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Tab6ena 2. OnpehuBame HEYPOJIOMIKOT CTaTyca eKCIIEPUMEHTATHUX )KUBOTHE-A HAKOH MOJerna

HCXCMHUYHOT MOXJIAHOT yaapa.



1. Vsoo

1.1 Jepunuyuja

AxyTtHu Moxnanu ynap (AMY) npencraBiba GoKaaHU WM Ti100adHU mopemeha) MoxkmaHe
dbyHKIMje, KOju HacTaje Harjio, Tpaje ayxke ona 60 mMuHyTa, a mocieauna je mopemehaja
MOKJaHe LUPKyJaldje y KOME MPOTOK KPBU HHje TOBOJbAH Ja 33aJ0BOJbH METabOIHUKe

notpede TkuBa (1,2).

1.2. Knacugpurkayuja

VY 3aBUCHOCTH 0]l MEXaHM3Ma HACTaHKA aKyTHU MOXJIaHH yIap ce€ MOXe KJIaCH(PHUKOBATH Y
IIBE TpyIIE:
*  Axymuu ucxemujcxu moxcoanu yoap (AMMY) — HacTaje Kao Mocienuia OKIy3uje

KPBHOT cy/ia TpoM00-eMO0ITycoM.
*  Axymnu XemopazuuHu MOX*COaHU YOap- HACTA0 Kao MOCIEANIA KpBapema y MO3TY.

[lo mopekny kpBapewma MoOke ce nojaenutu Ha uHTpauepeOpannun (MUX) wu
cybapexnonnanuu (CAX) xeMoparndyHu MOKJIaHU yaap.
AKyTHHM MHCXEMHJCKU MOKIAHU yJap 3HATHO je 4yewhu u jaBiba ce 'y 80% cityyajeBa, 0K ce

XeMOparuyHu MOX/IaHU yaap jaBiba ko1 20% 6onecnuka (1,2).

1.3. Tpauzumopnu ucxemujcxku amax (THA)

[ToceOHy rpymy 3ay3uMa TPaH3UTOPHH HCXEMHUJCKH aTak Je(UHUCAH KAo HArJIO HACTAJIH
HEYpOJIOWKU Aepuuut y Tpajamy 10 60 MHUHYTa MPOY3POKOBAaH HMCXEMHJOM IOjEIUHHUX
JIelioBa Mo3ra. Y3pollM HacTaHka oBor nopemehaja cy xumomnepdysuja U MHUKpoeMOoJHja.
TUA nHe poBoau n0 TpajHor omrtehema MokgaHOT TKHMBa Beh ce paau O TpaH3UjEHTHOM
nopemehajy Heyponomkux ¢yHkuuja. Ilpahen je cumnromMuMa CIMYHMM HCXEMH])CKOM
MOY/IaHOM yZIapy, C TUM Jia C€ KOMIUIETHO TIOBJaue y poky of 24. TpaH3UTOPHH NCXEMU)CKU
aTak He TpebOa 3aHeMapuBaTH IOIITO CE PaJHd O JEIHOM OJI HAjO30MJbHUJUX YIO30pEHa 3a
Moryhu HacTaHak MOXIAaHOT ynapa.

MHuoro6pojHe cTynuje cy mokasaie J1a HakoH ABa jaHa ox TUA 5% sbynu 10KUBH MOXIaHU

yaap, 0K Ce€ Y POKY Of Tpu Mecena Taj 6poj nemwe u 10 15% noBoobonenux (1,2).



1.4. Enudemuonocuja modxcoarnoz yoapa

Mosxganu yaap mnpenacraB/ba Tpehu y3poKk CMPTHOCTH Yy pa3BHUJEHHUM 3€MJbaMa, HAKOH
KapJAMOBACKYJIapHUX U MAJIUTHUX OOJIECTH U TJIABHU y3POK TPajHOT HHBAIUIUTETA y CBETY.
Ha ocHoBy moparaka J0OMjeHMX M3 HEKOJIHMKO BEMHKHUX IeHTapa y CpOuju MOXAaHH yaap
npe/cTaB/ba MPBU Y3pOK CMPTHOCTH Koj keHa (18% sxena u 12% wmymikapana) u apyru
Y3pOK CMPTHOCTH KOJ MyIIKapana a Takoh)e W TpBH Y3pOK CMPTHOCTH Y XOCIHTAITHUM
ycnoBuma. HnuaeHna Bapupa y pa3Hum 3emsbama u kpehe ce oa 100-500 HoBux citydajeBa
Ha 100000 cranoBHuKa roauume. Y CpOuju ce cmaTpa /a je MHIMJCHIA TpU MyTa Beha y
onHocy Ha 3amaany EBpomy m m3Hocu oko 300 HoBux cimydajeBa Ha 100000 craHoBHHKA
roguiimke. Ha ocHOBY 0BUX mopaTaka jaojazuMo a0 Opoja ox 25000 mHoBooOosenux ocoba
cBake roaune y Cpouju. MHuuaeHa oBor o6osbema ce yIBocTpydaBa Ha cBakux 10 rogmHa
nocie 55. roaumHe sxuBoTa. CBaku 4eTBpTH HoBooOonenu je muahu on 40 rommna. Of
nanujeHata koju npexuse AMY, 13% mymkapana u 22% >xeHa roguna msmelhy 40 u 69
MTOHOBO JIO’KUBE MOYX/IaHU yJap Y POKY OJ 5 TOJUHA JTOK he MOHOBHU MOXIaHU yIap y POKy
ol 5 ronuHa noxusetu 23% mytikapana u 28% jxeHa ctapoctu npeko 70 ronuna (3).

Y mocneamo] neneruju Opoj HoBooOonenmux y CpOuju Hapactao je 3a 100% mok je y
pa3BHjeHUM 3eMibama omao 3a 42% (4).

VY Cjenumenum AmepudkuM [pxxaBama 700000 jbyau 10KUBU MOXKIAHHU yliap CBaKe TOAMHE,
OJIHOCHO CBaKUX 45 CEKyHIIM HEKO JTO’KMBH MOXIAaHU yAap, JOK CBAKUX 3 10 4 MUHYTa HEKO
yMpe O] TOCTeANIIa MOKIAHOT yaapa.

[IpeBanerna AMY ce kpehe ox 600 obomenmnx nHa 100000 cTaHOBHHMKA y pPa3BHjE€HUM
3emsbaMa ma 70 900 y Hepa3BUjeHHM 3eMJbaMa.

Mopranuret Bapupa o1 65 10 250 cMpTHUX ciy4yajeBa cBake roauHe Ha 100000 ctaHOBHUKA.
Hajsehu cTenen cMpTHOCTH je y IPBUX TpU Mecena U u3HocH ckopo 30%.

[lopen BHCOKe cTome MOpTalUTETa MOXIAaHM YAap MpeacTaBiba Boaehu y3pox TpajHOTr
MHBajuauTeTa y cBety. Hakon Mmoxxaanor ynapa npubnamxao 30% Jbyau ce onopaBu U BpaTu
3anocnewy, 30% HacTaBbajy Ja >KMBE ca TPajHUM HHBAIUIUTETOM KOJU 3axTeBa MOMOh
npyror auna a 30% ympe.

Ha ocHoBy cBera nHaBemeHor AMY mpejcraBiba jemaH of BojehuX COIMOEKOHOMCKHUX
npobJieMa JTaHammber ApymTea. Jledewme, Hera u pexadminTaimja cBakor 000IeNIor KOIITa |
npeko 200000 monapa mro Cjenumene Amepuuke J[pkaBe komra 62.7 MUIHMjapaAu J1ojiapa

roaummne (3,5).



300r CBUX OBHX CYMOPHHUX CTATHCTUYKHUX II0JdTaKa JaHaC CC BCJIMKa IIaKiba II0JIAXKC Ha

npeBeHIHjy (pakropa pu3MKa, HBHUXOBO JieUeHEe U J0OpY OpraHu3alMjy MpeXe jeAUHUIa 3a

MOKJaHH yaap.

1.5. ©@akmopu puzuka

daxkTope pU3MKa 3a pa3BOj AKyTHOT MCXEMH]CKOT MOXIAHOT yJapa MOXXEMO TOJCIIUTH Ha

dakTope Ha KOje Ce MOXKE YTHIIATH U Ha (paKTOpe Ha KOje CE HE MOXKE yTUIIATH.

Daxkmopu puzuka Ha Koje ce He MOdCe YMUYamu.:

Ilon- ocobe mymikor mona yemhe o0olneBajy anu je Beha cMpPTHOCT 3a0enekeHa KoJ

KeHa.
Cmapocm- pusuk 3a AUIMY pacte ca crapomhy W Iymiupa ce y CBaKoj JeKaau

’KABOTA IIOCJIe 55 roauHe.
Paca- npuHa paca uma rotoBo Iymio Behy ydectanocT o ocTanux paca.
Xepeoumem- NO3UTUBHA NOPOINYHA aHaMHe3a noBehaBa pu3uK 3a pazsoj AVIMY.

Daxkmopu puzuka Ha Koje ce ModHce Ymuyamu.

Xunepmen3zuja- ocode ca XUNepTEH31jOM UMajy TpH ImyTa Behu pusuk 3a AIMY.
Jlujabemec- nanunenia AUMY je nBa myta Beha xox qujaberndapa JIOK je HCXOI U

TEXWHA CaMOT 000JbEeHha 3HATHO JIOIIH]a.
Ihywerse- xopumiheme mUrapeTa W APYIHX TYBAaHCKUX TPOU3BOIA JOBOIU IO IBa

nyTa Beher pusuka 3a pa3soj AUMY ox jbynu Koju HEMajy HaBUKY KOpHUIIhewma OBUX

POU3BOJIA.
Kapouonowxu nopemehaju- dubpunamnuja nmpenkoMopa NpecTaB/ha BeOMa BakaH

pu3MK (QakTop UM cMatpa ce oaroBopHoM 3a 50% AMMY. Octanu pusuk ¢axTopu
KapIMOJIOUIKOT TOpeKJia Cy: TpoJlalic MUTPAJIHE BajlByJe, EHIOKAPAUTHUCH,
UJIATaTUBHA KapAMOMHONATHja, BEIITaYyKe BaJIBYJiE, WHTpAKapIujaiHu ypoheHH

nedeKTH Kao ¥ akyTHU HHPAPKT MUOKap/a.
Abnopmannocmu cepymckux aunuda- nosehamwe Tpuriauiepuaa, xonecrepona, LDL-a

u cmamem-e HDL nosehaBajy pusuk 3a pazzoj AUMY.
T'ojaznocm- unnexc tenecue mace sehu on 30 kg/m” npeaucnonupa passoj AUMY.
Dusuuka akmuenocm- yMepeHa (pu3ndka akTHBHOCT JAeNyje MPOTEKTUBHO HA Pa3Boj

AVMY.
3noynompeba ankoxona- epekTH yrnorpede aaKkoxoya Cy KOHTPABEp3HHU U BEPOBATHO

na 3aBuce ox jgo3e. Cmarpa ce jga Maie 03¢ JieNlyjy NPOTEKTHBHO JIOK CY

AJKOXOJIMYApH Y BEJIMKOM pu3uKy 3a AUMY.
Hauun ucxpane- cmatpa ce na ucxpana 6orata Bohem u moBpheMm cMamyje pU3UK 3a



AUMY.
*  Cyncmumyyuona mepanuja XOpMOHUMA U KOHmMpayenyuja- cy nope3aHe ca Behum

PH3HUKOM 32 pa3Boj oBOT 00osbema (1,2).

1.6. [lamogu3suonocuja axymuoe ucxemujckoe moxcoanoe yoapa

Mo3ak 3a pa3nuKy oA APYrHMX OpraHa Kao CYICTpaT 3a TPOH3BOJHBY CHEPruje KOPHCTH
jemuHO TiykKo3y. Ilomro mMo3ak Hema MoryhHocTH 3a ckiaauiiheme eHepruje, IUPEKTHO
3aBUCH O] KOHCTAaHTHOT TIPOTOKa KpPBM M CHa0/AeBama TIJIYKO30M M KHUCEOHHKOM.
Mertabonmnuke moTpede Mo3ra Cy BelMKe W 3a HOpManHO (pyHKIMOHHCame kopuctu 20%
YKYITHOT KHCEOHMKa Tela M ako uuHu camo 2% TtenecHe wmace. Ilorpebe mo3ra 3a
KHCEOHUKOM Cy MHOTO Behe koj1 Jierie, moroToBy y MpBoj JSKan KHBOTA M YKYITHO H3HOCE U
10 50% yKynmHOT KHCEOHHUKa Teja. 3a 3a7j0BOJbaBakbe HOPMAJIHMUX MOTpeda Mo3ra HeOXO0/1aH
je uepebpaau npotok kpBu ox 800 ml/mMuHyTH mTO M3HOCH OKO 20% CpYaHOT MHUHYTHOT
BostymeHa. Hopmainu nepeOpaninu npotok kpeu usHocu 50-100 ml/100g/munytu. Ucxemuja
TKHMBa HacTaje KoJ maja mporoka kpBu udmely 12-20 ml/100g/mMunyTH Kaga KOMIEH3aTOPHU
MEXaHU3MH TOKYIIaBajy Ja OJpXe MHUHUMAalHH KamauuTeT cHabJeBama TIJIYKO30M U
kruceoHuKoM. [Ipu oBOM maay KpBHOT MPOTOKA HacTaje (aza ,,eleKTpUYHe TUIINHE OJHOCHO
MPEeCTaHaK eJEeKTPHYHE AaKTUBHOCTH HeypoHa. Ilpu oBakBOM cMmamemy mepdysuje TKHBA.
YKOJIMKO HE Tpaje Iyro Hacrajy peBep3uOmiHe mpoMeHa henmja TkuBa. Ca najbuM HajgoM
nepoysuje ucnog 12 ml/100g/mMuHyTH HacTajy upeBep3UOMIHE NpPOMEHEe HeypoHa ca
NOCJIETUYHOM WH(PAPKIINjOM TKHBA.

CMameme POoTOKa KPBHU U J0NIPEeMarkhe KUCEOHUKA U TIIYKO3€ Y TKUBY Mo3ra mokpehe unran
HHU3 MOJICKYJapHUX NnpoMeHa y henmujama TkuBa mMosra. CBU OBH MOJIEKYJApHU MEXaHU3MHU
Kao IoCcJeInIa UCXeMHje 1ajbe BOJIe Ka JakoM MH(pIaMaTOPHOM OJIrOBOPY TKHUBA.

[Ipomene koje HacTajy y henujama TKMBa y yCIOBHMa HCXEMHje Cy Majg M HemoryhHoct
MPOU3BOJIE-E BHCOKOCHEPTeTCKUX MoJiekyiaa ATP-a, HemoryhHOCT onpkaBama jOHCKE
XOMeOoCTa3e, aluao3a, MoBehame KoJIMuMHE UWHTpahenujcKor Kaniujyma, ocinobahame
rilyramaTa, HaKyIJbambe IPOU3BO/Ia apaxuJOHINYHE KUCEITNHE, CHHTE3€ CII000HUX pajuKaa,
aKTHBaIMja CUCTEMa KOMIUIEMEHTA, HAKyIJbalhe AKTHBUPAHUX MEpH(EpPHHUX JIEYKOIUTA,
aKTHBalMja MUKPOTJIHMje W acTPOIUTa, CHHTE3a aJXe3HOHUX MOJIEKyJa OJ CTpaHe
eHJIOTEeTHUX henmuja Mo3ra W cuUHTe3a WH(IaMaTopHuUX Meaujaropa. CBH OBH MpPOIECH
3ajeTHO MU KOPAMHUCAHO JIOBOJIE 10 pa3Boja eleMa M UCXeMHYHe HEKpo3e. Y peruoHy TKHUBa

3axBaheHOr ancoJIyTHOM pPEIyKIHjOM KPBH HacTaje HEeKpO3a, JOK Y PErHOHY OKO Hhera, KOju



ce Ha3uBa TeHyOpa, Joma3u 10 peBep3uOuiHOT mopemehaja ¢ynkumje henmja, yKoImko ce
y3pok nopemehaja (yHKIMje OJKIOHH Y POKY OJf HEKOJIMKO CaTH. 3alpaBO CBU TEPAIlv]jCKH
HAIoOpU YCMEPEHHM Cy Ha 30Hy NEeHyOpe y MOKyIIajy Ja ce HaKOH OJKJIamama y3poKa
HWCXeMH]je Ja aJeKBaTHa aHTHUMH(IAMaTOpHA W HEYpONPOTEKTHBHA Tepamuja Kako Ou ce
npenynpeansic HeraTMBHE KOHCEKBeHce penepdysuje M moBpaTWiia HOpMmaliHa (yHKIIHja
henuja.

Hakon camM0 HEKOTMKO MHUHYTa O]l OKJIy3Hje KPBHOT CyJa J0Ja3H JO MMaja KOHLEHTpaIuje
TJIyKO3€ W KUCEOHHWKAa Ca TMOCIeIUYHUM TamoM pH TkuBa 300T HaroMmiaBama KHCETHX
npoaykara merabonusMma. [lag pH moBomum no mopemehaja eneKTpOHCKOT TpaHCIOpTa y
MUTOXOHJpHjaMa W HArjor cMmamema KoHieHTpanuje ATP-a. HemoryhHocT opapxkama
€HEepreTcKe XOMeocTase IMpe/CTaBba MpBH MopeMehaj y HU3Y KOjU Clie/ie HAKOH HCXEMUje
TkuBa Mosra. Hemoctatak ATP-a y3pokyje mnpectraHak (yHKIIMOHHCAaka EHEPTeTCKU
3aBHCHMX jOHCKHX Iymmu kao mro cy Na® K-ATP u Ca®*-H™-ATP. Adynkunonannomihy
OBHMX jOHCKHMX IyMIIH HacTaje mopact uHtpahenujcke konuenrpaudje Na“, Ca*, Cl" u nana
koHieHtpaije K’ mro moBoau 10 moBehama OCMOTCKOT MPHUTHCKA M OyOpema henuja.
OBakBa mpepacrofieyia joHa IOBOAW W JIO aKTHWBaIlMje TpoTeasa, CHIOHYyKIea3a, KUHA3a,
Jumnasa MTO Jajbe BOAU henmujy Ka amornTo3u, Aerojiapu3alldju HeypoHa Hu ocioOahama
HEYpOTpaHCMHTEpa Mpe CBera riyramaTa Kao IIaBHOT €KCIIUTaTOPHOT HEYpOTPaHCMHUTEpA.
Ocnobahame rimyramaTta JOBOJIU JIO JaJbe €T3UTOTOKCHMYHOCTH henuja. ['MaBHM MexaHW3aMm
rJIyTaMaTcke TOKCHYHOCTH jecTe Aajbe noBehame mHTpahenujcKor Kaaujyma ¥ HaTpujyma
AKTUBAIIMjOM TJIyTaMaTCKUX pelenTopa.

[IponyOspuBame HMCXeMHje ald U CIOHTaHA M TepalujcKa peKaHalu3alHja KPBHOT Cyaa
JIOBOJIM IO CHHTE3€ cI000aHMX panukana. CroOoIHU paguKald Cy BHUCOKO PEaKTHBHU
MOJIEKYJIH Ca JeTHUM WJIM BHILE HECMapeHUX eJeKTpoHa. Peakiuja oBux moinekyna ca DNA,
NpOTEeMHUMA U JTMIUAMMA JI0BOJIU 10 BUXoBoOr omTehema n nmopemehaja henujcke dpyHkimje.
[retan edekar ca00OMHUX paauKada Cce€ HOPMAIHO OTKJIakba U PEeayKyje
AQHTUOKCHJIATUBHUM MeXaHH3MHMa henuje, Me)yTUM y HCXeMHUju OBU MEXaHHU3MHU Cy Takohe
nopemehenn u HUBOBA MoBehaHa MPOIYKIIMja HAIMAIyje PeAyKIIMOHE CriocoOHOCTH hernje.
CnoOonHU paauKamyd YKJbYYEHH Y HCXeMU4yHo-penepdy3suonno omteheme mo3ra cy
KUCEOHHYHHU CYMEPOKCUI CIOOOAHM paJfKal, BOJOHUYHH U A30THH CIOOOIHH PaTHKAIIH.
['maBHM W3BOp KHCEOHHMYHUX CIOOOJHUX paJuKana KoJl HCXeMHYHO-penepdy3noHor
omrtehema cy MUTOXOH/IPH]jE TE J0JIa3h JI0 MPOU3BOIE KHCEOHUIHOT CYIEPOKCHIIA Y TOKY
€JIEKTPOHCKOT TpaHcIopTa. J[pyru BaxkaH U3BOp OBE IpyIme clI0OO0AHUX paauKajia cy HEYpOHU

IIyTeM MeTaboIn3Ma APaXUJOHCKC KHUCCIIMHC MHUKIIOOKCUTI'CHA30M U JIMIIOOKCHI'CHA30M. Yy



TOKY MH(IamaIje TKiBa BakaH U3BOP KUCEOHUYHMX CIOOOIHHMX paguKaja cy aKTUBUpPaHA
mukporimvja u nepudepuu neykorutu myreM NADPH okcupatuBHOT cucteMa. A30THU
cnobomau panukanu (NO) Hactajy w3 L-apruamaa momohy Hekomwko pazmmautux NO
cuatetaza (NOS). Heypamna NO cunTetaza (nNOS) 3axTeBa KaJIHjyM-KaJIMOIYJIWH 3a
aKTUBAlLlM]y ¥ CHUHTETU3Yjy je camu HeypoHu. Muaymubunmna NOS (iINOS) cunTeTHsyjy
uHramaropue henuje KpBU (TPaHYJOLUTH, MOHOLUMUTH W JUMGOLMTH), AaKTUBUpPAHA
MUKPOTJIMja ¥ eHAO0TeNHe henwje akTuBHUpaHe ucxeMmujoM u penepdysujom TkuBa. Tpeha
dopma NOS je enmorenrHa NOS (eNOS) koja mMa TOBOJhAH YTHIQ) HAKOH HCXEMH]E-
penepdy3uje nenyjyhm Ba3ogWIIaTaTOPHO YWUME TIOMake OO0JbM JIOTOK KpPBH HAaKOH
penepdysuje. Takohe eNOS yTuue U Ba3ogMIIaTATOPHO HA KoJATepadHy LUPKYyIaAlUjy 3a
BpEME HCXEMHje YMMe C€ TPy Aa OAPKH MUHUMAIHY Mepy3ujy TKUBA. A30THH OKCHIN
c1000aH0 TudyHAY]Y KpO3 MEMOpaHe U y PEakIliju ca CyEePOKCHAOM Ipaje MePOKCHHUTPUT
(ONOQO), jom jemaH BHCOKO PEaKTUBHM KHCEOHHUYHH CJI000MHU pamukan. Cro0oaHu
paarKalld Ka0 BUCOKOPEAKTUBHU MOJIEKYIIH YKJbYUSHH Cy Y HU3 TpoIleca KOjH 3a MOCIETUILY
uMajy henmjcky cMpT U 1ajpy mponaranujy uHpaamanyje.

JlunuaHa mepokcuaalja Takohe mMa BakHY YJOTy y omTehemy TKHMBa KOJ HCXEMH]|e
HaroMmiaBameM anjexuna 4-xuapokcugoneHan (4-HNE) koju koBameHTHO MoauQuKyje
MeMOpaHcke TpaHcrnoprepe kao 1mrto ¢y Na /K" ATP, rinyko3He u TiiyraMaTHE TPaHCIOpTEpe
pemerehu wuxoBy ¢pyHkumjy (6,7,8).

[TocToju oOusbe MOKa3a /a CIIOHTaHA WM Tepalvjcka peKaHaIu3alrja KPBHOT Cy/aa JTOBOIH
0 HacTaHka penepdys3uoHor omrehema Koje ce KapaKTepuce jakuM HH(pIaMaTOPHUM
OJITOBOPOM TKHBA.

Heyrpodwim wnu monumop@oHyKIeapHU JEYKOIMTH HMMajy BeOMa 3Ha4dajHy YIOry Yy
peniepdy3nonom omrehewmy. Hakon penepdysmje TkuBa 10J1a3W JO Haryie aKymyJjaiudje u
anxesuje HeyTpoduna y kanunapuma. OBaj ¢eHOMEH J0BOAU JIO0 PEOKIY3Hje Kamuiaapa u JI0
MIOHOBHOT pa3Boja ucxemuje. OBako HacTaja peoKiIy3dja Kammiapa ce Takohe HazuBa U no-
reflow ¢denomen. Ilopexn MOHOBHE HCXEeMHje TKHBO j€ HW3JO0KEHO W JIOJATHOM JIEjCTBY
aKyMyJIUPaHUX JIEYKOIUTA. AKTHBHpPAHHW JICYKOIUTH JOBOJE JO JOJATHOT HapyIlaBama
UHTETPUTETa KPBHO-MOXKJaHe Oapujepe, Mpoyiaze y TKUBO M JOBOJE IO er3aiepoaruje
omrehema. AKTUBUPAHU JICYKOIUTH y TKUBY BpILE CHHTE3Y MH(IAMAaTOPHUX HUTOKUHA U
cnobomaux panukana. Hajpeha akymymammja Heyrpodwmia je usmehy 6 u 24 catu on
peniepdysuje.

Monouuti W Makpodazd M3 KpBU Ipeia3e y TKUBO HEIITO KAaCHHjEe 3a Pa3iMKy O]

HeyTpoduna. Hajseha akymynanuja moHommra ce cpehe HakoH 24 yaca M Tpaje JAaHUMa



HakoH (hopmupama HHpapKTa.

Mukporiavja U3 TKHBAa MO3ra Takohe MMa 3Ha4yajHy yiory y HHpIamanuju. AKTHBHpaHa
MUKpOTJIHja 100uja ocoOnHe Makpodara U MOXe ce IETEKTOBAaTH Y TKUBY HEKOJIHUKO CAaTH O]l
TpaH3ujeHTHe uxeMuje. CIMYHO Kao U KpBHU Makpodas3u, akTUBUPAHA MUKPOIJIMja UMa TTHK
24 yaca HakoH penepdy3uje U Mep3ucThpa JaHuMa y TKUBY. HakoH MH(punTpanuje KpBHUX
Makpodara M akTHBAlLlMje MHUKPOIJIMje OBH (ParolMTH y TKUBY MPOAYKY]Y LHUTOTOKCHYHE
dakrope u poaydIbyjy penepdy3uoHo omreheme.

Enporenne henmje Mosra takole nMajy Beoma BaKHY yJIOTY Y Mpomaramnuju nHdIaMaTtopHor
0JIrOBOpa TKMBA HAKOH ucxeMmuje-penepdysuje. CHHTE3a aaXe3MOHNUX MOJIEKYJa eHI0TETHUX
henuja mpencraBpa Kpylujaigan norahaj HEOMXOAaH 3a aaXxe3ujy U MUTpAIH]y MepuQepHUuX
JIEYKOIIUTa Y TKMBO HAaKOH dYera Joja3W J0 Tpeliaza UCXEeMHYHOT y WH(IaMaTOpPHU THIT
omrehewa TkuBa. MHTepakuuja u3mely neykouuta M eHIOTEIHUX henuja mocpenoBaHa je
TpUMa T[JIAaBHMM Tpymnama ajxe3uoHux hemujckux wmonekyna: cenektunu (P-selectin, E-
selectin, L-selectin), umyHornoOynun cynepdamunujom aaxeznonux moiekyia (ICAM-1,
ICAM-2, VCAM-1) u unterpuauma (CD11a-c). [ToBehana cuHTe3a HUTOKMHA U XEMOKHHA
O/ CTpaH€ EHJOTETHUX henrja JOBOAM N0 Jajbe TMpomaramiuje HUMYHOT OJFOBOpa H
uHQuITpanuje Jeykonura. HajnpoydyaBaHuju [IUTOKMHY U XEMOKHUHHM KOJ MOXJAHOT yJapa
cy unrepiaeykun-1 (IL-1), tymopuekposuc daxrop anda (TNF-o), uarepnaeykun -6 (IL-6),
unrepneykun-10, (IL-10), tpanchopmumyhu ¢aktop pacta (TGF-B) um MoHommTHH
xemoaTpakTiiHu npoTerH-1 (MCP-1). CuHTe3y IMTOKMHA Yy MO3TY MOpe] MHPUITPUPAHUX
JIEYKOLIMTa U3 KPBU U €HJOTENHUX henuja Bplie MUKPOIJIMja U aCTPOLIUTH.

Baxxna KoMIIOHEHTa Tmpomaraiyje HMMYHOI OJroBopa je ¥ CHHTE3a MAaTpUKC
MmetanonporenHaza (MMP). Marpukc MmetamonpoTerHase Cy YKJbYUYEHE Yy PEMOJCIIOBAE
eKCTpalenyJapHOI MaTpUKca y CKJomy MHOWITpanuje TkuBa MHGIaMaTopHuM henujama.
I'nmaBau n3sop MMP nopen akTUBHpaHUX JIEYKOLUTA Cy MUKPOTJIMja U aCTPOLIUTH.

[ToBehana cekpenuja MHGIAMAaTOPHUX MEAUjaToOpa y CTamy HCXeMuje-penepdysuje TKUBaA
npaTH aJeKBaTHA amperyianyja TeHa 3a MUXOBY CHHTE3y. TpaHCKpHUIIMja TeHa 3a
nH(pIaMaTopHe MeIujaTope IOCpPEOBaHa j€ AaKTHBAIMjOM TPAHCKPUIIIMOHUX (aKTopa.
HajBaxxuuju TpanckpunuuoHu ¢GakTop yKJbYUEH y peryianuju uH(IaMaTOpHOT OATOBOpa
TKMBa Ha ucxemujy-penepdys3ujy je nykieapuu ¢akrop kB (NF-kB). NF-kB je numep
cactaBjbeH 0J] cyOjenununa Rel damunmje mpoTenHa Kojy YMHE TET PaslIuduTHUX (HOpMU:
Rel(cRel), RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p50 u merosor npekypcopa pl05) NF-kB2 (p52 u
meropor npekypcopa pl00). Hajuentha popma NF-«kB je xerepoaumep RelA (p65) u NF-kB1

(p50). NF-xB je HOpMamHO IIOKaIM30BaH y IMUTOIJIa3MU M BE3aH 3a CBOj EHIOTCHH



uHXUOUTOp, Mo3HaT kao IkB mporeun. kB damunujy nporenna unne IkBa, 1kBf, IkBy u
IxBe. ®ochopunanujom IkB Ha cepuny 32 u 36 momohy IkB xunaze (IKK) wnacrtaje
docdopuaiyja, yOUKBUTHHHA3ANM]A U Aerpanaiuja 26s npoteocoma kB mporenna. 3ajenHo
OBE TIPOMEHE JTOBOJIE 110 pacmanama komruiekca [kB-NF-kB u ocno6ahama NF-«xB monekyma.
Cnobonnu NF-«B npenas3u y jenapo rue ce Besyje 3a KB MecTo Ha mpoMoTOpy 3a aKTUBAIUjy
TpaHCKpHILHMje TeHa. Benuku Opoj reHa yK/bYYEHHX Yy UHGIamMalujy Iocenyje
¢ynkumonanau KB permon. Hajsnawajuuju cy renum 3a IL-1, TNF-a, IL-6, IL-10, MCP-1,
ICAM-1, ICAM-2, COX2 u iINOS. 300r cBor 3Hauaja M yjore y mnponaraiuudjui UMYHOT
oJroBopa 0JioKaja TpaHcioKaluje TpaHckpumnuuoHor (aktopa NF-kB npeacraBiba goruuny

Tepanujcky Mety (9,10).

1.7. Knunuuxa cumnmomamonozuja

AKYTHH MCXEMH]CKH MOXKJIAHH yJap ce KapaKTEepHILEe HArJIUM MOYETKOM M Op3HM pa3BojeM
HeypoJIomKuX cumnToMa. Behnna manujenra je cBecHa moueTka came Oosectd, MehyTum
moryh je u mopemehaj cTama CBecTH Ha caMOM MOYETKY IIOTOTOBO KOJ BEJIHMKHX
XEMUCBEPHUX MH(papKTa U KoJ MH(papkra manor mosra. ['maBobGosby uma 25% mnamujenara
JIOK ce MyKa U moBpahame jaBibajy IPeTeHO Ko HH(DAPKTA Y 33](H0] T00AmkCKOj jaMHu.
['maBHM HEypONOMIKK CHUMITOMH TPEACTaBba]y JEIHOCTPAHH TYOWTaK CEH3UOWIHTETA,
XeMUIape3a, IUIeTHja, TPOCTOPHH HETJIeKT, XOMOHMMHA XeMHUaHorncuja, mnopemehaj
KOHYTOBAHOT IOTJIe/Ia Y CTpaHy JKapHullTa, 1M3apTpHja, qucdaruja, aTakcuja, HUCTarMyc.
Beoma je BaxXHO CKOpOBame OBHX HEYPOJIOMIKMX CHMITOMA Kako OM ce MpaTHo pas3Boj caMe
0osecty, TOHOCWIIE OJUTYKEe O MpuUMeHU (pUOpHHONIMTHUYKE Tepanuje Kao u npahema
edekaTa nedema. Y oBy CBpXy ce kopuctu National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) noxk je 3a nanujenta ca nopemehajem ceectu HeonxoiHO oapenutn Glasgow

Coma Scale (1,2).

1.8. Jleyerwe axymmnoe ucxemujckoe moxircoanoe yoapa

Jleuewe aKyTHOT MCXEMHJCKOT MOXIAHOT yJapa 3axTeBa YpPreHTaH MPHUCTYI jep Bpeme

npejcTaB/ba HajBAXHUjU (akTop ucxonaa nedewa AIMY. I'megano ca tepanujckor acrekra



HajaparomeHuja cy mpBa TPH caTa O MOYETKa CHUMITOMa Kaja NMpuMeHa (puOpHMHOIUTHYKE
Tepanuje naje Hajoosse edekre. Ilepros npBUX Tpu cara ce Ha3uBa U ,, TEPAIIH]CKH IPO30pP™.
XwuTaH noctynak y peuesy AUMY ce cactoju u3:

a) Ilpeno3naBame cuMITOMa U OP30 TPAKEHE XUTHE MEAUIIMHCKE TOMONH.

b) Bbp3u TpaHCHOPT U NPEXOCIUTAIIHO UCITUTHUBAE.

c) IIpexocruTamHe omImTe TEPAINUjCKe MEpe.

d) 30pumaBame namyjeHata y CIeLUUjaIi30BaHUM jeIMHHUIIaMa 3a JIeYeHEe MOXKIAHOT

ynapa.

