,5)s 2,88 £0,01 2,74 0,02 3,00 £0,02 3,05+0,03
d(N,0,9)¢ 3,99 0,02 3,89 £0,02 4,37 £ 0,02 4,62 0,02
Pacnopena 0,65 = 0,01 0,69 £ 0,02 0,67 £0,02 0,70+ 0,02
BeJINYHMHEeB

aCpe[ibe BPEJHOCTHU+ CTaHJApJHa JeBHjali{ja TPHU eKCiepuMeHTa
60Baj mapameTrep ykasyje Ha 10., 50. (cpearu) u 90. mepLeHTHUL
s[lapameTap Koju yKasyje Ha Jucnep3ujy mnojaraka, Aepunucanux kao (d(N, 0,9)-d(N, 0,1))/d (N

0,5).
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5.5.4.1. Ckenupajyha enekmpoHcka mukpockonuja (FE-SEM )

Ha ciunu 48. npukasaHe cy ckeHupajyhe esleKTpOHCKe MUKporpaduje
KOHTPOJIHUX U roBehUX UM CBUKCKUX €PUTPOLUTHUX AyX0Ba Ca UHKAICYJIUPAHUM
DexP. FE-SEM ciuke 06a Thna MHKaICy/JAMpaHux AyxoBa (ciauka 48 b, I') nokasyjy
Jila ,06MjeHr epUTPOLUTHU JYyXOBH HOCAYM UMajy CJIM4aH 0OJIMK Kao KOHTPOJIHU
(IpMBUAHO UHKAICYJIMPAaHU) [yXOBU HAa OCHOBY 4era je 3aK/by4yeHo Jia Ipoleaype
uHKancysauuje DexP y ayxoBe He y3poKyjy 3HayajHe MOpPQOJIOIIKE IpPOMEHe.
MebhyTrM, MakO MHUHMMaJIHe pa3/jiuKe y OOJIMKY, BEJUYUHU Kao U TOIMOJIOTHjH
IPUBUHO MHKAIICYJIMPAaHUX y nopehemwy ca JyxoBUMa ca MHKaIcyaMpaHuM DexP,

OuJie Cy BHIIIe U3paXKeHe KO/, CBUHCKHX AyxoBa (ciuka 48 B, I').

Cauka 48. CkeHupajyhe enekmpoHcke mukpozpaguje : A- KOHMPOAHU
2ogehu epumpoyumHu dyxosu, b- DexP uHKancyaupaHu 2osehu
epumpoyumuu dyxos8u, B- KOHMpO/HU CBUHCKU epumpoyumHu Jdyxosu,
- DexP uHKancyAupaHu c8UHCKU epumpoyumHu dyxosu

5.5.4.2 Mukpockonuja amomckux cuaa (AFM)

Y uwmy nobujama joul AeTa/bHUjer yBU/IA Y TOTMOJOTHjy UCIMTUBAaHUX roBehux

U CBUIbCKHX €PUTPOIUTHUX JIyXOBa ca WMHKamncyaupaHuMm DexP, ypabene cy AFM
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aHasuze. Y nopehemwy ca FE-SEM aHanuszoM koja je o6e36ejuia KBaJUTAaTUBHY
MOpQOJIOLIKY KapakTepusalnujy AyxoBa, npuMeHoM AFM aHasuze 3amakeHe
Mop¢oJIollIKe MPOMEHE MOTJIe Cy OUTH U KBaHTU(UKOBaHE KPO3 U3payyHaBame
XpamnaBoCTH NMoBpuIKMHe oJHOCHO RMS BpeaHocTu. Pesyntatu AFM MopdoJonike
aHa/M3e JaTu cy Ha cavkaMma 49 u 50 3a DexP uHkancy/impaHe roBebe u cBUEbCKe
epUTPOLUTHE [yXOBe, KOHKPETHO TPOJUMEH3UMOHAJHE TONOrpadcke CJAUKe
(cnuke (al) u (61)) ¥ BUCHMHA MOMPEYHOT MpeceKa AYX CeJIeKTOBAaHUX JIMHHja Ha
y3opuuMa (Cauke (a2) u (62)). Tokom nomepawa AFM coHZle MO MOBPIIMHU
y30pKa, U aMIUIMTY/IHe U pa3He ocuuianuje AFM Hocaya coHZe MoJj, yTUL@jeM cy
pes/beda y30pkKa. Y 6JIM3MHU OLITPUX UBUIA Ko, Tonorpaduja, AFM npomene dase
Cy HarJie, na ce ¢asHe MUKporpaduje MOry KOPUCTUTH 32 60/by BU3yasau3aLujy
MBMI]a MEMOpPAHCKUX UHBaruHanuja. a3He ciukKe UCIUTHMBAHUX y30paKa JyXxoBa
nprKasaHe cy Ha ciavkama 49 (a3) u (63) 3a koHTposiHe U DexP unkancyaupane
roBehe epuTpoUTHe AyX0Be, 0AHOCHO, Ha cavkama 50 (a3) u (63) 3a KOHTpOJIHE
u DexP vHKaIcy/1MpaHe CBUIbCKE epPUTPOLIUTHE JyXOBe, PeCIIEKTHUBHO.

Ha ¢a3HumM ciukama ce "kaumewe" dase, Tj. kaga AFM Hocad coHzie npeJsiasu
IpeKo MOBpLIMHE JyXOBa, NpejCTaB/ba Kao cBeTao KoHTpacT. C gpyre cTpaHe,
MBUIle MeMOpaHCKHUX WHBaruHaliydja MOTy Ce jaCHO yOYMTH Kao TaMHe IojaBe
yHyTap NOBpIIMHE EPUTPOLMTA, jep OBU JeJIOBU OJroBapajy MaKCUMaJIHOM
"kammwewy" ¢paze AFM Hocaya COHJZe Yy OJHOCY Ha MOBPLIMHY €PUTPOLUTHUX
ayxosa. Ilpema pgo6ujenum AFM  Mukporpodwujama, KOHTPOJIHM roBehu
EPUTPOLUTHHA [JyXOBM HKMAjy 3HayajHy MOBPIIMHY ca MeMOpPaHCKUM
MHBarvHanujama. Jlo6ujeHa BpeaHocT RMS 3a MOBpPIIMHCKY XpamaBOCT JIaXXHO
WMHKaNcCyJMpaHux (KOHTpPOJIHMX) JyxoBa u3Hocwia je 17,1 +* 1,5 nm.
Mukancynanuja DexP fgoBesia o 6/aror (aJu CTaTUCTUYKK He3Ha4ajHOT, p > 0,05)
naga RMS BpeiHOCTH y 0JHOCY Ha MOBPUIMHCKY XpPamnaBOCT KOHTPOJIHUX roBehux
€pPUTPOLYTHUX JIYXOBa, U Ta BPEJHOCT je u3Hocuisa 15,9 +2,8 nm. RMS BpegHOCTH
3a MOBPIIMHCKY XpalaBOCT 3a KOHTpoJsiHe U DexP wuHKancysupaHe CBUIbCKe
epuTponuTHe ayxoBe usHocuie cy 30,0 £ 5,4 nm u 34,2 £ 7,7 nm, pecrieKTUBHO.
MebhyTuM, HM 0Ba pasJyiMKa ce HHUje MoKasaJjia Kao CTaTUCTUYKH 3Ha4yajHa (p > 0,05).
Wnak, AFM aHanv3a mokasasa je 3Ha4yajHe pasjivuke y Mop¢doJioruju roBehux u
CBUIbCKUX EPUTPOLUTHHUX [IyX0Ba, KaKO Y C/ydyajy KOHTPOJIHUX, TaKO U JyXOBa Ca

MHKarIcyJupaHuM JiekoM (p<0,05).
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Cauka 49. A®M ananuza ymuyaja npoyedype uHkancysaayuje DexP Ha
Mmopgoaozujy: (a) koHmpoaHux 2oeehux epumpoyumuux dyxosa (6) DexP
UHKancyaupaHux 2oeehux epumpoyumuux dyxosa. Cauke (al), (61)
npedcmassbajy mpudumeHsuoHasHe monozpaguje. Cauke (a2), (62)
npedcmassbajy BUCUHCKU npodua y3opaka OJyxc JAUHUja O3HAYEHUX Ha
caukama (al), (61), pecnekmusHo. ADPM ¢ha3He cauke dobujeHe cy
CUMY/IMaHo ca monoz2pagckum caukama u npukasexe kao (a3), (63).
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Cauka 50. ADM auanuza ymuyaja npoyedype uHkancyaayuje DexP Ha
Mopgoaozujy: (a) KOHMPOAHUX CBUFCKUX epumpoyumHux dyxoea (6) DexP
UHKANCyAupaHux CcBUHCKUX epumpoyumHux dyxosa. Cauke (al), (61)
npedcmas/bajy  mpuoumeH3uoHasHe monozpaguje. Cauke (a2), (62)
npedcmas./bajy 8UCUHCKU Npodus y3opaka dyx AUHUjA 03HAYEHUX HA CAUKAMA
(al), (61), pecnekmusHo. APM ¢azHe cauke dobujeHe Cy CuMysamMaHo ca
monoepagckum caukama u npukaszeHe kao (a3), (63).
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5.5.5. OTINYWTAKBE UHKAIICYJIUPAHOT DexP U3 TOBEHUX U
CBUBCKUX EPUTPOLUUTHUX IYXOBA

Y HapeaHoj ¢asu paga npaheHo je in vitro otnyutambe DexP 13 roBehux u
CBUICKUX EPUTPOLMTHUX JYyXOBa, MpU (PU3MOJOWKUM ycaoBuMa: Ha 37°C y
uzotoHndHoM PBS-y (pH 7,2). Hako epuUTpPOLUTHU [JyXOBU HpeACTaBbajy
NPOM3BOJ NOTIYHe KOHTPOJIMCAaHE XeMOJIM3e epUTPOLUTa (IUTO NoJpasyMeBa Ja
je Hajehn [eo cajpkaja xeMOrJIOOMHA YKJOHEH), Heu30exHa IojaBa je
IPUCYCTBO Pe3UyaJHOT XeMOTIJIOOWHA ¥ JyXOBUMa, LITO je U OIIMCAHO Y NOTJ/IaB/by
5.4.2.4). HuBo pesugyajHOT XeMOIJIOOMHA WU y TOBehUM U CBUEBCKUM
€pUTPOLMTHUM JyXOBHMMa I0Ka3ao0 je U3pakeHe HWHAWBHJYya/IHe Bapujauuje. Y
[IW/bY UCIIUTHBaka epeKTa pe3n/IyaJJHOT XeMOIJI06MHa Ha KUHETUKY oco6ahama
DexP, y3opuu DexP wuHKalcy/JupaHUX AyXO0Ba, KOjU Cy CaApXaJd HWXU HUBO
3a0CTaJIOr XeMOTJIO0HMHA ynopeheHu cy ca y3oplyMa Koju cy UMaJsu Behu caZipxaj
xeMorJyio6uHa (Tabesa 12). KpuBe oThymTama UCIUTUBAHUX y30paKa MpUKa3aHe
cy Ha ciunu 51.

—— DexP HHKancy/IHpaH y CEHIbCKE AyX0Be

DexP HHKaNcy/HpaH y CBHI:CKe JyX0Be ca BelHM ca/ipaajeM
pe3nayaJHOT XeMOr/I00HHA

= DexP unkancyanpaHny rogehe gyxoge

—a— DexP uukancynupan y rosehe ayxose ca Behum cagpskajem
pe3HayaJHOr XeMorJioGHHa

DexP ocino6obhenu (%)

t (h)

Cauka 51. Ilpouau omnywmarsa DexP u3 epumpoyumHux dyxosa ca
pasauvyumum cadprcajem 3aocmanoe Xemo2/106uHa
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Kao mTo ce BUAM ca KPUBHUX OTHyLITaka MNPUKA3aHUX Ha caunu 51,
MOYeTHO HarJio ocjaob6ahama Jieka, 0OBe3aHO Ca MOBPLUIMHCKU BEe3aHHUM JIEKOM
BUILIE je U3paXKEHO Yy C/y4yajy roBehux epuTpouuTHUx AyxoBa. lllTaBulie, KpuBe
OTHylITaka roBehux ayxoBa nokasyjy MyJaThdasHU ob6pasal, ociaobahamwa. Tako
je, mouyeTHO ocyobahame Jieka ("burst" daza), y Tpajawby of yeTupu cata (Tabesa
12), npaheno cnopom "lag" dasom, Koja je Tpajasa oJ IECT J0 YETPHAECT CaTHU Y
3aBUCHOCTHM O] CaJip>aja pe3uAyasHor xeMorsob6uHa (Tabesa 12), a moToM H
ZAipyrom ¢asom 6pxer oTnymTamwa. DexP uHKancysiMmpaHu CBUBCKU epUTPOLIUTHU
JIyXOBH MMaJIv Cy MambHU ePJIyKC JieKa TOKOM noyeTHe ("burst") ¢pase U U3ocTaHaK
Jipyre ¢ase OpKer OTHylITamka, youeHe KOJi roBehHX epUTPOLMUTHUX [IyXOBa
(ciuka 51). JacHO ce Mo)Xe BHUJIETH [Jla je TOKOM HCTOT €KCIepUMEeHTaJIHOT
BpeMeHa, BUIIK HUBO DexP edusiykca nobujeH y ciayyajy oba Tuma ysopaka ca
BehuM cagprkajeM pe3ujyaslHOT XeMOIJIOOWHA, y OJJHOCY Ha y30pKe Ca HIKUM
caZipkajeM pesuayasHor xeMmorso6uHa. Takohe ce Moxke youuTu ja je edpekart
pesniyaJHOT XeMOIJI06MHAa 6MO0 U3paKeHUjU y cay4ajy roBehux epuUTpOLUTHUX

AYyX0Ba 'y OAHOCY Ha CBUKbCKE EPpUTPOLUTHE JyXOBeE.

