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CAXETAK

mwp oBe crymuje je 6mo nma ce ucnura edexar GopmanmHa u mapaduHCKOr OJ0Ka Ha
kBamurer JIHK wn3omoBane w3  pa3nuuuTuX  34paBUX TKHUBA H3Y3€TUX  TOKOM
CyJIcCKOMeTMIIMHCKUX o0aykiuja. Kopumhena cy 3apaBa TKMBa cpiia, jeTpe, Mo3ra, miyha u
OyOpera kxoja cy pukcupana y 10% nydepuzoBanom unu 4% HenyhepruzoBaHOM (GOPMATHHY
on 6h mo 2 mecema, kao W mapadMHCKH OJIOKOBH 3paBUX TKHBa CpIa, jeTpe M MO3Ta
apxuBupanu on 1988-2017. romune. Mopdonomke oanuke TKHBa Cy MpOydyaBaHE HAKOH
H&E 6ojema npenapara. JIHK je uzonoana nomohy ¢eHon-xs10podhopM-u30aMuIl ankoxoia
(PCI) u xomepuujanor kuta. Yucroha u npunoc JIHK cy ogpeheru criektpodhoToMeTpHjcKu.
Wnterputer uzonosane JJHK je oapehen PCR ammmudukanujom GPD1 (150bp), ACTB
(262bp) u RPL4 (407bp) rena. Ha xuctomopdosionike KapaKTepUCTHUKE TKUBA HE YTUYY HU
¢bukcupame TKUBa y pOpMaIMHy HU Kalylubeme y nmapaduncku 6mok. Excrpakuuja JJHK u3
y3opaka TkuBa PCl meTomom omoryhyje nooujame JJHK 6osber kBanmuteta o JIHK nobujene
koputthewem kuta. bossu kBamurer JJHK je y y3opuuma TkuBa ¢ukcupanux y 10%
nyhepuzoBanom opmanuny. He mocroju pasnuka y uncrohu u unrerpurery JJHK n3mehy
paznuuuTuX (UKCUpaHUX TKUBa, Beh camo y mpunocy: Hajsehu npunoc J[HK je mobujen y
y30plHMa W3 TKHBa jeTpe, a HajMamu W3 cpma u Mo3ra. JlyxwHa (uKcHpama yTHYe Ha
npunoc u uHterputrer JAHK: no 72h ¢ukcupamwa je moryhe ammnudukoBatu (parmenrte
nyxune 10 407bp, a 10 14 mana ¢pparmente 10 262bp. Hajsehu npunoc JIHK je mobOujen u3s
yKallyIJb€HOI TKHBa jeTpe, a M3 TKHMBa cpua M Mo3ra je usnoBana JIHK ouyBanujer
uHTerputera. Jly>kxnHa apxuBupama napaduHckux OjgokoBa TKuMBa yruye Ha kBanuter JJHK:
RPL4 je ammmmdukoBan go 6 roauna, ACTB nmo 26 rommna u GPD1 mo 30 roamna
apxuBupama napapunckux 01oxosa TkuBa. JIHK uzonosana PCI meTomom u3 TkMBa cpria u
Mo3ra Koja cy puxcupana y 10% nydepuzoBanom GpopMaanHy UMa HajOOJbU KBAIUTET, M CY
OBa TKMBA MOT0/IaHa 32 MOJIEKYJIapHO OMOJIONIKe aHaiIu3e U HakoH 30 roJMHa apXuBUpama.

K/bYYHE PEYM: cyackomenuuuHcKa OOAYKIMja, TKMBO (PUKCUPaHO Y (OpMaMHYy U
yKanyrmbeHo y mapaduacku Omok, wm3onoBamwe JIHK, uucroha JIHK, npunroc JIHK,
¢dbparmentamnuja JJIHK, PCR



ABSTRACT

The aim of this study was to examine the effect of formalin and paraffin block on the quality
of DNA isolated from various healthy tissues excluded during medico-legal autopsies.
Healthy heart, liver, brain, lung and kidney tissues fixed in 10% buffered or 4% unbuffered
formalin from 6h to 2 months were used, as well as paraffin blocks of healthy heart, liver and
brain tissues archived from 1988-2017. Morphology of tissues was studied using H&E
staining. DNA was isolated using phenol-chloroform-isoamyl alcohol (PCI) and commercial
kit. The purity and yield of DNA were determined spectrophotometrically. The integrity of
the isolated DNA was determined by PCR amplification of GPD1 (150bp), ACTB (262bp)
and RPL4 (407bp) genes. The histomorphological characteristics of the tissue are not affected
by tissue fixation in formalin or embedding into a paraffin block. Extraction of DNA from
tissue samples by PCI method enables obtaining better quality of DNA than DNA obtained
using commercial kit. Better DNA quality is obtained from samples isolated from tissues
fixed in 10% buffered formalin. There is no difference in the purity and integrity of DNA
between different tissues, but only in yield: the highest DNA yield was obtained in samples
from fixed liver tissues, and the lowest from the heart and brain. The duration of fixation
affects on yield and integrity of DNA: fragments up to 407bp in length can be amplified up to
72h of fixation, and fragments up to 262bp in length up to 14 days of fixation. The highest
yield of DNA was obtained from embedded liver tissue and DNA of more preserved integrity
was extracted from heart and brain tissue. The duration of archiving of paraffin tissue blocks
affects the quality of DNA: RPL4 is amplified up to 6 years, ACTB up to 26 years and GPD1
up to 30 years of archiving paraffin tissue blocks. DNA isolated by PCI method from heart
and brain tissues fixed in 10% buffered formalin has the best quality, so these tissues are
suitable for molecular biological analysis even after 30 years of archiving.