Kao rmaBHa Tepanmjcka mMepa y jeIWHHUIIAMa 3a JICUYEH-€ MOXKIAHOT yJapa MpuMemyje ce
peKaHalM3alMja KPBHOT CyJa HHTPABEHCKOM IIPUMEHOM PEKOMOMHAHTHOT aKTHBAaTOpa
wiazmuHorena (rtPA) y nosu ox 0,9 mg/kg ca 10% mo3ze y 6omycy a ocrano y IV undysuju
TOKOM HapenHux 60 MuHyTa yHyTap 3 cata oj rnoderka cumnroma (1,2).

[IpenHocTH OBe Tepanmucke METOIe Cy MOTBpheHe y Hekoauko Benukux cryauja: ATLANTIS,
ECASS 2, ECASS 3 u NINDS. I'maBHu HemocTalli OoBe METOJE Cy KpaTak TeparivjCKu
po30p O/ caMo Tpu caTa, penepdy3noHo omTeheme y3poKOoBaHO MH(IAMAIUjOM, €lleM U
xeMoparvja. Y OCHOBM CBHX KOMIUIMKAIMja TPOMOOJMTHYKE Tepanuje Hajaa3u ce
nH(pIamanuja.

W mopen Tora mro je BeNUMKH Opoj HAyYHHMKA YKJbYYeH Ha MpOHATaKEHY aJleKBaTHE
aHTUUH(IaMaTOpHE M HEYpPOIPOTEKTHUBHE Tepamnuje 3a pernepdysuono omreheme HUje
HAYMIGCH 3HaYajaH KOPaK y OBOj 00JIaCTH.

Y nmocnegme Bpeme cBe Behe UWHTEpecoBame Biala 3a JIeJCTBO  MHXHOUTOpA
MUHEPAJTOKOPTUKOUIHUX pelenTopa Ha nepedpoBackynapue 6onectu. [lopen Beh mo3natux
Tepanujckux egekaTa KoJ| XUIEpTeH3Hje, XHUIEpaJOCTepOHU3MA U €JIeMaTO3HUX CTamba,
IbUXOB TI0BOJbAH YTHIIA], JIOKAa3aH y HEKOJIMKO CTYAHja, OTBapa MOTYhHOCT 3a Kopuiheme
CITUPOHOJIAKTOHA 32 CMamkEe olTehema TKHBa HAaKOH penepdys3uje KpBHOT cyaa momohy rt-
PA. V Bume paznuuuTUX CTyJHja CIUPOHOJAKTOH j€ TOKa3ao AaHTUHMH(MIAMATOPHH U
aHTU(uOpo3HN edekar y Tepanuju cTamkba HAKOH MH(pApKTa MUOKapia, akyTHe OyOpexHe
UHCYQUIMjEeHIMje, XUIEepTeH3UBHE aujabeTHdyHe HedpomaThje Kao W KOJA apTpUTHCA.
Pesynratu nBejy omcexnux cryauja (EPHESUS, RALES) mokazamum cy na mane mgose
CIUPOHOJAKTOHA 3HAYAJHO PEAYKY]y MOPOUIUTET U MOPTATUTET KOJI MAaIfjeHaTa ca CpuaHOM
UHCYQHUIMjeHIIMjoM HHAYKYyjyhu perpecujy xumeptpoduje jeBe cpyaHe Komope, 100py
KOHTPOJIY KpPBHOT TPHUTHCKAa M TIPEBEHIM]Y HOBHX KapAHOBAcKyJdapHUX omrehema. Y
eKCTIEpUMEHTATHAM CTYHjaMa IT0Ka3ao ce BeOMa KOPHCHUM Y MPEBEHITUjH MOXIAaHOT yJaapa
KOJ CTIIOHTaHO XHUMEPTEH3MBHHUX Iall0Ba Ka0 U CMamemkEe BENWYMHE MH(ApKTa Mo3ra KOi

MHUIICBA Ca HWAYKOBAHUM MOXKIAHUM YIdpOM. Henocrarak MHUHCPATTOKOPTUKOUIAHOT



peuenTopa Ha MakpodasuMa JOBOAM [0 CMameHma IMOCTUCXEMUYKOI HH(IaMaTOpHOT
0JIrOBOpA Kao M CMamkEHha BeJIMYNHE WH(papKTa MO3ra HAKOH MOXJIaHoT yapa (6,9,10).

CBu OBU IOJIallM JaJIK Cy OCHOBY 3a ITOCTAaBJbAE IJIABHE XUIIOTE3€ OBE CTY/H]E, 1a IIOBOJbAH
aHTUUH(IIaMaTOPHU e(eKaT CIMPOHOJAKTOHA IIOKAa3aH Yy J0CAJAIlkUM CTyJHjaMa MoOrao
OuTH BeoMa KOPUCTaH Koj penep¢ys3voHor omrehema y eKCHepUMEHTAIHUM YCIOBHMA

HaKOH MI/IHIjCF HCXCMHUYHOT MOACIIa MOXKIAHOT yaapa.

2. lumwesu u xunomese

2.1 Humwesu
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 UHcnutatu yTuIaj CHOUpOHONAKTOHa Ha cuHTe3y wuHHpopmarmonnx PHK 3a
CHHTE3y MH(]IAMaTOpPHUX MEIUjaTopa y eKCIEepUMEHTAIHUM IpylamMa HaKoH in
Vitro eKCliepuMeHara.

e lcnuTaTtu yTHIAj COMPOHOJIAKTOHA HA CHHTE3y MH(IIAMATOpPHUX Meaujaropa y
EKCIIEPUMEHTAIHUM I'pyIlamMa HAaKOH in Vifro €KCIIEpUMEHATA.

* Hcnurtatu yTHIa] COUPOHOJNIAKTOHA HAa TPAHCEHAOTENHY PE3UCTEHLHU]Y Y
EKCIIEPUMEHTATHUM TpyliaMa HaKOH in Vitro eKCliepuMeHaTa.

e Hcnutatu yTHIla) COUPOHOJIAKTOHA Ha CUHTE3Y MH(pIAMAaTOPHUX MEAHjaTopa KOoJ
EKCIIEpUMEHTAIHUX IPYyIa KUBOTUHA.

e Hcnurartu yTunaj ciupoHoJakToHa Ha BenumuuHy uHpapkra kog MCAO+Cnupo
u MCAO rpyne muiiesa.

e lchnuratu yTUIA] CHOUPOHOJIAKTOHA HA MPOMYCTJBUBOCT KPBHO-MOXKIAHE
Oapujepe y eKCliepUMEHTAIHUM Ipynama.

 Hcnutatu yTUIA) CHOMPOHONAKTOHA Ha TEXHHY HEyposomKkor omTehema
KUBOTHHA HAKOH HCXEMUYHOT MOX/IaHOT y/apa.

* UHcnutatu yTHUIQ] CHUPOHOJAKTOHA HA TPEKHUBHABAKE KUBOTHHA HAKOH
MCXEMHUYHOT MOX/IaHOT y/apa.

e Hcnuratu A€jCTBO CIIUPOHONIAKTOHA HA cTabmnm3anujy NFkB tpaHckpummmuoHor

(akTopa y eKCriepuMEHTAIHUM TpyliaMa HaKOH in Vitro eKcriepuMeHara.

2.1 Xunomese

* [Ilocroju 3HayajHo cMameme cuHTe3e wHpopmammone PHK 3a mudnamaropne
menujarope y U/P+Cnupo rpynu y ogrocy Ha 1/P rpyny henuja.

* CwmameHa je cuHTe3a MH(prIamaropHux Mmeauwjaropa y W/P+Coupo rpynu vy
onnocy Ha W/P rpyny henuja.

* Jloctoju Mamu maja TpaHceHnoTenHe pesucreHuuje y W/P+Chnupo rpymu y
onnocy Ha W/P rpyny henuja.

* TpermaH CIUPOHOJAKTOHOM Ha TOYETKY pemnepdys3uje TOBOIU j€ 0 CMambEHha
cuHrese uHpmamatopHux meamjaropa kox MCAO+Cnupo rpyne Muiliea y
onHocy Ha MCAO rpyny KUBOTHBA.

* Bennuuna undapkra je mawba kog MCAO+Cnupo rpymne )HUBOTHEHA Y OJHOCY Ha
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MCAO rpymy.

* JlpumeHa CHHPOHOJAKTOHA JOBOAM A0 CMamemha NPOMYCTJbUBOCTH KPBHO
MOJKAaHe Oapujepe HaKOH MHUIIIjeT MOJeIa HCXEMUYHOT MOXKAAHOT yaapa.

* Heypomnomko omreheme HAKOH MUIIjET MOJIEIa HCXEMUTHOT MOXKIAHOT yaapa je
3HaTHO Ola)ke KOJ JKMBOTHIbA TPETHPAHUX CIIMPOHOJAKTOHOM  HAaKOH
peniepdysuje.

* JlpexxuBibaBame HAKOH MHILjET MOJETIa UCXEMHUYHOT MOKIAHOT y/apa je 3HaTHO
Behe Ko/l KUBOTHIbA TPETUPAHUX CIIHPOHOIAKTOHOM HaKOH penepdysuje.

*  AHTUUH(]IIAMATOPHO JI]CTBO CIIUPOHOJIAKTOHA MTOCPEIOBAHO j€ CTAOMIN3AIN]OM
NFkB TpanckpunuuoHor ¢akTopa HaAKOH in Vvitro Mojena HCXEMHYHO

penepdysuonor omrehema.

3. Mamepujan u memooe

3.1 Renujcka munuja
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Excnepumentu cy usBenenu in vitro Ha bEnd.3 henujama. bEnd.3 henuje cy eHporenHe
henuje muma, mopexsiom u3 mosra, nHpuimpane NTKmT peTpoBupycoM KojH je TOCTYKHO
ka0 npeHocHWK polioma virus middle T (mT) onkorenma. OBa henmjcka nwHHja je
KOoMeplMjamHo HabaBibeHa o mpousBohaga American Type Culture Collection (ATTC,
Rockville, MD, USA). IIpema npenopyiu npousBohaya, henuje cy oapxaBaHe y HHKyOaTOpy
Ha 37 ° C, npu koHuentpauuju CO, oxg 10% (v/v) y Dulbecco's Modified Eagle meaujymy
(DMEM; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) ca 10% cepyma deryca rosedera (FBS; Gibco
Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.), 2mM Jl-rnyramuna (Invitrogen Corporation, NY,
U.S.A)), 1% (v/v) memaBuHe anTuOMOTHKA U aHTUMUKOTUKa (Invitrogen Corporation, NY,
U.S.A)), Koju je y JajbeM TeKCTy O3HaueH Kao KOMIUIETHH MeAMjyM. Y eKCHepUMEHTHMA Cy

kopuithene henuje uz 22-25 nacaxe.

Cmuka 1. Kyarypa bEnd.3 henmja obGenexena duyopecueHTHUM
CD31 (PECAM-1) anTutenom

3.2.

Jlabopamopujcke scusomuroe

In vivo exciepuMeHTH cy pal)eHu Ha MymikuM jenuakama C5SBL6 nmaGopaTopujckux MuileBa
(Jacson Laboratory, Bar Harbor, MA. USA) ctapoctu 8-12 Henesba u TemuHe 22-25 rpama
YyBaHUM y PEXKUMY CBETJIO-Mpak Mo 12 yacoBa JHEBHO ca HEOTPAHWYECHUM IPHUCTYIIOM
xpaHu M Boau. CBe HHTEpBEHIIMj€ Ha JKUBOTHH-amMa cy paheHe y ayOOKOj aHecTe3uju
u3zazBaHoM ketamuHoM (100mg/kg/i.p.) u kcunazunom (10 mg/kg/i.p.). KuBotume cy

CYTAHU30BAHC eKcaHPBI/IHaI_II/IjOM (IpcheKqua a6[[0MI/IHaJ'IHe a0pTC U JOHKC BCHC KaBe) y
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ny6okoj anecte3uju. OBaj MeETOJ e€yTaHa3Wje je y CKJIaay ca Npernopykama IaHeja 3a
eyraHasujy Amepuuke BerepuHapcke aconujanuje (Panel of Euthanasia of the American
Veterinary Medical association) u mpermopykama 3a e€yTaHa3HWjy W3JaTUX O] CTpaHe
Komurera 3a xopuniheme 1 Hery 1a00paTOpUjCKUX KUBOTHIA Y HUBEp3UTETa y MU4Ureny
(University Committee in Use and Care of Animals, UCUCA).

Bereprunapcky Hery M HaJ30p j€ BpIIMO MEpCOHAN JeAMHUIE 3a Hery Ja0opaTopHjCKUX
xuBoTuma (Unit for Laboratory Animal Medicine, ULAM) YHuBep3utera y Muunreny mo
cMepHHUIlaMa JeDUHHCAHWUM OJ CTpaHe AMepHuuyke acolujamnuje 3a J1abopaTopHjcKe
KHUBOTHE (American Association for Laboratory Animal Science, AALAS). JKuBotume cy
qyBaHE y ycioBuMa 0e3 maToreHa crienuduuHux 3a Bpery (Specific Pathogen Free Animals,
SPF).

Cge npouenype kopumheHe y in vivo ekciepuMeHTnMa cy ogo0pene ox ctpane Komurera sa
kopuiiheme W Hery JabopaTOpHjCKHUX KMBOTHI-A YHuBep3urera y Muuureny (University
Committee in Use and Care of Animals UCUCA, University of Michigan, USA )
npotokosiom 6poj PRO00001309.

3.3. Excnepumenmanue epyne

VY crynuju cy hpopmupane 4 ekciepuMeHTalIHEe TpyIie, Ha cienehu HauuH:
In vivo:
1. Kommpona (sham)- XUBOTUI-E KOJ KOJUX je caMO ypal)eHa HHIM3HMja cpeiluHe BpaTa U

HAKOH TOTa 3allINBEHE,
2. Koumpona (sham)+Cnupo- >XHUBOTHIE€ Ca HHLUU3MJOM Bpara M TPETMAHOM

CIIUPOHOJIAKTOHOM HAKOH 3aBpIIEHE Olepalnje y Tpajamy o 24 Jaca,
3. MCAO- xuBOTHIE KOJ KOjuX je ypaheHa MokmaaHa ucxemuja 45 MuHyTa ca

penepdysujom of 24 yaca,
4. MCAO+Cnupo- XVUBOTHIE KOjHMA je HAaKOH MOXKJIaHE HCXeMHje o1 45 MUHYyTa JIaT

CIIUPOHOJIAKTOH Ha TIOYETKY penepdysuje kKoja je Tpajana 24 Jaca.
VY cBakoj rpynu 6uhe xopumheno nmo 10 xuBoTuma. 3a in vivo €KCIIEpUMEHTE TpeTMaH
CIMPOHOJIAKTOHOM C€ BPIINO WHTPANCPUTOHEATTHUM JaBambeM y 1031 o1 1mg/kg/nHeBHO Ha

noueTKy penepdysuje.

In vitro:

1. Koumpoaa- henuje 6€3 HKaKBOT TPETMaHa.
2. Kommpona+Cnupo- henuje TpeTupaHe CIUPOHOIAKTOHOM.
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3. HU/P- henuje u3noxeHe UCXeMHjHU U penepdy3uju.
4. H/P+Cnupo- hemuje Wu3NOXKEHE UCXEeMHjH H penepdy3uju ca TPETMAHOM

CIIMPUHOIAKTOHOM.
TperMaH CHHPOHOIAKTOHOM Y in Vitro CTYAWjU BPIIMO Ce€ JOAaBameM Menujyma ca SuM
cnupoHosakToHa (Sigma Aldrich) Ha mouetky penepdysuje u Tpajahe 10 kpaja penepdysuje
npeasuhere excriepuMeHToM. Y in vtro crynuju O6uhe kopumiheHa 1Mo TpU OABOjeHa ceTa

eKCIIepUMEHATA.

3.4. ExcnepumeHmantu Mooenu MOo*cOanoe yoapa

3a in vitro eKCIepUMEHTE Kao MOJEN MOXIAHOT yaapa KOpUIITNEeH jeé METOJ KHCEOHUYHO-
riyko3He aernpuBaiyje henja (OGD) y anokcuunoj komopu (Coy Laboratory) mok je 3a in
vivo MoJien n3abpaHa OKITy3Hja Cpelllbe MOXKIaHe apTeprje HHTPATYMHUHAIHAM (HUIaMEHTOM

ga C3BL6 mumesuma.

3.4.1. Kuceonuuno-enyko3na oenpusayuja

3a in vtro Moen UCXEMUYHOT MOXKJIAHOT yaapa KOpHIIheH je MOoJied KHCEOHUYHO-TIYKO3HE
nenpuBanvje y anokcndHoj komopu (Coy Laboratory, Great Lake MI, U.S.A.). Vkpatko:
henmmje cy 3acahjene y mocyzae 3a henwjcky KynTypy W OAp’kaBaHE y IyYHOM MEAHjyMY 0
noctuzama KoHGIyeHTHOCTH y uHKyOatopy Ha 37 ° C, 10% yriben aumokcuma u 96%
BiaxkHouhy. Muunujanau 6poj henmja xopumtheH y in viro eKCepUMEHTHMA MPUIHMKOM
3acahuBama 6uo je 2.5 x 10%/cm®. Hakon nocturayre koHguyeHTHOCTH henmuje ¢y omnpane
docharaum mydepom (PBS 1X; Gibco Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) u craBmpene y
meanjym 6e3 cepyma (DMEM; Invitrogen; Gibco Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.). I1pe
CTaBJbama henuja, aHOKCHMYHA KOMOpA je HCIyHheHa MEINIaBHHOM raca Kojy Cy YWHHWIN
5%CO0,, 95%N u 10%H, xako Om ce wu3bammo kuceoHnkK. Ca HISHTUYHOM TaCHOM
MelIaBUHOM ypal)eHO je M IpojayBaBame OCHOBHOI MeAujymMa 0e3 cepymMa u 0e3 TiIyKose
(DMEM No Glucose 1x; Invitrogen; Gibco Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.). enujama
je 3aMemeH MEIUjyM Y aHOKCUYHO] KOMOPH JI0/IaBal-€M OCHOBHOT Menujyma 0e3 cepyma M
TIIyKO3€ MPEAXO0IHO MPOAYBAHOT TACHOM MEUIaBHHOM. KHMCEOHMYHO-TIYKO3HO] JAeTPUBALIUjU
henuje cy Oumne w3nmokeHe 5 caTH HAKOH yera cy m3BaleHe M3 aHOKCHMYHE KoMope. Hakon
Bahjema M3 aHOKCHYHE KoMmope hemmje cy ompanHe (ocharHuMm mydepoM M CTaBJbEHE Y

unkybarop Ha 37 ° C, mpu xoHuentpanuju CO, ox 10% (v/v) y OCHOBHOM MeIujyMy KOju
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caapxu riaykosy 4.5 r/n (DMEM; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.). Penep¢dysuja hennja
y yCIOBMMa HOpPMAaJHE caTypalje KHCEOHHKOM M y MEAUjyMy ca TIyKO30M Tpajajia je
3aBHCHO O]l eKcrepuMeHTa 2 u 24 gaca. CBe henmje cy HaKOH HCTEKa KEJHEHOT BpeMEHa

peniepdysuaje oopahene y ckiramy 100Mjama KeJbEHOT Y30pKa 3a J1aJbe eKIEPUMEHTE.
3.4.2. Oxnysuja cpedrwe modicoane apmepuje

Oxiy3uja cpenme MOXKIaHe apTepuje MymkuM jenuHkama CS5BL6 wmumesa (Jacson
Laboratory, Bar Harbor, MA. USA) pahena je momohy wuHTpasyMHHAIHOT (HIaMEeHTa
(Doccol Corporation 6021PK5Re) y Tpajamy ox 45 MunyTa ca penepdysujom o 24 gaca 1o
cnenehem nporokony (Cnuka 3). Y in vivo ekcriepuMeHTHMAa KOpHITheHe Cy MYIIKe jeTUHKE
C3BL6 naboparopujckux mutieBa (Jacson Laboratory, Bar Harbor, MA. USA) ctapoctu 8-
12 Henesba U TemmHe 22-25 rpaMa 4yBaHUM y peXHUMY CBETJIO-Mpak 1o 12 gyacoBa JHEBHO ca
HEOTPaHUYEHUM TPHUCTYIIOM XPAaHU M BOJH.

Cge unTepBeHIMje cy paheHe y n1yO6okoj aHecTe3nju u3azBaHoMm keramuHoM (100mg/kg/i.p.)
u kewnasuHoM (10 mg/kg/i.p.). Hakon aHecTesnpama KMBOTHIbA j€ NTOCTaBJbEHA Ha MOJUIOTY
ca TpejameM, amapaTa 3a OJIp)KaBamke HOPMAaJHE TeNIeCHE TeMIlepaType IOBE3aHOr ca
pexranauM TtepmomeTpoM (Homeothermic Blanket Systems with Flexible Probe; Harvard
apparatus, MA, U.S.A.). VYpahena je mHnmu3uja mpeamer Jaeia BpaTa U Tyna Ipenapaiuja
byBavHe >kie3jie. HakoH mpemnapaliyje mbyBauHe IIe3/e ¥ yKiamama (aciuja Bparta J1ako
ce mpuMmehyjy crospa of jenmaka (esophagus) u aymauKa (trachea); 3ajeqHUYKAa KapOTHIHA
aptepuja (arteria carotis communis), BaraJlHd HEpB (nervus vagus), YHyTpalimkba KapoTHIHA
aptepuja (arteria carotis interna), croJbalima KapoTUIHa apTepuja (arteria carotis externa) u
kapotugHo Teno (glomus caroticum) (Cnuka 2. mosse 1.). Tymom mpemnapamnujoM MpBO Cy
pa3aBOjEeHN BarajiH{ HEPB OJ1 3ajeJHHYKE KapOTHJIHE apTepuje a 3aTHB MpernaphcaHa payBa
3ajeAHUYKE KapoTuaHe aprepuje. [IpBo moaBe3nBame ypal)eHO je Ha 3aj€THUYKO] KapOTHUIHO]
aptepuju (arteria carotis communis) mTo je Moryhe gasme mweHoj pauBu (Cnuka 2. nosee 3.).
Haxon Tora je ypaleHo mojBe3uBame CoJbHE KapoTUAHE apTepuje (arteria carotis externa)
mTo je Moryhe Ommke ropm0j THPOUIHO) apTepuju (arteria tiroidea superior) (Cnuka 2. mobe
4.). 3aTuM je MOCTaBJbEH I0/IBE3 HA YHYTPAlIHhO] KApOTHIHO] apTepuju Ha CaMOM HEHOM
MOYETKY OJMaxX HAKOH pauBe 3ajeJHMYKE KapoTHIHE apTepHje, jJabaBo Be3aH Kako O ce
KacHHje OCUrypajia Mo3Hlirja HHTpaTyMuHaIHor (punamenta (Ciuka 2. nosbe 5.). Cneneha je
NOJ[B€3aHa YHYTpallkha KapoTHIHA apTepHja (arteria carotis interna) mrTo je moryhe Omrke

NITepUTonajaTuHeanHo] aprepuju (arteria pterigopalatina) (Cmuka 2. mosee 6.). OBum
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MOCTYIIKOM j€ MPEKHHYTa IUpKYJalija Ha pauBU 3ajeIHUYKE KapOTHIHE apTepHje LITO HaM
je omoryhmiio obaBibame AaJbUX XUPYPIIKMX MHTEpBEHLMja O0e3 KpBapewa. HampasibeHa je
WHIU3M]ja 3ajeJHHYKE KapoTHIHE apTepuje ONu3y IEHO] pauyBM Kako OM ce yOarmia
uHTpasyMuHainHa cytypa (Doccol Corporation 6021PK5Re) (Cnuka 2. mosse 7.). Ha mecty
UIM3Mje 3ajelHNYKe KapoTHJIHE apTrepuje ybaueHa je MHTpaJlyMHHAlHa CyTypa, Koja je
yrypaHa Kpo3 YyHyTpallllby KapOTHAHY apTepHjy N0 TMOJBe3a KOJU je HamlpaB/beH Ha

YHYTpalllk0j KapoTuaHoj aprepuju (Crnuka 2. mosse 8.).

Cnuka 2. IllemaTcku TpuKa3 MUIIjEr MOJENA MCXEMHUYHOT MOXJIAHOT yaapa HHTPATYMUHAITHOM OKITY3HjOM
Cpelmbe MOXKIaHE apTepHje.

Hakon gera ce yraraHo 3aTerHe JJabaBo Be3aHa CyTypa Ha YHYTPAIIk0j KAPOTHIHO] apTepHju
Kako OM ce CHpedmsio PeTporpajHO KpBapemhe HAKOH OJ[BE3WBamba MOJBE3a HAIPaBJHEHOT
OMyKe NTEepUronalaTHHEaTHO] apTepuju Ha YHYTpPAlIkbO] KapoTHIHO] aprepuju. Hakon
OJIBE3MBama IOJBE3a HA YHYTPAIlkO] KapOTHIHO] apTepHju HAMpaB/EHOT OmKe
NITEPUTOMATIATHHEATHO] apTepHjH HAcTaB/ba Cce ca yOalMBameM HWHTPATYMHUHATHOT
¢unamenTta y qyUHHU ol § mm O pauBe 3ajeTHUYKE KapOTHIHE apTepHje OAHOCHO JIOK ce
He oceTH Onaru oTmop npu nHceproBamy ¢unamenta (Cruka 2. mosbe 9.). Kox oBor kopaka
HajBa)KHU]jE je n36ehu yOanuBame
MHTPATYMHHAIHOT dumamenTa y
NTepUronajaTUHEIHy apTepujy. Y ciay4ajy Ja
¢unameHT yhe y nrepuronajgaThHeanHy apTepHjy

Hemoryhe je goctuhu  AyXMHYy  yrypaHor

¢uamenTa o § mm MEpeHO O] pauBe 3ajeAHHYKE
KapotugHe aprepuje. Hakon yOamuBama HHTpaIyMHHAJIHOT (uIaMeHTa 8 mm O] pause

3ajeJHUYKE KapoTUAHE apTepHje OJHOCHO HAaKOH OJlaror OTHOpa JajkeM YrypaBamby
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¢unamenTa mpuTerHe ce nabaBo Be3aHA JUTAaTypa Ha YHYTpAlllkhO] KapOTHUAHO] apTepuju
Kako Ou ce ocurypao monoxaj gumamenta (Cnuka 2. mosbe 9.). XKuotumwu ce maje 500 pl
(U3MOTOMIKOT pacTBOpa Kako OW ce HaJOKHAAWIA TEYHOCT M3ryOJbeHA Y TOKY XHUPYpIIKE
WHTEpBEHILIMje. 3a Bpeme o1 45 MHHyTa UCXEMH]je KUBOTHHA j€ OCTaBJbeHA Ha IMOMAJIOTY ca
rpejambeM, amapaTa 3a OJp)KaBalbe HOpMaJHE TeMIepaType IIOBE3aHOI ca PEKTATHUM
TEPMOMETPOM Ha KOME Ce pajuiia LEJOKYyITHa XMpYypIIKa MHTepBeHIMja. HakoH ucteka 45
MHUHYTa HCXeMH]e MpeBul)eHe eKCIIEPUMEHTOM OJBEXKE CE JIMTaTypa YHYTPAIIhe KapOTHIHE
aprepuje, W3By4Ye (UIAMEHT M MOHOBO NPUTErHE JUraTypa Ha YHYTpallllb0j KapOTUIHO]
apTepHju Kako Ou ce crpeunsio kpBapeme. KuBotumu ce omet aa 500 pl ¢usnonomkor
pacTBOpa M OCTaBM Ha MOJUIOTY ca IpejameM, armapara 3a OJlp)KaBambe HOPMAJIHE TeJIeCHe
TEMIIepaType TOBE3aHOT ca pEeKTaTHUM TepMoMeTpoM. Hakon Oyhema u3 aHecresuje
KUBOTHIHE ce Mpedallyjy y KaBe3 ca HeOTpaHMUEHUM MPUCTYIIOM XpaHH U BoJu cienehux 24

yaca IITO Mpe/IcTaB/ba Bpeme penepdysuje npenapuleHo eKCrepuMeHTOM.

3.5. [lemexyuja unghopmayuonux pubonykieunckux xuceiuna (uPHK)

Hakon kyntuBanuje bEnd.3 henmja y nocyay 3a kynrypy npeunuka 60 mm (Colstar; Corning
Incorporated, NY, U.S.A.) u nocturayte koHdiyentHoctd (ykymHo 2.5 x 10° henuja)
henuje cy u3nokeHEe WCXEMUjU Yy aHOKCUYHO] KOMOpH U peniepdysuju ox 24 yaca ca wim 6e3
TpeTMaHa CIHPOHOJIAKTOHOM MO Beh OMMCaHOM MoOJiely HaKOH 4Yera je M30JI0BaHa yKyITHa
konuunHa puOoHykienHcke kucenuHe (MPHK) kopumhewmem merone momohy Tpuszomna.
Bpmena je nerexnuja uPHK 3a cnenehe nuroxune: TNF-a, RANTES, IL6, MCP-1, IL1-8,
CXCLS, iNOS, eNOS u xao unrepHa koutpoina GAPDH. YVkptko: Hajupe cy henuje onpane
xnagauM docdataum mydepom (PBS 1X; Gibco Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) HakoH

yera Cy JIM3UpaHe JUpeKTHUM fonaBambeM 1 ml Tpuson pearenca (Invitrogen Corporation,
NY, U.S.A)) u orymene miactudHoM Tpebanum. Canpkaj je mpebadyeH y IUIAaCTUYHY
eneHaopduiy ox 1.5 ml 1 HEKOJIMKO MyTa MPOBYUYEH KpO3 MMy nuMmeH3uja 251 kako Ou ce
nau3at 00Jbe XOMOTEHU30Ba0. Y30pIH Cy HHKyOupaHu Ha coOHOj Temnepatypu (15 mo 30 °C)
5 MuHyTa Kako OW ce JoOWia KOMIUIETHA JUCOIHjalija HYKJICONMPOTEHHCKUX KOMILIEKCA.
Hakon wHKyOammje mnpucTynmwio ce cemapucamy ¢asza y3opaka gomaBamem 0.2 ml
xyopodopma, eHeprudHUM MyhkameMm caapxkaja 15 cekyHAM UM MHKyOHpameM Ha COOHOj
temreparypu 2-3 muHyTa. [lo 3aBpuieTky HHKyOaiuje y30pHu cy LEHTpUPYTHpaHU Y

NPEAXOAHO TMojeneHoj MukponeHtpupyru Ha 4 ° C mHa 12000 x g 15 wmwuHyTa.
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[entpudyrupamem ce caapkaj cemapumie Ha Tpu (aze: moma mpseHa ¢aza (peHon-
xsopodopm daza), 6ena uHTEepdaza U ropma 0e300jHa TeuHa ¢a3a y KOjoj ce Hajaze
pUOOHYKJICMHCKE KUCENHHE. Y W3/IBOjeHy TeuHy ¢asy je motoMm gonxato 0.5 ml m3ompormn
QJIKOXOJIa Kako OW ce TMpenunmuTHpala W3[BOjeHa KOJMYMHA PUOOHKIEWHCKE KHCEIHHE.
Hakon nomaBama wm3ompomnaHoiia ¥ uHKyOamuje oa 10 muHyTa Ha cOOHOj TeMIeparypu,
OPUCTYNHIIO ce HeHTpudyrupamy caapxkaja Ha 12000 X g y MUKpOLEHTpU(YTH MOACUICHO]
Ha 4 ° C 10 wmwunyra. llentpudyrupamem ce 100MO BHIJBUB TIEIET HCTATONKCHUX
pUOOHYKJIEMHCKMX KHCENIMHA KOoju je 3atuM ompad ca 1 ml 75% erun-ankoxona. Hakon
ucnupama, uzasojeHa ykynHa PHK je pactsopena y 20 pul TE nydepa (10 mM TRIS-HCI,
ImM EDTA, pH 7.4). Ilo pactBapamy ykynae PHK, onpehusana je Hajnpe meHa unctoha
MepewmeM arcopOanie yzopka Ha 260 u 280 nm TtanacHe ayxuHe UV cnekrpodoTromeTpom
( Pharmacia LKB Ultrospec III; Pharmacia, NY,U.S.A.) u u3pauyHaBame uncTtohe u3 oJgHOCa
Azeo /Azso, a 3aTuM je oapehuBana koHuentpanuja ykynae PHK y 2 pl y3opka pazbnaxkenor

1o 100 ul TE mydepom uspadyHaBameM u3 popmysie:

Vkynnaa PHK (pg/ul)= Ase (aicopbanma y3opka xa 260nm) x 40 pg/ml x qumymmonn gaktop
(100/2)

[TomrTo je m3pauyHara konnenrpanyja ykynae PHK y y30pky, npuctynuio ce Hajupe leHOM
npeBohermy y KOMILIEMEHTapHe nae30kcupuoonykinenncke kucenuHe (xIHK), mpouecom
O3HauYeHMM Kao peBep3Ha Tpanckpumuuja (PT), a 3atum u3Bohewmy JaHyaHe peakiivje
nonumepasoM (PCR), momohy komepuujanHo HaOaB/bEHUX KHTOBA 32 €H3UMCKO IMpeBOheme
PHK y xIHK monekyne (SuperScript™ II RNase H Reverse Transcriptase; Invitrogen
Corporation, NY, U.S.A) kao u majee ymHOXaBame xesbeHUX kKJIHK monekyma momohy
cnenuduuHux npajmepa. Ilpajmepu xopumhenu 3a ymHoxkaBawe MPHK 3a RANTES cy
npeambn CTGGGATGAAGATCTCTGCAG 3aamwu CTAGCTCATCTCCAAATAGTTG, 3a
IL6 mpenmsu GTTCTCTGGGAAATCGTGGA 3anmu GGA AATTGGGGTAGGAAGGA, 3a
TNF-a 1101187 GGCCTTCCTACCTTCAGACC 3aIibH AGCAAAAGA
GGAGGCAACAA, 3a MCP-1 mpenmu AGCACCAGCCAACTCCCACTG 3aamu
AGAAGTGCTTGAGGTGGTTGT, 3a IL-1p mpenwu CAGGCAGGCAGTATCACTCA
331 AGG CCACAGGTATTCTGTCG, 3a CXCL5 npeamby
CTCAGTCATAGCCGCAACCGAG 3ammu CGCTTCTTTCCAA TGCGAGTGC, 3a iNOS
npenmsun AGCATCACCCCTGTGTTCCACC 3agmn TGGGACA GTCTCCATTCCCA, 3a
eNOS npeagwn CTGCTGCCCGAGATATCTTC 3apmu CTGGTACTGCAGTCCCTCCT n
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3a GAPDH Npeambu GTCATTGACAGCAATGCCAG 330U
GTGTTCCTACCCCCAATGTG.