Tabena 12. Ilapamempu in vitro kuHemuke omnywmarea DexP u3 zosehux u
CBUHCKUX epumpoyumHux dyxo8d y U30moHuU4yHoM PBS-y Ha 37°C

T'oBehu e pUTPOLUTHH TyXOBH CBHICKH €pPUTPOLUTHH TyXOBU
Mamu caapxaj Behu canpikaj Mamu caapxaj Behu cagpixaj
pe3uayannor Hb  pesuayaanor Hb  pesuayannor Hb  pe3mayamnor Hb

Aggo/Hct? 0,0004+0,0001 0,0020+0,0001 0,0012+0,0001 0,0030+0,0001
Tpajame noyeTHor 4 6
nepuoaa ormymrama (h)° 10 10
Tpajame cekyHaapHor 12 24 / /
nepuoga ormymrama (h)
VYKynHa KoJIu4uHa 2% 96
ocio6oheHna aexa (%)" 33 64

Hb-xemorsi06uH

aAsq0/ Hct mpejcTaB/ba peslaTUBHY KOJMYHMHY HPEOCTasIOr XeMOrJioOWHa (M3paxeHa Kao Asgo
HopMayiu3oBaHa ca Hct BpeaHoctuma). Ilojamy cy npukaszaHd Kao cpefilbe BPeJHOCTH*
CTaHJapZHa JeBUjalnja;

6Bpeme KaJ ce moYyeTHO ocjo6ahare JieKa 3aBplIaBa;

BEBpeme Kaj ce pyro ocsobahare Jieka 3aBpIlIaBa;

rKosmmurHa ocsio60heHor Jieka TOKOM Tpajakba MOYETHOT U JIPYToT nepuoja ocsiobahama Jieka.
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[IpoayxxeHo oTnyutae DexP mocTurHyTo je TokoMm 3 0JJHOCHO 5 /aHa 3a
CBHUIbCKE M ToBehe epUTpOLMTHE AyXOBe, PeCleKTHUBHO. Joll jeJHa 3aHHMMJ/bHBA
nojaBa youdeHa je y mnpoduauma oTnywtatba DexP M3 roBehux u CBUHCKUX
epuUTpouMTHUX AyxoBa (cauka 52). HakoH 3 ojgHOCHO 5 pgaHa mnpoAyKeHOT
ocnobabawa DexP, koHueHTpanuja DexP y Meaujymy y kojem je mnpaheHo
OTHyLITale ImoyYyesa je Aa omnajga. Kako je [eTEeKTOBAHO CMambere Op3uHe
OTNyLITamka JieKa MOrJo OUTH mociaeauina mnpesacka DexP y Dex, 3a koje je
ONIMCAaHO Jia ce JellaBa noJ ytunajeM ¢ocdartasa npucyTHux y hesujama [52],
HCIIUTAJM CMO npucyctBo Dex y aHasu3upanum y3opruma. [Ipumenom UHPLC/-

HESI-MS/MS Huje 6usno Moryhe jeTekToBaTH mnpucycTtBo Dex, 4yak HHU ¥y

TparoBuMa.
g DeXP HHKaNCYIHPaH y CBHECKE AYX0BE
g DexP uHKancyaupan y roeehe gyxose
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Cauka 52. [Ipogpuau omnywmarea DexP us3 ceursckux u 2ogehux epumpoyumHux
dyxoea mokom 11 daHa
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AUCKYCHJA
VI
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MmMajyhu Ha yMy Ja ce y KJaHMI|aMa, KpB 06Uja Kao CiopejgHH NPOU3BO/L
IpY KJIaWky KUBOTHIbA KOje Cy Npolle KOHTPOJIy W IperJjeje 3a Kopuuihemwe y
UCXpaHU JbYyAW, Yy OBOj JOKTOPCKOj AucepTauuju ypabeHo je ucnuTHBame
moryhHocTn kopuwmhewa oTnajHe roBehe M CBUHCKe KJIQaHWYHE KDPBHU Kao
HenpecyuHoT U3Bopa OHUOlepUBAaTUBHOT MaTepHjajia - epUTPOLUMTHUX MeMOpaHa
(nyxoBa) kKoje OW ce KOPUCTWIe 3a WHKAICyJalHjy OHUOJOLIKKM aKTUBHUX
cyncraHuy. Ilopes JOCTYNHOCTM y MeCHOj WHAYCTPHjU, CBHUECKA U roseba
KJIaHUYHa KPB Kao U3BOP epUTpPOLUTA MMajy U Jpyre npejHocTd. Ha npumep, y
nopebemwy ca epuTpouMTHMa XUBWHe, TOBehU U CBULCKU €PUTPOLUTH, Kao
epUTPOLUTH cUcapa, cy hesuje 6€3 jepa na ce MHOTO JIaKIlle MOTY IPOLleCUpaTH y
[IM/bY U30JI0Baba EpUTPOLIUTHUX yXOBa.

Y siTepaTypu nocToje 6pOjHU OMKCH YCIHEUIHUX NPUMeHa epUTPOLUTHHUX
JlyX0Ba U3 XyMaHe KpPBU Kao HOcaya JIEKOBa, ca GUTHOM HAallOMeHOM /ia Cy CBe OBe
CTyZAMje W3BeJleHe ca U3y3eTHO MaJIMM KoJIMYMHaMa eputpouurta (o 1 ml
NakoOBaHUX epuTpouurta) [26, 169-171]. MebhyTuM, epUTPOLUTHU [JYXOBH
NOPEKJIOM U3 KUBOTHHICKE KPBU Cy MHOTO Mame WUcTpaxkeHu [37,64,172,173],
noce6HO OHU A06ujeHH U3 Behux KosiMuMHaA roBehe U CBUICKe KJIaHUYHE KPBHU.
[To3HaTo je fjla cy MeTo/ie 3aCHOBaHe HA OCMOTCKMM 0COOMHAMa epUTpPOLMTa, Kao
IUTO Cy XWUIOTOHWYHA XeMOJIM3a, XMUIOTOHWYHA JAWIYLHjA, XUIOTOHUYHO
npebybpemwe U Apyre, HajuiMpe KopullheHe MeTO/le 3a MHKAICYJIallyjy aKTUBHHUX
CYNCTaHUY Y XyMaHe U KUBOTHUICKE epUTpoLUTe/epuUTpouuTHe AyxoBe [2]. Ca
Zipyre cTpaHe, NOoAaLX 0 0CMOTCKUM 0COOMHaMa roBehux 1 CBUICKUX €pUTPOLIUTA
M3 KJaHUYHe KpBU Cy OCKyAHU. Kao mITO cy paHMja UCTpakvBaka IOKasaJa
[38,39] TokoM npoueca y KoMe ce ITpafiyaJlHO CMamyje jOHCKA jaiMHa pacTBoOpa y
KOMe Cy UHKYOUpaHU epUTPOLUTH, EPUTPOLUTHU OyOpe, a XeMOTrJI0OOMH U3/1a3u U3
hesnuja, octaB/bajyhn MHTaKTHe epUTpoLUTHe MeMbOpaHe. [Iponecom rpaayanHe
XUIIOTOHUYHE XEeMOJIM3e je Myllatbe ePUTPOLMUTHUX MeMOpaHa U ocjobahambe
MeMOpaHCKUMX JIMIMJA U TMpOTeMHa CBeJleH0O Ha MHUHUMYM. [‘eHepasiHo,
IpyMBpeEMEHH OTBOPH Ha MeMOpaHM epuTpounura BeauduHe 20-50 nm Koju
HacTajy TOKOM TIpolieca XUIOTOHMYHe xeMmoJsin3e |[156] owmoryhaBajy fa
KJIaCUYHU/KOHBEHIIMOHA/IHU JIEKOBH, aJd U NEeNTUAM, €H3HUMH M HYKJIEeHHCKe
KHCeJIMHE, N0JaTU eKCcTpalesayaapHo, 6yay uHkancyaupadu [174]. Ha Taj HauuH,

yCIoCTaB/bakbe 0/roBapajyhux XMNOTOHUYHUX YCA0Ba y CKJIaAy ca cnenudruyHUM
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OCMOTCKHMM oOcCOOMHaMa epuTponudra omoryhaBa ONTUMHU30BAaHO U30JI0Bakb€
epUTPOLUTHUX [JyXOBa W MHKANCyJalUjy pas/MdUTHUX aKTUBHUX CYNCTaHLU Yy
BbUX. 360r TOora cy y mnodeTHoj ¢a3ud pajila Ha OBOj JIOKTOPCKOj AHCepTalUjU
UCNIUTaHe U ynopeheHe 0CMOTCKe 0COOUHE epUTPOLMTA MOPEKJOM U3 roBehe u
CBHUIbCKE KJIAaHWYHE KPBHU y CMHUCJIY HUXOBE OCMOTCKE OTHOPHOCTH U CTelleHa
Ooybpema.

[Ipe ucnuTMBamka OCMOTCKUX 0COOMHA, aHA/IM3€e OCHOBHUX XeMaTOJIOLIKUX
KapaKTepUCTUKA roBehHUX U CBUHCKUX NAKOBAaHUX €PUTPOLIUTA U30JI0BAHUX U3
KJaHAYHe KpBU Cy I[IOKasaje [Ja ce Ccpefjie BpeJHOCTH KOHIEeHTpaluje
EepUTPOLUTA U KOHLEHTpalidje XeMOrJIOOMHa y KpBH, XeMaTOKPHUT, Kao U
BpegHoctu MCV, MCH u MCHC Hucy 3HauyajHO pasiukoBaje 0/, pedepeHTHUX
BpeJIHOCTH 3a 3/paBe XMBOoTUe [155]. OBakaB HaJia3 rOBOpH /Jia ce 0BM OCHOBHU
napaMeTpH ,KBajJMTeTa“ epUTPOLUTA, Y3 Kopullhewe HATpUjyM-LUTpaTa Kao
aHTHUKoOAryJiaHca M TOKOM IMpolieca yKJakaka NPOTeHHa IJa3Me U JAoOujamba
NAaKOBAaHUX EPUTPOLUTA U3 KJAaHUYHE KpBU, He Memajy. [lojaTHO je TecToM
MexXaHU4Ke (QparwiHOCTH, NOTBpheHO Ja roBehW U CBUKCKM €PUTPOLUTHU
M30JI0BAHM U3 KJIaHWYHe KpBM He I[0Ka3yjy 3HayajaH CTelleH MeXaHU4YKH
MH/IyKOBaHe XeMOJIM3e W Jla TPeTUPaHU Ha ONHCAaH HAaYWH MOTy OUTHU MOJIa3HU
MaTepHjaJj 3a 106Hjalke epUTPOLIUTHUX 1yX0OBa.

Jlobpo je MO3HATO Ja Cce EepUTPOLUTH cHUcapa pasauKyjy MO MHOTHUM
CBOjcTBUMA (BeJIMUMHHY, 3alpeMHUHUM U OOJIMKYy, cacTaBy JIMIKJAA MeMOpaHe,
caCcTaBy U CTPYKTYPHO] OpraHU3alMjd TPAaHCMEMOPAHCKHUX M LIUTOCKeJeTHUX
NpOTENHA, EH3UMCKOj aKTUBHOCTH, JOHCKOM cacTaBy, cagpxajy ATP-a u gpyrux
MeTabosiuTa...) [155, 175]. CBako o/ HaBeJeHUX CBOjcTaBa y Makw0j wiau Behoj
MepHu yTHYe Ha OCMOTCKe 0cOOUHe epuTpouuTa. MehyTum, nojany o 0CMOTCKHUM
ocobMHaMa  KUBOTHUECKUX  €pUTpPOLMTa Cy BeoMa OrpaHUYEHU U
HeKOH3UCTeHTHU. Tako, Jain [155] TBpAW fa mocToju JMHeapaH oAHOC usMebhy
BeJIMYMHE ePUTPOLUTA U HUXOBE OCMOTCKE OTHOPHOCTU. [IpeMa oBOoM TBphemwy,
3a roBehe epuTpouuTe KOjU Cy Makbe BeJWYUHE O] CBUHCKUX €pUTPOLUTA
odeKyje ce gAa OyJy Mambe OCMOTCKHU PE3UCTEHTHU y Nopebhemy ca CBHECKUM
epuTpouutrMa. Ca JApyre cTpaHe, UCTpakuBawa ayTopa Matsuzawa u lkarashi
[176], kao u Brzezinska-Slebodzinska [177] u Johnstone u capaguuka [178] y

CarJIaCHOCTH Cy ca pe3yJTaTHMa OBe JOKTOpPCKe JucepTaldje Ja cy roBehu
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E€PUTPOLUTH, HAKOo hesije ca MamkbUM NPEYHHUKOM, OCMOTCKU OTIOPHUjU OJ
CBUICKUX epuTpoluTa. Hamwu pesyaratu nokasanu cy ga 50% xemosuze y
Y30PKY CBUEbCKHUX €PHUTPOIMTA MPOY3poKyje pacTBOpP HATPHjyM-XJOpUaa
koHueHTpayuje 118 mM (0,69% pactBop NaCl), nok 50% xemosu3e y y30pKy
roBehux eputrpouuTa Npoy3poKyje pacTBOp HATPUjyM-XJOpHJA KOHLEHTpaLuje
108 mM (0,60% pactBop NaCl). Pagu mopebemwa, npema pesyataTtvuMa Koje cy
o6jaBuiu Matsuzawa u Ikarashi [176], usamepena je Hso y 0,51% u 0,47% pacTBopy
NaCl 3a cBumcke U roBehe epuTpouuTe, pecneKTHBHO. Y CTyAuju Johnstone u
capaaHuka [178] Hso BpegHocT ogpehena je y 0,56% pactBopy NaCl 3a cBumbCKe 1
0,48% NaCl 3a roBehe eputpoiure. JeJHO oA 06jallibeha 32 MoBehaHy 0CMOTCKY
GparwiHOCT CBUELCKUX EPUTPOIUTA, MOKe 6UTH mopeMehaj MeTabosim3ma U
nocaeJMMHO OKCUAATHUBHA oliTehera MeMOpaHa epUTPOLUTA, YCJe, TPAaHCIOPTa
)KMBOTHHA 0Ji ¢gapMe [0 KJaHULE UW/WIMA ycjaeJ, TpeTMaHa >XUBOTHHA Y
KJIaHUI[aMa, KaKo Cy NpeJiouind Apyrd aytopu [179,180]. ¥ nutepatypu je
no3HaTo Ja Meby aHa/uM3upaHUM epUTPOLMTHMA cUcapa [0 JAaHac, CBUHCKHU
EPUTPOLUTH jecy HajoCeT/bMBUjU NMpPeMa OKCUJATUBHOM CTpecy HHJyKOBaHUM
cno6oaHUM pajukasuma [177]. Ob6jammerne 3a oBaj GeHOMEeH MOXe OUTH HIKU
HHUBO €H3MMa AaHTHOKCHJIATUBHE 3allITUTE KOje CBUEbCKU E€PUTPOLUTUH UMAjy Yy
0JIHOCY Ha Apyre BpcTe [181].