KEY WORDS: medico-legal autopsy, formalin fixed paraffin-embedded tissues, DNA
isolation, DNA purity, DNA vyield, DNA frargmentation, PCR
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1. YBOJ



Jle3okcupubonyknenncky kucenuny, JHK je mpBu myT H30710Ba0 MIBajIapcKu
naygyauk Murmrep (Friedrich Miescher) 1869. roamne. Muiep je n3ydaBao OMXEMH]|CKY
CTPYKTYpYy JIEYKOIIUTa aHAIM3UPAKEM THOja ca XHUPYPIIKUX 3aBOja Koje je no0ujao u3
obmmkme OomHune. CBoja HCTpaKUBamba j€ CIPOBOANO Y KYXUEbH CPEIHOBEKOBHOT 3aMKa Y
Hemaukom rpany TyOunreny kopucrtehn Beoma NpUMUTHUBHY omnpemy. TokoMm oBor
UCTpaXKMBamka OTKPUO j€ HOBY MHCTEPUO3HY CYIICTaHIy KOjy je Ha3Bao "HyKJewH'.
3aKkJby4Ho je Ja TO HUje HU MPOTEUH HU JMIUJ U J1a CaJIp>KU aTOME YIJbeHUKa, BOJIOHUKA,
a30Ta, KICEOHUKa U BeluKe KonnuuHe pocdopa. [omro je 0TKpHO 1a HyKJIEHH Tj. MOJIEKYI
JHK nocroju u y jenpy apyrux henmja, Mumep je npernoctaBuo na je monekyn JHK
OJI'OBOpaH 3a MpeHoIekhe Hacieauux ocobuna (Dahm, 2008). Mehytum, mporwio je ckopo
70 roauHa Tpe HEro INTO je J0 HCTOor 3akibydka nomao Ejsepu (Oswald Avery) panehn
ekcriepuMenTe Ha Oaktepujama. Xepmu (Alfred Hershey) u Yejs (Marta Chase) cy 1952.
roauHe noTBpawn aa je mojekyn JJHK wocunar remernukux uwadopmarmja (Dahm, 2005).
Kana cy 1953. ronqunae Borcon (James Watson) u Kpuxk (Francis Crick) onucanu cekyHmapHy
crpykrypy JAHK koja ncnymasa cBe 0cCOOMHE CYIICTaHIIE KOja j€ HOCHIIAI] HacjeTHE OCOONHE,
HacTajga je HOBa Hayka — MOJIEKyJapHa OMoJoruja, Koja je HampaBuwia Mpoboj y CBUM
OnmoMeMIIMHCKUM HaykaMma. Jlanac ce ananuza monekyna JJHK kopuctu He camo y Hay4dHO-
UCTpaXUBayKe CBpxe, Beh MMa MpuUMeHy y NMpPEeBEHLUjHU, IMjarHOCTUIM M Te€panuju MHOTHX
6onectu. Ananuza monekyna JJHK ce Hajuemhe kopuctu 3a aujarnosy HacieaHux Oosectw,
UCTPAXMBAKE MAJIUTHUX IMpOIeca, OTKPHUBaWkE 3apa3HUX OOJECTH, Yy MpEeHaTallHOj
nujarHoctuiin My cynckoj memurmuu (Sedlacek and Duspivova, 1992; Norbury and
Norbury, 2006). Pa3Bojem nepconanne mequnutne JJHK ananuse ce ynorpebibaBajy y uusby
TEeHETUYKOI Tnpoduincama, IITO YKJby4dyje OTKpHUBaWke€ NPEIUKTUBHUX OHOMapkepa
(Hamamoto et al, 2019). TlpeaukTHBHU OMOMapKepH CIyXKe Ja ce HACHTH(DUKY]Y MalijeHTH
ca pU3MKOM 3a ojpeheHy OojecT WM TEUIKy BapHjaHTy Te OOJecTH U CaMUM THM
omoryhaBajy NmpeBeHIUjy TUX 00JiecTH, Kako O ce MoOoJbIIa0 KBaUTET kuBoTa (Hamamoto
et al, 2019). Ananusa mosekyna JIHK y cynckoj MeauiMHu uMa BakHY, 4€CTO OIy4yjyhy
yAOTY y WACHTH(UKAIMjU KpTaBa M W3BPIIMIALA PA3IMUATHX KPUBHYHHX Jena (yOucTaa,
CHIIOBama, caoOpahajue Hecpehe, mposaite, kpahe u ap.) (Gunn, 2019). TTopen Tora, ananm3a
monekyna JJHK nmpencrasiba cyBepeHy MeTony y UACHTU(DHUKAU]H )KpTaBa MacCOBHUX Hecpeha
u Hectanux ocoba (Issan et al, 2019).



1.1. XYMAHU 'EHOM

Xymanu reHom ce cactoju of jenapae JJHK opranuzoBane y BUIy XpoMO30Ma KOjH
cy cMmemreHu y hemujckoMm jenpy W uupkyiapHe, murtoxonapujanne JJHK mpucyrHe y
matpukcy mutoxonzapuja (Michaelis et al, 2008). Xymane tenecue henuje umajy jempo y
KOMe ce Haslazu 46 xpoMo3oMa, Tj. 23 mapa xpoMmo3oma. Jeman ceT xpoMozoMa Haciehyjemo
on majke, a apyru ox oma (Goodwin et al, 2007; Michaelis et al, 2008). 3a pasnuky ox
jemapue JIHK xoja mpeacrtaB/ba KOMOWHAIM]Y HACIEIHOT MaTepHjajia pPOAMUTEIhA,
mutoxouapujanHa JIHK ce nacnelyje uckipyunBo ox majke. Y tenecHuM henmjama doBeka ce
HaJIa3W ¥ JI0 HEKOJIMKO CTOTMHA MHUTOXOHJpHja, a EBHXOB OpOj 3aBHCHU OJ] CHEPreTCKHX
notpeba henuje (Michaelis et al, 2008).

XpoOMO30MH jeTapHOT XyMaHOI' TEHOMa Cy Jyrayke KOHUYacTe TBOpEBUHE M3rpalheHe
ox nanaua JIHK, nporenna u mane xonnunne PHK (pubonykneunncka xucenuna). [la ou ce
MOCTUTJIa BHCOKOOPraHW30BaHA CTpPyKTypa Xpomo3oma, JIHK mosekyn je ynpyxkeH ca
XMUCTOHCKMM M HEXHCTOHCKMM IIPOTEHHHMMA KOjH IOMaXy II1aKOBale¢ H OpraHuU3allnjy
mosekyna JIHK (Goodwin et al, 2007; Albert et al, 2015). Komiuiekc XHCTOHCKHUX H
HEXUCTOHCKUX mporerHa ca mosiekysnom JIHK uunm xpomatun (Camka 1) (Albert et al,
2015). XpomaTuH 1MOa MHKPOCKOIIOM H3IJie/la Kao HU3 MEpJid, TJe je HHU3 JaHal[ MOJIeKyJa
JHK, a nepse cy nykieozomu (Smolle and Workman, 2013; Albert et al, 2015). Hykneo3ome
YMHA OKTaMEPHO je3rpO0 XHMCTOHCKHUX MPOTEHHa OKO Kora cy 1,7 myra oOMOTaHU JIaHIIU
monekynaa JJHK (Smolle and Workman, 2013; Albert et al, 2015). I[TakoBame JHK ca
XMUCTOHCKMM M HEXHCTOHCKUM MPOTEHMHUMa BOIU (GopMHpamy MeTadasHHX XpOMO30Ma Y
kojuma je JIHK rycro cabujena, mro omoryhaBa meHO MakoBame y jeapo. Meradasuu
XpPOMO30MH C€ CacToje OJi JIBe HWJICHTHUYHE CECTPUHCKE XPOMAaTHJE, KOje Cy IOBe3aHe
nentpomepoM. Ilonoxkaj menTpomepe oxapehyje u wmsrien xpomozoma. Ha kpajeBuma
XpoMO30Ma ce Hallaze TeJoMepe Koje 00e30el)yjy muHeapaH o0IHK XpoMO30Ma.