Pesep3na tpanckpunumja (PT) merona ykparko, HampaBibeHa je MemaBuHa ykynHe PHK
(kommunna ykynmae PHK je m3nocunma 2 pg), 1 pl pactBopa oligo (dT) 1245 (500 pg/ml
Invitrogen Corporation, NY, U.S.A) u 1ul pactBopa 2'-neokcunykieorun S'-tpudocdara
(ANTP, Invitrogen Corporation, NY, U.S.A),koja je moToM momymeHa mo 12 pul
JIECTUIIOBAHOM BOJIOM M 3arpeBaHa 5 muHyTa Ha 65 °C y PCR mammuu (PTC-200 Paltier
Thermal Cycler; MJ Research, U.S.A.) Ilo 3aBpuieTky 3arpeBama caipxaj je CTaBJbCH Ha JIe]
map MHUHyTa HakoH yera je nmoxato 4ul 5X mydepa 3a cunresy jenHonmanuanux kJIHK
monekyna (5X First-Strand Buffer Invitrogen Corporation, NY, U.S.A), 1 pul
pexoMOuHAaHTHOT WHXUOHWTOpa pubOoHykieaza ( 40 jemunura/pl; RNaseOUT; Invitrogen
Corporation , NY, U.S.A) u 2 ul 0.1M autnorpeutona (DTT; Invitrogen Corporation , NY,
U.S.A), a HakoH 2 muHyTa uHKyOanuje MemasuHe Ha 42 °C y PCR mamunu, 1 pl enzuma
peBep3He Tpanckpunraze (200 units SuperScript™ II Reverse Transcriptase; Invitrogen
Corporation, NY, U.S.A). Memasuna je 3atuM uHKyOnpana 50 mmuyta Ha 42 °C y PCR
Mamnay. [locne 3aBpiieHe nHkyoanuje, 1a 61 ce U3BpIINIIa HHAKTUBAIMja JOIaTUX €H3UMa,
MernraBuHa je 3arpeBana 15 munyrta Ha 70 C y PCR mammnu. [To Hacranky kJIHK monekyna,
ykinamwame PHK je m3Bprieno nomasamem 1 pl (2 jenunune) pubonykieaze X (RNase H;
Invitrogen Corporation, NY, U.S.A), ennmonykieaze koja crermududao perpagupa PHK
nanau. Oapehenn k/IHK monexynu cy 3atum noaspruytu amruindukanuju nomohy PCR.
VYkpaTko: HampaBibeHa je MemaBuHa 5 pl cunrerucanux kIHK monekyna, 0.5 pl enzuma
nonumepase (Platinum Taq DNA Polimerase 5 units/pl; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A),
1 pl pactBopa 2'-neokcunykineorun 5'-tpudocdara (10mM dNTP, Invitrogen Corporation ,
NY, U.S.A), 2 ul memaBune nipenmer u 3aamer npajmepa (10uM cBaku npajmep) u 1.5 pl
50mM MgCl; koja je nomymena 1o 50 pl Bomom 6e3 pruboHykieaza u Ae30KCHpUOOHYKIea3a
(Distilled Water DNAse, RNase Free; Invitrogen Corparation, NY, U.S.A.). 3atum je
u3Bpiiena PCR ammmudukanuja xemennx kJIHK monexyna y PCR mammau nporpaMupaHoj
Tako na je modetHa jaeHarypamnuja kJIHK monexyna (2 munyra Ha 94 ° C) Ouna mpahena
cepujoM oA 28 y3acCTOMHHUX LHUKIyca OJf KOJUX C€ CBaKH cacTojao ox aeHatypamnuje kJHK (1
MUHYT Ha 94°C), Be3uBama npajmepa (4 munyra Ha 55 °C) u U3AyKHMBamba Be3aHUX MpajMepa
(3 munyta Ha 72 °C), HAaKOH Yera je ycjaeauso JOJaTHO U3ayxKuBame npajmepa (10 munyTa
Ha 72°C).

PaznBajame cuntetncanux PCR mpoaykata mOCTUTHYTO je mpuMeHoM enekTpodopese y 2%

araposa reny HampaBibeHOM y 1X Tpuc-6opat-EJITA nydepy (TBE; 0.089M Tpuc-6a3a,

20



0.002M E/ITA, 0.089M 6Gopna kucenuna, pH 8) y koju je mo pacTBapamy arapose gomaart 1 pl
dunyopecuentor etuaujym  Opomuaa (0.5 pg/ml;  Sigma-Aldrich, MO, U.S.A)).
Amnanuzupano je mo 10 pl y3opka u mo3utuBHe KoHTposie. HaHomewy MemaBuHe y30paka u
MMO3UTHUBHE KOHTPOJIE HA Tell MPEeaXoIuio je BUXoBo Memame ca 2 pul 6X obojeHor mydepa
3a nymewme rena (Gel loading buffer; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A). V uumy
UHJIeHTH(]UKaLMje YMHOXKEHUX (parmMeHara Ha OCHOBY Opoja 0a3HMX MapoBa, Ha Tel je
Haner u JIHK wmapkep (1kb+ DNA marker; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.). ITlo
3aBPIICHO] €NeKTpodOpe3u, Tell je OCBET/hEH YITPABHOJET CBETIOM U (ororpaducaH.
JloOGujenu pesyntatu cy najbe oOpahenu y xommujyTepckoMm mporpamy Image J ( Image

JNIH).

3.6. Umynobromune npomeuna (Western blot)

Excnpecuja nporenna iNOS, IkB-a, pocopunucanor IkB-a (p- [kB-a), ICAM-1 u B-aktun
y MHUmAjUM eHgorestHuM hemujama mosra (bEnd.3 henmje) ucnutuBana je meTomom
MMYHOOJIOTHHIa IMPOTEHHA Mo3HaTOM Moja HazuBoM Western blot. 13 nu3ara nenor Tkusa
HAKOH in Vivo eKclepuMeHTa ypalheH je MMYHOOJOTHHT 3a JeTeKiujy ekcrpecuje eNOS,
iINOS, ICAM u B-akTuH NpoTeHHA.
VYkpatko: muiuje eHaorende hemmje cy 3acaljene y mocyny 3a henmjcky Kyntypy npeyHHuKa
60mm, y komIuieTHOM Meaujymy. HakoH nocturayte koH(pIyeHTHOCTH henuje cy u3ioxeHe
UCXEMHJH Y AaHOKCHUYHO] KOMOpH TIO Beh ommcaHOM MOJeNy KHCEOHHYHO-TIYKO3HE
JenpuBanyje ca pernepdysujom oa 2 caTa 3a HUCHUTUBame ekcrpecuje IkB-o u
dochopmmcanor IkB-a u ca penepdysujom ox 24 cata 3a ucutHBame ekcrnpecuje iNOS u
ICAM-a. Hakon 3aBpmetka penepdysuje henmje cy onpane ¢ocharaum mydpepom (PBS 1X;
Gibco Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) u 3aTuM wu3BpIlIeHa €KCTpakifja MPOTEHHA
xomorennzauujom hemmja y RIPA mydepy (pH 7.6) u nenrpudyrupamem xomoreHara 5
munyTa Ha 4°C nipu 14000 g. Teuna asa je HakoH Tora nmpebdadeHa y YuCTy eneHaopduiry u
najbe kopuirheHa 3a oapehuBame MpoTenHa U UMYHOOJIOTHHT.

3a in Vivo EKCIepHUMEHT, HAKOH OKIy3Hje Cpelie MOXKIaHe apTepuje Mmomohy
UHTpalyMUHAJIHE CyType oa 45 MuHyTa U penepdy3ujoM oa 24 yaca 1o OMHCAHOM MOJIENTY
KHUBOTHIHE Cy €YTaHM30BaHE M JICKAIIUTAIlMjOM Y3€TO TKHBO MO3Tra 32 XOMOTCHHU3AIH]y y
RIPA nydepy. Hakon xomorenusanuje nomohy mexanuukor xomorenusaropa (Polytron®
PT-MR 3100, Kinematica AG, Swizerland.) y3opak je ucuentpudyrupan na 10000g 5

minuta y npe Tora nojeuienoj nentpudyru na 4°C. Hakon nenrpudyrupama Teuna ¢asa je
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npebayeHa y YHCTy eNeHIOppHIly M Jajke KopuimiheHa 3a onpehuBame NpoTeMHa U
UMYHOOJIOTHHT.

VY cacraB RIPA miydepa, HampaBibeHOT y AecTUIOBaHOj Boau yinazwiu cy: Tpuc-HCl (50mM;
Bio-rad, CA, U.S.A), NaCl (150mM; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.) 0.5% wnaTpujym-
neokcuxonat (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.), 1% Tpuron X-100; Sigma-Aldrich, MO,
US.A)), 0.1% mnarpujym-mogenun cyiadar (SDS; Bio-rad, CA, U.S.A), Hartpujym
oproBananat (2mM; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.) u uaxubutopu nporennasza, EITA (ImM;
Mallinckrodt Speciaty Chemicals Co, U.S.A), anporunns (10 pg /ml; Sigma-Aldrich, MO,
U.S.A)), neynentun (10 pg /ml; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.), denunmeruncyndoHut
dnyopun (1ImM Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.). OxapehuBame mnpoTerHa MO 3aBPIICHOM
neHTpudyrupamy y H3IBOjeHO] Te4HO] (a3u y3opaka paljeHa je momohy KOMepHjaTHO
Ha0aBJFEHOT KUTA 3a KOJIOPUMETPHJCKY JETEKIUjy U KBAaHTH(QHUKAIM]y YKYTHHX HMPOTEHHA
(BCA Protein Assay Reagent Kit; Pierce, U.S.A), a npema ymyTcTBY NMPHIOKEHOM Y3 KHT.
VYKpaTko: Hajupe cy HamnpaB/beHH pacTBOpH alOymMuHa U3 cepyma roBedeta (BSA;
noctaBibeHu y kuTy) y RIPA mydepy. Konnentpamuja andymuHa y pacTBOpHMa je U3HOCHIIA
2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 50
pug/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml. Iotom je mo 100 pl oBux pacTBOpa M M3/BOjeHUX TEYHHX (haza
UCIIUTUBAHMX y30paKa nmpeHeTo y enpysere BeanuuHe 10x75 mm (Disposable Culture Tubes
Barosilicate Glass; Fisher Scientific, U.S.A). V emnpysete je 3atum goxaro mo 2 ml T3B.
panmHOT pacTBopa. PagHu pacTBOp ce cacTojao of meaeceT AeoBa peareHca A (IOCTaBJbEH Y
KUTY) W jeqHor jaena peareHca b (mocraBibeH y kuty). [lo nojaBamy pamHOT pacTBopa,
enpysere cy uHkyoupane 30 munyta Ha 37°C y cyBom kynatuiy (Dry Bath Incubator; Fisher
Scientific, U.S.A) HakoH uera je ycIeAamsIo Mepeme arncopOaHile UCIUTHBAHUX y30paka U
pactBopa cepyma nomohy yntaBHoieT crekTpodoromerpa Ha 562 nm TamacHe AyXKUHE U
onpehrBame KOHIIGHTpaIlMje YKYITHUX NPOTeWHA W3 CTaHIapIHE KPUBE PacTBOpa cepyMma.
VcnutrBanu y30pIy U pacTBOPH cepyMa TECTUpaHHU Cy y Ayruukaty. Kao O6maHk KOHTposa
HOCITY)XHJIE Cy enpyBeTe y kojuma ce Hamazuo camo RIPA mydep y xommuunm ox 100 pl.
Jennake konmumnHe poTenHa y3opaka (20 pg-40 pg) cy HakoH Memnama ca Jleamn mydepom
y3opka (Sample Buffer, Leammli; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A) u 3arpeBameM o]l 5 MUHYTa
Ha 100°C, noasprayre CJC-nonuakpunamua ren enexkrpodopesu (SDS-PAGE) y anmapary
3a enekrpodopesy (Mini Trans Blot, BioRad, CA, U.S.A), npu KOHCTaHTHOM HAIOHY CTpYje
ox 100V Ha coOHOj Temmneparypu. Kao reioBu cy, y 3aBUCHOCTH O] MOJIEKYJICKE TEXKUHE
ucnutuBaHor nportenHa, kopumthenu 7.5 % Tris-HCI ren (BioRad, CA, U.S.A) 3a eNOS,
iINOS u ICAM ok je 3a IkB-a u p-IkB-a xopumthen 10% Tris-HCI ren (BioRad, CA,
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U.S.A). B-akTuH je kopuirheH Kao MHTEpHa KOHTpOJa KOJA oApehuBama eKCIpecuje CBaKor
O]l HaBeJICHUX MPOTEHHA. 3ajeIHO ca y30pluMa eneKTpodope3u je MoJBPrHyTa U MellaBUHA
celaM pa3MIUTO 000jeHUX MpoTermHa Molekyincke Texuae on 200000-6500 manToHa
(Koleidoscope Prestained Standards; BioRad CA, U.S.A) koja je mnocmyxuna 3a
WHICHTH()HKAIINA]Y HCIUTHBAHOT IMPOTEHMHA HAa OCHOBY HHETOBE MOJICKYJICKe TexuHe. [lo
pa3zaBajamby NpPOTEHHA eNEeKTPO(Ope30M, M3BPLICH je HHUXOB NMPEHOC HAa HUTPOLEIYIO3HY
memOpany (Trans-Blot; BioRad, CA, U.S.A) y eJekTpuyHOM TIOJbY, y amapary 3a
enextpooioruar (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transver Cell; BioRad, CA, U.S.A).
[Tpenoc npoTenHa je Tpajao 2 cara, IpyU KOHCTAaHTHOM HamnoHy o S0V Ha Temmnepatypu of 4 °
C. Hurpouenyno3Ha MmemOpaHa ca NMPEHECEHUM MPOTEHMHHUMA Tj. OJOT je TTOTOM HCIpaHa y
cmanoMm Tpuc mydepy koju je caapxkao aerephent (Tris buffer saline, Tween-20: TBS) pH
7.5. Y cacraBy oBor mydepa HampaBJhEHOT y JecTUiIoBaHO] Boau, ynasmwim cy 0.9% NaCl,
10mM Tris u 0.1% Tween-20 (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A). Ilo ucnupamwy Om0Ta
OPUCTYMHIIO C€ HMMYHOXEMH)CKOj JETEKIMjU WCIUTUBAHUX TMPOTEMHA TMPEHECEHUX Ha
MeMOpaHy. Y nuipy OJOKHMpama Hecneun(UYHOT Be3MBama aHTHTENAa HAa HUTPOIETYJIO03HO]
MeMOpaHu, OJI0T je Hajpe MHKyOMpaH 1 car Ha coOHO] TeMmmeparypu y Onokupajyhem
nydepy. brnokupajyhu mydep je HampaBsbeH Tako mTo je y TBS mydep momato mieko y
npaxy 6e3 mactu. Konuenrpanuja mieka y nydepy je nznocuna 5% (w/v). Hakon uzBpiueHe
Onmokane, ycienwio je TMOHOBHO Hcmupame Onora y TBS mydepy, a morom merosa
nHKyOanuja npexo Hohu Ha 4°C y Giokupajyhem nydepy 3ajeHO ca IPUMapHUM aHTHUTEIOM
YCMEPEHUM NPOTHUB UCTIMTUBAHOT MpoTenHa. Kao nmpuMapHa aHTHUTENNa KOpUItheHa cy: MUIIIje
anT-eNOS/NOS2 antureno (BD Bioscience; NJ, U.S.A) y pazonaxkewy 1:5000, murije
anTu-iNOS/NOS2 (BD Bioscience; NJ, U.S.A) antureno y paszomaxemy 1:2000, 3eunje
antu-IkB-a aatuteno (Cell Signaling Technology; MA, U.S.A) y pazonaxkemy 1:1000, 3euje
autu p-IkB-a (Cell Signaling Technology; MA, U.S.A) y paz6naxemy 1:1000 u ko3uje
anTu-ICAM antuteno (R&D Systems; MN, U.S.A) y konuentpauuju on 0.1 pg/ml. Ilo
3aBpIIEHO] MHKYOAIuju 01oTa ca MPUMApHUM aHTUTENIOM, OJIOT je HWCIpaH BHINE MyTa a
3aTUM WHKYOupaH 1 cat Ha coOHO] Temmeparypu y Oyiokupajyhem mydepy 3ajemHo ca
CEKYHIapHUM aHTUTEIIOM KomyroBanumMm mepokcuaazoM pena (HRP). Kao cexynmapna
aHTHTeNna KopuinheHa cy: ko3uje aHTH-Mulije [gG aHTHTENo KOHBYroBaHO MEPOKCHAA30M
pena (BioRad, CA, U.S.A) y pasomaxemy 1:2000, ko3uje antu-3eumje IgG anTHTENO
KomyroBaHo nepokcumazom peHa (BioRad, CA, U.S.A) y pazonaxkemy 1:2000 1 KomCKUM
anTu-ko3ujuM IgG aHTHTENnO KOmyroBaHo mepokcuaasoMm peHa (BioRad, CA, US.A) y

paszonaxewy 1:2000. Hakon 3aBpiieHe uHKyOamuje ca oaronapajyhuM CeKyHIapHUM
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aHTUTEJIOM YCIEIWIO je HchHpame OnoTa y mydepy. Busyanmsamuja mmMyHOpeaKTHBHHX
Tpaka Ha OyoTy paheHa je MHKyOauujoM OJIOTa y MEIIaBUHM €KBMBAJEHTHUX KOJIMYMHA
pacTBopa IMojadyrBaya XeMIJIyMHHHCIICHIIE U CTAOMITHOT pacTBopa nepokcuaa. O6a pactBopa
cy HabaBJpeHa Kao feo KomeprujarHor kuta (Super Signal® West Femto; Thermo Scientific,
U.S.A) u uznaramem Omora penaren ¢unmy (x-OMAT AR Film; Kodak, U.S.A.). Kao
MHTEpHA KOHTpOJa 0JI0Ta HAKOH BU3yalH3alllje U3jIarambeM PeHAreH Gpuiamy, cBaku OJIOT je
pecraypupan KopuihemeM KOMeplHjaTlHO Ha0aBJBEHOT KHTa 3a pecTaypanujy OmoTa
(Restore™ Western Blot Stripping Buffer; Pierce, NJ, U.S.A.) unkybauujom 6;10Ta y 0BOM
nydpepy 10 MuHYTa ¥ MOTOM II€0 IOCTYIAK MOHABJbaH KOpHIThemeM 3eunjer aHTH-[-aKTHH
npumapsor anturtena (Cell Signaling Technology; MA, U.S.A) y pazbnaxemy 1:1000 u
CeKyHIAapHOT aHTHTENa Ko3Hje aHTu-3eurje IgG xomyroBanor nepokcugazom pena (BioRad,
CA, US.A) y pazonaxemy 1:2000. JlersutomeTpujcka aHanu3a perareH ¢uiama ypahena je

nomohy Image J kommujytepckor nporpama (NIH).
3.7. Umynogryopecyenmno 6ojerve u KOHGPOKAIHA MUKPOCKONUja

NmynodayopecientHo 6ojerbe NFkB Tpanckpunimonor ¢akropa y bEnd.3 henmjama
BpIIICHO je mpeMa cienehem mpotokomny: bEnd.3 henuje npenxomno 3acalene y komopuiie 3a
henujcky kyntypy (Lab-Tek Chamber Slide System Fisher Scientific, U.S.A) uznoxene cy
KHCEOHUYHO-TJIYKO3HO] JIEPUBAIMjH MO OMMCAHOM MPOTOKOJY ca pernepdy3ujom ox 2 carta.
Haxkon 3aBpmieTka penepdysuje cBe excrepuMeHTante rpyne hemmja cy ¢pukcupane nmomohy
3.7% pactBopa dopmanaexuna y ¢ocharaom mydepy 20 MuHyTa Ha COOHO] TEMIIEPATYPH, a
3atuM mnepmeabunuzoBaHe nomohy 0.1% Tritona X-100 (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A))
pactBopeHor y ¢ocdarnom mydepy. ITo 3aBpiienoj nepmebunuzanuju henuja, npuCTynuiIo
ce Oyiokaau HecneU(pUIHOT aHTUIeH Be3WBama MHKyOarwjoM henuja y dhocdatHoM mydepy
KOju je camapkao amOymwH u3 Teneher cepyma y koHmeHTpauuju ona 2% (6mokupajyhu
pactBop) 1 cat Ha coOHOj Temneparypu. HakoH 3aBpieHe 010kaje HecnenuGUIHOT aHTUTECH
Be3uBama, henuje cy uHkyoupane npeko Hohu Ha 4 ° C ca mpyUMapHUM aHTHTEIOM MPOTHB
NF«B p65 (Santa Cruz Biotechnology Inc, U.S.A.) mampaBmssenuM y 3emy. [IpumapHO
AHTHUTEJO j€ PaCTBOPEHO y Osokupajyhem pactBopy y oaHocy 1:200. ¥V nuiby BU3yasn3aiyje
NpUMapHOT aHTHTENa henuje Cy WHKYyOMpaHe Yy CEKyHIAapHOM AaHTHU-3€UHjeM aHTUTEIy
KOBbYToBaHUM QuiyopeciienHoM y pasonaxemy 1:200. CexyHaapHO aHTUTENO je Takohe
pacTBopeHO y Onmokupajyhem pactBopy. HakoH 3aBpiieHOr HMyHO(IIYOPECIICHTHOT 00jemha

henuje cy mocmarpane noj mMukpockornom (confocal laser scanning microscope LSM 510
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Zeiss, objectiv 40x1.3, Germany). Y TOKy MHKPOCKONHUpama HAIpaBJbEHE CYy CIHUKE Yy
HACYMHYHO M3a0paHUX BHJIHHUX IOJba KOj€ Cy 3aTMM oOpahuBaHe Yy KOMIIH]YTEpCKOM

nporpamy Adobe Photoshop.
3.8. Oopehusarwe akmusupanoe NFxB P65 komniekca

OppehuBame aktuBupanor NFxB paheno je kopumhemeMm KoMeplHjaTHOT KHTa
(TransAM® NFxB P65 Kit, Active Motif, USA). OBaj kuT je 6a3upaH Ha €H3UMCKO BE3aHOM
umyHoabcopOimjckoM Tecty (ELISA) kako Ou ce geTekToBaia U KBaHTU(PHUKOBAIA KOJTHYUHA
aktuBupanor NFxB. OBaj xut ce cacroju on mioue ca 96 mosra Koje Cy OOJIOKEHE
onuronykieotusiHoM cekBeHIIoM (5'-GGGACTTTCC-3") 3ajennuukom 3a cBe NFxB
MmoJekyse. [IpuHuun came Metoze ce 3acHUBa Ha UMoOMIu3anuju aktusupane Gpopme NFxB
U3 henmjckor JmM3aTa  OJNMTOHYKJICOTHIOM OOJOKEHOM TIuioyoM. HakoH Be3uBama
aktuBupanor NFkB 3a omUTroHyKJI€OTHI Ha TUIOYH JI0/aje c€ MPUMapHO aHTHTENIO KOje Ce
cnenu(uYHO Be3yje 3a eMUToN Ha p65 koju je moctymaH camo kaj je NFxB aktuBupan u
Bezan 3a JIHK. 3a nerexumjy npumapHOr aHTHTeNna J07aje ce CEKYHIAApHO aHTHUTENO
KOBYToBaHO mepokcunazom peHa (anti IgG-HRP). AxTtuBanmja cexyHmapHOT aHTUTeNa
KOBYTOBaHOT TIEPOKCHIA30M peHa oOMoryhyje CEH3UTHBHO KOJOPHUMETPUJCKO MEPEHE
nomohy cnektpodoromerpa (Camka 4). Ymopeno ce mpaBu CTaHIapIHAa KpHBa CEpHjCKe
nunynuje pekomOuHanTHOT NFKB mo3Hare KOHIIEHTpaliije JOCTaB/beHOT Y KUTY Kako Ou ce

BpuIwia kBanTudukanuja akrusrpaHor NFkB u3 yzopaka.

TIpEMApHO AHTHTEIO NPOTHR
axTHEEpaHor NF-kB

Jlona ce fienHjCKH eKCTpaKT

ITnoua obenexera 3 3 CexyHJApHO AHTHTEIO
ommromyrncorazon  \OTOPHMETPRICKA peakija anti IgG-HRP

Cmuka 3. llemarcku mpuka3 onpehuBama aktuBupaHor NFkB paheno je xopumhemem xoMepuujanmHor KuTa

(TransAM® NF«B P65 Kit, Active Motif ,USA).

VYkpatko: mumuje enorenne henmje cy 3acahene y nmocyay 3a henujcky KyaTypy NpedHUKa
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60mm, y xommieTHOM Meaujymy. [lo mocTurnytoj KoH(IyeHTHOCTH henuje cy u3nokeHe
UCXEMHJH Yy AaHOKCHMYHO] KOMOpM TO Beh OmMcaHOM MOJEeNly KHCEOHMYHO-TIYKO3HE
nenpuBanyje ca perepdysujom ox 2 cara. Hakon perepdysuje MPUCTYIIIO C€ TPUIIPEMHE
y3opaka 1esnor henujckor im3ata. [locyae 3a henujcky KyaTypy Cy CTaBJbeHE HA JIeJ U 101aT
je mydep 3a nuzupame J0cTaBibeH y KUTy kome je nomat IM JITT u xokTten mHXuUOUTOpA
nporeaza Takoh)e JOCTaBjbeHM Yy KUTy. HakoH XoMmoreHusamuje MNpHUCTYNIHIO Ce
neHTpudyrupamy xomorenara 5 munyta Ha 4 °C npu 14000 g. Teuna ¢a3a je npedbayena y
YUCTY eneHaopduIly u pape kopuiihena 3a oapehuBame mporenna. OapehuBame nmporenHa
MO 3aBpIICHOM IEHTpU(YTUpamy Yy H3ABOjeHO] TeuHO] (a3u y3opaka pahena je momohy
KOMEpHjaTHO Ha0aBJHEHOT KUTA 332 KOJIOPUMETPH]CKY JETEKIIN]y U KBAaHTU(DHUKAIM]Y YKYTTHUX
npotenHa (BCA Protein Assay Reagent Kit; Pierce, U.S.A), a mpema yryTcTBY MPUIIOKEHOM
y3 KUAT. YKPATKO: HajIpe Cy HamnpaBJ/b€HU PACTBOPH anOyMuHa u3 cepyma roseuera (BSA;
JOCTAaBJbeHU y KUTy) y Mydepy 3a IuU3Mpame Yy KOME Cy U Y30pId HpUIIPEMaHH.
Konnentpanuja cepyma y pactBopuma je uznocwita 2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml,
750 png/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml. [Totom je mo 100
ul oBuX pacTBOpa M M3ABOjeHUX TEYHHX (Da3a MCIUTHBAHUX y30paKa MPEHETO Yy €NpyBETe
BenmuuHe 10x75 mm (Disposable Culture Tubes Barosilicate Glass; Fisher Scientific,
U.S.A). V enpysere je 3atuM nojato mo 2 ml T3B. pagHor pactBopa. Pannu pacTtBop ce
cacTojao O] MeJeceT JenoBa peareHca A (IOCTaBJbEH y KHWTY) M jeTHOT Jiela peareHca b
(mocraBibeH y kuty). [lo momaBamy pagHOT pacTBOpa, enpyBeTe ¢y uHKyonpane 30 MuHyTa
Ha 37 C y cyBoM kymatuiy (Dry Bath Incubator; Fisher Scientific, U.S.A) HakoHn dera je
ycIenuino Mepeme amncopOaHIle HCHOMTHBAHUX Yy30paka M pacTBopa cepyma Iomohy
cnekrpodoTomeTpa Ha 562 nm TanmacHe Ay)XKMHE W oapehuBame KOHIEHTpAIHje YKYIHUX
MPOTEeHHA W3 CTaHAAp/JHE KpUBE pacTBopa cepyma. McnuTHBaHM y30pIid U pacTBOpU cepyma
TECTHpaHu Cy y aymiaukary. Kao OjmaHK KOHTpoJia MOCIYXHIIE Cy elpyBeTe y KojuMa ce
Hanaszno camo mydep 3a ausupame y koauuuHu of 100 pl. Hakon oxpehuBama xommunHe
POTEHHA TPUCTYIUIIO ce m3Bohemy eceja. LlenokymHa mporeaypa je u3BoheHa y AyruihKaTy
y TP HE3aBHCHE cepuje ekcrepuMeHnara. Ha camoM moueTky eceja y cBaKko IMOJbE J0JIaTo je
no 30 pl xommeTHor Besyjyher mydepa koju ce cactojao of Besyjyher mydepa 10cTaBJbeHOT
y kuty, kome je HakHaaHo nojato 1M JTT u JIHK u3 cnmepme xapunre mo ymyTcTBY 3a
npunpemy mydepa Kako 6u ce 6J0KHpasio HecTelu(PpUIHO Be3UBambE. 3aTHM je Y CBAKO MOJbE
wioue gomaro mo 20 pl y3opka pacTBOpeHOr y KOMIUIETHOM mydepy 3a JM3upame ca
YKYITHOM KOHIIeHTpauujoM npotenHa o 40ug. Kao nmosutuBHa xoHTpona noxaaro je 20 ul

Jurkat HykneapHor excrpakra paz6maxenor 1:20 mo ymyTcTBY mpousBolaya. 3a HEraTUBHY
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KoHTpouty aonato je 20 pl mydepa 3a nusupamen henmja. MukyOamnuja je tpajana 1 cat Ha
co0HOj Temmnepatypu npu arutauuju ox 100 rpm Ha potupajyhoj mnatrpopmu. Io 3aBpiieTky
uHKyOaIrje cBa mosba cy omnpana Tpu myTa ca mo 200 pl mydepa 3a nmpame TOCTaBBEHOT Y
kuTy. HakoH mpama y cBako mosee je momaro 100 pl mpumapHOr arturena pacTBOPEHOT
1:1000 mo mpenopy1u npousBohaua y Bedyjyhem mydepy. MuakyOaruja npuMapHOT aHTUTEA
Tpajana je 1 cat Ha coOHOj TeMnepaTypu Oe3 aruranuje. [1o 3aBpiieTky HHKyOanuje mosba Ha
wioun cy omnpana Tpu myta ca mo 200 ul mydepa 3a npame, HakoH 4era je momaro 100 pl
CEeKYHJApHOT aHTWTEJIa KOWBYrOBaHO TEPOKCHAa30oM peHa pazomaxkenor 1:1000 vy
Be3uBajyhem mydepy no mpenopyiu npousBohaua. MukyOainja ceKyHIapHOT aHTUTENA je
Tpajana 1 car Ha coOHOj TemmepaTypu Oe3 arurtanuje. HakoH Be3uBama CEKyHIapHOT
aHTUTENIa 32 TPUMApPHO AaHTHUTENIO CaB BHIIAK HEBE3aHOT CEKYyHJApHOT aHTUTENA je OmpaH
cepujom on Tpu mpama ca mo 200 ul mydepa 3a mpame mocTaBbeHOT y KuTy. Hakon
BE3WBamka M CTBapama KOMIUICKCA MPUMAPHOT M CEKYHIAPHOT AHTHUTENIa KOHYTOBAaHOT
NEePOKCHJIA30M pPEHa MPHUCTYNUIO C€ KOJIOPUMETPH]CKOj peakiuju nonaBameM 100 pl
MeIIaBUHE EKBUBAJICHTHHX KOJMYMHA pAcTBOpa IOjayrBada XEMUJIYMHUHHCLEHIE |
CTaOMITHOT pacTBOpA MEPOKCHU/IA JOCTABJbEHUX y KUTY U MHKYyOanwmje o1 30 CeKyHIIU Y MpaKy.
Hakown 30 cexynnu je nogato 100 pl pactBopa 3a cronupame peakiiyje 1 yuTaHa abcopbaniia
Ha CHEeKTpoOoTOMETpy Ha TanacHo] AyKuHH on 450 nm ca pedepeHTHOM TallaCHOM
oyxkuHOM ox 655 nm. Kako Om ce kBaHTH(UKOBanma BpenHocT akTuBHpaHor NFkB
KopucTuia ce abcopOaHiia no0OWjeHa M3 CTaHIApAHE KPUBE CEPH]CKUX IUIYyIHja TMO3HATE
KOHIICHTpaIje. 3a u3pajay CTaHAapIHe KPUBE CIPOBEJICH je 11e0 MOCTYIaK eceja caMmo IITO je
YMECTO y30paka JoJaBaHa cepHjcka Awityluja pekomOuHantHor NFkB, nobujeHor y kury,
TaKo Ja ce kao (puHamHa KoHIeHTpanuja godwmra 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 u 0.0
ng/mospy 1uioue. Bpennocrta abcopbaniie y3opaka Ha y OCH j€ TPOIY’KEHAa XOPU30HTAITHO JI0
CTaHJAapJHEe KPUBE a 3aTUM O]l KUXOBOT MpeceKa BEPTHKAIHO 0 X OCe I/ Ce OYMTaBa

konmurHa aktTuBupanor NFkB y ng/mospy mioue.

3.9. Odpehusare excnpecuje unpramamopHux YumMoKuHa

3a Mepeme eKcrpecrja IUTOKMHA U3 JIM3aTa TKUBA MO3ra HAKOH in vivo eKCcliepuMeHara Kao
U U3 MeJIMjyMa KOJICKTOBAHOT HAKOH in Vitro eKCIIepUMEHaTa KOPUCHO C€ KOMEPIHjaTHA KUT
(RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3) kojuMm ce oapehuBana excripecuja 62 pa3nuunra
IIUTOKWHA, AaIXE3MOHMX MOJeKyla H XeMokuHa. OBOM METOJOM CMO aHAJIM3UPAIU

CeKpeTOBaHE IIMTOKMHE W3 MeIWjyMa HAaKOH in Vifro W W3 TKUBAa HAKOH in Vivo
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eKcriepuMeHata. MeTtoma ce 0Oa3wpa Ha MHKpOepej YWIl TeXHHIM y KOMOWHAIMju ca
KOJIOPUMETPH]CKOM JETEKIIH]OM.