OcuM jenHe ctyauje Jain-a [155], y iuTepaTypu He MOCTOje MOJAlLU JPYTUX
ayTopa 0 cTelleHy Oyb6pema roBehux M CBULCKHUX eputpouuta. /la 6u ce
JebUHUCA0 ONTHUMAJHU XUIIOOCMOTCKHU NydepcKyu CUCTEM YUjUM KopullhemweM je
Moryhe J/M3uUpaTH epUTPOLUTE Y3 OYyBale CTPYKType HHUXO0Be MeMOpaHe,
UCIIUTAH je CTelneH XeMoJiu3e U CTeleH Oybopema TroBehHUX UM CBUHCKUX
eputpouuta y Na-pocdat/NaCl nypepuma pasanuurte monapHoctu (pH 7,2-7,4)
NpUMEeHOM JIBe MeTo/le: MUKpoxeMaTOKpUTcKe MeToJie (mo Vitvitsky u cap. [147])
U npoTo4yHe nuroMeTpuje (o moaudukoBaHoj Metoau Piagnerelli u cap. [159]).
MeTose cy pasne carjiacHe pe3yJiTaTe MO0 MUTakby OCMOTCKe (GparujHOCTH
UCMUTHUBAaHUX BpcTa eputpouuta (cavke 25-30), oAHOCHO [Ja Cy CBHHCKHU
epUTPOLUTH M3 KJIaHUYHE KPBU OCMOTCKM (PparwiHuju oJ, roBehux epurpouuta
M3 UCTOT u3Bopa. MehyTuM, 0K je MUKPOXEMAaTOKPUTCKA MeToJia Jiaja UHJEKC
Oybpewa MNpUOJMKHO 2 3a 06e BpCTe MCIUTHBAaHUX €EPUTPOLUTA, MeTOoJa

NPOTOYHOM IIMTOMETPUjOM HHUje TMOKa3aja Oybpewe Yy CJAy4ajy CBUHECKHX
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epuTpoyura. HWmak, MeTOJOM NpPOTOYHE LUTOMETPHUje NPU UCHUTUBABY
OCMOTCKOT O0yOpera NMOTBpheHO je MoCTOjakbe OCMOTCKM PasjMuMUTUX PpakLuja
epUTPOLMTA Y y30pIliMMa U30J10BaHUM K3 roBehe u cBUIbCKe KyaHUMYHe KpBU. Ha
OBaKaB pe3yJiTaT NpeJUMHUHAPHO je yKasaJjia JepuBalihja pe3yJTaTa J00HjeHUX
TECTOM 0CMOTCKe ¢paruaHocTH (cauka 26). OuurseHo je (cauke 29 u 30) ga ce
HaBeJeHe ¢Qpakiuje pasyuKyjy y BeJWYUHH (0 4YeMy TroBopd OUMOJajHA
pacnojesa BeJMYMHE EPUTPOLMUTA Y XUINOTOHUYHUM nydepuma) U CBOjCTBY
oyopemwa. Kosuko je g0 cajga mo3HaTo, 6MMoOJia/iHA JUCTPUOYLIMja BeEJUYHHE
hesivja kKoja ce AeTeKTyje MPOTOYHOM IJUTOMETPUjOM THUIHMYHA je 3a OUKOHKAaBHE
hesivje Kao 1ITO Cy epUTPOLIUTH, KaJia ce hesvje Hajla3e y UBOTOHUYHOj CPEJUHU
[160]. Kako To He Ba)u 3a epUTPOLUTE Y XUIIOTOHUYHUM YCJIOBUMA, Y KOjeM Cy
nonpuMuin cpeprudyaH O0OJIMK, AO0OHUjeHH pe3yaTaT O OyOpewy epUTpOIHUTa
IPOTOYHOM LUTOMETPUjOM YyKasyje Ha IMOCTOjakbe OCMOTCKHU pPasIUdUTUX
dpakuuja epuTpoLMTa Y Y30pLMa M30JI0BaHUM U3 roBehe U CBUIbCKE KJIaHUYHE
kpBU. Ha ocHOBY oBOT pe3ysiTaTa W pe3ysaTaTa Beh mokasaHuX y JiUTepaTypH 3a
xyMaHe eputpouute [171], Moxe ce OYEKMBATH pasjMYUTa KOJIMYHUHA
MHKaIcyJMpaHe aKTHBHE CymnCTaHLe no nojeJUHaYHOM
€pUTPOLUTY/EepPUTPOLIUTHOM [JIyXy YKOJIMKO Ce 3a HHKAICyJalkjy KOPUCTHU
MeTO/la 3aCHOBaHa Ha 0CMO3HM.

Cnenehu kopak 6uJia je M30J1allMja EPUTPOLIMTHUX AYXOBa ca LITO MakbUM
caZip>kajeM XxeMOrJio6MHa W3 roBehle U CBUIbCKE KJAaHAYHE KpPBH MNPOLECOM
XeMOJIM3€e y KOMe je oJlabpaHy XMIOTOHUWYHU nydep yBoheH rpaayasiHo. [Ipouec
rpajiyajiHe XeMOJIM3€e je jeJHOCTaBaH U 6e3 BHUCOKE ILieHe KOUITaka, jep 3aXTeBa
CaMO peaKTOpPCKYy NOCyAy y KOjoj ce oJBHja XeMO0JiM3a, CUCTEM 3a Mellame U
nepucTaJTU4Ky nymny. OBaj nporec ce MOXe BPIIUTH U Y CTEPU/IHUM yCJI0BHUMA.
36or MoryhHocTu Jilakor yBehamwa pa3Mepa, Npolec je KOHLUMIMpPAH TaKo Ja ce
npuMewyjy camo jedtuHu nydepcku cuctemu (Na-docdat/NaCl nydepu) 6e3
JlofaTaka ajuTHBa (HyTpujeHaTa), KOoju 61U MOT/M noBehaTH KBajuTe T A,0OUjeHUX
JlyXOBa, aJld W LieHy KouTawa Mpoueca. Ha ocHOBy pesysartata JeTa/bHOT
UCIUTHBalba 0CMOTCKHX 0COOMHA roBehHX U CBUICKUX ePUTPOLIUMTA U3 KJIaHUYHE
KpBHY, TpajiyajiHa XeMoJsib3a BeJsiuke 3anpeMuHe eputpouuTta (100 ml, Hct 60%)
u3BeZieHa je ca 35 mM Na-pocdat/NaCl nypepom. Tume je o6e3b6ehero >90%

XeMoJiu3e 3a ob6a THIa HWCIUTUBAHUX epuTpouuTa (cavka 32) mpu HOPOTOKY
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nydepa oz 300 ml/h Tokom 30 min. U30/10BaHU epUTPOLUTHU JyXOBU U3 roBehe
U CBUICKE KJIAHWYHE KpPBU OKapaKTepUCaHU Cy Y CMHUCIYy MOPQOJIOMKUX U
OHMOXeMUjCKUX CBOjcTaBa Koja OM MMaJu yTuLA] HA AUPY3UOHU U MOJEOHHU
KoeQUIMjeHT NOTEeHIMjaJIHO UHKAICYyJIMpaHe aKTUBHe CYNCTaHle. Y JUTepaTypu
je TO3HATO Ja ce U3 HeKUX IMOoJIMMepa, UHKAICyJiMpaHa aKTHBHAa CyICTaHLa
OTHyLITa JAecopboBakeM ca NOBpUIMHE U AWM(Y3UjOM H3 3alpeMUHE; OBaKaB
HauY¥H OTNyLITaka MOTEHLUja/JHO HHKAIICyJIUpaHe aKTUBHe CYIICTaHILle BeoMa
3aBUCH OJi BeJIMUMHE, XpalaBOCTU M cleyudUYHEe IMOBpPLIMHE MaTepHjajia
kopuiheHor 3a wuHKancynaanyjy [182]. Tako cy y comucay wmopdoJioryje,
aHa/iM3vMpaHe Tonorpadcke KapaKTepUCTUKe - OOJIMK, BeJMYMHA, XpanaBOCT
M30JI0BaHUX NMPa3HUX TOBEHUX U CBUCKHUX EPUTPOLUMTHUX AyxoBa. Mopdoomika
aHanmu3a FE-SEM-oMm epuTpouuTHuX aAyxoBa 00e BpCTe, OTKpUBA 3HA4yajHYy
JUCTOP3Ujy OJ, epUTPOLUTHOr O0O6JIMKA, U HU3MeHEeHy TeKCTypy MOBpLIMHE ca
M3paKeHUM HabopHMa U NOCTOjatbeM OpojHMX MHBarvHauuja (cauka 35 b u IN).
ExuHonuTtHa Mopdosordja yodeHa KOJi CBUECKMX €PUTPOLUTHUX JAyxOBa
KapaKTepUCTUYHA je 32 XyMaHe epUTpoLuTe KojuMa je ykjaoweH ATP, 1 3a xymaHe
epUTPOLUTHE JyXOBe J0OUjeHe JIM30M y XUIIOTOHUYHOM pacTBopy PBS-a [166].
PesysnTaTh MMyHOOGJIOT aHa/iM3e KOjOM je HCOUTHBAH HUBO ¢ochopuincaor
TUPO3UHA y MeMOpaHCKUM/LUTOCKeJeTHUM NpPOTEeUHHMMa JAYyroBa epUTpPOLHUTA
(Hawu HenybaukoeaHu pe3ysimamu) TOKa3aau cy Aa cy Mop¢oJolliKe MpoMeHe
JlyXxOBa epuTpoluTa 06e BpcTe NMpaheHe MOTHYHUM oAcycTBOM ¢ochopuianyje
TUPO3MHA y CacTaBy TPaHCMeMOPaHCKUX/IIUTOCKeJEeTHUX NMPOTEHHA, LUTO HJeEe Y
npuior TBphewy Ja cy MopdoJsouiKe NMpoMeHe NHOcaefula "Lypema’' AOHOpa
dochaTtHe rpymne, ATP-a, Tokom xemosin3e. [lokazaHe MopdoJiolIKe MpoMeHe
roBehux M CBUKCKHUX JAyXOBa MOry OUTH MocCaeJUla U MPOMEHAa y JIMIHAHOM
JIBOCJIOjy WM CTPYKType LMUTOCKeJeTa, M3a3BaHe yTUl@ajeM XUIO0OCMOTCKOT
nydepa kopuuheHOr 3a XeMOJIM3y, Kao ILITO je JAOKYMEHTOBAaHO 3a XyMaHe
epuTpoLUTHe AyxoBe [166].

PesyntaTyu Meperwa BeJIMUMHE U paclojfiesie BeJUYUHE MeTOJI0M JiacepcKe
nudpaknuje, kao U pesyatatu FE-SEM aHanuse, ykasaniu cy fa nporec rpajyajiHe
XeMOJIU3e J0BOJU [0 CMaiberwa BeJIMUMHe pe3yJTyjyhux JyxoBa y OJHOCY Ha
noJia3He epurponure y npoceky 3a camo 10%. [lopex Tora, pacnozesa BeJu4rHe

JloOVjeHuX epUTPOLUTHUX JyxXoBa OWIa je MNPUOJIMKHO HCTa 3a ob6a TuUna
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UCIIUTUBAHUX €epPUTPOLUTA U3 KJaHU4YHe KpBU. OBaj pe3ysaTaT MOTBPAHMO je Aa je
npouec rpajyajiHe XeMoJiM3e MMao caMO OJilard YTUI@] Ha BeJWYUHY
EpUTPOLUTHUX JAYyXOBa, OJJHOCHO Ja je 0e3 yTHUlaja Ha pacrojesy BeJU4YHUHE
WCIIUTUBAHHUX EPUTPOLIMTHUX AyXoBa. Pagu nopehewa, Montes v capaguunu [183]
06jaBW/IM Cy pe3yJTaTe KOjU IMOKa3dyjy JAa ce KJIACHYHOM XeMOJIU30M, T3B.
"OCMOTCKHUM LIOKOM" [00Ujajy XyMaHU epUTPOLMTHU AYXOBHU 4YHja je BeJUYUHA
TPU NyTa Makba y OJHOCY HAa BEJWYMHY IMOJIA3HUX epUTPOoLUTa (3a Mepeme je
kopuumheHa MeToJa CTaTUYKe JAudpaklivje CBETJOCTM NpUMeHOM ypebaja
Zetasizer). Ilokasana yHudopMHa pacnojesa BeJUYMHe 3a 00a y30pKa
EPUTPOLUTHUX JyXOBa [JIOOMjeHHX IMpoLecoM TrpajyajlHe XeMOJIu3e je of
M3y3eTHOI 3Hayaja 3a HHUXOBY IMOTEHLHjaJIHy IMPUMEHYy 3a OTHylITamke
MHKaIICy/JIMpaHe OMOJIOMKH aKTUBHE CYIICTaHIIE.