XpoMaTHH

[ OHK

& IV -
“° r

-
Bl T
- ~
s ot
XUCTOHM HEXMCTOHCKKM NPpOoTEHW

Cnuxa 1. Opeanuzayuja xpomamuna (Albert et al, 2015).

XyMaHU jeJapHW TeHOM 4YWHe 24 pa3nuumra XpoMo3zoMma: 22 Cy ayTO30MHHU
XPOMO30MH, a JiBa XpOMO30Ma Cy MOJHU, X U Y. Y CBUM TelecHMM henujama doBeka ce
Haia3u 23 mapa Xxpomosoma, 22 mapa ayTO30MHHUX, U je[laH Map MoJiHuX: XX ce Hajlaze y
henmjama sxene, a XY y henmjama wmymkapua. I[lomxe henmje canpike Iymio Mame
XpOMO30Ma, JIakJie 10 JeJHY XPOMO30OMCKY rapHUTYpyY (23 xpomo3oma). CriajameM MyIIKe U
XKeHCKe moyiHe henuje HacTaje rameT Koju mma 46 xpomoszoma. CKyl XpoMo30Ma Y jelIHO]
henuju npencrassba kapuotun (Goodwing et al, 2007).
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Cnuxa 2. Mywxu kapuomun (Goodwing et al, 2007).

XyMaHU MUTOXOHJPHUjaJIHU T€HOM YMHU CaMO je/laH KpaTKU KPYKHU XpPOMO30M KOjH
ce Haya3u y Mmutoxonapujama. Ha muroxonapujanaoj JJHK, xoja cagpxu 16.569 bp nanasu
ce ykynHo 37 reHa, KOjU ce€ HacTaBjbajy jemaH Ha Jpyru. Op Tora, 13 rena koaupa
MOJIUIIETITH/IC, a OCTalnl Hoce nHpopmanujy 3a cuaresy pPHK (pubozomanna PHK) u TPHK
(tpancnoptHa PHK). MurtoxoHapujamsHu XpoMO30M C€ cacToju HajBehwM JernoM of
Koaupajyhux cekBeHIM; camMo Kparak cerMeHT BenmuuHe 1100 bp, masBan D mersma, je
Hekonupajyhu pernon. C 063upom J1a ce MUTOXOHIpUje Haclelyjy oa Majke, cpoaHe ocobe
[0 MajYMHO] JIMHHUjH WMajy UCTH MoJieKyn mutoxoHnpujanHe IHK, mTo je ox 3Hauaja y
(dbopeH3uIH.

1.2. CTPYKTYPA U ®YHKIIMJA MOJIEKYJIA JHK

Monexyn JJHK je nomumep wusrpahen ox detupu Bpcre Hykieotuaa. CBaku
HyKJIeoTua 4nHU miehep nezokcupu6o3a, ocratak (ocopHe KHCEIMHE U je[JHa O] YETUPHU
azoTHe Oa3e (mypuHcke, A-ageHuH u G-ryaHuH W nupuMuanHCKe, C-UTO3uH U T-THMUH)
(Lee et al, 1994). ®ocdaTha rpyma je Be3ana 3a CS5 aToM JIe30KCHpUO03€ eCTapCKOM BE30M, a
azoTHa 6a3a 3a Cl atom ne3okcupu6o3e N-TIuKo3ugHOM Be3oM, rpaaehu Hykneotua. Y
OKBHUpY jEIHOr JlaHIa HYKJICOTHIM Cy ToBe3aHH ¢ochoauecTapckuM Be3ama Koje ce
dbopmupajy m3melhy C3 aroma nezokcupubose u pochopue rpyne. CekyHIapHy CTPYKTYPY
monekyna JIHK unne nBa monunykineoruana nanua JJHK opranuszoBana y BUAy JBOCTPYKOT
XenuKca (JBoJaH4YaHe 3aBojHUIE). JlaHIM Cy aHTHUMapajelTHd W TOBE3aHW BOJOHUYHHM
Be3ama Koje ce popmupajy u3melhy HacnpaMHUX IypUHCKHX M MHpUMUAMHCKHX 0a3za (Albert
et al, 2015). baze A u T cy moBe3aHH JBOCTPYKOM BOJOHHYHOM Be3om, a Gaze G m C
TPOCTPYKOM BOJOHHYHOM BE€30M, Tako Ja je IMOTPeOHO BHILIE EHEprHje 3a pacKuiame
BosoHMYHUX Be3a y pernonnMa JIHK ca Burre GC maposa (Lee et al, 1994).

Hacnenna undopmanmja je 3amucana y penocieny Hykiaeotuaa y monekyny JHK,
onHOCHO y npumapHoj ctpyktypu JHK. OnpehuBame npumapue crpykrype JHK xymanor
reHOMa WM CEeKBeHLMpame ypal)eHo je kpajem mpouwior u modyerkom 21. Beka (ox 1990-
2003.) y okBupy IIpojekra Xymanu rerom (engl. Human Genome Project, HGP), a ocHoBHH
Wb OBOT MpoOjeKTa je Omo uAeHTU(UKAIMja M Manmupame reHa (oapehuBame HHUXOBOT
mojiokaja Ha xpomoszomuma) (Brown, 2002; Goodwing et al, 2007). TTokasano je ma ce ayx
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monekyna JIHK wnamaze remu - penmoBu JIHK koju HOce wuHbopmammjy 3a CHUHTE3Y
GbyHKIMOHATHHUX Tpoaykata. ['enu ce Hanase Ha cBuM Mouiekynuma JJHK y henuju, oqHOCHO
yJa3e y cacTaB CBHX XpPOMO30Ma, a CBaKM XPOMO30OM CaJpXH PETHOHE CHUPOMAIIHE WU
oorate reanma. Hajsehu 6poj rena ce Hana3u Ha Hajpehem ayTo3oMHOM XpomMo3omy Opoj 1, a
HajMamu Ha moyiHoM Y xpomosomy (http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/index.html).