VYkpatko: muiuje eHnorende hemmje cy 3acaljene y mocyny 3a henmjcky Kyntypy npeyHHKa
60mm, y komIuieTHOM Meaujymy. HakoH nocturayte koH(pIyeHTHOCTH henuje cy u3ioxeHe
UCXEMUJU y AaHOKCHYHO] KOMOpHM 10 Beh ommMcaHoM MoJeny KHCEOHWYHO-TIIYKO3HE
nenpuBanyje ca penepdysujom ox 24 cara 'y 3ml OCHOBHOT MeIUjyMy KOjH CaJp>Ku TITyKO3y
45 t/n (DMEM; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) Ilo 3aBpmierky penepdysuje
KOJIEKTOBAH j€ MEIUjyM M3 TOCyAa M Jajbe KOpHUIIheH 3a aHaiuu3y. 3a in vivo eKCIePUMEHT,
HAaKOH OKJIy3Hje Cpel-e MOXKJIaHe apTepHje moMohy HHTpamTyMUHAIHE CyType o 45 MUHyTa
u penepdysuje on 24 wyaca MO ONUCAHOM MOJIENy >KUBOTHIE€ Cy €YTaHHW30BaHE U
JICKalUTaIljOM y3€TO TKHBO Mo3ra 3a xomoreHmsanujy y RIPA mnydepy. Hakon
XOMOTreHu3anuje moMohy wmexanumdkor xomorenmsaropa (Polytron® PT-MR 3100,
Kinematica AG, Swizerland.) y3opak je ucnenrpudyrupan va 10000g 5 minuta y npe Tora
nojemeHoj neHTpudyru Ha 4°C. Hakon nentpudyrupama Teuna ¢asza je npedbadyeHa y yucry

eneHgopduIy u nasbe KopuirheHa 3a onpehuBame NpoTenHa U MUKPOEpPE] aHaIH3Y.

RayBio® Mouse Cytokine Antibody Array Il

A B c D E F G H I J K L M N

1 POS POS POS POS Blank Axl BLC CD30L CcD30T CD40 CRG-2 CTACK CXCL16 Eotaxin

2 NEG NEG NEG NEG Blank Ax BLC CD30L CD30T CD40 CRG-2 CTACK CXCL16 Eotaxin
3| Eotaxin-2 | Fas Ligand| Fractalkine] GCSF | GM-CFS IFN IGFBP-3 | IGFBP-5 | IGFBP-6 IL-1e IL-1p IL-2 IL-3 IL-3 Rb
4| Eotaxin-2 | Fas Ligand| Fractalkine|] GCSF | GM-CFS IFN IGFBP-3 | IGFBP-5 | IGFBP-6 IL-Te IL-1p IL-2 IL-3 IL-3 Rb
5 -4 IL-5 IL-6 IL-9 IL-10 |IL-12 p40/p7Q) IL-12 p70 IL-13 IL-17 KC Leptin R | LEPTIN(OB) LIX L-Selectin
6 IL-4 IL-5 IL-6 IL-9 IL-10 |IL-12 p40/p7d| IL-12 p70 IL-13 IL-17 KC Leptin R | LEPTIN(OB) LIX L-Selectin
7 |Lymphotactin|  MCP1 MCP-5 M-CSF MIG MIP-1a MIP-1 MIP-2 MIP-3 MIP-3c PF-4 P-Selectin | RANTES SCF

8 |Lymphotactin|  MCP1 MCP-5 M-CSF MIG MIP-1e: MIP-1 MIP-2 MIP-3 MIP-3c PF-4 P-Selectin | RANTES SCF

9 SDF-1a TARC TCA-3 TECK | TIMP-1 TNFa TNF RI TNF RIl TPO VCAM-1 VEGF Blank Blank Blank
10| SDF-1a TARC TCA-3 TECK | TIMP-1 TNFa TNF RI TNF RIl TPO VCAM-1 VEGF Blank POS POS

Tabena 1. [lpuka3 62 paznuunrta HUTOKMHA onpehuBana momohy komepuuanHor kuta RayBio Mouse
Citokine Antibody Array 3

V¥ cacras RIPA mnydepa, HampaBibeHOr Yy jAecTHiIoBaHO] Boau ynaswiu cy: Tpuc-HCI
(50mM; Bio-rad, CA, U.S.A), NaCl (150mM; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.) 0.5% nHatpujym-
neokcuxonat (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.), 1% Tpuron X-100; Sigma-Aldrich, MO,
U.S.A.)), 0.1% mnarpujym-mogeuun cyiadar (SDS; Bio-rad, CA, U.S.A), Hatpujym
oproBananat (2mM; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.) u uaxubutopu nporeunasa, EITA (ImM;
Mallinckrodt Speciaty Chemicals Co, U.S.A), anpoturun (10 pg /ml; Sigma-Aldrich, MO,
U.S.A)), neynentun (10 pg /ml; Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.), dbenunmeTuncyadoHuI
bnyopun (ImM Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.). OnpehuBame mnpoTenHa NO 3aBPIICHOM

HeHTpU(]yTrupamy y H3JBOjeHO] TeuHo] (a3u y3opaka paleHa je momohy KOMepHjaaHO
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Ha0aBJLEHOT KHTa 32 KOJOPUMETPHjCKY JCTEKIH]Yy U KBAaHTU(UKAIU]y YKYIMHHUX MpPOTEHHA
(BCA Protein Assay Reagent Kit; Pierce, U.S.A), a npema ymyTcTBY NMPHIIOKEHOM Y3 KHT.
YkpaTko: Hajlpe Cy HaNpaB/beHH pacTBOpw anOymmHa U3 cepyma roBeueta (BSA;
noctaBibeHn y kutTy) y RIPA mydepy. Konnenrtpanmja cepyma y pactBopuMa je W3HOCHIIA
2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 50
pug/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml. ITotom je mo 100 pl oBux pacTBOpa U M3/IBOjeHUX TEYHHX (haza
UCIIUTUBAHMX y30paka nmpeHeTo y enpysere BeamuuHe 10x75 mm (Disposable Culture Tubes
Barosilicate Glass; Fisher Scientific, U.S.A). V enpysere je 3atum aozato mo 2 ml T3B.
pamHOT pacTBopa. PajiHu pacTBOp ce cacTojao Of MeleceT JIenoBa peareHca A (JI0CTaBJbEH Y
KUTY) W jeqHor jaena peareHca b (mocraBiben y kuty). Ilo nonaBamy paaHor pactBopa,
enpysere cy uHkyounpane 30 munyta Ha 37°C y cyBom kynatuiy (Dry Bath Incubator; Fisher
Scientific, U.S.A) HakoH dera je yclIeInIO Mepeme arncopOaHiie UCIUTHBAHUX y30paka M
pacTBopa cepyma momohy yiTaBHOJIET crieKTpodoToMeTpa Ha 562 nm TanacHe Xy)KUHE W
onpehuBame KOHIIEHTpallMje YKYMHUX NpOTeMHa U3 CTaHJapAHE KpUBE PacTBOpa cepyma.
VcnutrBanu y30pIy U pacTBOPH cepyMma TECTHpaHHU Cy y Ayrumkaty. Kao O6maHk KOHTpona
TIOCITYXXHUJIE Cy enpyBeTe y KojuMma ce Hanazno camo RIPA mydep y xomuuunu ox 100 pl. Ceu
y30pIH JOOHMjeHN HAKOH i1 Vivo eKCIIEPHUMEHTA Cy Mpe HaHOIICHkha Ha MeMOpaHy IMOJIEIICHU
Ha 500 pg/ml ok je 3a aHanM3y HAKOH in Vitro ekcrepuMeHaTta kopumtheHo mo 1 ml
KOJIEKTOBAaHOT MeAMjyMa W3 CBake rpymne. HakoH 3aBpmieTka mpumpeme y3opaka Ha
MHKpoepej MeMOpaHe je momato mo 2ml Omokupajyher mydepa, mobujeHor y KuTy, /a ce
uHKyOupajy npeko Hohu Ha 4 °C. Hapennor nana je oqnuBeH 6mokupajyhu nydep u gogaro
no 1 ml y3opka. MnkyOarija MmemOpaHa ca J0aTUM Y30pKOM je Takole Tpajasa rmpeko Hohu
Ha 4°C. ca 3aBpIIETKOM MHKyOamuje MeMOpaHe Cy onpaHe TpH myTa ca 1o 2 ml mydepom 3a
npame | 1oCTaB/LEHOT y KUTY U JIBa IyTa My(depoM 3a mparme 2 Takohe JOCTaBBEHOT y KHTY.
Hakon mpama npucTynuio ce MHKyOamuju MemOpana ca mo 1 ml pacTBopeHOT aHTHTENa

KOHYTOBaHOT OMOTHHOM Y Tpajamy 0[] 2 caTta Ha COOHOj TeMIepaTypH.
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Crmmka 5. lllemarcku mpuka3 oapehuBama excripecrje HHGIaAMAaTOPHUX IIUTOKMHA KOMEPIIHjaTHUM KATOM
RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3

Hakon 3aBpmretka mHKyOanuje memOpaHe U Gopmupama T3B. CEHIBUY KOMIUIEKca n3Mel)y
aHTUTENa Ha MeMOpaHHW ca jelHe CTpaHe, y30pKa W aHTWUTeJda Kol)yroBaHOr OMOTHHOM ca
Ipyre CTpaHe MPUCTYIUIO Ce HKUXOBOM JETEKTOBaWmYy Ha peHAreH ¢ummy. MemOpane cy
Hajmpe omnpane mydepom 3a mpame 1 U 2 Kao y MponuioM KOpaky M 3aTMM HHKyOupaHe ca
CTPENTAaBUIMHOM KOWYroBaHuM mnepokcumazom pera (HRP). 3a akrtuBammjy HRP cBakoj
MeMOpaHu je momara memaBuHa 250 ml pearenca 1l u 250 ml pearenca /| gqocraBibeHUX 07
cTpaHe mpou3Bohaya kuTa. HakoH oqnuBama BHIIKa MeIIaBHHE MellaBuHe pearenca L u J]
MeMOpaHe Cy H3JI0KEHE PEeHTreH (QUiIMy y MpayHoj cobu y Tpajamy of 20 CeKyHIH.
Jlobujern ONOT je [najbe JCH3UTOMETPH]CKH aHATU3UpPAaH pAYyHAPCKUM IPOrpaMoOM
JIOCTaBJbEHUM Y3 KHUT M Pe3yJTaTH j€ TNPECTaB/bEHW HAKOH HOpMaIH3aldje T00MjeHUX

BPEIHOCTH ca BpeJHOIIhy KOHTPOJIHOT y30pKa.

3.10. Odpehusarve kKoruuune meyHoCmu y Mo32y Meperbem MOKpPO-Cy8e menHCUuHe

Mepeme canpiaja TSYHOCTH Y MO3TY Jaje HaM IMapameTap BEIWYMHE eeMa HaKOH in Vivo
eKkcrepuMeHara. YkpaTko: HakoH mcxemuje mMo3ra 1abopaTOpHjCKUX >KHBOTHEGA METOAOM

OKJIy3Wje CPEIhe MOXIAHE apTepHje HMHTPAUTYMHHAIHUM (WIAMEHTOM y Tpajamy oa 45
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MHUHYTa 1 peniepdysuje oA 24 yaca )KMBOTHI-AMa je HaKOH JeKanuTanuje y3eT Mo3zak. Oamax
HAKOH y3MMama TKHBa MO32aK j€ MOJ/IeJbeH Ha MIICHIIATepaIHy XeMUCBEPY, KOHTpaJlaTepaIHy
xeMmucBepy u 1epedenym. Lepebenym je kacHHje KopuITheH Kao MHTepHAa KOHTpojia. Hakon
TOTa y30pIH Cy MEPEHH Ha aHAIIUTUYKO] Baru 4ynume je no0ujeHa Mokpa texuna Tkusa (WW).
3aTuM je TKUBO CTaBJbEHO Ha alyMUHHjYMCKY ¢onujy y cyBy nehnuiy Ha 100°C y Tpajamy
o1l 24 cata kako Ou ce cyuiemeM Jo0WiIa TeXHHA cyBe Marepuje y3opaka (DW). Canpxaj

TEYHOCTH Y MO3TY je u3padyHat u3 popmyie:

[T — D)
IR L i, = Al
CAaupe] o HorrH % T K10

3.11. Mepeme geruuune ungpapkma mozea mempazonuym mMemooom

Mepeme napepkTa Mo3ra HakoH ucxemuje 2,3,5-tpudennnrerpaszommym xmopugaom (TTC) je
jenHa ox Hajuemhe KopUIINEHMX  XHCTOXEMMJCKMX METOJa 3a  MakKpOCKOIICKY
uHaeHtudukannjy wuHpapkra TkuBa. Cama Mertoma ce 0Oa3upa Ha  OKCHAALUJU
TPUDEHUITETPA30IUYM  XJIOpUAA MUTOXOHJAPHjaTHUM €H3UMOM, JEXHAPOreHa3oM, Yy
MHTaKTHOM TKUBY CTBapajyhy mpBeHH NpoAykT ¢opmaszaH. Y HH(DAPKTHOM TKHBY HeMa
€H3UMa JEXUIPOreHase Ia CaMHM TH He J0JIa3H J0 HacTajama IpBeHOT (hopMazaHa W TKHBO
octaje HeoOojeHo. 3a Oojeme mpeceka TKuMBa je kopuiiheH 2% TpUPEHUITETPA30IUYyM
xsopua (Sigma-Aldrich, MO, U.S.A.) pactBopen y dochatHom mydepy (PBS 1X; Gibco
Invitrogen Corporation, NY, U.S.A). PacTBop je HanpaBJbeH CBEX M UyBaH y O0IM 3axTHheH
O]l TUPEKTHOT CBETJIA.

Hakon in vivo excnepuMeHaTa MUIIeBUMa je y AyOOKO] aHecTe3Uju ypaleHa Aekanuranuja u
y3eT mo3ak 3a TTC 6ojeme. Hakon Baljema Mo3ak je onpaH y JIeZIeHO XJIagHoM (ocdaTHOM
nydepy (1-4 °© C) u mocTaBibeH y Kaimym 3a ceueme. lIpaBibeHH Cy KOpPOHApHHU Ipecenu
nebsbrHEe 2 mm MouYeBIIM 0 (GpOHTAIHOT Moja Mo3ra. CBakM Npecek je HAKOH cedera
npebadeH y neTpujeBy 1mosby U notombeH y 2% TTC rae cy octaBibeHU Aa c€ UHKYOUpajy
20 munyta Ha 37 °C 3amtuhenu ox ceetna. HakoH 3aBpliieHe MHKyOaluje CBaKu MPeceK je
ornpan Qocdataum mydepom u Puxcupan momohy 10% dopmanuna y Tpajamy ox 20
muHyTa. [lo 3aBpmieTKy (¢ukcamnmje mpecen Cy NpedadeHH MO pPeIocieny cedema Ha
cTakieHny rwiouniy u ckenupanu (Scanjet 4C, Hewlett-Packard) ckenepom moBezanum 3a
pauyHap. Cnuke cy obpahuBane pauyHapckuMm nporpamom Image J (Image J,NIH). Totamna

BenmunHa uHdapkra (mm’) je mo0ujeHa cabupameM NMPOM3BOJA BENMYMHE UH(papKTa (Mm?)
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CBaKOT MpeceKa MOHA0CcO0 MOMHOKEHOT ca J1Ie0JbUHOM Ipeceka (2 mm).

3.12. Mepere mpancendomenujanne enekmpuune pesucmenye (TEEP)

TpaHceHIOTeMjaTHa eIEKTPUYHA PE3UCTEHIIA ]aje HaM OJTUYaH YBUJ Y KOH(QIYECHTHOCT U
mpeicTaBba Jo0ap napamerap KOju Kopenupa ca MpormycT/bUBOIINY MOHOJIEjepa €HI0TEITHUX
henuja. CMameme eIeKTPUYHE PE3UCTEHIE je€ MOBe3aHO ca MmoBehaHoM MpomycT/EUBOIINY
MOHoOJIejepa hennja U TpeacTaBiba JIaKy W Op3y METOy 3a HCHUTHBAHE MPOIMYCTIEUBOCTU

eHJI0TeNHUX henuja y in vitro cTynuju.

Cmuka 6. Metoma Mepema TpPaHCEHIOTENHE pE3NCTeHIe KOH(QIYeHTHHX eHIOTeNHuX henwja momohy
TpancenaorenHor BontMerpa EVOM2, World Preecision Instruments, Inc.

VYkpatko: henuje cy 3acaljene Ha ymerak ca nepdopupaHoM NOTUKapOOHATHOM MeMOpaHOM
ca nopama oz 0.4 um, npeunnka 24 mm u HOBPIIMHOM Of 4.67 cm” M CTaBJ/bEH Y MOCYIY 3a
hemmjcky kyntypy ca 6 mosba (Colstar 3412, Corning Inc, USA) Tako 3acalhene hemmje cy
oJpKaBaHEe y IIYHOM MEIUjyMy JI0 TOCTH3ama KOH(IyeHTHOCTH y MHKyOatopy Ha 37 °C,
10% yriben auokcuaa u 96% srnaxuomhy. Muaunujanau O6poj henuja kopumtheH npuimkom
3acahuBama 6uo je 2.5 x 10%/cm®. Hakon nocturayre KoHGIyeHTHOCTH henuje cy u3noxKeHe
KHCEOHMYHO TJIYKO3HO] JETPUBAIMH Yy AHOKCHYHO] KOMOpHW IO Beh ommcaHoMm Mojeny.
Haxkon Bahewa n3 anokcuuHe komope henuje cy onpane ¢pochaTtHiM myGepoM U CTaBbEHE Y
nnkyo6arop Ha 37 ° C, npu konnenrpamuju CO, ox 10% (v/v) y OCHOBHOM MenujyMy KOjU
caapxu riryko3y 4.5 r/m (DMEM; Invitrogen Corporation, NY, U.S.A.) cTuM 1a je y miogy
oKo ymeTKka aoxato 2.6 ml a y ymerak 1.5 ml Mmenujyma kako Ou mpuTHCcaH Ha MeMOpaHU ca

o0e crpane Ouo monjenHak. Penepdysuja henmmja y ycnoBuma HOpMaiHe carypanuje
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KHCEOHHKOM M y MEIMjyMy ca TIyKo30M Tpajana je 24 yaca ctum aa je TEEP mepena nakon
3h, 6h, 12h u 24h on mnouerka penepdysuje. 3a Mepewe TEEP xopuctuo ce
tpancernorenHor Bonterap (EVOM?2, World Preecision Instruments, Inc.) moBesan ca
KOMOpPOM ca eJIeKTpOoJaMa HamlpaBJbEHOM Jla OJroBapa BEJIWMYMHH yMeTKa o7 24 mm
(EndOhm-24-World Preecision Instruments, Inc). 3a cBako Mepeme ymeTak ce mpedammuBao
U3 IJI0Ue Y KOMOPY ca eJIeKTpoaamMa Te je Takole 1oJaBaHo y KOMOpY OKO ymeTka 2.6 ml a 'y
ymetak 1.5 ml ocHOBHOT Meamjyma Oe3 cepyma Kako Ou MmpuTHCcaK Ha MeMOpaHH ca henmjama
ca o0e crtpane O6uo mojgjenHak. Pahena cy Tpu y3acTomHa mMepema HaKOH Yera je y3uMmaHa
IbUXOBa Cpelilba BpeAHOCT. Pa3nuka uaMel)y Tpu y3acTomnHa Mepema je Ouina +1. Takohe je
MepeHa eNeKTpUYHA pe3UCTEHIMja mpa3Hor ymeTka Oe3 henuja (6mank). Hakon 3aBpiieTka
Mepema CBUX rpyna npuctynwio ce pauyHamy TEEP. On cBake BpeaHOCTH pE3UCTEHIIE
N00MjeHe MEpeHEeM eKCIIEPHIMEHTAITHUX TpyIa ce Oy3uMajia BPEIHOCT PE3UCTEHIIE Tpa3He
nojiukapboHaTHe MeMOpaHe J00HjeHe MepemEeM IMpa3HOT yMETKa HaKOH 4Yera ce Ao0ujeHa

BPEIHOCT MHOYKMJIA Ca MOBPIIMHOM MeMOpaHe. J[oOujeHe BpeIHOCTH Cy uspaxkeHe y Q/cm?.

TELF /o2 = (TEEP y3opwa(ll) — TEEP Gaamc(il) } x £ mexdiOpaie{cm?)

3.13. Odpehusarve Heyponowikoe cmamyca Hcugomurba

Heyposnomku ckop cBake XHBOTHUIE je MNaxJbuBO oapehuBan 24h HakoH Xupypiike
UHTEpPBEHIIMje ceTOM Heypojomkux TecToBa. Kopumhena je ckama on 0-4 kako Ou ce
rpaaupano Heyposomko omeheme 3a0cTano HakoH 24h o1 moyeTka penepdysuje.

Mum ce maxJpbMBO YXBaTH 3a Kpaj pena W JlaraHo IOJAWTHE 3a jeIHY IYXKHHY H3HAM
nospunHe. [lo moamsamy oOcepBupa ce ¢uiekcHja MpeamUX EKCTPEMHUTETa >KUBOTUHHE.
KupoTume 06e3 ucxemuje Mo3ra Bpllle eKCTEeH3U]y 00a eKCTpeMHUTeTa y MpaBIly MOBPIIHHE U
HOLITO HEMajy OOCepBHUPAHUX JPYTUX HEYPOJIOIIKMX JAepuIMTa CBpcTaBajy ce y rpymy 0.
MuimeBn ca MOXKIAHOM HMCXEMHJOM KOHCTAaHTHO JIpJK€ Tpelbd  KOHTpalaTepaiaH
ekctpemuteT y duekcuju. [lonoxaj dnekcuje Bapupa ox Omare Quiekcuje pydHor 3riobda ca
aJIyKIIUjOM paMeHa U eKCTeHMjOM JIaKTa J0 TOTalHe (ieKcuje pydHor 3riola M JlakTa ca
aJIyKIMJOM U YHYTpaIllbOM pOTaLMjoM pamMeHa. MuiueBn ca OWJIO KOJUM CTEHNEHOM
dekcHje Mpeamer KOHTPAIATePATHOT EKCTPEMHUTETa M 0€3 OCTaINX HEYPOJOMIKUX 3HAKOBA

CBpCTaHU Cy y rpyny 1.

Cnenehu Tect je u3BoheH HAKOH MOCTaBJbaba MUIIIA HA TAMYYHO] 1MOAJI03u. JlaraHo ce apku
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3a pen W JpYyroM pPyKOM BpUIM JIaTepalHU MPHUTHUCAK H3a paMeHa CBE JOK IpeImH
EKCTPEMHUTETH He KJIM3HY 5-6 cm y CynpoTHY cTpaHy. IlocTynak ce moHaBsba HEKOJIMKO ITyTa
ca o0e crpane. HopmamHo ce mumieBu 0e3 HEyposjomKor omrehema wWiud ca Omarum
HEYpOJIOMIKKM omTehelheM Omupy JaTepalHOM Kiu3amy y oba mpaBma. MwumeBu ca
030MJbHUM HEYPOJIOIIKMM omTehemheM MOoKa3zyjy TOTaJHO OJICYCTBO WJIHM Cl1a00 ONUpame
KIIU3akby Y3pPOKOBAaHOM IPUTHCKOM ca KOHTpajaTepajHe MapeTH4yHe CTpaHe M OHH ce
cBpcTaBajy y rpymy 2. [Tocneamu TeCT y HU3Y c€ W3BOJM TOJIaralkbeM MUIIA Ha MOBPIIMHY U
npahemeM HBEeroBOT CI000HOT KpeTama. MUIEBH ca TEIIKUM HEypOJIONMIKUM olTehemeM
CaMOCTaJIHO ce OKpehy y Kpyr ca cMepoM KpeTameM NpeMa MapeTUYHOj CTPAHU U OHH Ce
cBpcTaBajy y rpymy 3. duekcuja npemer KOHTpAIaTepalTHOT eKCTpeMUTETa ce YBEK Buba
KOJI )KHBOTHIbA KOJI KOJUX je TIPUCYTHO cabo omupame JareparHoM rypamy. Oba oBa 3HaKa
Cy YBEK MIPHUCYTHA KOJI )KUBOTHHA KOJI KOJUX j€& 3a0€IeKEHO CAMOCTATHO KPY)KHO KpeTame. Y

rpaayc 4 cBpcTaHe Cy *KMBOTHHE 0€3 CIIOHTaHE IOKOMOTOPHE aKTUBHOCTH.

OnpehuBame HEYPOIOIIKOT CTATYCA HAKOH HAKOH €KCIIEPHMEHTAJTHOT MUIIKjer Mojesia

MOKIAaHOI yiapa

be3 HeypoJiomikor Hajia3za rpymna 0 be3 oncepBupanmnx

HEYPOJIOMIKMX 3HAKOBA

Baaro HeypoJiomko rpyna 1 diiekcHja mpeamer
omreheme KOHTpajlaTepaaHor
EKCTPEeMUTETA
Cpenme TelIKO HEYPOJIOIIKO rpymna 2 CmameH OTIIOp JIaTepaTTHOM
omrehemwe KIIA3amby

(ca pnexcujom mpeamer

€KCTPEMUTETA)
Temko HeypoJ10mIKO rpyna 3 CHOHTaHO KPYXKHO KpeTame
omreheme (ca 3HaKOBMMA U3 TpyIe 2)

Beoma Temko Heypo10mKko rpyna 4 bes cnonTannx
omreheme JIOKOMOTOPHUX aKTUBHOCTH

Tabena 2. OnpehuBame HEYPOJIOLIKOT cTaTyca eKCIIEPUMEHTATHUX KUBOTHIbA HAKOH MO/
HCXEMUYHOT MOX/IAHOT yJapa.

4. Pezynmamu

4.1. Anmuunghramamopno oejcmeo cnupounonakmoua wa Bend.3 muwje enoomenne henuje
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MO032ad HAKOH UCXEMUYHO penequy3u0H02 owmeliersa.

Ennorenne henmje mMo3ra mmajy Beoma jak W Op3 MH(IAMATOPHU OATOBOP HA MCXEMUYHO
penepdysujoHo omreheme Kako Ha T€HCKOM TaKO U Ha MPOTEMHCKOM HHUBOY. Y IHIbY
UCTIUTHBakba aHTHUH(IAMATOPHOT IEjCTBA CIHMPOHOJIAKTOHA Ha €HJOoTeNnHe hemnuje Mosra
HAKOH MCXeMHUYHO penepdy3roHor omrtehema, KOPUCTUIM CMO MPEAXOHO u3ioxkeHe Bend.3
henuje KMCEOHWYHO TITYKO3HOj JACTPHUBALIMJU Y aHOKCHYHO] KOMOPH y Tpajamy O 5 caTH ca

peniepdy3ujom on 24 cara. Hakon penepdysuje oapehuBamu cmo aHTHUMH(IAMATOPHU

e(beKaT SHM CIIMPOHOJIAKTOHA HA 'CHCKOM U IIPOTCHUHCKOM HHUBOY.

4.1.1. Jlejcmeo cnupononakmona Ha 2eHcKy ekcnpecujy ko0 Bend.3 muwijux enoomennux

henuje mo3zea nakon ucxemuuno penep@ysuonoe ouimehersa.

Hcxemuja-peniepdysuja npeacTaBba jak CUTHANI 3a TpaHCKpuninjy napopmanmonux PHK 3a
MUTOKHHE. AHTUMH(IAMATOpHA JEjCTBO CIHMPOHOJIAKTOHA HA TEHCKY EKCIIPECH]y MHILjUX
eHIoTeNHUX henuja Mosra oapehuBaHO je CEMUKBAHTHTATUBHOM AaHAJIM30M KOJIMYHMHE
udpopmarmone PHK 3a murokmne: TNF-a, IL6, MCP-1, IL1-f, CXCLS, u amxe3uoHor
mosiekysia ICAM-1 momohy RT end point PCR ananuze.

Tpu oxBojeHa ceTa eKCIIEPUMEHTa Y KOjUMa CMO aHalM3Upalld €KCIpecujy MHQpOopMaIoHe
PHK 3a nHaBenene uHguamatopHe MeaujaTope, Mokasaia Cy lUXOBO 3HAUYajHO CMAEHE KO
N/P+Crupo rpyme y oqHocy Ha U/P rpymny henuja.

HcroBpemeHo HHje yoUueH 3HauajaH eerar CIUpOHOJIAKTOHA HAa BbUXOBY CHHTE3Y Koj henuja
u3 Konrtpona+Cnupo rpyne. CaM CIUPOHONAKTOH HE JOBOAM 10 MPOMEHE CHHTE3€ OBHX

menujatopa. (Cinuka 7.)
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Cmuka 7. CemuKBaHTUTAaTHBHO ofpehuBame excrupecuje mHpopmannone PHK 3a mutokmne A) CXCLS, B)
IL6 ,B) MCP-1, I') IL1-8, /) TNFa u anxezuonor monekyna b) ICAM-1 nomohy end point RT-PCR meroze.
Pesynrati 1oOWjeHn Ha OCHOBY TPHU OZIBOjEHA CeTa eKCIIepHUMEHATa PEACTABILEHH CY Kao CPEAbe BPEAHOCTH +
cTaH/ap/Ha JeBHjalnrja HakoH HopManu3anuje ca GAPDH nnTepHOM KoHTponoM. KoHTpona je npencraBbeHa
Bpenuoinhy 1 360r nakmer nopehema. *P<0.05 nobujena kopumhemem ANOVA u post-hoc Bonferroni recra y
GraphPad Prism 5 cratuctudkom mporpamy.

Kopumhemem ncre merone oapehusanu cMo u konnunny nHpopmanuone PHK 3a cuareraze
azotHux okcuaa iINOS u eNOS. Ucxemuja-penepdysuja takohe mpeacraBba jak CTUMYIYC
3a perkanujy MPHK cunTeraza a3oTHuxX okcupa. Y TpH 0JIBOjeHa ceTa eKCIepuMeHara
pEerucTpoBaHo je 3HauajHO cMameme ekcrpecuje nPHK 3a iNOS kox henuja uz 1U/P+Cnupo
rpyne y onHocy Ha henmje u3 1U/P rpyme. 3a pasznuky ox iNOS cimpoHOTaKTOH JOBOIU JI0
3HauajHOr ToBehama ekcrpecuje mHpopmarmone PHK 3a eNOS kox U/P+Crmpo rpyme
henuja TpeTupaHux HakoH penepdysuje y oanocy Ha hemuje uz WU/P rpyme. Takohe Huje
yOU€eH 3HauajaH e(ekar CIMPOHOJIAKTOHA Ha HMXOBY CHHTE3Y KOJ| KOHTpOJIHE rpyne henuja.

(Crnuka 8.)
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Cruka 8. CemukBanTuTaTHBHO O/ipejuBambe excrpecuje nHpopmannone PHK 3a cunterase
asotaux okcuaa A) iINOS B) eNOS momohy end point RT-PCR mertone. Pesynratu
JIOOMjeHN Ha OCHOBY TPH OJIBOjEHA CeTa eKCIepHMEHaTa IPEICTaBJbEHU Cy Kao CPeIrhe
BPEIHOCTH =+ CTaHAapAHA [eBHjandja HakoH HopMmamm3anuje ca GAPDH wunTepHOM
koHTpostoM. KoHTpona je mpexacrtaBibeHa BpenHomhy 1 30or makmer nopehema *P<0.05
nobujena xopumhemem ANOVA wu post-hoc Bonferroni tecta y GraphPad Prism 5
CTaTHCTHYKOM IIPOTpamy.

4.1.2. Aumuunghnamamopno oejcmeo CNUPOHONAKMOHA HA NPOMEUHCK) eKCHpecujy Koo

Bend.3 muwijux enoomennux henuje mozea HAKoH ucxeMuyHo penepyzuonoe owmeherna

JlejcTBO CNIMPOHOJIAKTOHA HAa MPOTEMHCKOM HHUBOY oapehuBanu cMo KopuirhemeM
KOMEpIIMjaTHOT KUTa 3a ojpehuBame 62 pa3nuuuTa IUTOKMHA, aaXE3HMOHUX MOJIEKYlIa U
xemoknHa (RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3), ykjbydeHHX y WH(IaMaTOpPHU
ONroBOp eHAOTeNHUX henwja Ha wucxemujy-penepdysujy. Kur je xopummhen 3a
KBaNM(UKaLK]y HH(IaAMaTOPHOT OJrOBOpa MHUIIJUX E€HAOTENHUX henuja Mo3ra HaKOH in
vitro Mojena KHCEOHWYHO TJIyKO3HE JenpuBandje koj hemuja ca win 0e3 TpeTMaHa
S5UM crnpoOHOJIAKTOHOM Ha MOYETKY pernepdysuje. Pasnuka y ekcrpecuju ca CTaTHCTHIKOM
3HauajHOIIhy je perucrpoBaHa Ko 37 pa3nuuuTux Meaujatopa uH@amarnuje. Kuceonnano-
TIIyKo3Ha JenpuBanyja y rpynu W/P  cHaxxkHo moBehaBa MpOAYKIM]Y HaBEACHUX

UH(IIAMaTOPHUX MEAMjaTOpa.
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Cimuka 9. Aranmza 62 pa3muuuTa NUTOKHWHA, aIXE3MOHUX MOJICKYJIa M XEMOKHHA je
pahena je momohy kura RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3. Pesynratu cy
MPEICTAaB/bEeHH HAKOH HOpMajM3alldje CBakor I[OjeIMHAYHOT y30pKa ca
BpEIHOCTHMA JIOOWjE€HNM Y KOHTPOIIHO] IpynH. [Ipukaszane pasnuke y excrpecuju 37
nH()IAMaTOPHUX MeIHjaTopa cy craTucTiuku 3Hadajue.(P<0.05).

Kox W/P+Cnmpo pyne hemmja Ttpetupanux 5SUM cnupoHONAKTOHOM Ha  IMOYETKY
peniepdys3uje mpuMeheHo je 3HaYajHO CMamkEemke MPOAYKIUje HHPIAMATOPHUX MeaujaTopa y
onHocy Ha henuje 6e3 TpeTMaHa. YOoueHO cMameme HH(IaMaTOpHUX MeaujaTopa Kpehe ce
on 2 1o 5 myra kox henuja Tpetupanux SUM CIMpPOHOJIAKTOHOM Ha MOYETKY penepdysuje y
onHocy Ha oHe 0Oe3 Tpermana (Cnuka 9). Huje npumeheH HuMkakaB yTuiaj TpeTMaHa
CIMPOHOJAKTOHOM Ha eKCIpecH]y HHQJIaMaTOpHUX Meaujatopa Koa henuje U3
Kontpona+Crnupo rpyre.