HMako ce SDS-PAGE cmartpa ,rpy6om“ aHaiuszoM 3a ojpehuBame
IPOTEUHCKOT cajp)kaja, OHa MO>e OUTHU U3y3eTHO KOPHCHA Yy MPOLIEHU yTUlaja
Pas/JIMUUTUX XEMUjCKUX U PU3UUYKUX areHaca Ha CBEYKYNHHU NMPOTEUHCKHU CacTaB
MeMbOpaHe epuTpouuta [184]. SDS-PAGE ananu3om roBehux U CBUHCKHUX
MeMOpaHa epUTPOLUTA A00UjeHUX IrpaJiyaJlHOM XeMOJIM30M, I0KAa3aHo je Zia OHe
caJip>ke CBe T[JlaBHE MpPOTEHHCKe QpaKliyje Koje ce HaJla3e Yy HWHTAKTHUM
MeMbpaHama epuTpouura. /JlobujeHu pesyatat mnoTBhyje Ja rpagyasiHa
XUIOTOHMYHA XeMOJIU3e HHje JoBesja J0 TyOUTKa HU jeJHe 0], TIJIaBHHUX
NpOTeUHCKUX $pakKiuja MeMOpaHe/IUTOCKeJIeTOHA U30JI0BAaHUX €PUTPOLIUTHUX
JlyXxoBa 06e BpcCTe.

PesysntaTu TecTta Be3nBama aHeKCHMHa V MOKa3aju Cy Ja €pPUTPOLUTHHU
JlyXOBU 006e BpCcTe uCHO/baBajy G(ochaTUAUICEPUH Y CIHOJbAILIEKEM CJO0jy
MeM0OpaHe, ULITO yKasyje Ja je TMpolLec rpajyajHe XeMOJiM3e HWHJAYKOBAO
peopraHuzanyjy y ¢ochosUnugHOM [ABOCJAOjy MeMOpaHe UCIUTUBAHUX
epuTpoLUTa. Y JUTepaTypH je Beh mokasaHo Ja M3jarawe ropehux eputrponura
OKCHJIATUBHOM cTpecy npoy3pyKyje JleJIUMUAY HO MCII0J/baBakhe
dochaTuauneranonamurHa (40%) u pochatuguncepuna (30-33%) y cnosbalimeM
cnojy dochonunuaHor JIBOCJIOja MeMbOpaHe [185]. HcnosbaBame
bochaTuaniceprHa U3 YHyTpalller cJ0ja epUTPOLMTHe IJladMa MeMOpaHe y
CrnoJsballllby, JielllaBa ce Kajla Ce epUTPOLUTH Habhy Yy OCMOTCKM "HENOBOJbHOM

OKpyXeky', Kao IITO je XUMoToHU4YaH pactBop [3] [lopea Tora, 0CMOTCKHU CTpec
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NpPOYy3pOKOBAaH H3JIaratb€M EPUTPOLUTA XUINOTOHUYHHUM pPacCTBOPHMA MOKe
NpPOYy3pPOKOBATH CTBapathe "U3BpHYTHX" (eHIJI. inside out) nyxoBa [186] u To Moxe
OWUTU jeflaH o] pasjora wucno/baBaka ¢ochaTUAMICEpUHA HA MOBPLIUHU
epUTPOLUTHHUX AyxoBa. [lokazaHe Mamwe poMeHe y AUCTPUOYLUjU dochonrunuia
U Yy BeJUYUHU TOBehUX U CBUICKUX EPUTPOLUTHUX JyXOBa H30JI0BAHUX
rpajilyaJJHOM XUINOTOHUYHOM XEMOJIM30M MOJpa3yMeBajy CBEYKYIHO pPeJIaTUBHO
O4yBaH JIMIKJHU cacTaB 06e BpCTe ePUTPOLMTHUX JyXOBa, MpeMa ayTopuUMa
DeLoach u Spates [172]. YkosuMko 6M ce HU30JI0BaHU €PUTPOLMUTHHU [JyXOBHU
NpPUMEHUIU Kao HOCAaYU aKTUBHUX CyINCTaHLY, I0Ka3aHe CTPYKTYpHE NpOMEHe y
MeMOpaHU OU BepOBAaTHO JI0OBeJie [0 HbUXOBOT NMpeNno3HaBaka U Npey3uMama o/
cTpaHe Makpodara [174], wTo ykasyje fa 6M OBU €PUTPOLUTHU AYXOBU MOTJIHU
MMaTH [OTeHLHja/IHy MpUMeHy Kao HCIOPYYUMOLUMU aKTUBHUX CYINCTaHLU
MakpodaruMa u leHApUTcKUM hesvjama. XosiecTepoJi, KOju NpeAcTaB/ba K/bYYHU
perynatop QuyuMAHOCTH MeMbOpaHe (IpeKo yTUI@dja HAa 'MaKoBamwe" JUNUAA Y
MeM6bpaHu) U JAepopMaOUIHOCTU MeMOpaHe (MpeKo MoAyJaliuje UHTepaKiuje
MeMOpaHCKHMX MNpOTEeUHa y CHOoJballllbeM ey LUuTocKeseToHa [187]), moxe
3HAaTHO YTHULIATHM Ha MpoJa3aK aKTUBHE CYICTaHLlEe U HEHO 3aJipXKaBakbe y
MeMbpaHu epuTpouuTa. Hamu pesysaTtu mnokasanu cy fga je Buuie of 90%
X0JIeCTepoJia NPUCYTHOT Yy HHTAaKTHUM EpUTPOLMTHMMAa U TOBeJa U CBHHbA
3a/lp>)kaHO y €pUTPOLUTHUM JyXOBHMMa JA00HjeHUM Ipajiya;lJHOM XUIOTOHUYHOM
xeMoJin3oM. OBaj pe3y/aTaT yKasyje Ja y npolecy rpajyajaHe XeMoJiM3e He J10J1a3u
Jl0 CTAaTUCTUYKU 3HavajHe JemJieluje xoJsecTteposia. O63UpOM Ha IMOKa3aHU
O4YyBaHHU CaJip:Kaj X0JIeCTeposia U MPOTEHWHA, Ka0 U HAa MHUHUMAJIHE NMPOMEHE Yy
BeJINYMHU ePUTPOLUTHHUX [yXOBa, MOKe ce pehu JAa HM30JI0BaHU €PUTPOLIUTHU
JlyXOBHU M3 KJIaHWYHe ToBehe U CBUICKe KPBU MMajy CIIOCOOHOCT Jja UMUTHpPAjy
XEMHjCKO U CTPYKTYPHO aHHU30TPONMHO OKpYyKewe hesujckux mMeMmb6paHa in vivo,
IITO je of 3Ha4aja 3a AUPY3Ujy U NAPTULHUOHU KoeUIIUjeHT JIeKOBa NPU HHUXO0BOj
VHKaIICyJIalyjU.

Jlapbe je y OBOj [OOKTOPCKOj AWCEpPTALMjU MCIUTAHO Ja JHA Mpouec
rpajya/lHe XeMOJIM3e M3a3uMBa OKCUAATUBHA oluTehewa M30/10BaHUX roBehUX U
CBUIbCKUX EPUTPOLUTHUX JAyX0Ba, NPHU 4YeMy je pe3u[yaJHu XeMOTIJIOOUH ¥
JlyXOBUMa €epUTPOLUTA aHaJMU3UpaH Kao jeJaH oOJi MapKepa OKCHAATUBHUX

omtehewa [167]. lobujeHu pe3yaTaTH yKasaJU Cy Ha CTAaTUCTUYKHU 3HAYAjHO
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Behu cazapxkaj pe3ugyajHOT XeMOTJIOOMHA Yy CBUECKUM y OJIHOCY Ha rosebe
eputponutHe AyxoBe. [looujenu pesysatatu SDS-PAGE rosehux u cBUHCKHX
EPUTPOLUTHUX JlyXOBa MOTBPJAWIM Cy Jla Cy TJIOOMHCKH JIAaHIIM XeMOTJIOOHWHA
Be3aHU 3a NpoTeMHe MeMbOpaHe/uuTockeseToHa (cauka 38). OBaj dpeHOMeEH
Be3MBamha IVMIOOMHCKHUX JIaHalla ONMCaH je y JMTepaTypu 3a XyMaHe epUTPOLUTe
U3J10’KeHe OKcuaaTuBHOM cTpecy [188]. [Ipema iuTepaTypHUM nojanuma, ropehu
EPUTPOLUTH y MEMOPAHU MUMajy HU3aK HUBO He3acMheHHWX MacCHUX KHUCeJIMHA Koje
Cy CKJIOHe OKCuJalMjy, Na Cy Ha Taj HAauWH Mawe IMOJJIOXKHU JIMIIHJAHO]
nepokcugauuju [189]. 3nauajuo Behe BpegHoctu TBARS go06ujeHe 3a cBUHbCKe
JlyXxOBe y OJHOCYy Ha rosehe jayxoBe, OuWjle Ccy y CKJaJy ca HaBeJeHUM
JIUTepPaTypHUM MNOJAlMMa O 0CET/bMBOCTH OBUX BPCTA €pPUTPOLIUTA HA JIUMUJHY
nepokcugauujy [189]. llobujenn nopanyd o cMakbeHOM (CKOpPO HeJEKTAaOUIHOM)
AHTUOKCHUJATUBHHOM KanauuTteTy (civka 40) ¥ roBehux U CBUICKHUX
epUTPOLUTHUX AyXOBa y OJHOCY Ha IMOJIa3He epUTPOLUTe Cy OYeKHBaHU U
nociaefuna cy ykJawakba yHyTaphesMjcKUX KOMIOHEHTHM aHTUOKCUJATHUBHOT
CUCTeMa, 3ajeJHO ca XeMOTrJIOOMHOM TOKOM Mpolieca rpaJiyajaHe XeMOoJIu13e.

Kao 6M0J10UIKM aKTHBHA CYNCTaHLA 3a UHKAICyJallkjy, Y 0BOj JOKTOPCKO]
Juceptauuju usabpan je DexP, mupoko kopuiuiheHd TJyKOKOPTHUKOU/J ca
U3paXeHUM aHTHUUHPJaMaTOPHUM U MMYHOCYNpPECMBHUM [€jCTBOM, aju U
6pojHuM Hexxe/beHUM edekTHMa [190]. [lopen Tepanujcke npumeHe, DexP je y
BeJIMKOj MepU HEONX0/IaH U Kao cacCTojak MeJiMjyMa 3a hesidjcke KyJaType, ajiy je
IeroBa JMpeKTHa NpUMeHa OorpaHMYeHa 360T TOKCMYHUX edekaTa Ha hesuje
[141,191]. be3 o063upa Ha cBpxy npuMmeHe DexP, mokasaHo je Aa ce HaBeJeHU
HeXxe/beHU epeKTH Mory u3behu yKoJIMKO ce JieK NMPHMEHU KpPO3 CUCTEM KOjU
0o6e36ehyje  HeroBo KOHTPOJIMCAHO WIN  TPOAYXKEHO ocjobahame
[53,54,141,192,193]; u3 Tor pasJjiora IMOCTOju MoTpeba 3a CTAJHUM pa3BojeM
(HOBHX) cucTeMa 3a MpoAyXKeHo oTnyuiTawe DexP. 3a pasnuky oJ; GHUOIOMIKUX
HOCaya JIeKOBa 3aCHOBaHUX Ha heJsiMjaMa, CHHTETCKHM HOCA4yM JIeKOBA Kao LITO Cy
NOoJIMMEepHe WM JIMIK/JHE YeCTUlle, 4eCTO He MCIyHaBajy KJIMHAYKA OYeKUBamba
[18]. 360r Tora cy 6MOJIOIIKK HOCA4YH, JOOUjeHU 0Ji OAKTEPUjCKUX M CHUCAPCKUX
hesinja, KOju MMajy CBOjCTBO KOHTPOJIMCAaHE U MPOAYKeHe UCIOPYyKe JieKa NoceOHO
NpHBJIAaYHU UCTPAKUBAYMMa U KJIMHUYapHUMa Kao CUCTEMH ca MOTEeHIMjaJoM 3a in

vivo npuMeny [18]. ¥ nutepaTypu A06po nmo3HaTa NpUMeEHA ayTOJIOTUX XyMaHUX
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epUTpoLUTa Kao CUCTeMa 3a KOHTpoJiMcaHo oTnywTtawe DexP, ca
bapMaKOKMHETHUYKOI Y  (QapMaKOJAUHAMHYKOI  aclleKTa Jaje  U3y3eTHO
3a/l0BoJbaBajyhe pesyJsiTaTe y nmepcoHaju30BaHOj Megulivuu [52]. Unak, y numy
NPOM3BO/iKEe YHUBEP3aJIHOI CUCcTeMa 3a Ucnopyky DexP, mprMeHa XeTepoJioTMX
(asoreHux) epuTpoLMTa je HeNpuxBaT/bMBa 300r OrpaHUYEHe KOJIMYUHE
epUTPOLMTA JJOCTYIIHUX 32 Jj0Oujatbe oBakBe dopMy.ianuje. Jlpyru sumutupajyhu
dakTOD je HeOCTAaTaK MHAYCTPUjCKe NpoLeAype 3a NPOM3BObY TaKBUX CUCTEMA.
W3 Tor passora je BpJio OUTHO OM/I0 pa3MOTPUTH roBehy U CBUHCKY KJIQaHUYHY
KpB, Kao HelpecyllaH M3BOp MOJIA3HOT MaTepujaja 3a JoOujakbe HOBUX HOcCaya
DexP, a kpo3 pa3Boj npoleca rpasgyajHe XUIIOTOHUYHe xeMoJiu3e. Kako je y npBom
JleJly OBe JIOKTOpCKe JucepTaluje pe3yaTaTUMa OMOXeMHUjCKHUX U MOP(OJIOLIKUX
aHa/IM3a, NOKAa3aHo Ja ce MpOoLeCcoM rpajlya/iHe XUIOTOHUYHE XeMoJiM3e J,00ujajy
EpUTPOLUTHU [JyXOBM U3 KJaHU4YHe TroBehe U CBUIbCKE KpPBU KOjU HMajy
CIIOCOOHOCT Jla MUMUTHPAjy XE€MHJCKO M CTPYKTYPHO aHU3OTPONHO OKpYKee
henujckux MeMbpaHa in vivo, y ApyroM Jiesly OBOT UCTPa>KMBakba NMPUCTYNUIO Ce
yHKarmncysanuju DexP.