Ha monexyny AHK ce namasm xomruieTHa HacieqHa MHGOpMAIMja HEONXOAHA 3a
CTPYKTYpHY M (DYHKIMOHAIHY OpraHuzanujy hemwja m opraHu3ma y IeIUHH, Kao U 3a
pasmHoxaBame (Goodwin et al, 2007). OBa uHpopMaIHja ce MPEHOCH Ca POAUTEIhA Ha
MOTOMKE 3aXBaJbyjyhy BeoMa Mpeu3HUM MpolecuMa camonyrkanyje—permkanyje JJHK,
KOja TpeTxoaM CcBakoj hemujckoj meobu. Y mporecy perviMkanuje AoJa3w J0 YABajarma
mouekyna JIHK, koje ce o/BHja Ha CEMUKOH3EepBaTHBAH HAYWH, OJJHOCHO CTAapH JIAHAIL CITYXKH
Kao MaTpHIla 3a CHHTE3y HOBOI' JIaHIIAa, NP YeMy ce Ha Kpajy ao0ujajy Ba MIECHTUYHA
moutekyna JIHK. Tlpunukom henmjcke neobe cBaka hepka hemmja mobuja mo jeman maHary
JIHK, mto 3Hauu na uMmajy MCTU TeHEeTHUYKH MarepHujai kao u majka henuja. Ha Taj Hauun
reHeTHYKa HMH(pOpMaIja OocTaje OuyBaHa y OKBHpY jenHe Bpcre. Ha ocHOBY Haciemne
unpopmanuje va monekyny JAHK, y henuju ce y nporecuma TpaHCKpHUIIIHje U TpaHCIAIHje,
CHHTETHINY CBHM HEONMXOJHH IPOTEHMHH KOjU CYy HEONMXOAHH 33 OJP)KaBambe >KUBOTHHUX
npoiieca. YJora CHHTETHCAHUX MPOTEUHA Y opranu3My je pasHospcHa (Allison, 2007). Ouu
YUYECTBYjy y Tpahi IUTOCKeNeTa, Ciy)e Ka0 XOpPMOHH KOjU NMPEHOCEe CHrHal ca jeaHe henmje
Ha npyry hennjy, omoryhaBajy komyHuKanujy mely henujama, ciayxe 3a CUTHaIU3alUjy y
OKBHpY hemnmje, 3aTuM 3a TPAHCIIOPT, KA0 €H3UMH KaTAJIMITY MHOIITBO XEMH]CKHX peaKiuja y
OpraHu3My, YuHE JIe0 UIMYHOT cucTeMa u yTuuy Ha aktuBHOCT reHa (Allison, 2007).

1.2.1. Cexeenuye y monexyny /IHK

Jemapna JIHK ce cactoju onx 3,2 Munujapay HYKJIEOTHAA 1O XarJIOUTHOM CETY
xpomosoma (Albert et al, 2015). Jemapuu reHOM ce MOXE MOACIUTH Yy JBE Pa3UUUTE
KaTeroprje Ha OCHOBY CTPYKType W ¢yHKIuje cekBeHnu Moiekyna JJTHK (Goodwing et al,
2007). Oko 40% reHoma yJa3u y cacTaB IeHa U CEKBCHIIH KOje Cy CPOJIHE TeHUMA, TIPH YeMy
camo 2% reHoMa 3ay3uMajy CEKBEHIIE Koje Koaupajy nosnmnentuae. Hajpehu neo reHoma,
oko 60%, npunana excrparenckoj JJHK. Excrparencky JIHK unne cexkBeHlie koje pa3zBajajy
cycenne rene (Todorovi¢ and Todorovié, 2019). U3 oBora ce BuaM Aa HajBehw €0 XyMaHOT
reHoMa YMHEe HekoJupajyhe cekBeHlle, JOK MH(OPMATUBHHU JAEJIOBU YMHE TeK 2% MoJeKya
JTHK.

1.2.1.1. Kooupajyhe cexeenye

Henou JIHK koju Hoce mH(popMmanMjy 3a CHHTE3y MOJMIIENTHAA 30BY C€ TEHHU.
Jbyncku renom caapxku oko 20 000-25 000 rena (Goodwing et al, 2007). T'ern ce cacroje of
ersoHa 1 MHTpoHa. Erzonu cy koaupajyhu enoBu reHa Koju Hoce HH(OpMaIlHjy 3a CHHTE3Y.
N3mely erzona ce Hajasze MHTPOHU, HEKOAUPAjyhu I€TI0BY reHa, KOju He Hoce HHPOpMaIHjy
3a cHHTe3y Npoaykra. Mako ce y mporecy TpaHCKPHILKjEe W OHU MPENUCyjy 3ajeHO ca
er3oHuMa, Mcenajy ce u "m3dailyjy" W3 mpUMapHOT TpaHCKpunTa. Jbylcku TeHu umajy y



npoceky oko 9 erzona mo rexy (Brown, 2002). IIpoceuno er3on je ayxure oko 50-200 bp
(Lodish et al, 2000). MuTponu cy renepaino ayxu o eraona u Buiie oa 90% JIHK y okBupy
reHa npumnajaa uHtpoHuma (Lander, 2011). MHTpoHM y4ecTBYjy y peryjialuju eKCIpecHje
reHa BE3WBAEM PEryJaTOPHUX IPOTEMHA M KOMOWHOBAmEeM €r3oHa Yy pasjinduTe
nojunentuane yanne (Meisenberg and Simmons, 2011). V cacraB rena, mopea ersoHa u
MHTPOHA, yJia3e U MPOMOTOPCKH PETMOHM U FPAaHUYHE CEKBEHIIE, KOjU Ce Haia3e Ha 5' Kpajy,
ucrpen reHa. OBe CEKBEHIIE Ce HE TPAHCKPHOYjy, a 3a BbUX CE BE3Yjy PeryJiaTOpHU MPOTESHHU
KOJH 3aII0YHbY TIPOLIEC TPAHCKPHUIIIIU]E€ U KOJH PETYJIUIY eKCIIPECH]Y T'eHa.