Kao nmonmatHy moTBpAy MOBOJHHOT JI€jCTBA CIUPOHOJIAKTOHA HA MCXEMHUYHO penepy3noHO
omreheme Ha MPOTEMHCKOM HHUBOY, YPaIWiId CMO HMYHOOJOTHHI MpPOTEHHA METOAOM
Western blot cnenuduunum anTuTenuma 3a anxe3noHu mojiekyn ICAM-1 u cunTeTasy
azoTHUX okcuaa iINOS HakoH in vitro ekcriepuMeHara. PesynraTtu mpencTtaBibajy MOTBPIY
IbUXOBE CMamheHE CHHTE3€ Ha TeHCKOM HHMBOY j€p CMO y TpH ITOHOBJbEHA CETa eKCIIepUMEeHaTa
pPErucTpoBaIu TpH IIyTa Mawky CUHTE3y aaxe3nuoHor mojiekyia ICAM-1 u cunrerasze a3oTHOT
okcuaa iINOS kox W/P+Cnupo rpyne henuja y onnocy Ha W/P rpyny henmja. Cam Tperman

HCTOM KOHIIEHTpaIljoM ciipoHoiakToHa Ha henuje y Kontpona+Cnupo rpynu He T10BOIU 10
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3HauYajHEe MPOMEHE Y CHHTE3H OBUX MpoTenHa y ogHocy Ha Kontpron rpymy (Crnuka 10.).
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Ymuyaj cnupononakmona na npomeny mpancenoomenne pesucmenye koo Bend.3 muwjux

eHOomenHux henuje mMo32a HAKOH UCXxeMU4Ho penepghysuonoz ouwmehersa

Mepewem Tpancennotenne pesucrenue (TEEP) koxg mononejepa xonduyentnux Bend.3
henuja HakoH penepdysuje youeH je 3HaTHO Behu maj pesucrenue kon U/P rpyme henwmja,
KOjMa HHj€ JaT CIUPOHOJAKTOH Ha MOYETKy penepdysuje oa hemuja TpeTUpaHUX OBUM
nexom u3 W/P+Cnupo rpyne. IIpahena je mpoMeHa TpaHCEHAOTEIHE PE3UCTEHIIE Y Tpajamby
ol 24 Yaca MepemeM eIEeKTPHUYHOTr oTmopa Ha cBakux 6 caru. Hajeehm mam pesucteHnie
npumeheH je HakoH 6 caTH 0f1 ovyeTKa pernepdy3Hje HaKOH Yera je Cieuo OJaru onopaBak 1
nopact pe3ucTeHie. Pasznnka pe3ucTeHie HaKOH MpBHUX 6 caTH, Kajua je W 3a0eJekeH HeH
HajBehm man, je Ouna aBa myta Beha y I/P+Crmpo rpynu onx henuja uz W/P rpyne. Takohe je
yOu€Ha 3HaYajHa pasjfKa y Pe3UCTCHIIM Y CBUM MEPEHHM BPEMEHCKUM HHTEpBauMa n3mely
oBUX rpymna. M3MepeHa je koHcTaHTHO Beha pesucrenna kox hemuja uz M/P+Croupo rpyne
KOja ce KpeTaja o] JiBa JI0 TP IyTa y ogHocy Ha rpyny W/P. Pesynrar je moOujeH HaKOH Tpu
onBojeHa ceta excriepumenara (Cnuka 11.). Tpancengorenna pesucrenmna Kontpon+Crupo
rpyle Koje HHCY WH3JIaraHe KHCEOHWYHO TJYKO3HO] JeNpHBallMju a TpeTupane SuM

CIMPOHOJIAKTOHOM HHUCY TOKa3aJie 3HauajHy POMEHY pe3ucTeHle. Pe3ynraTt Huje npukasaH.
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Cmuka 11. Mepeme TpaHceHmoTenHe pe3ucTeHne KoH(pimyeHTHHX Bend.3 hemmja mpeaxogHO H3IIOKEHHIX
KHCCOHMYHO TJIyKO3HO] AeNpuBanuju ca wiu 0e3 TperMaHa SUM CIHMpOHOJIAKTOHOM. Pasnuke y pe3ucTeHIu
n3mely rpyma noOWjeHHX MepemeM HaKOH CBAaKOI BPEMEHCKOT MHTEpBAlla MMajy CTATHCTHUYKY 3HA4ajHOCT
P<0.05 nobujene xopunihemem ANOVA wu post-hoc Bonferroni Tecta y GraphPad Prism 5 craTuctuukom
rporpamy.

4.2. AumuungnramamopHo 0ejcmeo CRUPOHONAKMOHA HA UCXEMUYHO penep@hy3uoHo
owmeherve mosz2a ko0 CISBL6 muwesa.

VY uusby najeer HCIUTHBAKA aHTHHH(IAMATOPHOT JIejCTBa CIMPOHOIAKTOHA JOOHjEHUX Y in
vitro excriepumeHTiMa Ha Bend.3 henmwjama ypamunu cMo 4MTaB HHM3 €KCIEpHUMeHaTa Ha
MyHIKUM jennHkama CSBL6 MumieBa ca usbeM MCIUTHBaKa aHTHMH(IAMAaTOPHOI J1€jCTBA
OBOT' JIeKa Y in Vivo yCIIOBUMa HaKOH HMCXEMHUYHO-pernepdy3noHor omrehema mosra. Kao
MOJIENT MOXIAHOT yJapa KOPHCTHIIM CMO OKIY3HWjy CpeImbe MOXAaHE apTepuje
WHTEPIIYMUHATHUM (PUIIAMEHTOM Y Tpajamy o1 45 MUHYTa HAKOH Yera je GuIaMeHT U3ByUYeH
ynMe je omoryheHa pernepdysuja TKHBa MO3ra y Tpajamy oJl 24 daca. Bpumnu cMo nopeheme
uHbnamaTopHor (eHoTuna Koj Tpyma ca U 0e3 TpeTMaHa CIHMPOHOJAKTOHOM Yy JI03U
Img/kg/mHeBHO Ha MOYeTKy perepdys3uje Kao M y OJHOCY Ha KOHTPOJHE TPYIE KUBOTHHA

0e3 n3a3BaHe UCXEMH]jE MO3Ta.

4.2.1. lejcméo cnupononraxmona Ha cunmesy UH@IAMAMOPHUX MeOUjamopa Koo UCXeMUUHO

penepghysuonoe owmehera mosea CSBL6 muwesa.

Kao ckpunuHr unHdramaTopHOr OAroBOpa TKMBAa MO3ra Ha HCXEMUYHO penepdy3noHo

omrteheme u yTI/II_Iaj CIIMPOHOJIAKTOHAa Ha ©bETra, KOPUCTUIN CMO KOMCpI_[I/IjaJIHI/I KHUT 3a
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onpehuBame 62 pa3nuMunMTa ITUTOKWHA, aaXe3nOHUX MoJiekyia u xeMoknHa (RayBio Mouse
Citokine Antibody Array 3) u3 nn3ata TKuBa HakoH 24 caTta of penepdysuje. Mcxemuja u
penepdy3uja Mo3ra TmpelncTaB/ba BeOMa CHa)KaH OKuAad 3a wuH(IaManujy. Tperman
CIIUPOHOJAKTOHOM y 103U 1mg/kg/nHeBHO Ha moveTky penepdys3uje T0BEO je A0 3Ha4ajHOT
CMamema CUHTe3€ 37 TeCTUPAHUX IUTOKUHA, aIXE3UOHUX MOJIEKYyJa U XeMOKHHA.

RayBio® Cytokine Antibody Arrays 3 - TKkmBo mo=ra
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Ciuka 12. Ananuza 62 pa3inyuTa QUTOKUHA, aJXE3MOHUX MOJIEKYJIa U XEMOKHHA
je pahena je momohy kmra RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3 y in vivo
eKCIiepUMeHTUMA. Pe3ynraTu Cy MpeICTaBJbeHH HAKOH HOPMAalIHM3alldje CBaKOT
MOjeIMHAYHOT y30pKa ca BpEIHOCTUMA JOOWjEHHM Y KOHTPOJHOj TPYIIH.
Ilpukazane pasnuke y ekcnpecuju 37 wuHGIAMATOPHUX MeEAHMjaTopa Cy
CTaTUCTHYKHU 3HAYAjHE.

CMmameme excrpecHje HaBeneHUX HH(pIamaropHux menujatopa kox MCAO+Coupo rpyme
MHUIIIEBA KpeTajo ce oja 1Ba a0 mer myta y ogHocy Ha MCAO rpyny kuBotuma. Cam
TpeTMaH CIHMPOHOJIAKTOHOM KOJI Tpyme >XMBOTHHA KOja HHUje TOJABPTHYTa HCXEMUYHO-
penepdy3ujoHoM omTehemy Mo3ra HHMje JOBEO JIO IMPOMEHE y CHHTE3UM TECTHpPAaHUX
Mmenujatopa. tbuxoB HUBO ce HHje Pa3TUKOBAO O/ HMBOA y KOHTPOJIHOj TPYNH >KUBOTHIHA.
Pesynratu cy mpukazaHu HAKOH HOpMaJM3allMje ca BPEIHOCTUMA JOOMjEHUM Y KOHTPOJIHO]
rpynu. (Cruka 12.)

3a JaJby aHAJIN3y aHTI/II/IH(I)J'IaMaTOpHOF I[CjCTBa CIIMPOHOJIAKTOHA ypaauJii CMO OOJaTHHU CCT
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eKclieprMeHaTta Kako Ou ce wmerogoM umyHoOnotuHra Western blot cnenupuanum
AHTUTENIUMa UCIUTA0 YTHIIQ] CIUPOHOJIAKTOHA HA CHHTE3y CHHTeTa3a a30THUX okcuaa iNOS
u eNOS kao u anxesuonor monekyna ICAM-1 kon in vivo excnepuMeHaTta. AHaIU30M
noOMjeHNX To/aTaka YOUYeHa j€ 3HAaTHO Mama CHUHTe3a anxe3uoHor mmoiiekyna [CAM-1 u

cunterase azotHux okcuaa iNOS kon MCAO+Crnupo rpyrne Muliena.

A] E] Komrpona Kourpona r] Kowrpona Koutpona Mcao  ygeap
Kontpena Kowtpona mcao  ucao Tpo PN MCAD  njcao
+Cnmpo +Cnupo +Cnipo +Cnupo +Cnupo +Cnupo
AR .| 3-aktin SR (-aktin s e - -
169 169 eNOS l i Sl e
A e s | | T o ICAM-1
M £ 12 E 1o
v " s
E 10 Z 101 oo * *
i Y s il E 69 % i
BN ‘ I | E 4 B4
L] . s 2'
! [ WA 2: ¢ s
o4 a ol - . - oL :
Kontpona Kontpona MCAG  MCAO Kowtpona Kontpona MCAO MCAD Kontpona KoWtpona MCAG  MCa0
+Cnupo +Cnupo +Cnupo +Cnnpo +Cnupo +Cnipo

Cinka 13. Western blot ananmu3a HakoH in vivo ekcriepumeHara A) a3oTHH okcun cuHreraza iNOS, b) azotHn
okcun cuHTreraza eNOS I') anxesnonm monexkyn ICAM-1.Pesynarar mpencraBiba pelaTUBHM HHTCH3HUTET
CpellMX BPEAHOCTH + CTaHAapAHA JEBUjalldja TPU OJIBOjeHAa ceTa EeKCIepUMeHaTa IPUKa3aHWX HAKOH
HopMmanu3anuje [ aktuH-oM. KoHTpoia je mpexacraBibena Bpeanouthy 1 30or sakmer nopehema *P<0.05
nobujena kopumthemem ANOVA u post-hoc Bonferroni tecra y GraphPad Prism 5 craricriuukom nporpamy.

VYouena je 50% wmama cuHTe3a oBuX mnporenHa ko MCAO-+Chupo rpyne >KUBOTHIA Y
onnocy Ha MCAO rpyny xuBotuma. 3a pasznuky oa ICAM-1 u iNOS rae cnupoHOIaKTOH
JIOBOJIM 10 MHXUOHWIMje HHUXOBE CHHTE3e TPETMaH OBUM JIEKOM j€ JOBEO JO 3HA4ajHOT
nosehama cuareze eNOS kog MCAO+Cnupo rpyne KuBOTHIA Y OJJHOCY Ha

MCAO rpyny. Takohe je npumehen yTHIaj oBOT Jieka y HCTO] KOHIEHTPAIMjU HA )KUBOTHIE
n3 Kontpon+Crnupo rpyne rae je AoBeo 1o noBehaHe cHHTe3e CHHTETa3e a30THOT OKCHJIA
eNOS y ognocy Ha Kontpon rpymy. TpeTMaH CHUpPOHOIAKTOHOM KOJI KOHTPOJHE TpyIlie

KUBOTHIbA j€ JIOBEO N0 moBehaHe cuHTe3e cuHTeTasze azotHor okcuaa eNOS. (Cnuka 13.)

4.2.2. Vmuyaj cnupoHonakmona Ha 6elUdUHY UHGAPKMA MO32a HAKOH in Vivo Mooend

Mmodrcoaroe yoapa koo C5BL6 muwesa.
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VY uuiby MCIMTHBama yTHIAja CIIMPOHOJAKTOHA Ha omTeheme Mo3ra HaKOH TpaH3UjeHTHE
OKJTy3Wje CpeImhe MOXKJIAaHE apTepHje MPBO CMO HUCIHUTAIU HETOB YTHIA] HA BEIHMUYUHY
nH(papkTa mMo3ra. HakoH ucxemuje Mo3ra m3a3BaHe WHTPATYMHUHATHOM OKITY3HJOM CPEIHbEe
MOXIaHe apTepuje M penepdys3ujoM oa 24 uaca ypaheHu cy mpeceny TKHBa Mo3ra U
oapbanu momohy 2,3,5-TpudeHunTerpasonujymMm xjiopuaa. MepewmeM BeTuunHe WH(papKTa
Ha o¢apOaHMM TMpecenuMa TKHBa MO3Ta YOUMJIM CMO 3HAYajHO CMambeme BEIMYHHE
napapkra koxg MCAO+Crnupo rpyme xuBoTHEa y omHocy Ha MCAO rpymy.
Ananuzupajyhu quctpubyuujy

B)

BenuuiHa nHdapKTa Mo3ra

% vHgapkTa Mmozra

10+ —
10%
0. L]
MCAO MCAO+Cnupo

EI g

UL IELLERRERRRRREDRE
IIIIIII_ i | :i

E—
L

Cmuka 14.  OgppehuBame  BennunHe
nH(ApKTa MO3ra HAaKOH TPaH3MjeHTHE NCXeMHje cpelbe Moxaane aprepuje koq CSBL6 mumesa metogom TTC
6ojema mpeceka TkuBa. A) MCAO rpyna xuBotnma b) MCAO+Cnupo rpyna xuBotuma B) Ilpomenar
uHpapkra Mosra ko MCAO u MCAO+Cnupo rpyne. *P<0.05 nobujena kopumhemem Student t testa.

nHpapKTa TPUMETWIH c¢MO aa cy cBU uHbpapktu xkox MCAO rpyne Ouinm KOPTHKAIHO-
cTpujaTayiHe Jokanu3anuje A0k cy kogm MCAO+Crupo rpyne Ouim JoKaTu30BaHU MPETEKHO

koptukanHo. IIpouenar mosra 3axBahenor mHgpapkrom ko MCAO+Cnupo rpymne Ouo je
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10,26%0,5 3a paznuky on MCAO rpyrme *UBOTUHA TJI€ je U3MepeHa roTOBO TpH IyTa Beha
noBpIIMHa Mo3ra 3axBahena undapkrom ox 29,32%=1,4. Pezyntatu cy 100HjeHH HA OCHOBY

aHanmM3upama BennunHe nHpapkTa Mmo3ra koa 10 sxuBoTHma U3 cBake rpyme. (Ciuka 14.).

4.2.3. Vmuyaj cnupononakmona Ha NpoOnycmmUSBOCM KpPEHO-Modcoane bapujepe KOO

ucxemuuno penepghysuonoz owmeheroa mozea C5BL6 muwesa

VY IuMiby MCHUTHBaKa KAaKO AHTUMH(IAMATOpHU e(eKaT CIUPOHOJIAKTOHA Ha CHJIOTENIHE
henuje yruye Ha HPOMyCTJBUBOCT KpBHOMOXIaHe Oapujepe koq C5BL6 mumieBa, mepmin
CMO KOJIMYMHY TEYHOCTH y TKHBY MO3r'a MOKPO-CYBOM METOJIOM Mepema TeXHUHE TKuBa 24
yaca HakoH penepdysuje. IlporneHar TedHocTn u3MepeH oBOoM MeTtoaoMm kon WM/P rpyme
xKuBoTUma je 6uo 93,8% + 1,7 gok je xox WU/P+Crnupo rpyne m3MepeHa 3HATHO Mamba
KOJIMYMHA Te4HOCTH oA 85,8% =+ 1,4. BpenHOCTH HU3MEpPEHE KOJ KOHTPOJIHE TPYIIE JKUBOTHHA
KOje HHCY TMOABPTHYTe HcxeMmuju-penepdysuju je 79,8% + 0,8. Pesynarar je mobujeH Ha

OCHOBY y30pka oJ1 10 xuBoTHmba 110 cBakoj rpymnu. (Cnmka 15.)

100+

Capprkaj soge (%)

KoHtpona MCAO MCAO+Cnupo

Crnuka 15. Caapkaj Bojie y TKUBY MO3Ta MEpEH MOKPO CyBOM METOJIOM Meperha
TeXUHE TKuBa. KOHTpoa HBOTHE Ca caapkajeM Bojae y mosry on 79,8% U/P
KHUBOTUE Ca M3MEPEHHM caapkajeM Boae ox 93,8%, M/P+Cnmpo XHBOTHIE ca
HM3MEpPEHNM caJpxajeM Boje y mMo3ry of 85,8%. Y3opak mobOujeH Ha ocHOBY 10
XKUBOTHHba TO rpynu. *P<0.05 mobujena kopumhemem ANOVA wum post-hoc
Bonferroni recra y GraphPad Prism 5 craructuakom nporpamy.

4.2.4. Ilpoyena ymuyaja mpemmaHa CNUPOHOIAKMOHA HA HEYPOIOWKOo ouwimehere KOO

C5BL6 muwesa naxon ucxemuje-penepgysuje
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3a MpoIeHy HEYpOJIOIIKOT cTaTyca HAaKOH H3Jaramba TPaH3MjEHTHO] HCXEMHUJU Cpelme
MoxkmaHe aprepuje CSBL6 wmimeBa KOPUCTHIM CMO HH3 TMperjena mpuiaroheHux
KUBOTHaMa. Heyposlomku ckop cBake >KUBOTHUHE je HaxJbuBo ojapehuBan 24h nHakoH
xupypuike nHTepBeHnuje. Kopumhena je ckama ox 0-4 xako Ou ce rpaaupaio HEypOJIOIIKO
omeheme 3aoctano HakoH 24h o mouetka penepdysuje. ['paxyc 0 o3HauaBa KUBOTHIE O€3
3HAKOBa HeypoJiomkor omrehema, Tpaayc 1 KUBOTHLE ca OUIIO0 KOJUM CTETICHOM (JICKCHje
KOHTpaJIATEPATHOT E€KCTPEMHTETa, Tpaayc 2 JKHBOTHIE KOje Cce HE OMUpY JaTepaTHOM
KIM3aky TypamkeM KOHTpajlaTepalHe CTpaHe Tella y3 MPHCYCTBO 3HaKa rpaxyc 1, rpamyc 3
KHUBOTHE-E NTOPE]] HABECHUX 3HAKOBA U3 IPBE JBE TPYIe MOKa3yjy U CaMOCTAIHO KPETame Y
KpPYI' ca CMEepOM KpeTama NpeMa MapeTH4YHOj CTpaHH, rpaayc 4 KMBOTHIE 0e3 CIIOHTaHE

JIOKOMOTOPHE aKTHUBHOCTH.

15+
*
(-}
£  10-
E 1 ckop2
= 1 ckop3
i — CKop 4
° 5-
Q.
Ta)
Crnuka 16. [Ipong¢ua v je-penepdyzuje. Crop-0

6e3 Heypoio tera, Cxop-2 06e3
omnMpama JarepaiHoM Kiu3amy, Ckop-3 KpyxkHO Kperame, Ckop-4 0e3 CHOHTaHUX JIOKOMOTOPHHUX
aktiuBHOCcTH. Kopunrheno MCIOxuGommpe o rpynu. *P<0.0§1@a@jena xopumhemem Xu-KBaapaT
recra y GraphPad Prism 5 craructuukom nporpamy. |

Tectupane XMBOTHIE€ KOjUMa HAaKOH penepdysuje HHUje JaT CHUPOHOJIAKTOH MM Cy
3HATHO TeKe HEYpOJIOWIKO omTeheme o7 KUBOTHA KOje Cy TPETUPaHE OBHM JIEKOM HAKOH
peniepdysuje. Kox rpyne xxuBoTuma 6e3 TpeTMana y rpaayc 4 cepcrano je 60% TecTupaHux
KUBOTUHA, 30% BUX UMao je rpaayc 3 1ok je camo 10% cBpcerano y rpanayc 0. 3a pa3nuky

O BbUX KUBOTUKLE TPETUPAHC CIIMPOHOJIAKTOHOM HAKOH penep(bymje MMoKas3aJic Cy 3HaTHO
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Onaxa Heypodsoinka omrehema e je 50% cBpcrano y rpaayc 2, 20% ca rpagycom 1 u 30%

KHUBOTHHbA ca rpagycom 0 (Cnuka 16.).

4.2.5. Vmuyaj cnupononaxmona Hna Oyoicuny npedxcusmwasarba CIBL6 muwesa HakoH

ucxemuuxo-penepghyzuonoz owmeherna mosea

Hakon ypaheHe ncxemuje METOJOM HHTPATYMHHAIIHE OKIY3Hj€ CPEIhe MOKIAHE apTepHje
MpaTWId  CMO pa3liUKe Yy TPeXKHBJbABAKY JIECET MHUIIEBA ca WIH 03 TpeTMaHa
CIIMPOHOJIAKTOHOM HakoH penepdysuje. HakoH necer mana mpahema yodwiam CMO 3HATHO
00Jpe NPEKUBIbABAKE JKUBOTHHA KOJUMA je JIaT CIUPOHOJAKTOH 1mg/kg/mHeBHO oamax
HaKoH penepdysuje of )KUBOTHIA KOjU HUCY mpumaie oBaj jek. Y rpynu MCAO-+Crupo
cellaM JKMBOTHHbA j€ MPEKUBETO JEeceT JaHa OJf MHTepBeHuuje 10K je y rpynu MCAO
HajayXke 3a0elexeHo MpexuBibaBame Omio cenam naHa (Crnuka 17). )KuBotume koje cy
npuMalle CIUPOHOJIAKTOH MMaJjle Cy YeTUpH IyTa Behe maHce J1a MpeXXHBe JIeceT JJaHa HaKOH

MHTEpBEHIIN]€ O] )KUBOTUIba 0e3 Tpetmana (Hazard ratio = 4,291).

— MCAO
MCAO+Cnrmpo

100+

20+

10+
C&'/Hca 170 Haplapadojoiicppina ottt fosR I biquiens 1eCeT J1aHA
HaKOH  H@3BaHe JicxeRuje-penemgbysige Mo3rg. GHaugjHo  Behe
MPCKUBJHABAKE  3a0CTCIKCHO  KQyl Hll>I/ICAO+Cano rpymne  J00ujeHo
oD e e Ccra (P=0.019

U5\

oLeHaT npexuerbaBama %
(o))
o
[]

4.3. Anmuungramamopno Oejcmeo CnupoHONAKMOHA NOCPEOCMBAHO je CMmabUunu3ayujom

NFkB mpanckpunyuonoz ghakmopa
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Tpaunckpunimonu ¢akrop NFkB mnpeacraBiba jeman o HajBakHUjUX (akTopa y
uHnamanuju. Hberosa akTuBanyja U TpaHCIOKallMja Y jelpO JOBOAM O CHHTE3€ MHOTIMX
UH(IAMATOPHUX  MeAHjaTopa. YTHUIA] CIOUPOHOJAKTOHAa Ha CTaOWIM3anujy  OBOT
TPAHCKPUIIIUOHOT (haKTOpa MPOBEPHSIM CMO HHU30M in Vifro ekcrnepumeHara Ha Bend.3

henujama.

4.3.1. Odpehusarve axmusupanoz NFxB mpanckpunyuonoe ¢pakmopa

Cmameny aktuBaiyjy NFkB kommiekca kon henuja TpetupaHux CUpOHOIAKTOHOM HAKOH
ucxemuje-penepdysuje IpoBEepUIM CMO KOMEPLHUjaIHO HAOABJbEHUM KUTOM 3a oapehuBame
aktuBupanor NFkB xomruiekca cat BpeMeHa HakoH perepdys3uje. AHanu3upajyhu godujeHe
NOJaTKe Y TPHU OJBOjE€HAa HE3aBHCHA EKCIICPUMEHTa YOUMJIM CMO 3HA4YajHO Mamby KOJIHYHHY
aktuBupaHor NFkB kox rpyme henmja TpeTMpaHMX CHHPOHOJIAKTOHOM Ha MOYETKY
penepdysuje. Komnunna aktuBupanor NF«kB koxg W/P+Chnupo rpyme 6mna je 0,9+0,02
ng/well 3a pasnmuky on W/P rpyme rae je moOujeHa koHmeHTpanuja uszHocwna 1.2 £0,03
ng/well. (Cnuka 18.) Cam tpeTtman ciimpoHosiakToHoM Y KorTtpon+Cnupo rpynu HHje JOBEO

110 3HayajHoTr nosehama akTuBupanor NFkB y ogHOCy Ha KOHTPOJIHY TPyITy.

Crnuka 18. OnpehuBame aktuBupanor NFkB
kon Bend.3 hemmja car BpemeHa HakoH
penepysuie (TrangaMiNERBablid KB
KonTtpon-0.83+0,02ng/well,

KontponapCrupo- 0,84+0,02ng/well, W/P-

ng/wel

1,2 +i64d ng/well, W/P+Croupo-0,9+0,02
ng/well. §P<0.05 nobumjeHa kopwII i
ANOVA post-hoc Bonferroni Tecra y
GrapﬂPg riSm 5 CTaTHCTUYKOM rlf;orpalv y.
1.0
0.8+
0.6+ ) L]
< )
«° (}‘Q\Q » (JQ“\Q
*‘o'e‘ 2% Q>
o W= ,
<@ 432. Vi
*‘O’b D4 muyaj CnupoHOJIAKMOHA  HA

cmaounuzayujy IkBo-NFxB xomnnexca
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YTumajeMm cnupoHoNakTOHa Ha crabmnu3anujy komiuiekca [kBo-NFkB kox Bend.3 mumijux
eHJoTeNHUX henmuja Mo3ra jeaH caT HakoH penepdysuje oapehuBamu cmo Western blot
METOJIOM, CHeNU(PUIHUM aHTHTeTUMa 3a [kBo u meroBy docdopmimcany dopmy p-IkBa.
AHanmm30M pe3yJsiTaTa youeHa je 3HaTHO Beha xonmmunHa mxuOuTopHOT npotenHa [kBo xon
N/P+Cnupo rpyne henuja TpeTHpaHUX CIIMPOHOJIAKTOHOM HAKOH perepdysuje y 0JHOCY Ha
W/P rpyny. Komnuuna IkBa y WU/P+Cnupo rpynu Ouna je tpu myra Beha nHero xon M/P
rpyme. (Ciuka 19.A) Mepemwem (docdopumanyje oBOr UXHOUTOPHOT MPOTEHMHA AKTHBAIIW]E
NFkB y uaeHTHYHUM yClIOBHMa 3alakeHa j€ HheroBa 3HATHO Mama ¢ocdopumaiuja Ko
N/P+Cnupo rpyne y ognocy Ha U/P rpymy. Youena je 30% Beha docdopunanuja I[kBa xox
W/P rpyne y onnocy Ha W/P+Cnupo rpymy. (Ciauka 19.b) ¥V oba ciydaja je youeHo naa
CIIUPOHOJIAKTOH JoJaT KoHTponHOj rpynu henmmja Koutpom+Crupo moBoau mo oxapehene
dochopunanuje IkBo mporemna mTO 3a OCHOBY MMa M CMameHy KoimunHy I[kBo y
IIUTOIUIA3MH, il HHje TIOTBpheH HUKakaB MH(M)IAMATOPHHU MOTEHIIMjall CIUPOHOIAKTOHA U
noeehawe WHGPIAMATOPHUX MeIUjaTopa KoOA OBe TIpyne henwja y Jocajallilbum

eKcrepuMeHTuMa. PesynraTtu cy 100ujeHn U3 TpU HE3aBUCHE CepHje eKCIIepUMEHATa.

A b
) Koutpona Kowtpona WU/P u/p ) Hontpona HWowtpona W/P WU/P
+Cnupo +Cnupo +Cnupo +Cnupo
IKBo WS S o e | DIKBO e e S —
y RB-aktin . S S
B-aktin | qume w— o -
« P-1IKBa =
1.5- IkBat 10+ X
5 ; " B o
a ' a
':‘:_’ 1.0 —_ il:_J &
X X
= =
= = 4
£ 0.5+ 3
= =
'IE 'IE 2l
a |—_'_—| a | I
& ool , , < I | :
Kontpona HKowTpona H/P H/P Koutpona HoHTpona H/P H/P
+Cnupo +Cnupo +Cnupo +Cnupo

Cmuka 19. Western blot anammsa A) [kBa u B) p-IkBa. Pesynrar npeacraBspa peraTuBHU WHTEH3UTET
CPEeABHX BPEIHOCTH + CTaHAAp/HA JeBHjallija TPU OABOjEHA CeTa eKCIIepUMEHAaTa IPUKa3aHUX HaKOH
HopManm3anuje B aktmH-oM. KoHTpoma je mpencraBibeHa BpenHomthy 1 30or makmer nopelema
*P<0.05 mobmjena kopumthemeM ANOVA wu post-hoc Bonferroni tecra y GraphPad Prism 5
CTaTUCTUYKOM IIpOrpamy.

4.3.3. Ymuyaj cnupononraxmouna na penoxanuzayujy NFkB xomniexca y jeopo koo Bend.3

henuja naxown ucxemuje-penepghysuje.

VYTunaj cnupoHojakToHa Ha penokanuzauujy NFkB y  jeapo Tectupamu  cmo
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umyHo(dayopeciieHTHUM OojeweM Bend.3 henmja car BpemeHa HakoH penepdysuje
cenupuyauM antu-NF«B antutenom obenexxenum dayopecuennom. OBOM METO0M UMalIU
cMo nupekTaH yBun y jokanusanujy NFkB xommiekca. [TocmaTtpamem oBako 00eIeKeHUX
hennja momohy KOH(MOKaTHOT MUKPOCKOTIA yOU€Ha je 3HaTHA pasiuka y Jokanusanuju NFkB
kommiekca u3Mehy rpyma. Kon konTponnux henmja nenokynHa komuunHa NFxB ce
Hanaswina y unurtomnazmu. Y W/P rpynum henwja M3M0KEHUX KHCEOHMYHO TIIYKO3HO]
JeTIPUBAIMjH, KAa0 jaKOM MH(IIAMaTOPHOM CTHUMYIyCY, IeJoKymHa konmndrnHa NFkB Ouna je
JIOKaIM30BaHa y jeapy. 3a pasnuky ox U/P rpyne, kox henuja uz U/P+Crmpo rpyne, koje cy
Takoh)e UM3JT0KEHEe KUCEOHMYHO TJIyKO3HO] JENpHUBalMjU adud MU TpeTMaHy SuM
CIMPOHOJIAKTOHOM HakoH penepdysuje youeHa je 3HaTHO Mama kKonuunHa NFkB y jeapy ca
MPETEeKHOM IUTOINIA3MATCKOM JIOKAJTU3aI[MjOM OBOT TpaHCKpUIIIMOHOT ¢akrtopa. (Crmka

20.)

KoHTpona /P /P+CnnpoHonakToH

Cmuka 20. UmyHoduyopecnientHo 6ojere NFkB komrutekca kox Bend.3 emmoremnux henmmja cat BpeMeHa
HakoH penepdysuje. Cirke HaCyMHYHO M3a0paHMX BHIHHX 10Jba 0OpalBaHEe y KOMIIHjyTEpCKOM Mporpamy
Adobe Photoshop. Ctpenuriama cy obeneskeHa jempa paau jgakiier nopehema nokanusanuje NFkB

5. [Huckycuja

5.1. Excnepumenmanuu mooenu y MO#COAHOM yOapy

49



HcnuTtuBamke MOJEKyJapHUX MEXaHHW3aMa y HCXEMHUYHOM MOXIAaHOM  yhaapy vy
71a00paTOPUjCKUM YCIIOBHUMA 3aXTeBa 0Aa0Hp 100pOr eKCIEPUMEHTAIHOT MOJEIa MOXKAAHOT
ynapa. Jlobap mosen Mopa mro Ommke Ja OTNOHAIa YCIOBE M MEXaHU3Me Koju ce cpehy 3a
BpeMe M HAKOH MOXIAHOT yaapa KOJA JbyIH, Ja OMOTYhH TOHOBJBHMBOCT, OyJie IITO Mame
WHBA3MBaH, MTO je Moryhe jepTuHMUjU U Aa omoryhu naky eBanyanujy pesynrara (11).

VY Haloj CTyauju 3a in Vivo eKCIIePUMEHTE KOPUCTHIIN CMO TPaH3UjEHTHY OKIIY3U]y Cpelbe
MOKJaHe apTepHje jep BehnHa HCXeMHYHUX MOKIAHUX yAapa KOJ JbYIH HACTaje OKIY3HjOM
Cpenme MOXKIaHe apTepHje TaKo Ja je aJieKBaTaH MOJIEJI MOPao Jia 3aJ0BOJbH U OBaj YCJIOB.
CBH MOZIETTM UICXEMUYHOT MOX/IAHOT y/lapa ce MOTY MOJIENIUTH Ha JIBE TpyIie: TPaH3UjeHTHH U
NepMaHEHTHH MOJIe] HCXEMUYHOT MOXAAaHOT yzaapa. Y mopehewmy ca NepMaHEHTHOM
OKITy3HjOM CpEI€ MOXKJaHE apTepHje Koja UMUTHpa CamMO MalM NMPOLEHAT MCXEMUYHHX
MOKIaHUX yAapa KOJA JbyIW, TIle He JOJIa3d 0 peKaHaTu3alyje, TPaH3MjeHTHH MOIEI
oKiIy3uje HaMm oMmoryhaBa OoJbe yclIOBe 3a HCIUTHBAKE MEXaHHM3aMa HCXEMUYHO
penepdy3uoHor omrehema HAKOH TeparujcKe WK CIIOHTaHE peKaHaIU3alIHje.

Mogen TpaH3HMjeHTHE OKITy3Hj€ Cpelbe MOXKIaHe apTepHje HHTPATyMUHATHUM (priaMeHToOM
KopultheH y OBOj CTYAWjU 3aJ0BOJhaBa0 j€ CBE HaBEJEHE KPUTEPUJYME W TIPEICTaBJba
HAjpaclpoCTPambeHUj MOJIET HMCXEMHUYHOT MOKJaHor yaapa. OBaj Mojaen je TpBH MyT
npezacTaBibeH o crpaHe Koizumi ca capaguuuuma (12) u 10 JaHac je OpeTprieo BUILE
MoauduUKanKja y UJby o0OO0JBIIaka U CMamkema KoHTpaedekara. MI3BOpHO Mojen je TpBU
IyT ONKCaH Ha MAIlOBUMa ajlil HAaKOH MaJnX MoAM(HKaInHja JaHac ce MMPOKO KOPUCTH U KO
MHUIIIEBA.