Y unwmpy [JeMOHCTpaLMje IIpUMMeHe OIIMCAaHOT Ipoleca rpajyasiHe
XWMNOTOHUYHe XeMoJiu3e, DexP je mpesiMMUHApHO UHKANCYJIUPAH Y epUTPOLUTHE
JlyxoBe U3 rosehe M CBUIbCKe KJAaHWYHe KpBHM, 0e3 OoNTHMM3alMje napaMeTapa
MHKaIICyJlallkje, U ca HajMamOM KOHILIeHTpalLujoM Jeka. Y nopehemy ca gpyrum
MeTo/JlaMa 3a MHKAICyJalyjy aKTUBHUX CYNCTAaHLU Yy epUTPOLUTHe MeMOpaHe
ONMCAaHUX y JIUTEPATYpH, MOoxe ce pehu fja ce rpajya/iHa XUIIOTOHUYHA XeMOJIM3a
06asupa Ha NPUHIMINMA HEKOJIMKO MeToJa. HauMe, npolec je npojeKTOBaH Tako
Jla ce U3BpLIM yKJamkawe XeMorJo61Ha y To je Mmoryhe Behoj Mepuy, fa 6u ce oH
JlaJjbé MOrao KOPHUCTUTH Kao HU3BOp XeMckor reoxkha [38], mwTo je rsiaBHa
KapaKTepUCTHKa MeTOJle XWIIOTOHWYHEe XeMoJiu3e (BUJeTH norjaasmbe 2.5.1).
JlpyruM peuyuMa, NMOCTaB/beH je LWb JAa ce A00Mjy AYXOBH Ca ULITO MambHUM
cajip>kajeM xemorJsioouHa. Cazapkaj xeMmorsiobuHa y JUHa/JHUM [JlyXOBUMa Y
BEeJIMKOj MepU 3aBUCHM OJf WHTEPHUHAUBHJAYAJHUX BapuvjalMja y MO0JIa3HUM
epUTPOLIUTUMA, a MOXKe ce 0 opeheHe Mepe MemaTH NPOMeHOM Opoja LUKJ/Iyca
UCMpama JyXoBa HAKOH rpajiyajlHe xeMoJiuze. Y norjeay ¢asa y Kojuma ce
JoJaje  JleK, IpHMemeHa TrIpajya/JlJHAa  XUIOTOHMYHA  XeMOJIM3a  KMMa

KapaKTepUCTUKe XWUIIOTOHUYHE JWIyLivje, y Ko0joj ce jiek aojaje Beh y ¢asu ca
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XUIIOTOHUYHUM NydepoM, Kao ¥ XMIIOTOHUYHE Yjaiu3e y K0joj ce JieK AoAaje U ca
XunepToHUYHUM nydepom. [lopen Tora, rpaslya/JHOM XUNOTOHUYHOM X€MOJIU30M
BpIIM Ce M KOHTpoJia OyOpewa epUTPOIMTa, Ha YEMY Ce 3acHHMBAa MeTOJa
XWIIOTOHUYHOT Tpe-6ybpewa (BuAeTu norJyabmbe 2.5.1). [IpeagHocT npumemmeHe
rpaZlyajlHe XHIIOTOHUYHE XeMOJIM3€e YIPaBO jecTe KOHTpoJia 6ybpema, 0JHOCHO
cipeyaBame Myllakha €pPUTPOLUTA y XUINOTOHUYHO] CpejuHH, WITO omoryhasa
peBep3UOUIHO OTBapake XeMOJUTUYKUX OTBOpPA U MOCJAeAUYHO MHKAICyJaLujy
aKTHMBHe cymncraHUe. Takobe, rpajyajiHa XUNOTOHMYHA XeMOJIM3a He 3axTeBa
CKYIly IOCeOHy AY3ajHUpaHy ONpeMy, Kao IITO je TO HIP. C/Iy4yaj ca XUIOTOHUYHOM
JivjanusoM (BUAEeTH norJsassbe 2.5.1).

[ToTBpaa npucycrBa DexP HakoH npesiMMUHapHe UHKaINCyJaluje y roBehe
U CBUICKE EPUTPOIMTHE JyXoBe rpajyajHOM xemoJsn3oM ypabena je FTIR
aHa/IM30M, Ha OCHOBY IOjaBe cneyupuYHUX Tpaka u3 "fingerprint” peruoHa
yuctor DexPy ciekTprMa roBehux v CBUBCKUX [yX0Ba ca MHKaMcyaMpaHuM DexP
(cnuka 41). [lopen Tora nojauaH UHTEH3UTET Tpaka Ha 2852 u 2925 cm-1 3ajegHo
ca pactyhuM UHTEH3UTeTOM oAHOca Tpaka 2852/2925 ykasao je Ha nmoBehaHy
ypeheHoCT MeMbpaHe epUTpoLMTA 06€e UCIUTUBAHE BPCTE Ca WHKAMCYJUPAHUM
DexP [194]. Unak, Beha cainuHocT ca "fingerprint” pernoHom cnekTpa yuctor DexP
6uia je nokasaHa ko DexP-nHkancysMpaHuX CBHECKUX €pPUTPOLMTHUX JIyXOBa,
yKa3yjyhu BepoBaTHO Ha 60/by ePUKACHOCT MHKAICYyJlalluje CBUCKUX Y OJHOCY
Ha roBehe epuUTpPOLUTHE JAyxoBe. 3a Jasby allCOJYTHY HWJAeHTUUKALHWjy U
KBaHTUPUKOBae DexP wHHKamncysupaHor y roBehe U CBUICKE €pPUTPOLUTHE
[yX0Be y 0BOj JOKTOPCKOj JUCEPTALUjU pPa3BUjeHa je ¥ BaJIU[paHa MeToJa TeuHe
xpoMaTtorpaduje noj yaTpa BUCOKUM NPUTHUCKOM y crnpe3u ca MS/MS maceHom
cnektpodpotomMeTpujoM (UHPLC/-HESI-MS/MS). ¥ okBUpy pa3Boja HOBUX cUCTEMaA
3a UCIOPYKY JieKa, I0CTOje /iBa IJlaBHA aHAJIMTUYKa aclleKTa Koje Tpeba y3eTH y
063up: KBaHTHMUKALMja cajJip>kaja Jieka y Hocayy M KBaHTUUKaLMja JieKa
ocio6oheHor u3 Hocaya [195]. To 3Ha4yu Aa NOCTyNakK 3a pasapame Hocada JiekKa
Mopa OWTH yCHOCTaB/beH TakKo Ja o006e30eAd  eKCTpaKLHjy  YKYIHO
MHKaIcyMpaHor jseka. [lopeJ Tora, eKkcTpaxoBaH JieK MOpa 6UTU KBAaHTU(PUKOBAH
Ha crneuuduryaH, TayaH U MOHOB/BUB HauuH [196]. llITo ce THYe KBaHTUDUKALIHUje
ocnoboheHor Jieka M3 HOCAa4a, pa3BUjeHM aHAJMTUYKU TIOCTYyNak Mopa

JleTeKTOBaTH HHMCKe KOHIleHTpaluje JieKa Yy MeAujyMy 3a OTHylUTawe JeKa, U
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CeJIEKTUBHO ra KBAaHTU(PUKOBATU y NPHUCYCTBY JAPYrMX cacTojaka CUCTeMa 3a
HCIIOPYKY JIeKa, KOjU ce Takohe Mory ocjo604uTH y MeaujyM [195]. 360T cinoxeHe
XeMHUjCKe CTPYKType UCIUTUBAHUX E€PUTPOLMUTHUX AyxoBa (KOju ce cacToje of,
JINNIUAQ, IPOTEMHA U YIJbeHUX XHJpaTa) Kao Hocadya DexP u npeTxonHo onucaHe
nojaBe Aedocdopunanuje uHkancyaupaHor DexP go Dex ycnepn pgejctBa eH3uMa
NPUCYTHUX y epuTpouuTuma [53,54], 0CHOBHU NpeAyCJOB 32 0BO UCTpPaKUBAHE
6u0 je pasBoOj AHaJMTHUYKOI TMOCTYNKAa 3a alcoJyTHY HWAeHTUPUKALHjy U
KBaHTUQUKaILMjy UHKAICyJIupaHor jseka. DexP je y y3opuuMa uzeHTHGUKOBaH Ha
OCHOBY HeroBux MS u MS/MS cnekrtapa, nopehewem ca craHaapgom DexP.
AnconytHa kBaHTUduKauuja DexP y y3opuuma wusBpumeHa je y SRM
eKCIIepUMEeHTHUMA, Kao HajoCeT/bMBHUjeM THIy aHajJu3e KOpUUINeHOI MaceHOT
cnekTpodoTOMETpa ca TPOCTPYKHUM KBaZpyInoJioM, Ha OCHOBY ¢pparmeHara m/z M-
H- o 471,29 u m/z M-H- 04, 97,14 (cnuka 42), nopeheweM ca cranaapaom DexP. Y
CTyAujaMa JApyrux aytopa, DexP je Takohe 6uo MaeHTHUPHMKOBAH Ha OCHOBY
cnequPUIHUX NpoAyKT joHa: [M+H-2Na] ox m/z 471, [M+H-2Na-H20] oz m/z
453, u [M+H-2Na—-CH20] oz m/z 441 [197]. OnTMuU30BaHa MeToAa oMoryhuia je
jelHO3HAYHO pasJMKoBame JedochopuiancaHor obsuka Jeka Dex, 3a koje je
II0KAa3aHO y JIUTepaTypu Jia MOXXe HacTaTu KoHBep3ujoM DexP npu
MHKAICyJalyju y Hocadye KOjUu Ce 3acHUBAjy Ha epuTpouudtruma [52-54].
[IpucyctBo pedochopunncaHor ob6/MkKa Jieka, Dex Huje 6UI0 eTEKTOBAHO HU y
CBUICKMM HHU y roBehUM epUTPOLUTHHUM [JyXOBUMA, yKa3yjyhu Ha KOMILJIETHY
ouyBaHoCT ("recovery") neka DexP nnkancyivupaHor y eputponutHe gyxoBe. OBaj
pes3y/aTaT yje[JHO je NOTBPJUO OZCYCTBO aKTUBHOCTH ¢ocdaTaza oAroBOPHUX 3a
nedocoopunanujy DexP y epUTpoLMTHUM AyXOBHMMa ca MHKamcyJupaHum DexP.
AHanmuTUYKa MeTOJa pas3BHjeHa Yy OKBHUpPY OBe J[OKTOpCKe JucepTalyje,
omoryhuna je HeABOCMHUC/IEHy WJAeHTUOUKALHWjy W KBaHTUPUKauuvjy DexP
eKCTPaXxOBaHOT M3 EPUTPOLMTHUX [JyXOBa, ONTHUMM3ALMjy HHKAICYJIALUOHUX
napameTapa (mo4yeTHa KOHLlEHTpalyja JieKa, TeMIlepaType UHKyb6aluje, oAaTaK
rayTapajajexu/ia), kao U npahewe KUHeTHKe oThnyuiTama DexP u3 roeBehux u
CBUIbCKMX  epUTPOLMTHUX JyxoBa. McnuTuBameM  yTHL@ja NPOLECHUX
napaMeTrapa Ha edQuKacHOCT WHKamncysnanuje DexP y roeBehe u cBumbCKe
epUTPOLUTHE AyXOBe, NOKa3aHo je Aa HMHKyOanuja Ha 37°C UMa CTaTUCTUYKHU

3HavyajaH edekaT HaA KOJMYMHY HHKaIcyaupaHor DexP y epUTpOLUTHUM
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ayxosuma (p<0,05). Ilofy MCTUM eKcnepMMeHTaJHUM YCJIOBHAMa MHOro Behe
BpeJHOCTU MHKarcyaupaHor DexP fo6ujeHe cy y CBUECKMM Hero y roehum
EPUTPOLUTHUM JYXOBHUMA, ILITO Ce MOXe O6jaCHUTU CHnenuPUYHUM CacTaBOM
docdonunuga y MeMbpaHu roBehrx epuUTPOLMTA U YCIOCTAaB/bakb €M aHAJIOTHje ca
yTULIAjeM JIMOIWJHOT cacTaBa JIMIM30Ma Ha MHKAICyJalMjy/OTHyLITame JekKa.
Haume, kopg cucapa je ¢ochaTUAUIXOJUH TeHepasHO Haj3acTyN/beHHUjU
bochosmnug y cacTtaBy epUTPOLMTHHUX MeMOpaHa; MehyTUM H3paKeHOo
O/iCTyNlake 0/ OBOT "mpaBu/a" MOCTOjU KOJ, TOBehUX epUTPOLUTHUX MeMOpaHa,
Koje cy moce6Ho aedunutapHe y dochaTHUAUIXOIUHY, aJd CaZp>Ke BUCOK HUBO
cpuHromujesnrHa [198]. YcmocraBmbaweM aHajoruje u3Mehy epUTPOLUMTHUX
MeMOpaHa ca JIMI0O30MHMa, 3a KOje je TO0Ka3aHO CIOpHje OTMIyLITambe
MHKAICYyJIMPAaHOT JieKa M3 JIMII030Ma KOju cajip>ke CPUHIOMUjeIMH Y OJIHOCY Ha
auno3ome 6e3 cuHromujesrHa [199], Moxke ce 006jacCHUTHM CMamb€eHa
nepMeabUJHOCT MeM6paHe roBehUX epUTPOLMTA MpPU HHKancyaanuju DexP y
OJZJHOCY Ha CBUHbCKe epUTpoLUTHe MeMbpaHe. [lopes Tora, unkamncynanuja DexP y
06e BpPCTe epUTPOLUTHUX JAyXOBa OWJIA je AUPEKTHO MPOTOPIMOHATIHA MOPACTY
KOHIIeHTpalyje Jieka y nydepy 3a UHKy6alHjy, y oncery koHueHTpanuje of 0,04-
0,12 mg/ml. lo6ujeHu pe3ysiTaTU y CKJIAAY Cy ca pe3yJTaTUMa UCTPaKUBakba Koje
cy o6jaBusu Millan u cap. [65], Hamidi u cap. [34,200], u Foroozesh u cap. [169],
OpyM HHKAINCyJalyju pasM4UTUX JIeKOBAa y XyMaHe epUTPOLUTHE JAyXOoBe

NpHUMEHOM XHUIIOOCMOTCKHX MeTOoa.
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CxeMaTCKH NMpPUKa3 ONTHMH30BAHOT Mpolieca TpajyasHe XUIOTOHUYHE
XeMoJiu3e 3a MHKamncyJanujy DexP y roBehe U cBUHCKe epUTPOLIMTHE JyXOBe U3

KJIaHUYHe KpBH J]aT je Ha cJauLu 53.