Behnna rena koju Koaupajy MPOTEHMHE Cy HPUCYTHH Y CaMO jE€JHOj KOMHjU Y
XaIuIoOuTHOM TeHoMy. To cy MOHOMOp(HHU T'€HH KOjU KOJMUPA]y MPOTEHHE KOju 00aBJhajy
BuTasiHe ¢yHnuje y heamju W opraHmsMy TIa Cy Ha3BaHM TEHH 4dyBapkyhe
(engl."housekeeping™ genes). buio kakBa MyTaldja y OKBHUPY OBHX IeHa MMa (partaiHe
mocyenuIe, yrnpaBo 300r BaKHUX (YHKIHja KOjy MPOIYKTH TUX reHa umajy. Ilopen Tora
MOCTOj€ W NYILIM TSHH Ca JIBE UICHTHYHE MM TOTOBO MICHTHYHE KOIHje OJIMCKO MOBE3aHe Ha
UCTOM Xpomo3oMy. YecTo jemaH oa OyIUIMX TE€HA MYTHUpPa, YMME TyOW CcrnocoOHOCT
TpaHCKpUIIHKje U Tako Hactajy nceymorenu (Meisenberg and Simmons, 2011). ITocroje u
TeHH KOjH Cy NPUCYTHH Y MHOTO KOMNHja, Ka0 INTO Cy TE€HH KOjU KOIUPAjy CHUHTE3Y
pubozomanae PHK, tpancnoprae PHK u xucrona (Lodish et al, 2000). ®amunuje reHa ce
cacroje OJ JBa WJIM BHIIE CIMYHUX, aJld HE WICHTUYHUX T'eHa KOjU Cy Yy BehHMHHU cirydajeBa
o3y jenHu Apyruma Ha xpomosomy (Meisenberg and Simmons, 2011).

TokoMm eBoyIje cy ce jJemaBaie MyTalyje y MojeJMHIM TeHUMa, IITO je TOBEIIO JI0
HACTaHKa T'CHCKUX aliela, pa3jMuuTUX OOJMKAa jeHOT TeHa U MOJIMMOP(PHOCTH MOJIEKYia
JIHK. I'eHcku anenu ce HE3HATHO PA3IMKYy]y y HYKJICOTHUIHOM CacTaBy, a MOCJEIUIIAa TOTa j€
NIPECTAaHAK CHHTE3€ WJIM CHHTE3a Jpyrauvjer MHOJUMENTHAHOr JaHL@A, IITO Ce MOXKe
JIETEKTOBATHU Ha HUBOY ¢eHoTUMa. CBe 0BO 00e30el)yje MHIMBUIyaTHy YHUKATHOCT Ha HUBOY
monekyna JIHK u npencrasibajy pokyc popeHznuke reHeTuke.

1.2.1.2. Hexooupajyhe cexsenye

Behu neo renoma, oxo 60%, unnau exctparerHcka JIHK koja He Hocu uHpopmanujy 3a
cuHTe3y QyHKIMOHATHUX npoaykara. Excrparencky JIHK unne jennHcTBEeHE 1 moHaBIbajyhe
cexkBenIle. [loHaBspajyhe cekBeHIle ce cacToje O] KpaTKHX, Y3acTOIHO ITOHaBJhajyhux
CeKBEHIIM WJIM MOTy OMTH pacyTe Mo jeaapHoOM TreHoMmy (TpaHcno3omu) (Todorovié and
Todorovié¢, 2019).

VY3acTonHO MoHaBJbajyhe CEKBEHIlE MMajy OCHOBHE jeIMHMIIE IOHABJbAA KOj€ CY
cMernTeHe jeaHa mopen Apyre y Hu3y (Brown, 2002). QyxkuHa y3acTONHO MOHABJbajyhnux
cekseni JIHK je Beoma paznmumra m3mel)y jbyau, BepoBaTHO 300r CroSSing-OVEr-a TOKOM
Mejosze. Pasnmke y myxuHu oBUX cekBeHIM cy ocHoBa JIHK mpodwunmcama, oIHOCHO
unaentudukamnuje (Lodish et al, 2000). V 3aBuUCHOCTH Oa IyXHHE OCHOBHE jCIUHHIIC
MOHABJbAHA, y3aCTOMHO TIOHaBJbajyhe cekBeHie ngenuMo Ha: catenutcky JIHK,
meracatenutcky JIHK, munucarenurcky JITHK (engl. Variable Number of Tandem Repeats,
VNTR) u mukpocarenutcky JJHK (engl. Short Tandem Repeats, STR). 36or Benuke ayKuHe
carenurcka JIHK u wmeracarenutu HUCY MOTOAHM 3a HWHIMBUAYATHO NPOQHUIUCAE.
MHUHHCATETUTH, CE€ CacTOje OJ y3acTONMHUX IOHOBaka aykuHe 6 bp mo 100 bp, koje ce
noHaBJbajy, unHehu Huzose BenumunHe o 100 bp mo 200 kb (Zigtkiewicz et al, 2012; Hu et al,
2014). bpoj moHOBaka y OKBHPY HH3a j€ PasIHUUT KOJ Pa3IMUUTHX HHIUBHUAYya, IITO HMX

6



YMHA BEOMa HWHTEPECAaHTHUM CeKBeHIamMa y (opH3uukoj reneruim. OBe momumopdHe
cekBerie je otkpuo 1985. rogmue Anex Iledpu (Alec Jeffery) m osmauno mx xkao VNTR
cekBeHie u passuo texuuky JIHK otumcka (engl. DNA fingerprinting) xoja mpeacraBiba
noyerak npumene ananuse mosekyna JIHK y dopensuiu. [Mocneamux roauHa MHOTO Cy
MHTEepeCaHTHUju Mukpocareautd wim STR cekBeHIle Koje ce cacroje Ol KpaTKHX,
y3aCTOITHUX MOHOBAKa KOjU Y HU3Y AykuHe 10 150 bp caapke MoTuBe Beauumne ox 1 bp mo
6 bp (Foroughmand et al, 2014). Bpoj moHoBaka y MHKpocaTeIMTHMa j¢ BeoMa BapujaOuiaH,
IITO UX YNHH BEOMa MHTEPECAHTHUM FCHETHYKUM MapKepuma y (hOpeH3HIIH.

[TonaBspajyhe cekBeHIle pacyTe M0 '€eHOMY MOTY Jia MEHajy CBOj IMOJIOXKA] Y TEHOMY
ma ce Ha3WBajy W MOOWIHH elieMeHTH reHoma. [IpeTrnocraBiba ce Ja je HmHUXOBa YIOTY y
o0MKkoBamy reHoma TokoM eostyiuje (Kazazian and Moran, 2017).

Hexonupajyhu neo mutoxonapujanne JJHK je mosznat xao D nerspa. OBaj peruon
mutoxonapujanie JJHK uma nBa xunepapujanouinna peruona: HV1 u HV2 (Decorte and
Cassiman, 1993; Bianchi and Lio, 2007), koju moka3yjy BHCOK CTEIEH BapHjaOMIHOCTH
n3mehy HecpomHUX 0c0o0a MO MajuyuHO] JIMHUjH, ITO oMoryhaBa mpuMEHy aHalu3e OBUX
peruja y dopensuiu (Parsons and Coble, 2001).