Kopumthewem oBor wmojena no6uja ce UHPAPKT JaTepagHOr KayAolyTamMeHa u
(dpoHTOMapHjeTaTHOT KOpTEeKca. Y Halloj CTYAMjU ONpPEAENTWIA CMO C€ Jla 3a MOJEN
ncxeMuyHo penepdysuonor omtehewa Mmo3ra kopuctumo wmuinese C5BL6 coja. C5BL6
BpCTa MHMIleBa je Hajuyemhe kopuiiheHa y HCHHUTHBABY MOXKIAHOT ylapa M3 HEKOJIHUKO
pasnora: BacKyJaTypa MO3ra OBUX XHBOTHHA j€ WICHTHYHA BAacKyJaTypu JbyIH, HHXOBa
MaJia BeIM4MHa omoryhasa j1ako n3Boleme (pU3NOIOMIKNUX UCIUTHBAKA KAao U aHAJIN3Y TKHUBA
Mo3ra, jeTHHH Cy 3a OJIp)KaBamke M Pa3MHOKABAIE, IMajy BEJIHUKY T€HETCKY XOMOTEHOCT,
3HAaTHO 0O0JbY jaBHY M €TUYKY MPUXBATIHUBOCT 32 KOPUITNEHE y eKCIIEpUMEHTHMAa HETO pyTe
KHUBOTHUbE.

3a pa3nmuKy Of OCTaJMX MoOJeNia KOjU C€ JaHaC KOPHUCTE Y HCIUTHBAkY HCXEMHYHO-
penepdysuoHor omrehewa MpeIHOCTH OBOT MOJIeNa Cy IITO ce 100uja JOKaJIn30BaHa U JIaKo
MOHOBJbMBA JIe3Wja TKHBA, HE 3axTeBa KPaHHU]jaKTOMH]y, TEXHUYKH TpOIEeaAypa HHUje

KOMIIIIMKOBaHa U HE HOCTOjPI MOFthOCT CIIOHTaHC pCKaHaHI/BaHI/IjC.
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Mehytum u iopen cramHor yHanpehema oBOT Mojiena HCXeMUYHOT MOXKIIAHOT yaapa 3a cana
HE MOCTOjJU MOJEN KOJ >KMBOTHHA KOJU OM CaBpLICHO OATOBapa0 MCXEMUYHOM MOXKJAHOM
ylIapy Koja JbyAd. [ JIaBHM HENOCTATIM OBE METOJE Cy MOTEHIMjaTHE PA3INKe y BETUYUHU
nH(papkTa KOje 3aBHCEe OJ JAyOWHE WHCEepIMje ¢ Iy)KMHE Tpajakba OKITy3Hje
MUKpO(GUIaMEHTOM, MOTYRHOCT pynType KpBHOT cyaa u omteheme eHpoTena GpuiaMeHToM.
CMmameme MOryhHOCTH jaBJbabba OBHMX HeJOCTaTaka 3axTeBa J00pO TpeHHpaHH MepCcOoHall.
[TomTo ce Okiy3Wja KPBHOT Cy/Aa BPIIM CHJIMKOHCKMM HHTPATYMHHATHUM (DUITaMEHTOM
HEJ0CTaTaK je TO IITO Ce MOTIYHO HCKJbyuyje yjora TpomOa y uH(pIamMaluju Ha MECTY
OKJIy3Hje€.

U nopen cBux HeJocTaTaka OBa METO/a FoJJMHaMa ce IMPOKO KOPUCTHU U MpecTaBba 100ap
aJlaT y UCTIMTHBAKY MOXK/IAHOT y/1apa Ha )KHBOTHIbaMa.

N300p excnepuMeHTaHOT MoOfena 3a in vitro ctyaujy Oujo je Hemro yakmud. Hajuenthe
KopulheHn MoJen, y in Vvitro ycloBHMa, 3a MCXEMHYHO penepdysujoHo omteheme je
KHCEOHUYHO-TJIYKO3HA JIeNpUBaIfja y aHOKCUYHO] KoMopH npaheHa peokcureHamujom. OBaj
MOJIeJT He 33/I0BOJbaBa CBE yCJIOBE y KOjuUMa ce henmuje Hanase yclieq OKITy3Hje KpPBHOT Cy/a.
M3narame henmja ycmoBUMa aHOKCH]€ y aHOKCHMYHO] KOMOpU y 0OazaqHOM Menujymy 0e3
TIIyKO3€ ca TPajameM O]l TIET CaTh aJeKBaTHO OIOHAIA YCIIOBE YCIIE] CMambCHOT JOTIpeMarmba
KHCEOHHKA M TIYKO3€ Y TKUBO MO3ra y MCXEMHYHOM MOXJIaHOM YAapy ald He OIOHAIIa
ocrane edekre peayKIifje W pecraypalyje nmporoka kpsu y mo3ry (13,14). be3 o63upa Ha
CBOj€ HEIOCTaTKe OBaj MOJEJ MPEICTaBJha OUIMYAH ajlaT 3a WCTPAKHBAKE MOJIEKYJIAPHUX
MexaHu3ama y pernepdysujoHom omrehemy. Jlyroroauiima npuMeHa oOBOTr Moelia Tokasasa
je Ja MeTo4acoBHO M3JIarame €HJIOTeNHUX henuja cXeMHUju y aHOKCHUYHO) KOMOPH JIOBOJH
JI0 IPOMEHA KO0j€ 0JIroBapajy MpoMeHaMa eHI0TeTHUX henrja HaKOH MOX/IaHOT yaapa.

Bumie ox nmernenuje 3a in vitro Mojen KpBHOMOJXK/IaHE OapHjepe KOPUCTUIIE CY CE€ CHIIOTEITHE
henuje mpumapHO H3070BaHe M3 Kamuiapa mosra (15). Melhytum npumapHe eHIOTeNTHE
henuje uMajy cBoje HeJJOCTaTKe KOjH /1ajy MPEAHOCT KOpHIIheky KOMEPIMjaaTHUX hemnjcKux
nuHAja eHnoTenHux henuja. ['MaBHM HenocTaTak MPUMApHUX SHIOTENHUX henwja je mpomeHa
BUXOBOT BUCOKO TU(EPEHTOBAHOT ()eHOTHMA IIITO BPEMEHCKH OTpaHuYaBa KOpUIIheme OBUX
henuja. Cama wu3onanMja TpUMapHe KyIType eHAOTeNHux henwja ca cobom HOCH
NOTEHIIMjaJIHy KOHTaMUHAIMjy APYIMM THUIIOBMMa heiuja TKMBa MO3ra INTO JIOBOIH JI0
noBehaHe MpOITyCTJEUBOCTH in Vitro MoJiena W 3aXTeBa BUCOKO oOydeHu mepconan (16,17).
[Ipomec m3onanuje MUNIJUX €HAOTETHUX henrja mMo3ra je Beoma CKYI TPOIEC W 3axXTeBa
KPTBOBAWkE MPEKO YETPIECET KUBOTHIA. 300T CBETra HaBEICHOT Y HAIOj CTYIUjU CMO Ce

olpeneNiIn 3a Kopuiiheme KoMepuujanHe henujcke JTMHUjE UMOPTAIM30BAHUX MUIIMJUX
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egnortennux hemmja mosra (Bend.3). Ilpennoct oBe Bpcre henmja y ogHOCY Ha mpUMapHO
u3onoBaHux hemuja je crabuiaH (EHOTHI HAKOH BHIIE Je00a U PpelaTUBHO je(hTHUHO
oJlp>)kaBame. Y BHINE CTyAHja TOTBphHEeHO je ma oBe hemuje mMajy CBe KapaKTEPUCTUKE
cnenu@uyuHe 3a NpUMapHe MHUIje eHaoTenHe henrje mosra kao mro cy ekcrpecuja uPHK u
nporenHa hemujckux cnojuuna (ZO-1, Claudin-5, Claudin-1, Ocludin), mepmaGuauteT 3a
CYKpO3y, TpaHCEHJOTeNHjalHa eJeKTPUYHA pPE3UCTEHIa W TMOCTOjale TpaHCHopTepa 3a
riryko3y. Takohe, Bend.3 henmje mmajy wictoBeTaH wHQIIaMaTOpaH OJIrOBOP HAa UCXEMU]Y-
peniepdy3ujy Kao ¥ IpUMapHE MHUIIje €HA0TeTHe helrje Mo3ra mTo X je KBATH(PUKOBAIIO 3a

KopulThewe y 0BOj CTYAU]jH.

5.2.  Cnupononakmon Kao NONMEHYUjAIHA  AHMUUHDIAMAMOPHA  mepanuja  3da

penepgysujono owmeherve

Lepebpanna ucxemuja kao u penepdysuja nokpehe cepujy nHdIaMaTOPHUX Hpoleca KOjU
Bojie ka Behem omrehemy Mosra m Texem (QyHKIMOHAIHOM omopaBkKy. CXOgHO ToMe
aHTUMH(IIaMaTOpPHA Tepanvja HaKOH MOXIAaHOT yrmapa Tpebano OM Aa JoBene M0 Mamer
omrtehema n Op)Ker onopaBKa IalyjeHaTa HAaKOH UCXEMHUYHOT MOXJIaHoT yaapa. Mehyruwm,
uH(}pIaMalMja HAKOH MOXAAHOT yJapa HeMa caMo Jiome edekre 3ampaBo XpOHHYHA
uH}IaMaIMja je HEeONXOJ/JHA 3a perapamroHe IMpolece Kao IITO Cy HeOoBacKyJapu3aluja,
IJTACTUITUTET W pereHepanuvja. Mueamna tepamnuja Momyiucama WH(IAMAaTOPHOT OATOBOPA
HAKOH HWCXEMHYYHOT MOXKIAHOT yaapa Tpebama OM Ja ce yCMEpH caMO Ha WHXHOHIIH]jY
aKyTHOT MH(]JIAMaTOPHOT OJroBopa y NPBUX celaM 0 JECeT JaHa Kako OM ce CIpedmso
omreheme OypHOM MH(DIAMAaTOPHOM PEaKIMjOM yCJe]l UCXeMuje-penepdy3nje Mo3ra, HaKOH
yera Ou ce omoryhmo OeHedUT XpPOHMYHOT HHQIAMATOPHOT Tporeca. Y TMOCIEeakO]
JICIICHUJU JIOCTa CEe YPaIWiIo Ha CaMOM pa3yMeBamy HH(]Iamaluje y3poKoBaHEe HCXEMHjOM U
penepdysujom. YpaheHo je BHILE CTyauja BE3aHHUX 3a MHXUMOMIHM]Y BaXXHHX MeJHjaTopa
WH(IAMAaTOPHOT OJrOBOpa HAKOH UCXEMHje alli 3a cajia HY je/laH HUje 3KUBEO Y KIIMHUYKO]
npakcu. Behuna mux je mnokasaia BeoMa J0o0pe pe3yiaTare Yy eKCIepUMEHTAIHOM
UCIUTUBAKY Ha KUBOTUH-aMa, Mel)yTHM HUKaa HUCY 32)KMBEIU Y KIIMHUYKO] TIPAKCH.

VY nocnenme Bpeme cBe Behe MHTepecoBame Biaja 3a aHTHMH(IAMAaTOPHO JI€jCTBO
OJlokaTopa MHHEPATOKOPTUKOUIHOT perenTopa. CHUPOHONIAKTOH je JIEK KOoju je J0oOpo
MO3HAT CTPYYHO] JaBHOCT U UCIHEIIHO ce KOpUCTH joul of 1959. roguHe y TpeTMaHy cpyaHe
uHCcy(unrjeHuyje u xumneprensuje. OBaj JeK je y CBOjOj AYTOrOAMIN0j yooTpedbu m00po

HCTCCTHPAH U IIO3HATHU CY CBHU HECKCIbCHU C(I)GKTI/I u KOHTpaI/IHIII/IKaI_II/IjC. Hopen J0 caaa

52



NO3HATHX TepanujcKuX edekata CHUPOHONAKTOHA Y JICYCHY XHIIEPTCH3Hje, MPUMapHOT
XHUIIEPATIOCTEPOHU3MA, CpYaHe WHCY(UIMjeHILIMje, XUIOKaJINjeMUje, €1eMaTO3HUX CTamba
NojaBUiIa c€ M jelHa HoBa MOTyhHOCT Kopuinhema OBe Tpyle JIeKOBa KOJ MH(IaMaTOPHUX
CTama.

[Tocneamux roauWHA TOjaBMJIE CYy C€ BeoMa OICEXKHE CTyladje Koje TOTBphyjy
aHTUUH(IAMATOPHO  JEJCTBO Onokaropa  MHHEPAJOKOPTUKOMIHUX  pelenTopa.
CHupoHONAKTOH je TOKa3ao aHTUUH(IAMATOpHH W aHTU(UOpO3HH edekar y Tepanuju
CTama HaKOH HMH(papKTa MHOKapjaa, aKkyTHe OyOpekHe WHCy(]uIMjeHLHje, XUIEpTEH3UBHE
nujabetnyHe Hedpomatdje U KoA apTputuca. PesynaTatu Bejy OINCEXHUX CTyAHja
(EPHESUS, RALES) nokazanu cy jAa Maje J03€ CIHMPOHOJAKTOHA 3HA4YajHO PEeAyKY]y
MOPOUIUTET M MOPTAIMTET KOJ MalfjeHara ca CpYaHOM HHCY(HIMjeHIMjoM HHIyKYjyhu
perpecujy xumneprpoduje JeBe cpyaHe KOMOpe, A00py KOHTPOJy KpPBHOT TPUTHCKA U
NPEBEHIIM]Y HOBUX KapauOBacKymapHuX omTehema. Y eKCIepUMEHTAIHUM CTyAHjama
[I0Ka3a0 c€ BeoMa KOPUCHHM Yy TIPEBEHIMjU MOXKJIAHOT yJaapa KoOJ CIIOHTaHO
XHUIEPTEH3MBHUX TIalloBa Ka0 W CMamemhe BEIMYMHE HH(apKTa Mo3ra KOJ MHIIEBa ca
WAYKOBAaHMM MOXXIaHUM yrmapoMm. HemocraTak MHHEpaJOKOPTHKOWIHOT pelenTopa Ha
Makpodazuma JOBOAM 10 CMamema IMOCTHCXEMUYKOT HH(IaMaTOpHOT OJroBopa Kao |
CMamema  BEIUYMHE UWH(papKTa MO3ra HAKOH  MOXJaHOr  yaapa. briokagom
MHUHEPaATIOKOPTUKOMIHOT perenitopa nomohy neka ErmiepoHOHa 1OBENO je 10 cMamema
aktuBHOCcTH Rho-associated kinases (ROCKSs) unme je mobOospmana (QyHKIHMja ¥ CMameHa
uHbIaManyja eHAO0TeNa KOJA TMaljeHaTa ca ECEHIMjaHOM XWIIepTeH3UjoM. YmoTpeda
CIMPOHOJIAKTOHA KOJ aHKWIUpajyher cnoHIwInTHCa cMamyje HH(pIaManujy u nodosbiiaBa
byHKIM]y eHgoTena ycrnopasajyhu pa3soj arepockiepo3e YuMe cMamyje KapInOoBacKyJIapHH
MOPTAJIUTET KOJ OBUX manujeHata (18-29).

300r CBUX HaBEIECHHX AaHTHHH(IMATOPHHX e(deKaTa CIHUPOHOJAKTOHA W KOMIUIETHOCTH
aHTUUH(IAMATOPHOT JI¢jCTBAa HAMETHYO C€ Kao MOTEHIMjaaHo nobap u 6e3denan u3bop 3a
TpeTMaH perepdy3noHor omrehema HAKOH MOXKIAaHOT yaapa y no3u oa lmg/kg/maesno Jlo3a
KopumrheHa y OBOj CTyAMjH Ha MOYETKY penepdysrje HeMa YTHIa] Ha KpPBHU IMPUTHUCAK a
MOIITO C€ paaud O BeoMa HUCKO] TEpaldjCcKoj JA03M PU3UK 3a IMO0jaBy HeXeJheHHX edekara

CMambEeH j€ Ha MUHUMYM.

5.2.1. Vmuyaj cnupononaxmouna Ha uH@ramamopHu 002080p MoO32a KOO UCXeMuje-

penepgysuje
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[leHTpaTHM HEPBHM CHUCTEM MpPEICTaBJba HMMYHO TPHBHIETOBAHH OpraH 3amThheH oJ
UH(IIAMaTOPHOT YTHIaja U3 KPBH MECPEACTBOM IOCTOjaba KPBHO MOXJaHe OapHjepe Koja
perynuine mpenazak heimwja UMyHOT cHCTeMa W HMH(IAMAaTOPHUX MeEIHjaTopa U3 KpPBU Y
TKABO MO3ra. Y Ciy4ajy MOXKITAHOT yaapa KaJa Iojla3d IO CMameHOT JOoINpeMama KpBU Y
onpeheHn 1e0 MOXXIAHOT TKHBA, a IMOCIEAWYHO W JIO TMaja KOHIEHTpAIMje KUCCOHHKA W
IJIyKO3€ y TKMBY HacTaje mopemehaj CMHTE3e BHCOKO €HEepreTcKkux Mmojekyna. HemocraTtak
eHepruje noBoau a0 mopemehaja (yHKIMje €HEPreTCKH 3aBUCHHUX mporeca y hemmjama
HEOITXOJHUX 32 FBUXOBO MPEKUBIBABAE U JI0 FBUXOBE HEKPO3€e IITO MPEACTaBIba jak OKUIaYd
3a uHpIamanujy.

Tepanujcka penepgysuja Kao ¥ CIOHTaHA peKaHaJIU3alMja 3aMyIIeHOT KPBHOT CyJla Y MO3Ty
OTKJIaha Y3pPOK HACTaHKa MOXKIAHOT yjAapa ajld y HUCTO BpeMe BpIUIM er3aiepOamujy
WH}IaMaTOPHOT OJroBOpa TKMBA INTO JOBOAM JO CTama IO3HATOT Kao perneppy3rnoHO
omrehewe. Hexonuko nmaTou3noIoMKUX Mpolieca YKIbYUEHO je y pa3Boj oBor omrehema a
HajBa)XXHHUja Cy: aKyMyJjallyja JIEYKOIMTa, akKTUBAIMja TPOMOOLIUTA U CHCTeMa KOMILJIEMEHTa,
Xureprepdysrja ca KanwiapHOM PEOKIy3HjoM U JIe3WHTErpalija KpBHOMOXIaHe Oapujepe.
Penepdysnono omreheme ce cmatpa 3a jeqHor of TiIaBHHUX (DakTopa 3a pa3Boj XemMoparuje
Kao IJIaBHEe KOMIUIMKaIHje Tepanujcke TpomOonuse. [locTtoje OpojHM HaydyHU PagoBH KOjU
nokaszyjy mnocrojame pernepdysuonor omrehema (30-33). Mudamanuja TkuBa Mo3ra HAKOH
ucxemuje W pernepdysuje ce KapaKTepHIle aKTUBAIMjOM EHAOTETHHX henuja Mo3ra,
acTpOIIMTa, MUKPOTJIH]€ U eKcTpecHje nHpIaMaTOpHUX Meaujatopa. Madaamanuja nuaayKyje
panuaHy eKCHpecHjy WHQIaAMaTOPHUX MEIUjaTopa-IMTOKMHA, XEMOKHHA IpocarjaHIuHa,
KOjU [JOBOJAE MO amperyjianuje aJxe3uOHUX MoJieKyia, mnosehaBajyhu mMmpomycT/bHBOCT
KPBHOMOX/IaHE Oapujepe INTO JOBOAMU JO €KCTpaBasaldje MMYHHX heldja U3 KpPBH H
ocnobahama TOKCMYHUX MOJIEKyJa y TKUBY Mo3ra (6,34-46). JlokanHa cekpelja XeMOKHHA y
MO3Ty JOBOJY TIOCPEICTBOM XEMOTAaKCe HEYTpPO(hWIE ¥ MOHOIMTE Y JKApPHIITE UCXEMHYHE
nesuje.

Hamm pesynratu cy Takohe mokasaiu Ja UcXeMHja U penepdysuja TpeacTaBibajy jak
CTHMYJTyC 3a CHHTE3Yy IIMTOKMHA M XEMOKHHA Y MCXEMHjoM 3axBaheHOM MOIpydHjy MO3ra.
VYoueno je 3HauajHO MoBehame cuHTE3e WMHGIAMATOPHUX MeEIHjaTopa HAKOH HCXEMHYHO
penepdysuonor omrehema 24 yaca HakoH penepdysuje ko Bend.3 mumjux eHmpoTemHHX
henuja mo3ra kao u nemnor TkuBa Mozra CSBL6 mumesa. Kopumrhemem KoMepHIjaqHOT KUTA
(RayBio Mouse Citokine Antibody Array 3) 3a ompehuBame 62 paznuyuTa IUTOKWHA U
XEeMOKHHAa yo4umsid cMo 2 jo 4ak 19 myra Behy cunTedy 37 pa3nuuuTux MeaujaTopa

uH}ramanuje y ogHocy Ha koHtposy (Cnuka 9 m Crnuka 12). OBaj pe3ynrtaT mpejcTaBiba

54



NOTBPAy jakor CTUMYJATHBHOT JejcTBa HcXeMuje-pernepdysuje Ha CUHTE3y LHUTOKHWHA U
XeMOKHHA. YTOoTpeOoM CHUPOHONAKTOHA Ha TMOYeTKy penepdys3uje Koa in  Vitro
excriepumenara Ha Bend.3 hemmjama (Cnuka 9.) xao m kogq C5BL6 mMumeBa y in vivo
excriepumenTuMa (Crnuka 12.) g00WIM CMO 3HAYajHO CMamkEHE CHHTE3e HH(IIaMaTOPHUX
MeAHrjaTopa KOJ rpyra TPETUPAHUX OBUM JIEKOM.

CMameme cuHTe3e 37 HUTOKMHA 01 62 YKYyIHO TECTHpaHMX KpeTano ce of 2 10 5 myra y
OJIHOCY Ha rpyne 0e3 Tpermana. OBaj pe3yiTar 1Mmokasyje jelHO MUPOKO aHTHHH(IAMATOPHO
JIeJCTBO CITUPOHOJIAKTOHA Ha MH(IaMaTOPHHU MPOIIEC HAKOH UCXEeMH]e U perepdysuje.

[Topen ckpunuHra 62 paznuuuTa MeaujaTopa HH(IaMaluje TeMeJbHHje CMO OOpaauiv
Haj3HauajHUje U Hajipoy4yaBaHuje uutokune TNF-a, IL6, MCP-1, IL1-f, CXCLS, xemokuHe
MCP-1 (CCL2) u CXCL5 (ENA-78), anxeznonu mojnekyn ICAM-1 1 a30THe OKCHIIE KOjU CY
amperyjaucaHd y MO3Ty Kao OArOBOp Ha HUCXeMHU]y U penepdys3wjy U YTUIQ] Tepamnuje
CIIMPOHOJAKTOHOM Ha HHXOBY CUHTE3Y.

[Ipoundnamaropun nurokuH TNF-o mpencraB/ba jegaH o] HajBaXHUJUX MeHjaTopa
HeypouH]IamMaInrje Koju akTuBHUpa Kackaay nporeca y henuju. Ilosehana cunrtesa nPHK 3a
TNF-a y kopTekcy KoJ HCXEMUYHUX CTamba MO3ra je OTBpheHa Kako KOJ IEpMaHEHTHE TaKo
U KOJI TpPaH3UjE€HTHE UCXEMHU]je Ha €KCIIEPUMEHTATHOM MOJIEITY MOXIaHOT yJapa KOJ HaroBa
(47-49). IloBehamwe cunteze TNF-0 HakKOH OKITy3Hje Cpe/ilbe MOKIAaHe apTepuje MOBE3aHo ca
TeXUM HeypojomkuM omrehemem u Behum uwHbpapkTom Mmosra. [loctoju kopenamuja y
cunte3n UPHA 3a TNF-a ca moBehanom cunte3om IL6 u IL1 unme 3ajennnyuku npoay0Ibyjy
uHnamatopHo omtehewme HakoH ucxeMuje Mo3ra kon mamosa (50,51). MuaunwmjamHo
nosehame cuHTtee TNF-o HaKOH UCXeMmHje MoO3ra ce JeTeKkTyje HakoH 1-3 caTa HakKoH
penepdysuje ca TOHOBHUM JPYTUM THKOM CHHTE3e HakoH 24-36 catu (47,52,53). Knuanuke
cTynuje cy Takohe mokazane moBehany cuHTe3y TNF-o kom Jbyau HaKOH HMCXEMHUYHOT
MOXXIaHOT ymapa (54) rme ce TNpBO CEKBEHIMjAJIHO jaB/ba Yy HMH(ApKTy Mo3ra u
NepuuH(pApKTHOM TKHBY Ma TEK KacHHje Ce MOXe JETEeKTOBATH Y KOHTpalaTepaiHoj
XeMHCBEpU U ocTamuM JenoBuMa Mosra (55). Konnentparnuja TNF-a y nepedpocnuHamHoj
TEYHOCTH je Takole moBehaHa Koja ManyjeHaTa ca aKyTHOM HCXEMHMjOM MO3ra Kako KOJl
KOPTUKAJIHO JIOKAJTU30BaHUX MH(pApKTa Tako M KOJ OHHMX Ca MPETE)KHOM JIOKAIHU3AlHUjOM Y
6emn0j Macu mo3ra (56). Takohe mocroju noBehame KOHIIEHTPAIMje OBOT LIMTOKUHA Y TIa3MHU
KOJ TalldjeHaTa ca aKyTHUM HUCXEMUYHUM MoxnaHuMm yaapom (57). Kom mammjenara ca
JaKyHapHOM HcXeMujoM Mo3ra nmoBehame konnentpanuje TNF-o y mia3mu npeacraBiba JomI
NPOrHOCTHYKHM 3HAaK Cca PaHUM HEypoJOmKuM mnopeMehajeM u ciabuM (QyHKIHOHAIHUM

oropaBKoM (58).
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doxkanHa ucxemuja mo3ra Takohe aktuBmpa moBehany cuHTedy TNF-o penentopa p75 Ha
€HJIOTeIHUM henMjama MoO3ra MHUKPOIVIMJU M HOBOIPHIOLUIUM Makpodazuma. (59-61).
[Tocroju Benmkm Opoj mogaraka Koju mokasyjy aa moehana cuHTe3a nutokmHa TNF-o
noBehaBa MPONMyCTJLHMBOCT KPBHO MOXJaHe Oapujepe M caMuM THM IoBehaBa eneM U
Heyposiomiko omteheme. IlocpencTtBoM oBOr IUTOKMHA JOJda3d /0 peopraHu3aliije
UTOCKeNeTa eHjgorenHux hemuwja u  mebhyhenmjckux cnojHuna uyume ce nosehaBa
naparnenyiaapau Tpancnopt. TNF-o moehaBa mponaykumjy cepuH mpoTeaza yKIbYYEHHX Yy
JIE3UHTETPAIM]y KPBHO-MOXaHe OapHujepe, peMoIeTIOBake TKMBA U HEYPOIUIACTUYHOCT.(62-
65). I'pyna aytopa je nmokazana ga TNF-o y3pokyje TeHcKy ekciipecujy OMTHY 3a aaxesujy,
TPaHCMHIPALIK]y, XEMOTAKCY aronTo3y KOoJ eHA0TeTHUX henuja mo3ra (66).

Hamm pesynraru najy norBpay noehane cunresze nadopmarmone PHK 3a muroxun TNF-o
24 4gaca HakoH penepdysuje koa Bend.3 henmja y in vitro ycioBuma. IloBehame cuntese
unpopmarmone PHK 24 yaca nakon penepdysuje eHaotennux hemmja mosra kpereano ce 10
nyTa y OJHOCY Ha KOHTposiHU y3opak (Cnuka 7.). IloBehame cunreze unpopmanmone PHK
NOOHMjeHO Yy HallleM pe3ysTaTy ce MOoKJIama ca JpyruM HHKOM HH(IaMaTOpHE peakiyje
eHjoTeTHuX henuja Ha ucxemujy-penepdysujy.

OBako CHa)kHa TPAHCKPUIILIMjOHA AaKTHUBHOCT JiOBeJa je 10 moBehaHe cHUHTe3e camor
mutokuHa y bEnd.3 enporennum henujama mo3ra 100ujeHUM KOpHITheHeM KOMEpIIUjaTHOT
KATa 3a JeTeKnujy wuH(IamaTopHUX Meaumjaropa 24 dvaca HakoH pernepdysuje. Harmm
pe3ynTaTH Cy MoKa3ajiu Ja je CHHTe3a OBOT MUTOoKuHa Koj Bend.3 enporennux henuja mo3ra
24 yaca HakoH penepdysuje mer myta Beha y oJHOCY Ha KOHTpOJHY Trpymy (ciuka 9). ¥V in
ViVO eKcliepuMEeHTHMa cMO Takole noOmiu ueThpu myTa Behy cuMHTE3y OBOI' HUTOKHHA Y
MO3Ty MHIIEeBa 24 yaca HAaKOH OKJIy3Hje CpPell-e MOXKIaHEe apTepHje Y OJTHOCY Ha KOHTPOJIHY
rpyny (cmuka 12.). Pesynaratu nobujeHH y OBOj CTyAMjU Kao MHOTH JIpyr'H HOTBphYjy
Kpyuujanny yiory nuutoknHa TNF-a y ucxemuusno penepgdysujonom omrehemy Mo3ra.
TNF-0 xao jemaH oJ BaXHUjUX IMTOKMHA OHO je Tepamujcka MeTa BHILIE CTyIuja.
Nuxunbnnmja TNF-o moBoam n0 cMamema ucxemuuHor omrehema mosra (67). TNF-a
Be3yjyhu mporeunn, kao engorenn mHxuOutop TNF-o curHamHor myra HacTao oJic€lameM
ekcrpahemujckor nema TNF-o pemnentopa (68) m Heyrpanmumyhe antuteno 3a TNF-a
onemoryhyje BesuBame TNF-a 3a perientop M mokperame CUTHAIHOI MeXaHu3Ma. TpeTMaH
osuM wmHxuOuTopuma TNF-0 120 je moBoJbHE pe3ynraTe Ha EKCIIEPUMEHTATHOM HHUBOY
(69,70). Crynuje Ha MmumeBuma aeduinjeHTHUM 33 TNF-o mokasanme cy 3HATHO Mambe
omteheme Mo3ra HaKOH HcxeMmuje-penepdysuje y onHocy Ha wild type xuBotume (71,72).

Ha OCHOBY CBHX JOCaJallllbUX YUHCHUIIA O 3Haqajy uutokruHa TNF-o u HOTCHLII/IjaJ'IHOF
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TEpanujcKo J€jCTBO HEroBe MHXHOUIIMje HAa MUCXEMUYHO-penepdys3ujoHo omTeheme Mo3ra
UCIUTAIM CMO YTHIQj CIHMPOHOJAKTOHA HA HHETOBY CHUHTE3y HAKOH EKCIePHUMEHTAHOT
MoOJIeNia MOX/IaHOT y/aapa.

Hakon ynorpe0e crimpoHosiakTOHa Ha MoueTKy penepdysuje cunteza nHpopmannone PHK
3a TNF-a kog Bend.3 henuja 24 yaca HakoH pernepdysuje 6una je 2,5 myra Mama y OJHOCY
Ha IpyIy Koja HUje TpeTHpaHa oBUM JieKoM y pernepdysuju (Crnuka 7.). CMamemhe CHHTE3€ Ha
TPAHCKPHIILIMOHOM HHBOY OJIPa3HJIO C€ M Ha CMameme CUTE3€ caMor IIMTOKMHA Koi henwja
TPETUPAHUX CHHPOHOJIIAKTOHOM. TpeTMaH CIUPOHONAKTOHOM JIOBEO j& 10 TPH IyTa Mame
CHUHTE3€ OBOT IIMTOKWHA y OAHOCY Ha rpymy hemmja 6e3 TpeTMaHa HaKOH perepdysuje y in
vitro exciepumentuma (Cnuka 9.), 10k je y in vivo cTyauju 3abesexeHa HheroBa JTyIUIo
Marba CHHTE3a KOJ )KUBOTHA TPETUPAHUX OBUM JIEKOM Y TIopehemy ca KUBOTHbA KOje HUCY
TPETUPAHE OBUM JIEKOM Ha Mo4eTKy penepdysuje (Cnuxa 12.).

OBuM pe3ynTaTMa MOKa3aJld CMO 3HayajaH YTHUIIQ] COMPOHOJAKTOHA HA CMAambeHhe CHHTE3e
TNF-o kao jegHor oj Haj3HauajHHjer WH(IAMATOPHUX LUTOKHWHA YKJBYUYEHOT Yy omreheme
TKHBA MO3Ta HAKOH UCXEMH]E.

Cunresa IL6 npencraBba BaKHY KapHKy Yy Mpomnaraniju MHGIaMaTOpHOT OJIrOBOpa HaKOH
ucxemuje u penepdysuje. [lopehame cuntese IL6 y akyTHO] pa3u MokIaHOT yaapa ocTaje y
neHyopu u 10 14 nana HakoH MoxaHor yaapa (73,74). henuje ciocoOne na cunretumy L6
y MO3Ty HAaKkOH HcXeMmuje-pernepdysuje cy eHnoTenaHe henuje, HEYpOHH M MHUKPOTIIHja
(75,76). Kon manujeHaTta HAaKOH MOKJIaHOT yaapa KoHieHTtparuja [L6 y mia3mu kopenupa ca
TEKHUHOM Heypojoumkor omtehema u ciaabujuM GyHKIIMOHATHUM omopaBkoM (77-79).
Knunnuka cTyamja y K0joj je mauujeHTuMa ca akyTHUM MCXEMUYKHUM MOXKJIAaHUM yZIapoM Jat
JbYACKA PEKOMOMHAHTHM aHTaroHuWcT penentopa 3a IL6 wumanu cy 3HaTHO Onaxa
HeypoJolika omrehema U 00JbH OMOpaBak Kao M Mamy KOHLEHTPALM]y OBOK IIUTOKHHA Y
wia3miu (80). Y cynmpoTHOCTH ca OBUM pe3yiTaThMa, HeKe CTyauje cy nokasane aa IL6 uma u
HEYpONPOTEeKTUBHO  jejcTBo. I'pyma ayropa je mokazama jga IL6  yOpusran
MHTPABEHTPHUKYJIAPHO JOBOJM JI0 CMamema omrehea Mo3ra HaKOH TIEpMaHEHTHE OKITY3Hje
cpenme Moxknane aprepuje koxa marona (81). I[Tocroje mpernocraBke aa moBehana cuHTE3a
OBOT LIMTOKHHA JeNTyje aHTHAIONTOTUYHO Ha HEYpOHE aKTHBAIMjoM Stat3 TpaHCKpUIIIHOHOT
dakropa (82,83).