Eputponutn
I'pasyasHa XUNOTOHUYHA XeMOJIM3a ca Hcnupame AyxoBa
35 mM NaP0,/NaCl ny¢epom, npoTok 3aTBapame AyX0Ba . ppg . yKIamame
300 ml/h XHNEPTOHMWTHIM Hb u cro6oaHOT
60%Hct nydepom Ha37°C DexP
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EputpouuTHu fyxoBu ca
HHKaINCYJINPaHUM JIEKOM

Cauka 53. CxemamcKku npuka3 onmumu3o8aHoz npoyeca 2padyajiHe XunomoHu4He
xemoau3se 3a uHkancyaayujy DexP y zosebe u csurscke epumpoyumHe dyxoee u3
K/AAHUYHEe Kp8u

Pesyntatu fo6ujeHu 3a edukacHOCT HHKamncyJsanuje DexP y cBumbCcke
epuTpouuTHe AyxoBa (13-14%) ciau4HM Cy pe3yaTaTUMa KOjU cy JOOHjeHU MpU
MHKaICy/Jaluju pa3/MYUTUX aKTUBHUX jefMibeia (JIeKOBa, €H3MMa, MPOTEUHa,
noaucaxapuzga, /JHK) y xymaHe epuUTpOLUTHe [AyXOBe XHUIOOCMOTCKHUM
npoueaypama [26,64,152,201]. Hucke BpegHOCTH ePHUKACHOCTH HWHKAICyJaliyje
NoKa3aHe y ciay4dajy roBehux eputpouuTHux ayxosa (2-3%) HuUCY cMaTpaHe
JomuM pesdynaTtatoM. DexP je xugpodunan u TOKOM mpoleAype HHKaICyJaluje
TeXd Ja AudPyHAyje U3 crnosbHe cpefuHe (mydep ca JiIeKOM) y YHyTpallkby
"BoJleHy" CpeJIMHy epUTPOLUTHUX Ayx0Ba. Y3uMajyhu y 063up Mamy ePpHUKaCHOCT
MHKarcyJanuje JobujeHe y ciaydajy roBehHUx epUTPOLMTHHUX JyXOBa, MOXE Ce
NpPEeTNOCTAaBUTHU Ja je [UPy3UOHU OTHOP MeMOpaHe roBehux epuTponyra npema
DexP Behu y mnopehewy ca audy3sMoHUM OTHOPOM MeMOpaHE CBHEbCKHUX
eputpouura. [lopes Tora, fo6ujeHu pesyataTu 3a HKY EE DexP y roBehe ayxose
O6WIM Cy KOMNapabWIHU ca pe3yaTaTuMa Koje cy objaBuiu Kim u cap. [70] npu
MHKAIICy/Jalluju aHTHUCEHC OJINMTOHYKJIEOTHJA Y XyMaHe epUTPOLUTHE JyXOBe,
NpoLEeAyPOM KOja YKJ/bydyje XUINOTOHUYHE U M30TOHHUYHEe docdaTHe mnydepe.

Hacynpotr Tome, Sternberg u cap. [171] mnokasanu cy pa je ePUKACHOCT
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uHkancynanuje FITC-obenexeHor roBebher cepymckor ajsbymMuHa y XyMaHe
epuUTpoIUTHe AyxoBe (6e3 xeMorysio6uHa) ckopo 97%. Y HaBeJeHOj CTyAUjU Cy
docdaTHu nydepu Takohe 6UIU pUMeeHU Y npoleaypu uHkancyaauuje FITC -
o6esiexxeHoT roBeher cepymckor anbymuHa. C 063MpoM Ha To Aa cy Kum u cap.
[70] mokasasu Aa npuMeHa Apyrux nydepa y npoueaypH UHKaICy/aluje MoXe Ja
no6osbiia edUKACHOCT HHKamcCyJaanuje, Moryhe objalimbeme Yy  HalleM
HUCTPaXKMBawy OWUJI0 OU TO Ja NMpUMereHU Nydep HUje oAroBapajyhu 3a rosehe
epuTpoluTHe AyxoBe. Byayha uctpaxuBawa 6u Tpebasio a y3My y 063Up OBaj
npepJior. 'eHepasiHo, pe3yJsTaTy 0 epUKACHOCTH UHKancyaauuje DexP y cBumbcke
U roBehe epuUTpoLMTHE [yXOBe U3 KJIAaHUYHE KPBU J0OUjeHH Y OBOj JJOKTOPCKOj
JUCepTalUju MOTy ce NOpeAUTH ca edukacHolhy MHKalcy/aanuyje, Koja je
usHocuna 4-13%, kazaa je DexP uHkancyaupad y noJu(d,l-1akTHA-KO-TTUKOJINU])
(PLGA) 1% nosin(d,l-1aKkTu/-Ko-TJIMKOIUA) /TIOJTUTIUKOJIU]L (PLGA/PLA)
Mukpochepe [131,192].

MeTosiom Jacepcke audpakuvje oApeheHo je ga je BeJMYMUHA
epUTPOLUTHHUX yX0Ba 6€e3 U ca UHKAICYyJUPaHUM JIeKOM Ouia NPUOJIMKHO MCTa
3a 06e BpcTe y3opka. OBaj pe3y/TaT yKasao je Aa NOoCTynak MHKamcyJanuje DexP
rpajilyaJHOM XUIIOTOHUYHOM XEMOJIU30M HUje MMao 3HauajaH YTHLAj HA BEJUUHHY
epUTPOLUTHUX JAYyXO0Ba, Kao W pacmnojesay BeJU4YUHe. M3BeJeHU 3aK/bydyakK ¥y
CYyIPOTHOCTH je ca NpeTXOJHUM UCTPaKMBalkbUMa YHjH Cy pe3yJITaTU NoKa3aau Ja
noctoju edexkat noBehawa Be/MUMHE EePUTPOLUTHUX MeMOpaHa M NpPOMEHE
pacrnojiesie HbUXOBe BeJMYMHe Y CAy4dajy KaZa ce NpUMelyje XHUIIOOCMOTCKH
NOCTyNaK WHKamcyaanuje jekoBa [152,169,200]. PesyataT fob6ujeH JiacepckoM
auédpakuujom mnotBpauiae cy U FE-SEM u AFM wMukporpaduje. FE-SEM
MUKporpaduje nokasaJje Cy a Cy MUHUMaJIHe pa3J/iuKe y 06JUKY, BeJIMYUHU Kao U
TOMOJIOTHjU NPUBKUAHO HHKAINCYyJUpPaHUX y mopehewy ca JyxoBuMa ca
MHKarncyupaiuM DexP 6use Bullle u3pakeHe KOJ, CBUFCKUX AyX0Ba (ciuka 48 B,
['). OBakaB pesyjaTtaT 0OHO je y CKJIaAy ca KapaKTepUCTHUKaMa CBHHCKUX
epuTpoLMUTa KOjU Cy OCeT/bUBHje TNpHUpPOJAEe TMOCEOHO HAKOH H3Jarama
XUII0OOCMOTCKUM yca0BUMa [162].

[Topen Tora, FE-SEM u AFM pgajsie cy carjiacHe pe3syJiTaTe IO NUTamby
MOBPIIMHCKE XPanaBOCTH rOBehUX U CBUHCKUX epUTPOLMTA Ca UHKAI CYyJIUPaHUM

DexP. UHkancynanuja DexP y roBehe ayxoBe goBeJia je camo fio 6saror najga RMS
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BPEJHOCTH y OJIHOCY Ha TMOBPUIMHCKY XpamaBOCT KOHTPOJIHUX ToBehux
epUTPOIUTHUX AYXOBa, ca 17,2 + 1,5 nm Ha 15,9 + 2,8 nm (p>0.05). ¥ cayuajy
CBHUIbCKUX E€PUTPOLMUTHUX JAyXoBe, RMS BpesHOCTH 32 MOBPUIMHCKY XpamnaBOCT
nsHocusie cy 30,0 £ 54 nm u 34,2 + 7,5 nm 3a KoHTpoJiHe U DexP uHkamncyiupaHe
CBHIbCKE €pPUTPOLIUTHE AyXoBe, pecieKTuBHO (p>0,05). PesynrtaTt no6ujen AFM
aHaJIM30M I10Ka3ao je Ja JoaaBame yieka DexP y npoueaypy rpaZyajiHe XxemMoJiu3e
HeMa MPUMETHHM Jl0JaTHU epeKaT Ha MOPOJIOTHjY epUTPOLUTHHUX AyxoBa. Mnak,
AFM aHasM3a noTBpAUIa je MOCTOjarbe 3HavYajHe pasjrke y MoOpQoJoryju usmehy
ropehux U CBUKCKUX EPUTPOLMUTHHUX JAyxoBa (M KOHTPOJHUX U ca
MHKarIcy/JMpaHuM jekoM, p<0,05), a To Mo>ke BeoMa yTULIATH Ha KapaKTepPUCTUKE
Tj. IOHAIllakbe OBe JIB€ HCIUTHUBAHE BPCTE E€PUTPOLUTHHUX AYXOBa Kao Hocaya
DexP.

KuHeTrka oTnymtawa MHKancysaupaHor DexP 3HadajHo ce passiukoBasa
KaKo u3Mehy BpCTa UCIUTUBAHUX Y30paKa epUTPOIMTHUX AYX0Ba, TaKO U U3Mehy
y30paKa HCTe BpCTe y 3aBUCHOCTHM O/ CajJipKaja pe3uyaJHOT XeMOTJIOGHUHA.
['oBehH epUTPOLUTHU AYXOBH 32 PA3JIUKY O] CBUECKUX EPUTPOLUTHUX AyXOBa
nokKasaJsiu cy My/aTudasHy KUHETHUKY OTNylITaka UHKancyaupaHor DexP. Kox o6e
BPCTe EpPUTPOLUTHUX JyXOBa, MOCTOjarbe lag-pa3e mokasyje Aa cy y mpolec
ocnobabhamwa Jieka M3 JyXoBa, nopej Avddy3dje yKbydeHe U HeKe CTPYKTypHe
npoMeHe hesnjcke MeM6paHe.

Jlo6po je mo3HATO Ja KUHETHKA OTNYIITamka JieKa U3 epUTPOIMTa Kao
HOCaya 3aBUCH O/ BeJIMUMHE W MOJIAPHOCTH HMHKAICYJMPaHUX CyICTaHuu [26].
YrsiaBHOM, MOTY ce MOCMaTpaTH TPU pas3jiMuMTa HauMHA OTHyLITama Jeka: 1)
OTHyILITak€e JieKa ce 00aB/ba 6p3oM AUPY3UjoM KpO3 MeMOpPaHy KO/, JIUIO(PUIHOT
Jleka MONyT NpuMakuHa [46] wiu MeTtoTpekcaTa [202]; 2) oThmyluTame Jeka ce
o6aBJba hesinjckoM JIM30M KO/Ji JIEKOBA MONYT eHasanpuiara [152], reHTaMUIMHA
[63] u Tpamagosa [169]; 3) npodusa oTnylITamka JieKa Ipe/iCTaB/ba KOMOHUHAILU]jY
npBa /iBa, Kao LITO je MOKa3aHO 3a HM30HMWa3uj [203] u eputponoeTuH [204].
Kunetuka ocno6ahamwa DexP u3 epuTpouTHUX AyX0OBa, MoKasasza je Aa je Behu
DexP ednaykc nobujeH y ciayyajy oba Tuma y3opaka ca Behum cajpxkajeMm
XeMOTJIOOHUHA (TOKOM HCTOT eKCIIepUMeHTa/IHOT BpeMeHa) Y 0JHOCY Ha Y30pKe ca
HWKHUM CcajJip>kajeM pe3u/lyaJlHOT XeMorJyioOuHa. Takohe ce Moxke youuTu Ja je

epekaT pe3uayasHOr XeMOIJIOOMHA OHWO U3paKEHUjU Yy Cay4yajy roBehux
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epUTPOLUTHUX JyX0Ba Yy OJHOCYy Ha CBUICKe epUTpoluTHe ayxoBe. OBa
YUKEHUI]A HJe y MNpWIOT Teopuju Ja je ocaobahamwe Jeka MoCHelIeHo
OTOYLITabeM XEMOTJIOOMHA U3 epUTpPOLUTHUX Hocadya [152,169]. Kako je
OMOXeMHUjCKUM aHajiM3aMa I[0Ka3aHa O4YyBaHa, OJHOCHO CJMYHAa CTPYKTypa
roBehux U CBUICKHUX €PUTPOLMTHUX JyX0Ba U M0JIAa3HUX EPUTPOLUTA, CAMUM TUM
U CJUYHEe TPAHCIOPTHE KapaKTEPUCTUKE KpO3 JyXOBE Kao U EPUTPOLUTE,
oKasaHe pas/jvke y npoduauma oTnymtarba DexP u3 roBehux u cBUEBCKUX
JlyX0Ba MOTY ce 00jaCHUTH NOCTOjalbeéM Pas/IMUUTUX e(IYKCHUX TpaHCHopTepa
(koju mocpenyjy aKTUBHM eQJyKC JieKka M3 MeMOpaHe) y €epUTPOLMUTHHUM
MeM6OpaHaMa OBe JIBe BPCTe, KaKo Cy HeKU ayTopu Beh npeuioxuau [200,205].