JETAPHH
TEHOM
- - =

[ TeHH H CeKBEHIE : I HHTEpTeHCKa ‘

 cpomne remnia (-40%) | AHK (~60%)
e [ CEKESHLE CPORHS jemmcrseuai | NOHAERa]yhe
2 ‘ PeHHMA HK cexesrue JHK
e —T — ——— - - =

) z .
ersomz | | | mceymorsHe Y3aCTOMHO pacyre
2% ‘ MPOMOTOPH OKpESHH M'EHH noHaemkajyhe ra::m'
—  'rpammmecakesmue | (remcigparwesm: | | ceKEsHmE T

|

l CaTenMTCKa ‘ | ‘ AHCTIOS0HH |
JHK ‘ I MEr2CaTanuTH ‘ [ MHHHCATSTHTH ‘ 'mcxpocarerm‘ru‘ 2 =) - QT EERCIN

[

XHIEPEIPH)
abumHa

|
TENOMEpH |

Cnuxka 3. Xymanu jedapnu eenom (Todorovic¢ and Todorovic, 2019).

1.3. TEHETUYKHU MAPKEPHU O/l 3BHAYAJA 3A ®OPEH3NYKY 'EHETUKY

dopeH3nyka TEHETHKA je€ UWHTepAMCUMIUIMHApHA Hayka 4YHjH je 3ajJarak
uneHTu(duKanja U yTBphUBamke POJOMHCKMX Be3a KOpPUIThemeM MeTo/la 3a aHaIHu3y
monekyna JIHK. I'eHotunmsammja je mocrajga OCHOB y KapakTepu3aluju (OpPEH3MUKUX
ounonomkux y3zopaka (Budowle et al, 2009). ®okyc ¢opeH3nUKe reHETHKE MPEACTaBIbajy
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noJUMOp(HU pernonu (rencku Jokycu) Ha monexyny JJHK xoju 06e30elyjy nuauBuayanny
yHuKaTHOCT. IlomTo ce oBM mosmMop(HN PerHoHN Hasla3e y pas3nyuTHM JIeIOBUMa TeHOMa
(xomupajyhum U Hekoaupajyhum), HHXOBO NPHUCYCTBO CE MOXE JCTEKTOBAaTH HAa OCHOBY
(deHoTuna (crospalllkber H3IJIea jeaHe 0co0e), Ha OCHOBY CHHTE3€ MNPOTEHWHA KOJH je
KOAMPaH THM HOJIMMOP(HUM IreHOM (IETEKTyje ce YImOTpeOOM CEpOIOIKUX WM €H3UMCKHX
TEXHUKA) WIA HUCKJbY4MBO aHanmm3oM Monekyna JIHK, kama ce namaze y Hekoampajyhum
CeKBEHIIaMa (JIETEKTYje Ce yIOTpeOOM MOJIEeKYJIapHO-OMOIOMKIX MeTona). 300r 3Havaja
KOJH OBH IMOJMMOP(HM IeHCKH JIOKYCH UMajy y WIeHTU(HKAIM]H, Ha3BaHU Cy U T€HETUYKHU
MapKepH.

KoHBEHIIMOHAIHN WM KJIACHYHU TCHETHYKU MapKepH KOjU Ce MCII0JbaBajy HAa HUBOY
¢beHoTHNA WK CHHTE3€ oApeheHOr MONMUIEeNTHIAa UMajy Maly AUCKPUMHUHATHBHY MO, 300r
Yyera cy BeoMa HEIMOY3JaHW, Ia je HEONmXOJHO aHanmu3upatu Behu Opoj OBHX Mapkepa
HCTOBpPEMEHO, Kako Ou ce 00e30enmina Beha noysaanoct (Todorovié and Todorovié, 2019).

MornekynapHO-TeHETUYKHA MapKepH ce Hajla3ze y HeKoupajyhem aeny reHoma u Mory
Ce OTKPUTH YNmoTpeOOM MeTojia MoJieKynapHe ouonoruje 3a ananusy JHK. YV dopensnukoj
TEHETHIY Ce KOPUCTE Pa3IMYUTH MapKepH KOjU Cy MOJEJbEHH Y JBE BEJHKE IpyIe: OHE KOjH
nerektyjy myntu-anencke mnomumopdmme (VNTR u STR mapkepw) wuimu Ouanerncke
nonumopdusme (engl. Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) (Bianchi and Lio, 2007;
Zietkiewicz et al, 2012). Kon mynTuanenckor noauMopdusmMa TeHCKH JIOKYCH UMajy BEJIUKH
Opoj pazIUUMUTUX aJeIUHUX CTama. Pa3nuuuT ajenu ce paszaukyjy mo O0pojy y3acTOIMHUX
nmoHoBaka. OCHOBHM MOTHUB TIoHaBJhatha VNTR Mapkepa je pyxune 6-100 bp, npu yemy ce
Opoj TIOHaBJbaba pa3iiuKyje o1 ocobe 10 ocobe (Zigtkiewicz et al, 2012; Hu et al, 2014). Osu
VNTR wmapkepu cy 1o6pu 3a uaeHTUGHUKAIN]Y 3aTO IIITO UMa]y BEJIMKH Opoj anerHux Gopmu
(100 u Bure) (Zigtkiewicz et al, 2012). TnaBHo orpannueme ynorpedbe VNTR mapkepa, je To
LITO je 3a OBy aHalu3y HeomnxogaHa n1o0po ouyBaHa JIHK. [Touerkom 1990-ux mpemnuio ce ca
MapKepa KOju MMajy Jyradak IoHaBJbajyhy cerMEeHT Ha MapKepe ca KpaTKUM IOHaBJbajyhum
cerMeHToM, kao mro cy STR mapkepu, uMja je AyKMHA OCHOBHOI MOTHBA IOHaBJbama
nyxune 1-6 bp (Foroughmand et al, 2014). [IpBu koMepIHjaiHi KUTOBU KOjH CY MOIJIH Jia
kopucte Buiie STR mapkepa y jeqHO] peakuuju cy nocrainu AocTynHu nodetkom 2000-te
romuae (Hu et al, 2014). anac cy y ¢opensuukum nadoparopujama VNTR wmapkepu
3amemwenu ca STR mapkepuma.