Hamm pesynratu cy Takohe mokasaiy fa ucxeMmuja ca peneppy3njoM uMa jak CTUMYJIaTHBHU
edexar Ha cuHTe3y IL6 24 vaca makoH penepdysuje. bEnd.3 henmje uznoxene ucxemuju-
penepdy3uju 24 wyaca HakoH penepdys3uje TMoKazajie cy Bulle o JABa  myra Behy

tpanckpunuujy UPHK 3a IL6 y onmHocy Ha koHTponHy rpymy (Crnuka 7.). Iloehame
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tpanckpunuuje uPHK 3a IL6 nmocnenuyHo je qoBeno u 10 yeTHpu myTa Behe cHHTE3e OBOT
muToknHa koj bEnd.3 henmja 24 uvaca HakoH pernepdysuje y mopehemy ca KOHTPOJIOM
(Cnuka 9.). ¥V in vivo eKCHepUMEHTMMa Hallli pe3y/ITaTH Cy TMOKaszaliu IIecT myTta Behy
cunte3y 1L6 y TKMBY MO3ra )KHBOTHH-A M3JI0KEHHUX OKIIY3HjH Cpelilbe MOXKIaHe apTepuje 24
yaca HaKoH penepdysuje y OAHOCY Ha KOHTPOJIHE )KUBOTU-E 0e3 oBe MHTepBeHIMje (Cnuka
12.).

YnorpeboM CHHPOHOJIAKTOHA Ha TMOYETKY penepdysrje AOOMIM CMO 3HATHO CMambeHe
tpanckpumnuje nPHA 3a IL6 xox bEnd.3 hemmja Tpernpanux oBUM JIEKOM Yy OJHOCY Ha
henuje 6e3 Tpermana (Cnuka 7.). YTHIa) CIMPOHOJAKTOHA HA CMAambEHE TPAHCKPHIIIIM]E
JIOBEO j€ U JI0 CMambEHEe CHHTE3€ CaMOoTl IIMTOKMHA. Y in Vitro CTyAMju T0OWIM CMO JBa ITyTa
mamy cuHTe3y IL6 kon hemuja TpeTMpaHUX CIHMPOHOJAKTOHOM Y OAHOCY Ha hemuje Oe3
TpeTMaHa OBUM JIeKOM Ha mo4eTKy penepdysuje (Cnuka 9.). V in vivo cryauju Ha CSBL6
MUIIIEBHMa YHOTpeba CIHMPOHOJIAKTOHA Ha MOYEeTKYy penepdysuje HaKOH OKIy3Hje Cpelmbe
MOX/IaHEe apTepHje JOBeNa je 0 TPU IyTa Mame CHHTEe3€ OBOI LUTOKHWHA y OJHOCY Ha
KUBOTHIbE 0€3 TpeTMaHa OBHM JiekoM HakoH wuHTepBeHIMje (Cmmka 12.). Ha ocHOBY
pe3ynTaTa J00HjeHHX Y 0BOj CTYAHMjH MOKeMo pehu 1a cmupoHOJIaKTOH MMa BeoMa 3Ha4ajHO
CYIIPECUBHO JI€jcTBO Ha cuHTe3y IL6 Kao jeaHOr ol HajBaXKHUJUX LUTOKUHA y WH(pIaMalHju
TKHBa MO3Ta HAKOH UCXeMHUje-penepdysuje.

VY 3apaBoMm TkuBY Mo3ra ¢ammija [L1 muTokuHa ce jeqBa AeTeKTYjy, aal BHX0Ba eKCIpecHja
panuaHO pacte y ucxeMuju u pernepdysuju mosra (84). hemnje cnocobne na cunaterunry L1
y TKHMBY MO3Ta Kao OJTOBOP HAa UCXEMH]y Cy: eHJoTelHe henuje, MUKpOTIHja, acCTPOIUTH U
Heyponu (85). IL1 uma nse uzodopme ILla u IL1B. Oe nBe ¢opme IL1 u enmorenu
uHxuouTop penenrtopa 3a IL1 cy g0 cajga jeaHu of HajBUIIE HMCIUTHBAHUX MeEAMjaTOpa
nH(pIamManmje y ycIoBUMa UCXEMHUYHOT MOk IaHor ynapa. IL1 cBoj edexaT ocTBapyje mpeko
nBe BpcTe peuentopa (tun 1 u Tun 2 penentopa). Perienrop tTuma 1 Mmoxke ce Hahu Ha MHOTO
BpcTa henuja u ciryxu 3a BesuBame 00e ¢popme IL1. CynpoTHo peuentopy tumna 1 peuentop
TUMA 2 ce Hana3u Ha HeyTpopwinma, b mumdonntnma n Makpodasuma u uMa adpuHUTETA
camo 3a IL1P (86). [TocToje BuiIe pagoBa Koju Cy TOKa3aly J1a HICXEMH]ja MO3ra MPeICcTaBsba
ctumynyc 3a cunresy IL1B (87,88). Tpaunckpumnuuja nPHK 3a IL1B Hakon ucxemuje mo3ra
nountke Beh HakoH 15 10 30 MUHYTa M HAKOH Map caTH Boau NMoBehaHOj CHHTE3U IUTOKMHA Y
TkUBY (89,90). CTynuje Ha maroBuma cy nokasane jaa cuare3a IL1J HakoH ucxemuje mosra
nMa OudazuyaH TOK ca paHOM CEKPEIHjoM Tap CaTh HAaKOH HCXEMHje W Kao JAPYTH THK
cunrtese 16-24 yacoBa HakoH ucxemuje (91).

Pesynratu nobujeHn y oBOj CTyAMjU Takohe Ay y MPUIIOT jJaKOM CTUMYJIATUBHOM e(eKTy

58



ucxemuje u pernepdysuje Ha CUHTE3y OBOT IUTOKHHA. Y in Vitro cTyauju usiarame Bend.3
henuja KUCEOHMYHO TIIYKO3HO] AEMpHUBALIMjU J0Beno je o nopacta cuHtese MPHK 3a IL1J
Bume ox 20 myra y OJHOCY Ha CHHTE3y y KOHTPOJHMM henujama 24 dbaca HaKoOH
penepdysuje, mWTO ce MOKIana ca APYruM NMUKOM HH(pramatopHor oxarosopa (Cnuka 7.).
OBako CHa)XHa TPAHCKPUIIIKja JOBeNa je 10 meT myTa Behe CHHTe3e OBOT LUTOKMHA KOJ
henuja u3noxxeHUX UcxeMuju penepdysuju y oqHocy Ha henuje u3 konrposane rpyne (Crnuka
9.). ¥V in vivo crynuju 24 dYaca HakoH OKIy3Hje cpelme Moxaane aprepuje kojg CSBL6
MUIIIEBa JOOWIM CMO JIEBET IyTa Behy CHHTE3y OBOI IMTOKMHA y MO3TY y OIHOCY Ha
KUBOTHIE KOj€ HUCY MOJBPrHyTe 0BOj MHTepBeHIUju (Crnrka 12).

[Tocroje momau na HuBO cuntese IL1P kopenupa ca BenuIMHOM MH(APKTa U HEYPOIOLIKUM
omrehemeM TKHBa Mo3ra HakoH ucxemuje. Mehyrum o Heyporokcuynoctu IL1B moctoje
pa3He KOHTpaBep3e TMOIITO je MoKa3aHo jaa yopusraBameM IL1B y 3apaB Mo3ak HE y3poOKyje
HUKaKBO olTeheme TkuBa. Takohe no/1aBamkeM OBOT IIUTOKWHA MTPUMAPHO] KYATYPH HEypOHa
He 7oBoau 10 mwuxoBe cMpTtu. Hajeehe nejcrBo IL1PB je mokazano Ha actpoumrtuma. IL1J
JIOBOJIH JI0 Tiposinepalivje U aKTUBAIHMj€ aCTPOIMTA IITO BOJU Ka acTPOTIINjo3u TKuBa (92).
AkTuBanuja p38 MUTOreH aKKTHUBUpPaHA MPOTEHH KHWHA3a cMaTpa ce OJrOBOPHOM 3a CUHTE3Y
IL1PB ox cTpane acTpouuTa U MUKPOTJIMj€ HAKOH UCXeMHUje Mo3ra koJ maroBa (93-95). [Topexn
oBor myrta aktuBanuje cuHtese IL1PB, akruBamuja Tool like receptor-4 (TLR4) ce Takohe
cmMaTpa BaxkHOM 3a moBeheme cuHTese IL1P Hakom wucxemuje wosra (96).
WNuTtpaBentpukynapHa amukanuja [L1J HakoH okiy3uje cpenme MOXKAaHE apTepHje Koa
naroBa noehaBa eneM, BenMWYnHy MH(papKTa U akyMmynamnujy Heyrpoduia (56). Mcra rpyma
ayTopa Iokasaljia je Jla MUIIEBH Ae(DUIUTapHU 32 OBaj LMTOKUH pa3BUjajy MamU HH(ApKT
HAaKOH OKJTy3Hje cpelbe MoxkaaHe aptepuje. Takohe mokazanu cy aa tpermas IL1J penenrrop
antaronuctoM (ILIBRA) cmamyje uHpapKT Mo3ra M HEYpOJOWIKO oluTeheme HaKOH
ucxemuje (97,98) nok mumesu nedunujentu 3a ILIBRA pa3Bujajy 3nauajuo Behu undapkr
0]l )KUBOTHIa 03 eduuiujeHnrje opor antaronucte (99).

3nayvaj IL1B xao moTeHIMjaHe METE 3a Tepanujy MOXJAHOT yJapa UCIIMTUBAHA je y BUILE
CTy/IMja Ha )KHBOTHI-AMa TJIe e MOKa3aJo Jla aJIMAHUCTpAIja HeyTpaluiryher aHTuTena 3a
IL1B xao u anTaronucte penentopa oBor nurokuHa (IL1ra) moBoau 3Ha4YajHOT CMambeHma
omrehema mosra HakoH ucxemuje (98,100-103). [Tosehana cuntesa IL1P je moBe3ana ca
anperynamnujoMm anaxe3noHor moiiekyna ICAM-1 U eHAOTENHOT JEYKOIUTHOT aJXe3UOHOT
MOJIEKyJla KOJU JOCTHXKY NMUK cuHTe3e 6-12 catu HakoH ucxemuje. OBakBa Be3a IL1PB ca
aJIXe3MOHUM MOJIEKyJIMMa Ha €HJOTEeNIHUM henujama omoryhyje yTuilaj OBOT IIMTOKMHA Ha

TPaHCMUTPALIM]y JICYKOIMTA U3 KPBH U BbUXOBY aKyMyJIallMjy y TKUBY MO3ra HAaKOH UCXEMUje
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(104). O6e dpopme IL1 muToKMHA ce CHUHTETH3Y]y Ka IpeKypcopHH mnporeuHu. [Ipexypcop
ILlo je akTuBaH Kao TakaB JOK 3a akTuBauyjy mnpekypcopa IL1B morpebHo meroso
npeKpajame MmoMohy eH3nMa IUCTEMH acmapTar mpoTrea3e Kacmase | WM jom mo3Hare Kao
IL1B xouBeptyjyhu enzum (105). Muxubunuja oBor ensuma nomohy Ac-YVAD.cmk uma
HEYPONPOTEKTUBHU e(eKaT HAKOH MHIIjer Mojeja NepMaHEHTHOI WM TPaH3MjeHTHOT
MoxaaHor ynapa (31,32). BaxxHocT oBor eHzuma 3a pa3Boj WHGIaMalje HaKOH HCXEeMUje
Mo3ra OoTBpleHa je U y CTy/AujU y K0joj cy KOpUIINeHn HOKayT MHIIEBH 3a 0Baj eH3uM (10 6-
109).

VY3eBuM y 003up cBe HaBeCHE MOJIaTKe U3 AOCAAIIBUX CTyIUja A0Ia3UMO 10 3aKJbydyka Ja
IL1 ¢amunmja uurtoknHa a mnocebHo ILIP wumajy BaXHO MeCTO Yy Ipomnaraiuju
UH(IIAMATOPHOT OJIrOBOpAa HAKOH HMCXEMHYHOT MOXKIAHOT yAapa M Ja TOped OCTaJHX
[IUTOKWHA TIPEJICTaB/ba BAXXHY MeTy Oynyhe antunndiamaropHe tepanuje. Mmajyhu oBo Ha
yMy TECTUpPAJIM CMO AaHTUMH(IAMATOPHO JI€JCTBO CHMPOHOJIAKTOHA Ha cuHTe3y IL1P HakoH
ucxemuje u penepdysuje y in vivo u in vitro ycnouma. [lomanu nobujeru y in vitro
eKCIIepUMEHTUMA TIOKa3ald Cy Ja TPEeTMaH CIUPOHOJIAKTOHOM Ha MOYETKYy penepdysuje
noBoaM 110 nieT myta mambe cuaTese nPHK 3a IL1B y onnocy Ha henuje 6e3 Tpetmana 24 daca
HaKoH pernepdys3uje y onHocy Ha henuje koje HUCY TpeTHpaHe oBuUM JiekoMm (Crimka 7.).
CMameme TPaHCKPHUIILIMOHOT MOTEHIMjajla MCXeMHUje CIHHPOHOJIAKTOHOM JIOBEJIO je U JI0
IyTJIO0 Mamke CHHTE3E CaMor ITUTOKHMHA HAKOH wcxemuje-penepdysmje koa Bend.3 henwmja
(Cnuka 9.). YV in vivo eKcnepUMEHTMMa TpETMaH CIUPOHOJAKTOHOM je Takohe IyIuio
cmamno cuHTedy IL1P kon MumieBa TpeTMpaHMX OBUM JIEKOM Ha MOYETKY penepdysuje y
OJIHOCY Ha XuBOTHHe 0e3 TpeTrmana (Cnuka 12.). Ha ocHOBY pe3ynTaTta H00HjEeHHX y OBO]
CTYAMjU MOKEMO 3aKJbYYMTH Jla CIHMPOHOJAKTOH MMa aHTUMH(IAMATOPHO J€jCTBO Ha
cunte3y ILIP kao jemHor on HajBaXHUJUX U HAJOUTHUjUX HHGIAMATOPHUX MeIHUjaTopa
HAKOH UCXEMHYHOT MOXKJIaHOT yJiapa.

Excnpecuja XxeMokMHa KMMa 3Ha4ajHy YIOTy y HH(]Iamalnuju HaKOH MOXXJIAHOT Yyjaapa
nosehaBajyhu unpunrpanujy neykonuta (110). ¥ oBoj cTyauju TeMespHHjEe CMO 00paIuiin
xemoknae MCP-1 (CCL2) u CXCLS5 (ENA-78) 360r mocebHO 3Ha4YajHE YIore Y UICXEeMHYHO
penepdy3ujonom omrehewy. MCP-1 1 CXCLS cy Beoma jaku XeMOaTpaKTaHTH MOHOITUTA U
BUXOBa EKCIIpecHja BOJM Ka MAaCOBHOj MH(HUIATPAIMjU MOHOIMTAa HAKOH penepdysuje.
[Tokazano je 3HawajHo moBehame KOHIIEHTpAIlMje OBHX XEMOKHHA Yy IepeOpOCTHHAIIHO]
TE€YHOCTH MallijeHaTa HaKOH MCXEeMUYHOI MoxaaHor ynaapa (111,112). Bume cryauja Ha in
vitro Mojenuma KpBHO MoKIaHe Oapujepe, mokaszano je na tpermaH MCP-1 xeMokuHOM

JIOBOJIM /IO OTBapama KPBHOMOXK/IaHE Oapujepe U y3poKyje noBehame meHe MporycT/bUBOCTH
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u 1o 17 myra y onHocy Ha kKouTpoany rpymy (113). Tlopen xemoaTtpakrantHe yinore MCP-1
XeMOKMHa Ha henje UMyHOT CUCTeMa HOBHje CTy/AMj€ OTKPHMBAjy jOII jeHYy 3HauajHy YJIOry
oBux Monekyna. IlocpenctBom MCP-1 xemokuHa myT Ka omreheHOM TKUBY Hajase W
ctpomanue henuje koctHe cpxku (114). Ha in vivo cryamjama koj maimoBa je TOKa3aHO Ja
nonasu go noehane excrpecuje ”PHK 3a MCP-1 ox cTtpane acTporuTa 1 MUKpOTJIHje HAKOH
6 caTu o OKIy3Wje cpelme IepedpanHe aprepuje u ocraje moBehana 12 mo 48 catu
(115,116). Yetnpu nana HaKOH OKITy3Hje cpelme mnepedbpanne aprepuje excrupecuja nPHK 3a
MCP-1 ce perekryje y makpodazuma y okonuHu uHpapkra TkuBa (117). Hamm pesynratu
noOujeHu y OBOj CTyAMjHu Takohe uay y mpuior noehanoj excrnpecuju MCP-1 u CXCLS
HaKOH ucxemuje-pernepdysuje. Y Hamoj in vitro cryauju usnaramwe Bend.3 mmmjux
EHJIOTeTHUX henuja Mo3ra KuceoHMhHO TIIYKO3HO] IENpPUBAIUjH JOBEIO je A0 Tpu myTa Behe
cuateze MPHK 3a MCP-1 u Bume on mect myra Behe cuntese CXCLS y omHocy Ha
koHTposiHe henmje (Cnuka 7.). IloBehana tpanckpunuuja nPHK 3a MCP-1 u CXCLS y
HAILIUM in Vitro eKCiepuMeHTHMa y3poKoBaJa je necet myta Behy cunresy MCP-1 xemokuHa
u mner myra Behy cumuHTesy CXCLS kox eHmorenHux henmja mMo3ra HakOH HCXEMH]je
peniepdysuje (Cmmka 9.). Iloehana tpanckpunmuja uPHK 3a MCP-1 Takohe mnpatu
anperynanujy tpanckpuniuje uPHK 3a IL-1 u TNF-o mTo une y mpuior teopuju J1a OBU
IIUTOKMHU JOBOJE 10 cTuMyjnanuje cuHtese xemokuHa MCP-1 (50,117). In vivo
eKCIIepUMEHTH Ha MHIIEBUMa MPUKAa3aHUM Y OBOj CTyIOMju Takohe WAy y TpHIOT
CTUMYJIaTUBHOM JI€JCTBY UCXeMHje penepdysrje Ha CHHTE3y XEeMOKHHA. YO4eHO noBehame
ekcripecuje xemokmHa MCP-1 uw CXCL5 y nHammMm ekcriepuMeHTHMa 24 dYaca HaKOH
TPaH3UjEHTHE OKIIy3Hje Cpelbe MOXKJaHe apTepuje KOJl MHIIEeBa KPeTajo c€ U J0 TPHUHAECT
nyta 3a MCP-1 u cenam nyra 3a CXCLS5 y ogHOoCy Ha KOHTpoJsiHE kuBoTUmbe (Crmka 12.).
[lojenune cryamje cy mokasajie AUPEKTHY IIOBE3aHOCT EKCIpPEecHj€ OBHUX XEMOKHMHAa U
BennurnHe MH(papkTa. MHTpaBeHTPUKYIapHO YOpU3TraH aHTarOHUCT XEMOKHHCKOT pelenTopa
(BupycHun Makpodaran wuH(pIaMaTOPHU TNPOTEHMH 2) je JI0BEO 10 CMamema BEIHMYUHE
uHdpapkra. Mwumesn apedunmjentan 3a MCP-1 wmum meroB peuentop, CCR2, HakoH
TpaH3MjeHTHE (OKaJdHe HCXeMHje MOo3ra HMajy MamU HUHOApKT, efeM, HHOWITpanujy
JeyKoIuTa U ekcrpecHjy uapaamatopaux menujatopa (118-120). C’063upoM Ha 3HAUYaJHOCT
MCP-1 u CXCLS y uHdpimaMaTOpHOM OArOBOPY TKHMBA HAa UCXEMH]y-penepdy3ujy UCIUTaIN
CMO YTHUIIAj COMPOHOJIAKTOHA HA HUXOBY EKCIpecHjy. Y HallMM pe3yiaTaThMa 3amakeHa je
3HayajHO Mama cuHTe3a HPHK 3a oBe xemMokuHe HakOH TpeTMaHa henuja CIUPOHOJAKTOHOM
Ha TOYeTKy pernepdysuje y in vitro ekcnepumeHata (Cnuka 7.). OBako cMameHa

TPAHCKPUIIIIMOHA AKTUBHOCT OJpa3unijia C€ U Ha eKcnpeCij caMor’ MpOTCUHa rac CMO UMaJI
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nymio Mawy cuHTey MCP-1 m CXCLS konx henwja TpeTupaHuX CHHPOHOJIAKTOHOM Ha
noueTky penepdysuje y omHocy Ha henmuje 0Oe3 TpeTMaHa OBHUM JIGKOM Ha IMOYETKY
penepdysuje (Cnuka 9.). Cnuvne pe3yaTare aHTUHH(IAMATOPHOT J€jCTBa CITUPOHOJIAKTOHA
Ha CHHTE3Y OBUX XE€MOKHHA 3a0€NeKIIM CMO M KOJI In VIVO eKCIIeprMeHaTa rie je TpeTMaH
OBUM JIEKOM Takohe MpEernoJOBUO CHUHTE3y OBHUX XEMOKHHA y MO3TY J>KMBOTHE-A HAaKOH
¢okanne wucxemuje (Crnuka 12.). Ha ocHOBY OBHX pe3ylTaTa MOXKEMO 3aKJbYUMTH Ja
CIMPOHOJIAKTOH MMa JaKo MXUOUTOPHO /1ejcTBO Ha cuHTE3y XxemoknHa MCP-1 u CXCLS kao
HajOMTHUJUX XEMOATPAKTUBHUX MOJIEKYJIa HAKOH HCXEMUYHOT MOX/IaHOT ylapa.
Wudunrpanuja neykonuura y TKHUBO MO3ra CTUMYJHCaHa je EKCIPECHjOM pelentopa u
aJIXe3MOHUX MOJIEKyJla MHIYKOBaHHUX ocioOahameM HH(DIAMATOPHUX MeIujaTopa U3 TKUBA
3axBaheHor ncxemujoM. RenujcKu axe3MOHN MOJIEKYJIH Cy MOJEJbeHH Ha OCHOBY CTPYKTYpe
y TpH OJIBOjeHE KJIace: CeJIEKTUHH, UHTETPUHHU U IPOTENHN UMYHOTJIOOYIHH cynepdamuimje.
Y 0B0j cTyauju TmoceOHYy TMaxmby CMO OO0paTWiIX Ha MPOTEUHE HMYHOTTIOOYINH
cynepdamunuje 300r HUXOBE 3Ha4YajHE YJIOre y HH(IAMaTOPHOM OJIrOBOPY €HIOTEITHHX
henuja na wapnamanujy. Mcxemuja u penepdysuja akTUBUPAjy €HIOTETHE henmuje Mo3ra
CTUMYJIUITYhH CHHTE3Y aXxe3nOHUX MOJIEKYa Kako Ou OMOTyhmii oCcpeIoBaHy MUTPALIN]Y
OpUIONUINX JIEyKOLIUTa Ha MecTo HH(pIamanuje. AKTUBUpaHe eHAoTeNnHe henuje mosra
CHUHTETH3Y]y HEKOJHMKO IMPOTEHHA WIaHOBa OBe Gamuinje a HajeaxHuju cy: ICAM-1, ICAM-
2, PECAM-1 u VCAM-1(47,121-126).

Hajehe uaTepecoBame Biana 3a ICAM-1 kao jemHor o HajBakHHUjET (HakTOpa MeaUjalnje
KOHTaKTa u3Mel)y eHjoTenHux henuja v JeyKoluTa U HaKHAJHE PEOKITy3Hje KPBHUX CyI0Ba
HAKOH peKaHalIM3alllje UCXEMHUYHOT MOoxJIaHor yaapa. (124,127). Ctumynanuja ekcrpecuja
ICAM-1 Ha engorennuM henmjama Mo3ra HaKOH MCXEMHje MHIYKOBaHA je MH(IAMaTOPHUM
Menujaropuma, NUTOKMHMMA, kKao mTo cy IL1-o m TNF-a (123). V in vitro cryauju Ha
OpUMapHO] KyATYpH EHIOTENHHMX helrja Mo3ra H3JIO0KEHHX HCXeMHju-penepdysuju
noka3aHa je moBehana cunTe3a WPHK 3a ICAM-1. I'pyme ayropa cy mokaszaie na je
nosehame cunre3a nPHK 3a ICAM-1 y in vitro cTyauju uMaino cBoj HajBuIH HUBO 4-10 catu
HaKOH penepdy3uje U MOrJia ce IEeTEKTOBATH U JI0 HeleJby JaHa HakoH penepdysuje hemuja
(128-131). Pesynratm Hammx eKcliepuMEHaTa TMPUKa3aHUX Y OBOj CTYIOUjU Cy Takohe
HNOTBPAMJIM CTUMYJAaTUBHU edekar ucxemuje-pernepdysuje Ha eHpoTenHe hemuje Mmo3sra.
[Torehana excrpecuja nPHK 3a ICAM-1 ox yerpHaecT myTta 24 4aca HaKOH HCXEMHUje-
periepdy3uje 'y in Vitro eKCIIEpUMEHTHMAa TPUKA3aHUX Y HaAIIUM pe3yJITaTuMa
HEJIBOCMHUCIICHO MOKa3yje jak yTHIla] UCXeMHje U pernepdy3uje Ha CHHTE3y OBOT aXe3HOHOT

monekyna (Cnuka 7., Cnuka 9., Cnukal(.). CTynuja Ha maroBUMa U3JI0KEHUX TPaH3U]jEHTHO]
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oKIy3uja 1iepebpanHe apTepuje mokaszana je noBehame cunTeze nPHK 3a ICAM-1 y gemy
MoO3ra Kojer BacKynapusyje oBa aprepujcka rpana (132). Hamwm in vivo pe3yntatu Takohe umy
y mpuiior noBehaHoj CHHTE3M OBOT a/IXe3MOHOT MOJIEKYyJa Ha €HAOTeNHUM henmjama mosra
MulIeBa 24 dYaca HaKOH EKCIIEPHUMEHTATHOT Mojeja HMCXEMUYHOT MOXKIAaHOT yapa
(Cnukal2., Cnukal3.).

HcTpaxkuBama Ha manujeHTHUMa Takohe notphyjy 3nauajnoct ICAM-1 monekyna Ha pa3Boj
UH(IIAMAaTOPHOT OATOBOpAa HAaKOH HCXEMHYHOT MoKAaHor ynapa. [loBehana kommumHa
conyommnor ICAM-1 nerekToBaHa je KO/ MalyjeHaTa HAKOH MCXEMHYHOT MOXKIAHOT yaapa
(124,133).

VY HeKOJHMKO CTyJHja TMOKa3aHU Cy 3HA4ajHU TepamnujCcKu pe3yaTaTd WHXUOWMIIMJOM OBOT
a/IXe3MOHOT MOJIEKYyJIa HAKOH ncxeMuje Mosra. Tpancrenu mumneBn Mmytant 3a ICAM-1 ren
MMaJii Cy Mame omTeheme Mo3ra HAaKOH OKITY3Hje CPEebe MOXKIaHe apTepHje y mopehemy ca
muieBuma 6e3 oBe mytaruje (134). Konx TpaH3ujeHTHE MCXeMHje MoO3ra ynmorpeba aHTH-
ICAM-1 anTHTena 3Ha4ajHO cMamyje omreheme TkuBa (135-137), akymynanujy HeyTpoduia
(132,134) wu amonro3y (138). V cryamjama Ha 3e4eBHMMa TpPETMaH MOHOKJIOHATHUM
catutenoM Ha ICAM-1 cmamyje Heyposomkuo omteheme y3pokoBaHo embomycom (135).
Antuundnamaropuu jek HMOynpoden mnokazao je 3HayajaH YTHIIQ] HA CHUHTE3y OBOT
a/IXe3MOHOT MOJIeKysa. TpeTMaH OBUM JIEKOM 3HAuYajHO je CMamHo omreheme TKUBa MOo3ra
HakoH wucxemuje. Tepamujcku ycmex HMOympodeHa HaydHHIIM Cy JOBEIH y Be3y ca
WHXUOUTOPHUM JIejcTBOM OBoOr Jieka Ha cuHTe3y ICAM-1 aaxe3monor moisekyna (139). Ha
OCHOBY 3HQ4ajHOT MecCTa KOje OBaj aaXxe3HOHU MOJIEKYI 3ay3uMa y mpomaranuju omrehema
TKMBa HAKOH MOX/IAHOT yAapa O] KIMHUYKE CTYAMj€ Ha MallijeHTHMa OYEKHBAO CE€ BEITUKHU
UCKOpaK y Tepanuju MOXXIaHOT ynapa. Jymino ciemna, miane6o KOHTpOJHMCaHa CTyauja ca
antu-ICAM-1 anturenom (Enlimomab, Boehringer, Ingelheim, Germany) 6una je Beoma
pazodapaBajyha jep HHCY TOCTHTHYTH OYeKHMBaHU pe3ynratu. TpetrmaH aHTU-ICAM-1
AHTUTEJIOM LIECT CaTH HAaKOH MCXEMHje MUMAJIO je BeoMa 030MJbHE HEeXeJbeHe e(eKTe U Huje
JIOBEO JI0 HUKAKBE Pa3JIKe y onopaBKy manujeHara 90 maHa HakoH MoxaaHor yaapa (140).
Moryhu pa3no3u 3a HEyClex OBe CTyauje je KOopuimheme HEeXyMaHW30BaHOT MHUIIIHjEr
aHTHTeNa KOJl TallerjeHara KoJ KOjuX HHUje JOIUIO 0 peKaHaiu3aluje KpBHOr cyna. CBu
NAalMJHTH YKJBYYEHU Y OBY CTYAH]y Cy MMalM IEpMaHEHTHY OKJIYy3Mjy KpBHOT cynaa. 300r
3rauaja [CAM-1 y penepdysujonom omrehemy TkuBa Moxna 6u Tepanvja aHTH-ICAM-1
AHTUTEJIOM Jajia 0oJbe pe3ysiTaTe KoJ MalMjeHaTa HaKOH peKaHalu3aluje KPBHOT Cyna y
OJIHOCY Ha OHE ca MepPMaHEHTHOM MCXEMH]JOM MO3Ta.

Kao HOTCHI_II/IjaJ'IHy TepaHI/IjCKy NPUMCHY CIIMPOHOJIAKTOHA KOJ MOKIAHOT yJapa HUCIIUTaIN
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cMo ytuIaj oBor jeka Ha cuHTe3y ICAM-1 HakoH HcXeMUYHO-pernepdy3roHor omrehema.
Pesynratu n1oOujeHH y HaIIOj in Vitro CTYyIUjH MOKa3alH Cy J1a CIMPOHOJAKTOH JOBOAM JI0
nyrio Mame cuaTe3e nPHK 3a ICAM-1 kon henmja TpeTupaHux Ha MOYETKY perepdysuje y
onHocy Ha koHTponHe henmuje (Crmuka 7.). OBako cmameme cuHTe3e MPHK 3a ICAM-1
MPOjEKTOBAJIO CE€ M Ha CMHTE3Yy CaMOr MOJIEKyJIa T/ie je 3a0eNeXeHo QyIyio Mama cCuHTe3a 24
yaca HakoH perniepdysuje ko henuja TpeTUpaHUX CIUPOHOIIAKTOHOM Y OJIHOCY Ha hemnuje 6e3
tpetmana (Cnuka 9., Cnuka 10.). Wnentuune pesyarate cMO JOOWIM W Y in Vivo
eKCIIEpUMEHTHMAa Ha MHUIIEBUMa Te je CuHTe3a aaxe3noHor mosekyina ICAM-1 wakoH
u3Jarama KUBOTHIbA EKCIIEPUMEHTATHOM MOJIENy HCXEMHUYHOT MOXKJIAHOT yJapa Ouia qyrio
Mamba KOJ )KHUBOTHIbA TPETUPAHUX OBHM JIEKOM Ha moueTky penepdysuje (Cnuka 12.,Cinxa
13.). CniupoHONAKTOH je TIoKa3a0 3Ha4ajHO UXHOUTOPHO NiejcTBO Ha cuHTe3y ICAM-1 HakoH
in vitro W in vivo Molela MOXIAHOT yJapa IITO Jaje JO0JaTHy MOTYhHOCT HeroBe
MOTEHIIMjaTHE TepalujcKe MpUMEHe.