JonaBawe BoJleHOr pactBopa rayrapangexuga (0,01% (v/v)) y
XUIIePTOHWYHO] $a3u mNpoleaype HHKaICyJalydje Yy OBOM WCTpPaKUBawy HHUje
I0KasaJ0 3HayajaH YTHUL@j Ha NoboJbllame MapaMeTapa WHKamncysnauuje DexP
(p>0,05). MebyTtum, umajyhu y BuAy NO3HATO /[I€jCTBO TJyTapajijexuja Ja
crabunuile, yupurhaBa U yMpexkaBa MeMOpaHy epUTPOLUTHUX JyX0Ba, NOCTyNaK
HEroBOT J0/laBama je 3aJip>KaH y MpoLefypu UHKaICyJaluje, Kao paKTop Koju
KOHTpOJIMIIE OTHyLITawme JieKa, Kako je Beh NOKa3aHO Yy HEKOJIMKO pambuX
ucTpaxkuBawa [169,206,207].

Y 0BoOj cTyauju ocTBapeHO je nmpoayXeHo oTnyiiTawmbe DexP us rosehux
(TokoM 5 JaHa) UM CBUKCKUX epuUTpoluTa JyxoBa (TokoMm 3 jaHa). byayha
UCTpaXKMBamwa Tpebaso 6u Aa ce $okycupajy Ha HOBe epeKTHBHEe METOJEe 3a
KOHTPOJIMCAHO OTIYIITake JieKa U3 epUTPOLIUTHUX AYX0Ba, KAo LITO je objarame
EpUTPOLUTHUX JyX0Ba CJI0jeBUMa pas/JIMYUTUX MoJiuMepa [26]. 3amnakeHu
dbeHoMeH omnagajyher TpeHzga ocio6oheHor DexP HakoH 3 pgaHa y caydajy
CBUICKMX M 5 JlaHa y ciydajy roBehux epUTPOLMTHUX AYyXOBa, MocjeAuua je
HajBepOBaTHHUje HEeCTAaOWJIHOCTU JieKa NPOYy3pOKOBaHe MHTEPAKLUjOM Ca HEKOM
0/, TpPajIMBHUX KOMIIOHEHaTa CJIO)KEHE CTPYKTYpe €epUTPOLUTHUX JAyXoBa ¥y
eKCIIEpUMEHTA/JIHUM YyCJI0BUMa KOjU Cy KOpuIIheHH y TecTy ocjobahama Jieka
(HOp. cosybunusanuja Jeka oJf CTpaHe MacHUX KHceJvMHa U ca1.). MoryhHocT
cMamewa kKosnuuHe DexP y menujymy ycien mwerose gedochopunanuje u
npeBohewa y Dex je uck/bydyeHa HakoH poaatHe UHPLC/-HESI-MS/MS ananuze
y30paka A06ujeHuX y TecTy in vitro npahemwa ocysobahamwa jseka. OBakBa MojaBa

CMamema KOJWYUHe JieKa je Beh omucaHa y JiMTepaTypH 3a Cj1y4aj TpamazoJia
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WMHKAICYyJMPaHOT Yy XyMaHe epUTpOLuTe, TAe je omaAajyhu TpeHj ocyobahama
JleKa 3amna)keH HakoH 5 pana [169]. Pasmartpajyhu gpyre TumoBe cucTeMa 3a
npoayeHo ociobahawe DexP, momenyte o¢aykTyanuje y ocnobabawy DexP
ONMCaHe Cy U y CIy4yajy Ayro UUPKyIMIIyhUX JMIIo30Ma ca MHKancyaupaHuM DexP
[125].

Ha ocHOBy nmpurkasaHuX MOP}OJIOMIKHX U CTPYKTYPHUX KapaKTEPUCTUKA, U
KapaKTepuCcTUKa oTnywTama DexP u3 roBehux M CBUECKUX €pPUTPOLMTHHUX
JlyXOBa M30JI0BAHUX U3 KJIAHUYHE KPBU, MOXe Ce MPEeTNOCTaBUTH Jla OBAaKBU
epPUTPOLIUTHHU J[yXOBU MOKA3yjy BeJIMKU MOTEHLHjaa 3a 6UOMeJULUHCKY TPUMEHY
y Wby NpOJy:KeHe U KOHTPOJIMCaHe J0CTaBe aHTMHH}IaMaTopHOT Jieka DexP -
o/l IpUMeHe y Ky/aTypama hesdja, ca LiM/beM CTUMYyJalibje pacTa U yCcMepaBamba
AvdepeHLMjalyje, 10 NPUMeHe y TepanujcKe CBpxe IIMPOKO PaclHpoCTpameHUX
ayTOMMYHMX HHQJaMaTOpHUX 6oJsiecTh. HcToBpeMeHO, [00OujeHU pe3yJaTaTH
yKa3yjy Ha NoTpeby JAa/bUX MCTpakuBarmba Koja 6M 3a LW/b UMaJa Mo6OoJblIaH
JIU3ajH epUTPOLUTHUX AyxoBa. OBaj MPUCTYN MoJpasyMeBa Npe cBera obJarame
JlyXOoBa CJI0jeBUMa pas/JMYUTUX IoJMMepa paAu IocCTU3ama edUKACHUje
MHKarcy/januje 1 60/be KOHTPOJIMCAHOT OTHNYUITaWka Jieka Kao M MacKHhpamwa
aHTUTEHUX JIeTEPMUHAHTH Ca I|W/beM J0OHjakba HOcCAya KOju OU OMO MOTOoJiaH 3a
npuMeHy koJ, Beher 6poja Bpcra cucapa. Takobhe, oTBapa ce Kao HeonXo/aH
npaBall UCIUTHUBama epukacHocTU DexP MHKaMNCy/IMpaHUX AyxXoBa Kao cUcTeMa 3a
NPOAYXKeHY HUCIOPYKY JIEKOBa Y in Vivo ycl0BHMMa ca KpajibuM LU/bEM HHUXOBE

KJIMHHUYKE [TIPUMEHE.
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Y O0BOj [OKTOPCKOj AucepTalMju HUCIUTaHa je MoOryhHoCT kopwuiihemwa
roBehUx U CBULCKUX ePUTPOLIMTHUX MeM6bpaHa (,AyxoBa”) MOpeKJOM U3 OTHaJHE
KJaHAYHE KpBM, Kao TOJla3HE OCHOBe 3a [MpPOU3BO/JbY CUCTEMA 3a
IpOAYKeHO /KOHTPOJIMCAHO oOcJobabawe aKTHMBHe CyINCTaHLe JeKcaMeTa30H-
HaTpujyM-pocdaTa (DexP). HakoH jgeduHHCcamkba XeMATOJIOIKHUX U OCMOTCKUX
KapaKTepUCTUKA roBehUX U CBUICKUX E€PUTPOILMTA, ONTUMU30BAH je MPOLEC
rpajiyajlHe XUIOTOHUYHE XeMOJIM3e 3a H30JI0Bakbe EPUTPOLUTHUX MeMOpaHa.
JlobujeHe epUTPOLMTHE MeMOpaHe OKapaKTepucaHe Cy Yy MOpPQOJIONIKOM H
O6MOXeMHUjCKOM cMuCay (nmpuMeHoM MeToza SEM; mnpoToyHe LUTOMETpHje,
nacepcke audpakuuje, FRAP, TBARS..). [Ipouiecom rpajiyasiHe XeMOJIM3€e je 3aTUM
uHKancynavpaH DexP y roBehe u cBUIbCKe epuUTpoLdTHe MeMOpaHe, Tfe je
metogom UHPLC/-HESI-MS/MS wucnuTaH yTuIl@dj NpPOLECHUX IapaMeTapa Ha
epUKaCHOCT MHKaIcy/januje ¥ npaheHa KMHETUKA OTHYLITalkba MHKAICYJMPaHOT
DexP. Jleta/bHo cy ucnuraHe MopQoouiKe 0cobuHe A0OHjeHOT cMCTeMa Ha 6asu
epUTPOLUTHHUX MeMOpaHa 3a mpoayxeHo oTnymtambe DexP. Ha ocHoBy

[IPUKA3aHHUX PE3yJITaTa MOTYy C€ U3BECTH CJIe,E[ehI/I 3aKJ/by4dlH:

- T'oBehU U CBUICKU €PUTPOLIUTH U30JI0BAHU M3 OTNAJHEe KJAaHUYHE KPBU IO
CBOjUM OCHOBHHMM X€MaTOJIOLIKUM MapaMeTpHMa HHUCY 3HAa4yajHO OJCTyHaJu
o/, pedepeHTHUX BpeJHOCTH 32 3/[paBe )KUBOTHHE U HUCY MTOKa3a/id 3HaYajaH
CTelleH MeXaHWYKM UHAYKoBaHe xeMmoJsusze (p<0,05). Osaj pesynarart
noTBphyje Aa epUTPOLUTH U30/I0BAHU U3 OTNAJHE KJIAHUYHE KPBU MOTY GUTH

M0JIA3HU MaTepHjasl 3a 0 6ujarbe EpUTPOLIMTHUX JIyXOBa.

- Tect ocMoTcKe GparujHOCTH, MHUKPOXeMaTOKPUTCKA MeTOoZa W MPOTOYHA
UTOMETpHja Jajse Cy carjlacHe pe3yJTaTe M0 MHUTalkby OCMOTCKe
$paruJHOCTH HWCIUTUBAHUX EPUTPOIMTA, M TMOKasaje Ja Cy CBUIbCKH
€PUTPOIUTH OCMOTCKH QparwiHuju of, roBehux. ¥ o6e BpCTe HUCIUTHUBAHHUX
epUTOLUTA JeTEeKTOBaHe Cy HajMame JiBe Ppakiiyje Koje ce pasjuKyjy Mo
OCET/bUBOCTH HAa OCMOTCKY JiM3y. MeTogoM MpOTOYHE IUTOMETpHje
notBpheHo je ga ce oBe ¢pakuuje pas3/UKyjy U Yy BEJUYUHU U CTENEeHy

oybpema.
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- Kao ontumanHu nydep 3a usBohewe XxeMoJihM3e TroBehHX U CBUELCKUX
€PUTPOIMTA, V IIWbY /l00Ujakba epUTPOLUTHUX MeMOpaHa, oapeheH je 35 mM
HaTpujyM-pocdatHu/NaCl nydep. beroBom npruMeHOM NpHU NPOTOKY nmydepa
o 300 ml/h, Tokom 30 min ocnob6aha ce >90% xemoryiobuHa U3 BeJIUKe

3anpemuHe (100 ml) o6e BpcTe epuTponuTa.

- Mopdosomke (BesHMYMHA M NOBPIIMHCKA MopdoJioruja) U OUOXeMHjcKe
KapakTepucTuKe (MPOTEMHCKU W JIMNWJHU cacTaB MeMOpaHe) ropehux u
CBUICKHUX EPUTPOLUTHHUX JAyXOBa M30JI0BAHUX TIpaZya/JHOM XeMOJIU30M,
yKa3yjy Ja Kao TakBe, OMOXEMUjCKU U CTPYKTYPHO OJroBapajy hesnjckum

MeMbpaHaMma in vivo.

- PasBujeHa MeToJia TeuHe xpoMmaTorpaduje noJ, yJITpaBUCOKUM NPUTHUCKOM Yy
cnpe3u ca MS/MS macenom cnektpodotomerpujom (UHPLC/-HESI-MS/MS)
omoryhusa je  amcoayTHy  MWAeHTUPUKALMj)y U KBAHTUHUKaALUjy

MHKarncyaupaHor DexP y roBehe v cBUmbCKe epUTPOLUTHE AyXOBe.

- Op McrUTHUBAHUX NIapaMeTapa Kao HajoNTUMaJIHUjU 3a UHKancyaauujy DexP, y
06e BpCTe epUTPOLUTHUX AYXOBa, oJipeheHu cy koHueHTpalnyja jeka of 0,12
mg/ml u temneparypa unkybauuje o 37°C. [lonaBamwe BOJeHOTr pacTBopa
raytapangexuga (0,01% (v/v)) y XunepToHHWYHO] ¢asu mnporeaype
VHKaIICyJIalldje ¥ OBOM HCTPaXXMBalwy HUje I0Kas3aJ0 3HayajaH YTHULAj HA

no6oJblilakbe mapaMmeTtapa uHkarmncyJianyje DexP (p>0,05).

- KopumhemeM CBUHBCKHX €pUTPOLUTHUX JyXOBa, IOCTUTHYT je Behu cTeneH
uHKancysanuje DexP (13-14%) y nopebemwy ca rosehum epUTPOLUTHUM
AyxoBuMa (2-3%). KoHueHTpanuja uHKancysvpaHor DexP y cBUEbCKUM
epUTPOLMTHUM AYXOBHUMA, OJAroBapa MUHMMAJIHUM KOHIeHTpaunujama DexP
KOje ce Mpenopy4yjy 3a Tepalujcke, NpoPUIaKTUIKe CBpXe, U IPUMEHY Kao

MojlyJlaTopa pacTay KyJTypama hesuja.

- JletasbHa Mopdosomka aHanusa (AFM, FE-SEM, nacepcka gudpakuuja) oba
TUIIAa €PUTPOLUTHUX JAyXOBa ca HHKancyaupaHuM DexP, nokasana je ga
IPUCYCTBO HHKamcyaupaHor DexP Hema yrTunaja Ha MopdoJorujy

epUTPOLIUTHUX [JyXOBa, aJM Jia MOCTOje 3Ha4yajHe pas3/jiuKke y MOpPQOJIOTHUjU
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u3Meby roeehux v CBUBCKHUX €PUTPOLUTHUX JlyX0Ba, HA OCHOBY Yera ce MoKe
OY€eKMBAaTH Pa3/IMYMTO NOHALIAKke OBe JiBe UCIIUTHBAaHe BPCTEe ePUTPOLUTHUX

JyxoBa Kao Hocaya DexP.