®opensuuke naboparopuje kopucre STR mapkepe kao cranmapn 3a JHK
unentudukamnujy (Babol-Pokora and Berent, 2008). Pyruncku ce 3a wuaeHTH(UKALN]Y
KOpUCTH ucTOBpeMeHO 15-16 pasmumumtux STR Mapkepa, kao ¥ aMeJIOreHHWH TeH 3a
unentudukaimjy mona (Yang et al, 2014; Kowalazyk et al, 2018). Mana ayxnHa aMIuIMKOHa
STR mapkepa (90-500 bp) ux unHM npuKIaIHUM 32 aHanu3y AerpagoBane JTHK (Sanchez et
al, 2006; Butler, 2007; Bianchi and Lio, 2007; Budowle and Daal, 2008; Budowle et al,
2009; Foroughmand et al, 2014; Kowalazyk et al, 2018). ITocnenmux roauHa MOCTOjU
TEHJICHIIU]ja J1a ce ToBeha Opoj mojeIMHavYHUX JIOKyca KOju ce aMITu(UKY]y 1a Ou ce nu3beria
clly4ajHa TOKJIanama. 3aTo je JaHac y MHOTUM CiIydajeBUMa cTanaap. npoumper Ha 24 STR
mapkepa (Kowalazyk et al, 2018). STR wmapkepu cy TpeHYTHO HajuH()OPMATUBHUjU
reHeTHYKH Mapkepu 3a uacHtudukanujy (Budowle and Daal, 2009; Zietkiewicz et al, 2012;
Foroughmand et al, 2014; Pontes et al, 2015). ITopex STR mapkepa koju ce Hajasze Ha
ayTO30MHUM xpomo3zomuMa mnoctoje M STR mapkepum Kkoju ce Haiase Ha IOJHUM
xpomozomMuma (Y-STR u X-STR) koju cy oa 3Hauyaja 3a wuACHTHUKANHU]Y TOJa.
Wnentudukaiuja noja ce yriaBHOM 3aCHHBA Ha aMEJIOTEHHUH TeHy 300T pas3iiuKe y AYKHHU
aMITIKOHA Koja Mymikapaiia u »xena (Kowalazyk et al, 2018). Melyytum, mocroju moryhuoct
MyTallfje aMeJIOTHUH TeHa, 300r yera je ox Benmke kopuctu ynorpeba Y-STR m X-STR
mapkepa (Kowalazyk et al, 2018). ITopen Tora, Y-STR mapkepu ce KopucTe y ciaydajeBUMa
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CEKCYaJIHOI Hacuiba KOJI TOMEUIAHUX Yy30pakKa, OJHOCHO KaJa IMOCTOjU BHIIE MYIIKHX
Hamajaya u y ciiydajeBuMa rie je Benuka kommunHa JJHK koja moTude ox sxeHe momeniana
ca HesHatHoM koimunHoM JIHK koja motuye o mymkapna (Barra et al, 2015).

Mehyrum, JIHK koja je mocta omrehena canpxu Beoma kpatke JJHK ¢parmenrtente.
Takas je cmyuaj ca JJHK n3omoBaHoOM U3 pa3nnyuTHX OMOJIOMIKUX TPAaroBa, ajdd U U3 TKUBA
Koje je pukcupano y GopManrHy ¥ yKaIylbeHO y napaduHcke 010KoBe, qoBoaehu 10 Tora
na je xonBeHnumonaana STR Tunmsanuja Heycmemina (Babol-Pokora and Bernet, 2008).
VYenex ammmmdukanuje aerpagosade JIHK je moGospman ynorpebom munu-STR mapkepa
(Butler, 2007). dyxuna amruinkona Mmuau-STR mapkepa je uzmehy 71-250 bp. Ilocroje u
Mapkepu koju cy jom kpahm onm muHH-STR Mapkepa, a To cy SNP mapkepu umju cy
amrutukonu ayxune 50-60 bp (Budowle and Daal, 2009; Zietkiewicz et al, 2012; Pontes et
al, 2015). SNP mapkepu cy mMaie reHeTHIKe BapHjalije Koje ce aemanajy y xymanoj JJHK na
cBakux 100 go 300 bp myx 3,2 munujapam 6azHuX mapoBa y XxymaHoMm renomy. OBu SNP
MapKepu crajajy y Ouaneinckd moiuMopdusaM Tj. MOCTOje y JIBa alTEpHATHBHA ajelicKa
CTama Koja Ce Pa3JIMKY]y Y JeTHOM HYKEIOTUAY 300T CYIICTUTYIIH]jE, HHCEPIIN]jE WIH JICIICIIH]e
nykneoruaa (Bruijns et al, 2018). SNP mapkepu ce mojaBibyjy y Hekoaupajyhuwm, anmu u y
koaupajyhum nenosuma JIHK (HOp. Koju Cy OATOBOPHH 33 CHHTE3Y €H3UMa PEeCcripaToOpHOT
JaHIa), Kako y HykieapHoj Tako u y mutoxonapujanuoj JJHK (Babol-Pokora and Bernet,
2008; Kowalazyk et al, 2018). ITpo6siem ca SNP mapkepuma je mro cy Mambe HHPOPMATHBHU
y oxnocy Ha STR mapkepe (Budowle and Daal, 2008; Pontes et al, 2015), na je mopeban
naden o1 50-100 SNP mapkepa 3a renorunusaiujy (Sanchez et al, 2006; Budowle and Daal,
2008; Zietkiewicz et al, 2012; Pontes et al, 2015). SNP mapkepu ce KOpHCTEe U Kao J0MyHa
cragpapaauM STR mapkepuma 3a reHotunusauujy (Zietkiewicz et al, 2012; Pontes et al,
2015).

3a pa3nuKy OJ KIMHUYKMX TE€HETHMYKHX HCTpakuBamwa y KkojuMa pesynrar JIHK
aHanu3e caM 1o cebu Hocu wuH(popManujy, QopeH3MuKa TeHeTHKa ce 3acHMBa Ha
KoMIapatuBHoj aHanmsu, rae ce JJHK mpodun u3 jemnor Ouonomkor m3Bopa Mmopeau ca
JIHK npodunom u3 apyror ouosomnrkor uzsopa (Vitosevic et al, 2018a). Unentudukanmja ce
Bpumn ynopehuBawem JIHK npoduna nobujeHor u3 y3zopka (OHOJOLIKOTI Tpara) KOjU ce
ucnuryje ca JJHK mnpodunom ocobe umju je uaeHTUTET MO3HAT (peepeHTHU Yy30paK).
Mehytum, kaga je MOYMHMIIAL] KPUBMYHOI J€ja HEMO3HaT, Kaja ra Hema y 0a3u
OCYMBUYEHUX WM OKPUBJbEHUX, pedepeHTHH y3opak HenocTaje, ma JJHK npodun nobujen
ca MecTa 3JI0YMHa HE MOXE Ja CE ca HHM YHmopeau. Y TOM Cllydajy MOXKE ce MPUMEHUTH
"THK ¢enorunuzanuja” riue ce ynorpedbom oapehennx SNP mapkepa moke npeaBuaeTu 6oja
KOX€e, OYHjy U Koce, OOJMK JMla U reorpadcko MOpeKiIo MOYMHUTEba KPUBHYHOT Jeja
(Curtis et al, 2019; McCord et al, 2019).