Hcxemuja u penepdysuja Takohe 10Boje 10 CTUMYJAIMje CUHTE3€ a30THUX OKCHJA Kao jOIII
JeIHOT BaKHOT MenujaTopa WHQIAMAaTOPHOT OAroBopa TKuUBa Mo3ra. A3oTHu okcun (NO)
MPEJCTaBJba CUTHAIHM MOJIEKYJ YKJBYYEH Yy BakHe (DHU3HMOIJIOIIKE MpoIlece Kao IITO Cy
HEYpOHCKa KOMYHHUKallMja, UMYHOJIOIIKA OJ0paHa U pEryjucame BacKyJapHOT TOHYca.
A30THM OKCHJ TMpeJCTaB/ba BeoMa cTabMjaH rac M Jjako aupyHayje Kpo3 henmjcky
MeMOpany noBojehu mo omrehema muwbHUX Mojekyna yaytap hemwmje (141). Iponykmmja
a30THOT' OKCHJIa MOCpeJoBaHa je eH3uMoM a30THU okcuj cuHreraza (NOS). Iloctoje Tpu
rmaBHe popme NOS: veyponan NOS (nNOS wnau NOS 1), uaaymubunan NOS (iNOS mnm
NOS 2,) u ennorenau NOS (eNOS umun NOS 3). 360r cBoje 3HA4ajHOCTH Y MCXEMHjYHO
penepdy3noHoMm omrehemy y Hamioj ctyauju cMo ce dpokycupanu Ha iNOS u eNOS. iNOS je
WHIYIMOWIaH MOJIEKYJT M jaBJba ce y mporecuMa uHbaamaije A0k je eNOS KOHCTaHTHO
OpUCyTaH M peryiuiie ToHyc Backynatype (142). YV undnamanuju kao mMOCIeAUIIN
ucxeMuyHo penepdysuonor omrehema NO goBoau no omrehewa JIHK. (143) V cnyuajy
ucxemuje moBehana cuHTe3a eNOS W HEroB Ba3oWIATAIIMOHU e(eKaT MMajy TOBOJHHO
JIEJCTBO YCJIe CMamkEHOT JOTOKAa KPBU Y MCXEMHYHO Moapyduje mosra (144). 3a paznuky of
eNOS mnosehana cuaTe3a iINOS y cTamby HCXEMHje MO3ra JIOBOAM 10 J0JaTHOT omrehema
TKUBa CcTBapameM mnepokcuHuTuta.(143). Kommerentne henuje 3a cunaTesy iNOS cy
HeyTpoduiu, Makpodasu, MUKporivja U eHnorenHe hemuje mosra. IloBehana excmpecuja
iNOS ctumynucana ncxemujom cpehe ce Kako KOj KHBOTHECKHX MOJEa MOXKIaHOT yaapa
(145,146) Tako u koA MalMjeHaTa HakoH ucxemuhHor moxaaHor yaapa (147). Excrnpecuja

INOS mouume Beh y mpBHM caThMa HakOH MOXKIAHOT yAapa M JOCTWXe HajBehu HHMBO
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excripecuje 48 caTu HAKOH MOYeTKa Hcxemuje. Pesyntatu Haime crtyawje Takohe Uy y
npwior mnoehaHOj eKCHpecHju OBOr €H3MMa. Y HallUM in  Vitro eKCIepuMEHTHMA
KHCEOHWYHO TIIYKO3Ha JeTpuBalldja je y3pokoBayia Ayruio Behe moBehame TpaHCKpUIIIIH]e
nPHK 3a iNOS u eNOS 24 yaca nakoH penepdysuje (Cnuka 8.). OBako moBehana cunTesa
nPHK 3a iNOS noBema je g0 tpu myrta Behe cuHTe3e oBor ensuma koa Bend.3 mumjux
eHoTenHux henmuja mosra 24 yaca HakoH pernepdysuje (Cnuxa 10.). Pesynratu Hammx in
Vivo eKkcrepuMeHaTta OWIM Cy HWACHTUYHH OHUMa JIOOWjeHHUM Yy in Vitro CTyIUjH.
TpaH3ujeHTHA UCXEMUja Cpelbe MOXKIAaHE apTepHje KOJl MUIIEeBa JOBEJa je 10 BHIIE HETO
nymior nmoBehamwa cunate3e ensuma iINOS u eNOS y M0o3Ty 0BUX JKMBOTHHA 24 Yaca HaKOH
penepdysuje y OAHOCY Ha KUBOTHH-€ KOje HHCY M3jaraHe MoxjaaHoj ucxemuju (Cnuka 13.).
Bume crynuja cy nokasane ga uaxuOunuja cuatese iNOS 10BOAM M 10 Mamer WHdpapKra
MO3Ta M JIAaKIIeT HEYPOJIOIIKOT olTehema HaKOH MCXEMHYHOT MOXKIaHor ynapa (148,149).
Crynuje Ha muIIeBUMa ca "HokayTupaHum' reHoMm 3a cuHTe3y INOS mokaszane cy 3HATHO
MambU MH(APKT Yy OJHOCY Ha XKUBOTHHe 0e3 myrammje (148). Ce mocanamime CTyauje cy
noka3ane na moBehana cuHTe3a INOS Bomu ka Texem omrtehemy Mo3ra HaKOH HCXEMHUje-
perniepdys3rje MTO Ta CTaB/ba y MO3WIH]y J00pe MeTe 3a aHTHMH(IAMATOPHY TEpamujy
UCXEMUYHOT MOXKIAHOT yaapa. Ha ocHOBY pesyiTara W3 HaBeIE€HUX CTyJWja UCIUTAIU CMO
MOTEHIMjATHA TIOBOJbaH edeKaT CIHUPOHONAKTOHA HAa OBa J[Ba BEOMa BaKHA €H3UMa Y
UH(IIAMAaTOPHOM OATOBOPY TKHBa MO3ra Ha ucxemujy. Hamm pesynratu y in vitro cTyauju
Ha Bend.3 henujama cy mokaszanm 1a ClMPOHOJIAKTOH JIeTyj€ CYIIPECUBHO Ha CUHTE3Yy €H3UMa
iINOS y3pokyjyhu nymno mamy cunresy MPHK 3a oBaj eH3uM u Tpu myTa Mamy CHHTE3Y
caMmor eH3uMma KoJ henuja TpeTupaHuX OBMM JIEKOM HAaKOH penepdysuje ox 24 yaca y ofHOCY
Ha koHTponHe hemnje (Cnuka 8., Cnuka 10.). YV cTyauju Ha MumeBrMa Takohe CMO yOUHITU
3Ha4YajHO CYNPECHUBHO JEJCTBO CHUpoHONakTOHa Ha cuHTe3y INOS. Tperman
CIIUPOHOJAKTOHOM CMamHO je CHHTE3y OBOT €H3MMa 3a TpehuHy CHHTE3e PerucTpoBaHE KOJI
KHUBOTHHba 0e3 TpeTMaHa Ha noueTky penepdysuje (Cnuka 13.). Jour jenan noBosbaH edexar
CIIUPOHOJIAKTOHA youeH je Ha cuHTedy eNOS. Hama in vitro crymuja je mokaszana naa je
CITUPOHOJIAKTOH JIOBEO /10 3HadajHor nmoBehama cuuTese MPHK a mocnenuyno u g0 mosehane
npoaykuuje u camor ensuma eNOS HakoH ucxemuje-penepdysuje (Camka 8., Crnukal(.).
Kon exciepuMeHTaIHUX KUBOTHIbA, Y i ViVO €KCIIEPUMEHTHMA, U3JI0KEHUX TPaH3UjeHTHO]
OKJIY3UJU CpEeIhe MOXIAHE apTepHje TPEeTMaH CIHUPOHOJAKTOHOM JIOBEO je€ JIO 3HA4YajHOT
noBehama cHHTE3€ OBOT €H3UMa Yy MO3TYy JKHBOTHEa HAaKOH pernepdysuje y OJHOCY Ha
KUBOTUIbEe 0e3 TpermaHa (Cnuka 13). 300r Ba3oquiIaTaTOpHOT JI€jCTBA OBOT €H3UMa Ha

KPpBHC CYyJIOBC€ MO3ra TpPETMaH CIHHUPOHOJIIAKTOHOM TMPCACTaB/ba IIOBOJbAH YTI/II_Iaj Ha
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nepdy3ujy mos3ra y npBux 24 ugaca HakoH pernep¢ysuje. CIMPOHOJIAKTOH ca H3PaKEHUM
CYNPECUBHUM J€jcTBOM Ha cuHTe3y INOS u cTUMynaTHMBHHUM J€jcTBOM Ha cuHTe3y eNOS
NPUKa3aHUM Yy OBOj CTYIHjH MpPEJCTaBJba BeOMa T0OPO MOTEHIIMjATHO TEPAITU]CKO CPEJCTBO

3a HCXeMHYHO penepdy3noHo omreheme TKHBa MO3ra HAKOH HCXEMHYHOT MOXKJIaHOT yJapa.

522. Vmuyaj cnupononaxmona Ha MeNCUHY  HeYpONIOWIKoz  ouimehera  HAKOH

EeKCnepumermainoe MOOeNa UCXEMUYHO2 MONCOAHO2 y()apa

VY (usnonomkuM ycioBUMa MHKPOBACKyJaTypa MoO3ra Kao JIe0 KPBHOMOXjIaHe Oapujepe
IpEepeCTaBIba BPJIO PECTPUKTUBHY CTPYKTYPY 3@ MPOJa3 KOMIIOHEHTH UMYHOI CHCTEMa U3
KPBH Yy TKHBO OJpkaBajyhnm MoO3ak HMMYHONPUBWIIETOBAaHHUM OpraHoM. KpBHO-MOXkIaHa
Oapujepa orpaHuyaBa MpoJia3ak MOHOLWTA, JTUMGOLMTA U APYTUX JEYKOLUUTa U3 KPBU Y
TKUBO MoO3ra. Y TOKYy HCXEMHYHO perepdy3noHor omrehema Mo3ra Joja3d 0 CHHTE3e
pa3NUYUTUX MeAMjaTopa 3anajbemha (IMTOKHHU, CIO00JHHUX pajuKaja, €MKOCAHOWAM) KOjU
noBojge g0 noBehama  MPOMyCTJEMBOCTH — KpBHO-MOXkaaHe  Oapujepe  (150,151).
WNudnamatopau menujatopu y CKJIONY MCXEMHYHO perepdys3uoHor omrehema JA0BOAE 10
(GYHKIIMOHATHUX U MOJIEKYJIApHUX TpOMEHa KpBHOMOX1aHe Oapujepe y3pokyjyhu nosehame
meHe npomnyctibuBoctu (152,153). Benuku Opoj crynuja je moka3zao 3HauajHO noBehame
nepMadmIMTeTa KPBHOMOX/IaHe OapHjepe HAKOH HM3Jiarama WH(IAMAaTOPHUM MEIHjaTOpUMa
kao mro cy IL-1, TNF-a, xuctamun (154,155). Murpanuja neykouura y HCXEMHUJOM
3axBalieHOM TKHBY M JiaJbe je MPEeIMET UCTPAKHUBamba ajlH je 3a caja CUTYPHO J1a aJIXC3HOHH
MOJIEKYJIM, IIUTOKUHM M XEMOKMHHM HMajy BakHy yjory y oBoM mpouecy (152,156,157).
[ToBehame TpoMyCcTILUBOCTH KPBHOMOXKIaHE OapHjepe MpeacTaBiba HHUIM]aTHI MEXaHU3aM
KOJH BOJM Ka HacTajalby €IeMa, Mpojaza JIEYyKOIMTa y TKHUBO MO3ra, ociiobahame
uHpIAMAaTOPHUX MeaujaTopa IITO JOBOAM 1O HacTajawa circulus vitiosusa W
UpeBep3uOMIHOT omTehema TKMBAa Mo3ra. JaunHa HH(IaMaTOPHOI Tpolieca AUPEKTHO ce
JIOBOJIA Y BE3y Ca TeXKHHOM oimTehemha HAKOH UCXEMHYHO pernepdy3noHor omrehema Mo3ra.
[ToBehana mporycTIFUBOCT KPBHOMOXKIaHE OapHjepe HAKOH MOXKJAHOT yaapa 4ecTO BOJH Ka
TOTAJHO]  JE3UHTErpallfji  KPBHO-MOXIaHe Oapujepe W HACTaHKa XEMOparuvHe
TpaHcopMalrje HCXeMUYHOT MoxkjaaHor ynapa (35,158). Ha KMBOTHECKUM MoOJEIHMa
TIOKA3aHO j€ Jla ce OTBapame KPBHOMOXKIaHE Oapujepe HAKOH pernepdysuje oABHja ce y JBe
daze (159-161). IIpBa da3za oTBapama je TpaH3MjeHTHA U HACTaj€ HEKOJIMKO CaTH OJ MOoYeTKa
penepdysuje. Mexanuzam oTBapama Oapujepe y mpBoj (a3u je xeMoIuHaAMHUUKE MPUPOJIE

y3pOKOBaH penepdy3ujoM M KapakTepuile ra TyOMTaK ayToperyjalnuje W peakTHBHA
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xurepemuja. CTyauje Ha XKHUBOTHEAMa KAa0 W KIMHUYKA WCIHTHUBAmkba Cy MOKa3aia BaXKHY
yJIOTy akyMmyJjaluje cloOOJHHX pajauKaia M MaTrpukc metanomnporenHaza (MMII) y oBoj
da3u oTBapama KPBHOMOXIaHE Oapujepe, HapymiaBajyhu wHTerputeT OaszaiHe JIaMUHE U
peMerehu HWHTETpUTET MHKpoBackymarype (65,162-166). [dpyra ¢aza oTBapama KpBHO
MokaaHe Oapujepe Hactaje 12 nmo 24 caTu HakoH perepdysuje U TOKJIamna ce ca
MaKCHMaJTHUM HH(IaMaTOPHUM OJrOBOPOM TKMBa Ha ucxeMujy-penepdysujy (119,167-169).
Mopdonomku oBa ¢a3za orBapama KPBHOMOXKIaHE Oapujepe Kopelrpa ca peopraHu3aIiijoM
AKTUHCKOT IIMTOCKEJeTa M PEeAUCTPUOYILHjoM NpoTeHHa helHjcKuX CIOjHUIAa ca Iula3Mma
MeMOpaHe y nuroruiazmy (170,171). PesynraTu Hamie cTyauje cy Takohe mokasanu oudaszHo
OTBapame KpPBHOMOXaHE Oapujepe MepemeM TPAaHCEHIOTETHE PEe3UCTEHIE HaKOH
KHCEOHUYHO-TIIYKO3HE JenpuBanuje y in vitro excnepumentuma (Cmuka 11.). OTBapame
KpBHOMOXaHe Oapujepe JO0BOAM JO HACcTaHKa e€JeMa, aKyMmyjaldje JEyKOIHTa W
npoayOJbuBamka KIMHUYKE CIUKE HAKOH HCXEMUYHOT MOXKIaHOT ymapa. Ha ocHoBy
MoCTOjama BEMKOT Opoja JoKasza Jaa nHpIamalyja TKHBa KOpelupa ca BeTHYHHOM eleMa U
omrehemeM TKMBAa MO3ra HAaKOH HCXeMuje-penepdys3mje ucnuTanu cMo yrtunaj Beh
MOKa3aHOT aHTHUHH()IAMATOPHOT JejcTBa CHHPOHOJAKTOHA HA €/1eM, BEIUYMHY HH(apKTa,
HEYpOJIOIIKO olnTeheme M NMpeKuBbaBambe KUBOTHEA HAKOH EKCIEPUMEHTATHOT MOjela
UCXEMHYHOT MOKIAHOT yjaapa. Pe3yiaratu oBe cTyaMje Cy IMOKas3ajly 3HATHO MamU €IeM U
UH(APKT MO3ra KOJ| )KHBOTHIA TPETUPAHUX CIIMPOHOJIAKTOHOM HAKOH MOJIENIa UCXEMHYHOT
MOXJAHOT ynapa MepeHo 24 daca ox pernepdys3vje y OJHOCY Ha TPYIy XUBOTHEA 0O€3
TpeTMaHa HakoH penepdysuje (Cnuka 14., Couka 15.). CmameHn nH(IaAMaTOPHU OATOBOP
TKMBA YyClie[ Tepanuje CIUPOHOJAKTOHOM YMAamHO je MPOIMYCTJBUBOCT KPBHOMOXKIAHE
Oapujepe W Ha Ta] HAYMH CMamHO eneM, omreheme TKUBa U oMoryhuo 0OJbM OMOpaBaK U
nyxe npexuBibaBambe (Cnuka 16., Couka 17.). V in vitro cTynuju cMO Takohe youunau u
MoKa3ajnu 3HATHO OoJbe OuyBaH HHTErpuTeT Mehyhenujckux Be3a eHjoTenHHX henuja
TPETUPAHUX CIUPOHOJIAKTOHOM HAKOH KHCEOHHYHO-TJIYKO3HE JIeNpUBaIfje, MepemheM
TPAHCEHJOTEITHE PE3UCTEHIIE Y OJHOCY Ha Tpymy uyenuja Oe3 Tpermana (Cnuka 11.).
KuBoTnme TpeTHpaHe OBUM JIEKOM HaKOH perepdysuje uMaie cy dyeTupH Imyrta Behe mance
na npexuBe 10 maHa HaKOH HcxeMuje-penepdysuje Ol rpyre KHBOTHEA 0e3 TpeTMaHa.
AHTHMH(}IAMAaTOPHO JEjCTBO CIMPOHOJAKTOHA cMamyjyhu eneM, BelWuMHy HMH(MapKTa U
Heypousiomko omreheme oMoryhmio je 3HaTHO 00Jbe NPEXKHBIHABAKE M OPXKH OMOpaBaK
KUBOTHHA HAKOH MOJIENIa HCXEMUYHOT MOXKIAHOT yAapa IITO Jaje JoOpy OCHOBY 3a Jajba
UCTPKMBAka TEPANUjCKUX MOTYhHOCTH ymoTpeOe CIHPOHOJAKTOHA HAKOH HCXEMHYHOT

MOXKIOAaHOT yaapa U KOI JbyAH.
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5.2.3. Monexkynapnu mexaHuzam anmuuH@IaMamopHoz 0ejcmea CHRUpPOHONAKMOHA Hd

ucxemuuno penepgysuono ouimehere.

NudnamatopHu reHH ce€ 4YeCcTO TPAaHCKPUNTY]y Kao KJIacTepu BHUIIE DPA3IUYUTHX T'eHa
perylnucaHux UCTHM TpaHCKpuniuoHuM (aktopom. NF-kB mpeacraBma KIbydHU
TPAHCKPUINIIIMOHH (aKTOp y WHGIAMANM]A HEONMXOJaH 3a TPAHCKPHUIIIHU]Y Pa3sTUIATHX
npouHdaamaTopaux meaujatopa (172,173). Benuku Opoj reHa yKJbydeHUX y HHGIaAMAIH]y
nocenyje gynkunonanuu kB perumon. Haj3nawajuuju cy renu 3a untepieykus-1 (IL-1),
tymopHekposuchaktopanda (TNF-ao)untepneykun-6 (IL-6), wunTepneykun-10, (IL-10),
MOHOIMTHU XeMmoaTpakTuiaHu nporeud-1 (MCP-1), ICAM-1, ICAM-2, nukinookcureHasze-2
(COX2) n iNOS. Crynuje Ha in vivo MOACIIMMA UCXEMUIHOT MOKJAHOT yjiapa mokaszajie Cy
BPEMEHCKH MPOMEHJbMBO AaKTUBHPAE U BE3WBaE TPAHCKPHUMIIMOHUX (aKkTopa Kao M Ja
aKTUBallMja OBOT TPAHCKPHUMIIMOHOT (akTopa BOAM Ka aloNTO3U AKTHBUPAHEM
anontoTHukux Mexanm3ama y hemuju (174). Xumokcuja u penepdysuja Mo3ra cmarpa ce
BEOMa CHa)XHHM aKTHBATOPOM OBOT TPAaHCKPHITIIMOHOT (haKkTOpa KOJ €HAOTEeNHHX hemnmja ca
MOCJICTMYHOM CHHTE30M ITMTOKMHA W XeMokuHa (175,176). Tpanciokanuja NF-kB Hakon
ucxemuje pernepdysuje MoYnbe joul y MPBUM MUHYTUMAa UCXEMHU]j€ U MOXKeE Ce JIE€TEKTOBAaTH U
1o 72 cata HakoH penepdysuje (177/179). Hamm pe3ynratu npuka3zaHu y OBOj CTYIUJH Uy Y
MPWJIOT OBUM TBpJkaMa O paHO] M CHAXHO] aKkTUBaUMjU U TpaHciokaiuju NF-kB mnon
yrunajeMm ucxemuje-penepdysuje. OapehuBamem aktuupanor NF-kB kxommiekca y in vitro
eKCIIePUMEHTHMA T0Ka3alld CMO HEeTOBY CHAKHY aKTHUBAIlM]y W PEJIOKAIN3aIujy y jeapy Beh
HaKOH 1aBa cata ojn penepdysuje (Crnuka 18.). UurtaB mpomec mnpaheHn je moBehanom
dbochopunanujom IkBa wmaxuOutopror mporemna (Caumka 19.). Ha momenuma rioGamHe
UCXEMHje MO3ra Tpyla ayTopa je MoKa3ajla CHa)XKHY aKTHBAIMjy OBOT TPAHCKPHUIIIMOHOT
daxTopa y xunokamnycy (174). IloBehana cunre3za aaxeszuonor moisiekyna ICAM-1 Ha
eHI0TeIHUM henmjamMa Mo3ra TPEeTUPAHHWX ITUTOKWHMMA JIOBEACHA je Y TUPEKTHY Be3y ca
aktuBauujom NF-kB (180). NF-kB kao Haj3HayajHUjU TpPaHCKPUIIUMOHU (aKTop Yy
uHbramanuju OWO je MeTa UHXUOUIMjEe Yy pa3lIuyuTUM OojiecTUMa y3pPOKOBAaHUM
uHpramanujoM. PeymatommaHu apTpUTUC Kao MpUMAapHO HH(IAMATOPHO O0OJBECHE
NpEeACTaBIbaANIO je 100ap MOJUIOH 32 UCITUTHBAE TEPAINjCKe MOTYYHOCTH HHXHOuIMje NF-
«kB. Nuxubumnuja aktuBHoctu IKK-B 3HauajHo ymMamyje mocnenuiie ajjyBaHTHOT apTpPHUTHCA
(181,182). briokaga NF-kB momohy onuronykineornaa nHXuOupa pa3Boj MOCTCTPENTOKOKHOT

U KOJareH WHAyKOBaHOT apTputhca kox mnarnoBa (183,184). Tperman cnemubpuunaum T
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henujckum uaxubutopom NF-kB 3HahajHo cmamyje TeXUHY KOJAareH WHIyKOBaHOT
aptputuca ko mumiena (185). ITopen peymatouanor aprpuruca 61okaga NF-kB nokazana je
NOTEHIMjATHO TEpanujcko AejctBo U koJ Kponose Oonectu. JlokanmHUM TpeTMaHOM p65
antisense OJUTOHYKJIECOTHIOM MOCTUTHYTA je KOMILIETHA pe3onyija KpoHoBe Oosiectu 6e3
JNETEKTUOMTHE KIMHWYKE W XHUCTONomKe akTuBHOCTH (182). 300r cBOje KJby4HE yioTe y
uHpramanuju MHXUOuUTOpHa Tepanuja NF-kB mmana Ou Benukd NMOTEHIUjall y NPUMEHHU
HAKOH MOXIaHOT yJapa.

Pa3uu aHTMMHGIAMATOpPHU JIEKOBHM KOJU C€ JaHac KOPUCTE Y Tepanuju MoJIUu(pUKY)]y
aktuBHocT NF-«kB. Hexkm ox edekara cyndacanazuna, acnupuHa Kao H  JIPYTHX
HECTEPOUIHUX AHTHUMH(IAMATOPHUX JIEKOBa Kao M KOPTUKOCTepouJa KOpHIINEeHuX Yy
tepanuju KpoHoBe Ooiectu, acTMe, Icopujasze, peyMaTOHIHOT apTpUTa Cy TOCPEIOBaHU
ynpaso uaxuduijom NF-xB. Cyndocanazun u nedpamynomus 610kupajy Tpanciokamujy NF-
kB mocpenctBom unxubunuje nerpaganuje IkBo. Acnupun Takohe (QyHKIHMOHUIIE Kao
komnetuTuBHU nHXUOUTOp IKK-B. MehyTum, cBu 0BH JIeKOBU HUCY crielu(UIHU OJIO0KATOpU
NF-kB u 3axTeBajy nmpuMeHy BEJIMKHX J03a Jla OM MOCTHIJIEC a/leKBaTHY MHXHOUIIM]Y OBOT
TPAHCKPUIILIUOHOT (aKTopa.

brnokatop MUHEPaTOKOPTHUKOUIHOT PEIENTOpa, CIIUPOHOIAKTOH KOJU C€ MHA4Ye HE KOPHUCTU
Kao aHTUMH(IAMATOPHU JIEK Yy HAIIOj CTYyIUjU je MOKa3a0 3HA4ajHO aHTUHUH(IaMaTOPHO
JIejCTBO HAKOH EKCHEPUMEHTATHOT MOJella HMCXEMUYHOT MOXJaHOT ynaapa. 300r cBOT
IIMPOKOT ¥ CBEOOYXBAaTHOI AaHTUMH(IAMATOPHOT JI€jCTBA MCIUTAIM CMO YTHIIA]
CIUpOHOJAKTOHa Ha akTuBauujy p65 NF-«xB HakoH uCXeMHUYHOT MOXAAHOT yjaapa.
Pesynratu Hammx in vitro MCTpaXHBama MOKA3ald Cy 3HAa4YajaH WMHXUOUTOPHHU YTHIA]
CIIUPOHOJIAKTOHA Ha akTuBanujy NF-kB HakoH KHMCEOHWYHO Tiyko3He aenpuBamuje (Criuka
18.). henuje TpeTrupaHe CNHUPOHOJIAKTOHOM HAKOH KHUCEOHWYHO TIJIYKO3HE JerpuBalije
uMaJe cy 3HaTHO Mamy akTuBalujy u Tpanciokamnujy NF-kB y jeapo. (Cnuka 20.) y ogHOCy
Ha henuje 6e3 TpermaHa. Y HamMM pe3ylTaTUMa IMOKa3ald CMO Ja jé CIHMPOHOJAKTOHOM
ycloBJbeHa MHXUOMIHja akTuBanuje NF-kB mocpenoBana crabmimmsanujom komruiakca IkBa-
NFkB noBomehu mo mame dochopmranmje IkBo m ocmobahama aktuBHe (hopme NFxB
(Cnuxa 19.). Ha ocHOBY oBHX pe3yiTara MoxkeMo pehu na je jemaH oJf MOJEKyJIapHUX
MeXaHH3aMa aHTHUMH(IaMaTOpHOr JejcTBa CHUpoHOJakTOoHa Ha Bend.3 henuje HakoH
KHCEOHUYHO TIIYKO3HE JenpHBandje mnocpenoBan uHxuOummjom NFkB mrTo noBogm 1o
OIIITEr CMameHkha CHHTE3e HH(IAMATOPHUX MeaujaTopa. 3a pa3liuKy OJ JAPYIHX JIEeKOBa
CIUPOHOJIAKTOH j€ y3pokoBao 3HauajHy uHxuOunujy NFxB y Beoma HHCKO] Tepariujckoj

JI03M IITO OJIAKIIaBa HETOBY €BEHTYaJHY NMPHUMEHY Yy Tepanuju penepdysuonor omrehema
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HAaKOH UCXCMUYHOI' MOXKIAHOT yaapa.

6. 3axmwyuax

HcxeMuuHu MOXJIaHU yAap HpeAcTaB/ba jeAaH o]l BoAehMX COLMOEKOHOMCKHX Ipobiiema
pa3BUjeHOT JIpyIITBA. 300T BETUKOT MOPTAJIUTETa M MHBAIMUIUTETA KOJU OCTaBJba 32 COOOM
UCXEMHYHU MOXJaHU yJap OKYyIupa MoceOHO HWHTEepecoBame HaydHe jaBHOcTH. M mopen
TOra IITO BEJIMKH OpOj JbyIU paau Ha yHampehemwy Tepanuje HCXEeMUYHOT MOXKJIaHOT yjaapa
HUje HampaB/beH BehM HCKOpak y oOBOj oOjacTu. JeauHH OA0OpeHH METOJ Jieuema je
TPOMOOJIMTHYKA Tepanuja Kao JOIMYHO TEePaNujCKO pelleHe 3a PeKaHaIu3alM]jy 3ammyIieHor
KpBHOT cyzaa. TpomOonmuTHuka Tepamyja ce J0ocTa Memala M ycaBpllaBajia y TOCIEHmBUX
MEeTHAECT TOJAWHA alld M JlaJbe TOCTOj€ BEIWKa OTpaHWYCHa KOpUITherma OBE TEPaIHjCcKe
metoze. [TaBHM HeocTaTIM MpeACTaBibajy KpaTak TE€paIlujcKU MPOo30p O HEKOJIMKO CaTH U
penepdy3uoHo omreheme ca XeMOparuuHOM TpaHc(opMaIjoM IMTO cMamyje ppexpeHIry
YCIIEIIHOCTH OBE Tepamujcke MeToie. Kao ocHOBa CBHX KOMIUIMKANMja TPOMOOTUTHYKE
Tepanuje Haja3u ce jak MHGIAMaTOpPHU OATOBOpP TKHMBA HAa pEKaHAJIM3alUjy a MoceOHO
eHJoTeNIHuX henuja Mo3ra KOMOPOMHUTYjyhu HHTErpuTeT KpBHOMOXJaHEe Oapujepe. 300r
CBEra HaBEJCHOI JlaHAC C€ BEJIMKM TPYA M CpEACTBA YyJaxy Yy MpOHAIaXeHwy HOBHUX
TPOMOOJIMTHYKUX areHaca, eHJI0BacKyJIapHUX MEXaHWYKHX ypehaja 3a JOKaaHy TpOMOOIH3y
Ka0 W pyTa 3a HUXOBY aQJMUHUCTPAIH]y, HEYPONPOTEKTHBHUX W AHTHHHQIaAMATOPHHUX
areHaca Kako OM ce IMOCTUTa0 IITO AYKHU TEPAUjCKH MPO30p AeNI0Bamka, CMambuiIa MOryhHOCT
10jaBe KOMIUIMKAIKja U Mo0oJbIao (PU3MOIIONUIKY oropaBak nanvjeHara. [locnenmsux roguna
OuJIo je BHINE pazIMYUTHX MMOKYyIIaja yBohema aHTHHH(IaMaTOpHE U HEYPONPOTEKTUBHE
Tepanvje y KJIMHUUYKO] MPaKCU areHaca Koju Cy Jaju ao0pe pe3yarare y jJabopaTopujCKUM
ycI0BUMa Mel)yTUM U3 pa3IMuuTHX pa3iiora HU jeJaH O] OBHMX IOKYIlaja HHUje Jao aJeKBaTHE
pe3yiaTare JIOK Cy ce HEeKH OJ1 HHX MMOKa3aJd Kao BeoMa LITeTHH. Y OBOj CTYyIUjU HA in Vivo
MUIIjEM MOJeNly MCXEeMHYHOT MOXKIAHOT yAapa H in Vitro MOJeNy KUCEOHHYHO-TITyKO3HE
JenpyrBallije MUIJUX €HI0TeNHUX henuja Mo3ra rmokasaju CMO BeoMa jak U CBeoOyxBaTaH
aHTUUH(IAMAaTOPHU edeKaT MajluxX J/03a CIUPOHOIAKTOHA AATUX HAKOH penepdysuje Ha
uH(pIaMaTOpHU (EHOTHIl TKMBA MO3ra W €HJOoTeJHUX henuja Mo3ra. CIMPOHOJAKTOH je Y
HAIlUM EKCIIEpUMEHTHMa JIOBEO JIO 3HAYajHOT CMamelkha CHHTE3€ CBHX TECTHPAHUX
WHPIaAMAaTOPHUX IIMTOKMHA, XEMOKHHA, aJXE3MOHUX MOJIEKyJa M CIOOOTHHUX pajKalia
HaKOH penepdysuje. HcnutuBamem MOJIEKYJIapHOT MeXaHU3Ma YO4EHOT

aHTI/II/IH(I)J'IaMaTOpHOF ,Z[CjCTBa OBOT JICKA YOUYHJIM CMO Jia TPCTMaH CIIUPOHOJIAKTOHOM JOBOAH
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no uWHXUOMIMje akTuBauuje W penokamuzanuje NF-kB kao jegHor o HajBaKHUJUX
TpaHCKpUNUMOHUX (akTopa y wuH(pIamanuju. CHUPOHONAKTOH Y3POKYyje CTAaOMIIM3aIN]jy
komiuiekca I[kBa-NFkB noonehm no cmamema dochopmranuje IkBoa u ocmobahama
aktuBHe (opmMe NFkB uynMme nupekTo yTude Ha CMameme CHHTE3e MH(IaMaTOpHUX
Menujatopa. TpeTMaH CITUPOHOJIAKTOHOM Ha TOYETKY perepdysuje J0BeO je 10 3HadajHO
Mamer HH(papKTa MO3ra, JIaKIIer HeypoJouKor omrtehema, Mame CMPTHOCTH U Opxer
(YHKIMOHAIHOT OMOpaBKa MUIIIEBAa HAKOH MOJIeNla HCXeMUYHOT MOKIAHOT yaapa.

Pesynrtatn moOujeHM y OBOj CTyIWju TpEACTaB/bajy n00py TOJa3Hy TadkKy 3a Jajbe
UCTIUTHBAk¢ aHTUMH(IIAMaTOPHOT JIEjCTBA OBOT JIeKa M HETOBY MOTEHIHMjAIHy NPUMEHY Kao
J0JlaTHE TEepanujcKe Mepe HAKOH peKaHajdu3alMje KPBHOI CyJa HAKOH HCXEMHYHOT
MOY/IaHOT yaapa. YTIoTpeOy CIUPOHOJIAKTOHA OJIaKIIaBa YME-EHHIIA Ja je TO JIEK Koju je Beh
Oyl HU3 TOJUHA y KIMHUYKO] yNMoTpeOu U J00po Cy HCIUTaHa CBa HEroBa HEXeJhbeHa
nejctBa. Jloza cnmpoHodakTOHa KopumheHa y OBOj CTYIAHMjH MpPEACTaB/ba MHHUMATHY
TepanujcKy 103y KopuiheHy y KIMHUYKO] MMPAaKCH IITO JOJaTHO CMamyje MOryhHOCT mojase
HEeXKeJbeHUX JiejcTBa. OBa cTyauja gaje moOpy IMoJIa3Hy OCHOBY M OTKPHBA CamoO MOBPIITUHY
JI0 caJia HEMO3HATOI aHTUMH(IAMATOPHOT JIejCTBa CIMPOHOIAKTOHA Mpyxajyhu MoryhHocT
32 Jajbe  UCTPaKMBAaWkE MOJEKYyJIapHOT MeXaHW3Ma OBOT  JejcTBa.  [lokaszaHo
aHTUUH(IAMAaTOPHO JI€JCTBO CIHMPOHOJAKTOHA Ha €HAOTeNIHe henuje Mo3ra ocTaBjba
MoryhHOCT TIpUMEHe OBOr JieKa KOJ CBUX O00OOJbeHa y YHjOj C€ OCHOBH Haasu
nH(pIIaMaTOpHU TpolleC Ha EHAOTETHUM henmMjama cmamyjyhu pH3WK 3a HacTaHak
nepedpoBackynapuux Ooinectu. Kon manujeHata Koj KOjUX TOCTOjU PH3UK 32 Pa3Boj
1epedpoBacKyIapHUX 000JbeHa 300p CBOI aHTUUH(IIAMATOPHOT JI€jCTBAa CIIMPOHOJIAKTOH OU
Tpebaso Ja wWMa TPEAHOCT Yy TEepanuju XUNEepTEeH3Wje Y OJHOCY Ha OcCTaye
aHTHXUINEpTeH3uBHe jekoBe. OBa cTyauja Oama jeJHO HOBO CBETJIO Ha Beh mo3HaTH Jek
CIIMPOHOJIAKTOH M OTBapa MOTYhHOCTH 32 H-erOBY IPUMEHY MOpe]l 0CaJalIbUX HHANKALH]a
Ha YUTaB HHU3 MH(IAMATOPHUX CTamkba KaKo y MPEBEHIMjU LEepeOpoBacKylapHUX O0JecTH
TaKO M Y HHXOBOM €BEHTYAJIHO] TE€paIvju ajli UCTOBPEMEHO OCTaBJba MOT'YNHOCTH 3a Jajba

WCTIUTHUBaMka MOJICKYJAPHUX MEXaHW3aMa HEeroBor aHTUUH(IaMaTOPHOT JI€jCTBA.
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