- KuHeTuka oTnymtawa UHKancyaupaHor DexP, pasniukoBasa ce kako uaMehy
BpCTa EpUTPOLMUTHHUX JAYyX0Ba, Tako U usMeby ysopaka ucre BpcTe y
3aBUCHOCTM OJ] cajpaja pe3ujyasHor xemorso6uHa. IlocturHyro je
npoay»xeHo oTnyumtawke DexP y nepuoay o Tpy, O4HOCHO IeT JaHa y Cly4ajy
DexP wuHKancysiuMpaHuxX CBUECKMX U TOBehuX epuUTpOLUMTHUX [JyXOBa,

pEeCIeKTHUBHO.

Ha ocHOBy jg06ujeHHXx MOPQOJIOMIKHMX M CTPYKTYpPHUX KapaKTepUCTHKA U
KapaKkTepucTUKa oTnywTama DexP u3 roBehux M CBUECKUX €pPUTPOLUMTHHUX
JlyXOBa M30JI0BAaHUX M3 KJIaHWUYHE KPBH, MOXe Ce 3aK/byYUTH Jla OHU NOKasyjy
BeJIMKU IMOTeHIHYja]l 3a OGUOMEJULUHCKY MNpHUMeHYy Yy LW/bYy HPOAYXKeHe U

KOHTPpOJIMCaHe JOCTaBe aHTI/II/IH(l)J]aMaTOpHOI' jaeka DexP.
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[TPHUJIOT A

3asucHocm xemamokpuma, cmeneHa Xxemoau3e (%) u cmeneHa 6ybpersa 00
MmoaapHocmu Na-gpocpamuoz/NaCl nygepa dobujeHux npu odpehusarty cmeneHa
6ybperba epumpoyuma u3 2ogehe U C8UMCKe K/AAHUYHEe Kpeu, MOOJUPUKOBAHOM

MUKPOXeMamokpumckom memodom [147]. Pezyamamu npedcmassoajy cpedrby

epedHocm nem He3dBUCHUX eKchepuMmeHama.

1,0£1,7 1,00 £ 0,00
139,1 37+4 1,118 1,01 + 0,02
124,2 3745 1,119 1,04 + 0,04
109,3 39+4 1,6 2,1 1,06 £ 0,06
94,4 40+5 2,7+25 1,08 £ 0,10
79,5 41+5 6,0 43 1,15 + 0,12
64,6 38+5 223+98 1,32 0,17
49,7 235 68,1+ 12,0 1,85+ 0,58
348 11+5 87,8 £ 6,5 1,84+ 0,60
19,9 5+1 93,5 + 4,5 1,88+ 0,46
12,5 96,2 + 2,2
5,0 98,96 + 3,6
100 + 0

35007 09+03 1,00 £ 0,00
139,1 376+05 12+05 1,08 + 0,02
1242 408+22 39+32 1,20 £ 0,09
109,3 41,0 + 1,1 14,6 + 11,8 1,38 0,19
94,4 35,0+ 438 41,5 + 18,0 1,78 + 0,37
79,5 135+ 94 789 + 6,7 1,96 + 0,02
64,6 0,0 91,158 0,0
497 95,7 +5,5
348 958+ 5,7
199 96,3 +5,1
125 97,5+39
5,0 98,1+ 4,1
0 100 + 0

OceHuyeHe BPeHOCTH NPEACTAaB/bajy HajHKe BPEAHOCTH MOJIAPHOCTH Nydepa y KojuMa ce MOrao OJpeUTH

XeMaTOKPHT U CTeNeH 6y6pera.
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BUOTPADUJA

HUBana (Tomucnas) Koctuh, guniomupanu dapmaueyt, pohena je 13.
fenemb6bpa 1984. roauHe y bBeorpagy. Ha ®apmaneytckoM akyateTy
YHuBep3uteta y beorpagy auniomupadna je 2009. roauHe, ca Npoce4HOM OLIEHOM
9,29, Ha KaTegpu 3a PapmalneyTCKy TeXHOJIOTHjy U KO3MeToJIoTHjy. JJoKTopcKe
ctyavje Ha TexHoJIOLIKO-MeTanypuikoM ¢akyaTeTy, YHUBep3uTeTa y beorpasy,
cMep bBHOXeMMjCKO HUHXemepCTBO MU OHOTEXHOJIOTHja, yIucaJa je LIKOJICKe
2009/2010. rogune. Ox dedbpyapa 2010. no debpyapa 2011. roguHe 6uIa je
cTuneHAucTa MUHUCTApPCTBA 32 HAYKY U TEXHOJIOIIKY pa3Boj Penybsrke Cpouje y
OKBUPY IIpOjeKTa TEXHOJIOWIKOr pa3Boja 6p. 18002. Y 3Bawme HCTpakuBay
NpUIIpaBHUK U3abpaHa je 27. janyapa 2011. rogune. Ox 1. debpyapa 2011. rogunHe
3alloc/ieHa je Kao HCTpaXkuBad NpUNpaBHUK y HWHOBAallMOHOM LieHTpY
TexHoJ/I0LIKO-MeTanypuIKOT paKy/TeTa, YHUBep3uTeTa y beorpasy Ha mpojekTty
,Pa3BOj HOBUX HHKAIICYJIALIMOHUX Y €H3UMMCKHUX TEeXHOJIOTHja 3a NPOU3BOHY
OuoKaTasM3aTopa U OMOJIOIIKHY aKTUBHUX KOMIIOHEHATa XpaHe y LiW/by noBehamwa
HeHe KOHKYpPeHTHOCTH, KBajauTeTa U 6e36eaHoctn” (MHUU 46010) koju
drHaHCUpa MUHUCTApCTBO NMPOCBETE, HAYKe M TeXHOJIOLIKOT pa3Boja Peny6iinke

Cp6uje. Y 3Bambe UCTpaKMBay capa/lHUK M3abpaHa je 7. centem6pa 2012. roaune.

On 2011. rogvHe 6usa je yYeCHUMK Ha TpU MebhyHapoJHa HaydHa NpojeKTa:
"Development of enzyme processes for production of egg white protein
hydrolysates” (E! 6750- ENZEGG), koju je peanusoBaH y okBupy EYPEKA
[Iporpama usmehy Peny6srke Cp6uje u Peny6srke CioBeHuje y nepuoay 2011.-
2014. ropunHe; "Stabilisation of natural bioactive compounds: Study of
encapsulation techniques and release studies" koju je peasusoBaH y OKBUDPY
o6unaTepasiHe capajawe usMmehy Penybsauke Cpb6uje u Penyb6suke Iloptyran y
nepuoay 2011.-2012. rogune; u "Hemoglobin from renewable source as a starting
material for heme iron product for prevention and therapy of anemia in domestic
animals: Optimization of process of isolation and purification of hemoglobin" koju
je peasuM30BaH y OKBUPY OuJaTepasiHe capajme usmehy Penyo6sinke Cpbuje u
Peny6.inke CnoBenuje y nepuogy 2012.-2013. rogune. UBana T. Koctuh je 6usia u

Capa/iHMK Ha jelHOM MHOBALlMOHOM MNpOjeKTy MHUHHUCTApCTBa MPOCBETE HAayKe U
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TEXHOJIOIKOT pa3Boja Penyb6suke Cpb6uje ,Salviva® -xymaHa BelITauka
IJbyBa4yKa, TeXHOJIOIIKe MOTYNHOCTH MW KJIMHMYKA mnpuMeHa“ (451-03-

00605/2012-16/57) koju je peasnusoBaH y nepuoay og 2012. no 2013. rogune.

MBana T. Koctuh je g0 caga aytop wiu koaytop 19 pajoBa LITaMMNaHUX Y
LeJIMHU U TO: jeaHor (1) morsam/ba Y UCTaKHYTOj MOHOTpaduju MehyHapogHor
3Hayaja (M13), ocam (8) pagoBa y MmehyHapoJHUM yaconucuMa (kateropuja M20)
o/; Kojux je TpH (3) paja nyO6/JIMKOBAHO Y BPXYHCKUM MelyHapoAHUM YacomucuMma
(M21), jenan (1) pag ny6J1MKOBaH Y UICTAaKHYTOM MehyHapoHOM yaconucy (M22),
yeTUpH (4) pasa y mebyHapogHuM vaconucuMma (M23); ocam (8) caomnmTema ca
MehyHapoHUX CKynoBa mTaMnaHux y ueavuu (M33), jegnor (1) paga y HayduHOM
4acoNuCy HalMOHaJHOr 3Hauyaja (M53), u jeanor (1) caommTema ca cKyna
HallMOHAJIHOT 3Hayaja wWTaMnaHor y ueiavHu (M63). O6jaBuia je u 12 pajoBa
CAOMIUTEHUX Ha AoMahuM KM MehyHapoJHUM CKYNOBUMA LITaMIAHUX Y U3BOJLY, OJ
yera je jefHo (1) mpesaBame MO MO3MBY ca MehyHApOJHOTr CKyla LITAaMIaHOT Y
usBonay (M32), neset (9) pamoBa ca MehyHapoaHux ckynoBa (M34), u aBa (2) paga

ca CKyNoBa HallMOHAJIHOT 3Havaja lITaMIaHUX y u3Boay (M64).
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Mpunor 1.

UsjaBa o aytopcTtBy

MoTnucanu-a Koctuh (Tomicnae) MBaHa

Bpoj neaekca 4005/2009

U3sjaBreyjem
[a je 4OKTopCKa AucepTaunja nos HacoBoM

"MpouecHo o4yyBaHe MeMOpaHe eputpounTa aobujeHe U3 KNaHUYyHe KpBHU Kao
CMCTEMM 33 NpoaVKeHo ocnobaliakbe akTMBHMX cyncTadum”™

°® DpE3ynraT CONCTBEHOr UCTpaxmBa4Kor paga,

e [a npegnoxeHa guceprauuja y LenuMHn HW Y fenosumvia Huje Buna npegnoxeHa
3a pobujatbe Ouro Koje Aunrome npema CTYAWCKAM MporpaMuma gpyrux
BVCOKOLLKOINCKMX YCTaHOBa,

e [la Cy pe3ynraTil KOPEKTHO HaBeaeH! 1

e [a HUCaM Kpwwo/ma ayTopcka npasa W KOPUCTUO WHTENEKTYarHy CBOjUHY
APYIX nLa.

[MTomuc gokrtopaHaa

‘<%M‘Z/ é:a Yt

Y Beorpagy, (3 U4, 204G




Mpunor 2,

Mi3jaBa 0 MCTOBETHOCTH LUTAMMNAHE U efIeKTPOHCKE
Bepzaiije SOKTOpPCKOr paga

WMwme 1 npesnve ayropa ¥iraHa (Tomucnae) Koctih

bpoj uHpekca 4005/2009

Cryaujcku nporpam Buoxe MUJCKO MHXEH-ePCTBO U BUoTEXHONOrMNja

Hacrnoe paga "lMpouecHC oyyBaHe MeMbpaHe eputpoumTa AobujeHe U3 KinaHuuHe
KPBM Ka0 CUCTEMM 23 NhoavkeHO ocnobaljaHe aKTMBHMX cviicTaHuu"

MeHTopu npody. ap Bpanko Byrapcku u ap BecHa Unuh

MNotnncann/a Mrana (Tomucnar) Koctih

MsjaBroyjem fa je Wramnada Bepavja MOr AOKTOPCKOr paga WUCTOBETHa eNeKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npegao/na 3a objasrbuBake Ha noptany OUrMTanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y Beorpagy.

Hossorbasam fa ce objaBe Moju MMYHW nogauw BesaHu 3a fobujarbe akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W npesume, roguHa n mecTto pofera u fatym
onbpaHe paga.

OBM nM4HM nopaum mory ce o0jaBUTM Ha MPEXHUM CcTpaHuuama gurutanHe
BubnvoTeke, y enekTpoHCKOM kaTanory v y nybnvkauujama YHueepsuteta y Beorpaay.

Momuc goktopaHga

&%1@/% Z/ éﬂ a)

Y Beorpagy, 03 . Q4. 284S,




ffpunor3.

¥isjaBa o kopuhery

Osnawhyjem YHusepauteTcky Bubrmoteky ,Ceetozap Mapkosuh* ga y Oururantu
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y Beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AvcepTaliuy nof
HacrosoM:

"lMpoLiecHO ouyBRaHe MenbpaHe eputpoumTa AobujeHe U3 KnaHMyHe KPBK Kao
CHMCTEeMM 3a NpoaykeHo ocrnobaljakbe akTMRHUX cynctaHuy”

Koja je Moje ayTopcKo 4eno.

[OvcepTalujy ca cavm npuno3vma npefao/na cam y enekTpoHCKoM hopMaTy norogHom
3a TPajHO apxmMBUpamse.

Mojy AokTopcKy avcepTauujy noxpakseHy y QurutanHu penosvtopujym YHuBepauteTta
y Becrpagy mory aa xopucTe CBM koju nowmyjy onpenbe cagpiaHe y oaabpaHom Tuny
nnueHue KpeaTusHe 3ajegrviie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogfydimo/na.

1. AytopcTso
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo
@Ay‘ropcmo — HeKxomepuwmjanHo — 6es npepage
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPUM]ArHO — AENUTH Nog UCTUM YCIoBUMa
5. AytopcTeo — Bes npepage
6. AyTOpCTBO — AenuTi nog UCTUM yCrioBUMa

(Mormmo fa 3aokpyxuTe camo jedHy Of LUECT NOHYREHWX MULeHLM, KpaTak onuc
nvUeHUM Aat je Ha nonefuHm nucta).

Momuc gokTopaHaa

¢ %&,ZUZL Z/%jﬁ’//z\,

Y Beorpagy, _0F-04. 20AS.
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