1.4. METOJE 3A U30JI0BAIBE 1 AHAJIM3Y MOJIEKYJIA JTHK

buonomku y3opuu koju ce Hajuemhe kopucre kao u3Bop JHK y dopensuuxoj
TeHETUIM Cy KpB, IJbyBauka, CEMEHa TEYHOCT, YPHH, HOKTH, JUIaKe, KoXa, 3yOu, KOCTH U
pa3nuKTa Apyra TKUBa U TejecHe TeuHocTH (Zietkiewicz et al, 2012; Magalhées et al, 2015).
Mehytum, oBu y3opiu mnopen monekyna JIHK caapike m MHOIITBO APYruX CYyNCTaHIM U
moiekyaa (Budowle et al, 2000), 360r dera je HEONMXOAHO MPUMEHUTH OZroBapajyhe merome
Kako 6u ce nobwmm mro unctuju y3opuu JHK 3a namy anamusy.



1.4.1. Memooe 3a uzonoeare u keanmugpuxayujy monekyna /IHK

I'enomcka JIHK ce moske wm30i0BaTH M3 OHMOJOMIKOT MaTepujaja y KOME IOCTOje
hemje ca jeapom. MzonoBame JIHK wu3 Ouwonomkux y3opaka mojapa3dymeBa ociioOahame
moutekyna JIHK ox ocranux henwjckux KOMIIOHEHTH, Tj. pa3oujame henuje u hemujckor jeapa
na Om ce ocio0oaMOo TEHETHMYKH MaTepujasl. Taj mpoliec ce Ha3uBa JWMrecTdja henmja u
MOCTIDKE Ce JoJlaBamkeM am3upajyher mydepa Koju caapku AeTepleHTe (KOju YKIamajy
aunuae MemOpane), eHsuMm nporenHasy K (koju BpimM JWTEeCTHjy CBHX IPOTEHHA,
yKibydyjyhu eHsume, nporenHe memMOpaHe, XHMCTOHE M HeXuCToHe), kao u conu NaCl koje
crabmim3yjy monekyie JJHK.

Ha 6u JIHK morma ma ce majbe ymoTpeOu 3a aHAJM3Y, HEONMXOTHO j€ YKIOHHUTH
KOMIIOHEHTE Koje Mory na nerpanyjy JAHK, anu u na yrudy Ha ycnemHocT MeTojaa Koje ce
kopucrte 3a aHanu3y uzonosane JJHK (uaxuburopu PCR). To cy, npe cBera, KOMIOHEHTE
TEJIECHUX TEYHOCTH (ypea, MENaHWH, XeMOIJIOOWH), ali M XEMHJCKH pPeareHcH KOju ce
Kopucte y Jabopatopuju (popmanmuH, opraHcka W (DEHOJIHA jeIWIbCHA, TJIHMKOTEH,
MoJIUCaxapuy M APYr). 3aTo je Mmociie Ju3nupama henrja HeomXxoHO YPaIuTH eKCTPaKIU]y
JIHK. 3a ekcrpaknujy monekyna JJHK u3 Ounonomkux y3opaka 3a qajbe GOpEeH3MIKE aHATH3E
KOPHCTH CE HEKOJIMKO TEXHHKA: OpraHCcKa eKCTpakKIfja, eKCTpaKIMja Xxenupajyhum cmonama,
FTA manupuhm, excTpakigja yBpcToM Ga3oM M eKCcTpakiuja ucosbaBameM. Koja he merona
outn ynotpeOsbeHa 3a m3osoBame Mojekyiaa JIHK 3aBucu ox OGHONOIIKOT y30pKa KOjU ce
aHaIM3upa, MpeTrnocTaBbeHe KomuunHe monekyina JIHK y Tom y3opky, morpebHe Op3uHe
nobujame pe3ynTara, Kao U o1 00y4eHoCTH TUMa U 1ieHe arnuse (Butler, 2009).

OpraHcka ekcTpakiifja je Ayr'd Hu3 roAuHa Owia Hajuemthe xopuiiheHa meronaa 3a
nzonoBatbe JIHK. To je TeuHo-teuna excrpakiuja Mmonekyna JHK koja ce u3Boau
CYKIIECUBHMM [0/laBalb€M HEKOJIMKO Xemukanuja. Hakon aurectuje henmja nusupajyhum
nydepom, 1o/1aje ce cMellla OpraHcKUX pacTBapayda ¢peHosa u XjaopohopMa, Koja CIyxKH Jia ce
pacTBOpe JHUMUAM U POTerHH, 10K ce monekyan JJHK y oBoj cmemm He pactBapajy (Butler,
2009). THK ocraje y BoaeHoj (hasu, mok hie octamu mosnekynu npehu y oprancky ¢asy ose
OpPTraHCKO-BOJICHE MemaBHMHE. HakoH cemapammje BoJeHe M Oprancke ¢asze Moxe ce
U3JIBOJUTH caMo BoJieHa ¢a3a y kojoj cy mosiekynu JJHK. Mana oBe mMeToze je mITO 3aXxTeBa
BpeMe, IITO Ce KOPHCTE TOKCHYHE XEMHUKAIWje W 3aXTeBa MPEHOC y3opaka mi3mely Buie
erpyBera mrto noBehaBa pu3MK Aa jgole 10 rpelike uin KoHTamuHanuje y3opaka (Nasiri et
al, 2005). IMocnenme aABe neleHHje pa3BHjeHE Cy HOBe MeToze 3a m3ojoBame JIHK koje
KOpHUCTE XEMHKAJIH]je KOje Cy JalleKo Mame TokcuyHe o] penoxna (Butler, 2009).

AntepHaTUBHUM UM jedTHH TOCTymak 3a ekcrpakuujy wmoiekyina JIHK kopuctu
cycnen3ujy xenupajyhux cmosa (Celex) koje ce Mory monaTi TMPEKTHO y y3opak. Y BehuHuU
MIPOTOKOJIa y OMOJIONIKK y30pak ce moaaje 5% cycmensuja Celex-a koju ce KyBa HEKOJIHMKO
MuHyTa na O6u henuje mykine u ocnmobommne JHK. Kysame na 100°C nmoBoam 1o
nenatypanuje monekyna JIHK, no mymama henwjcke memOpaHe W yHUINITaBamkba hesmjcKux
npoteuna (Butler, 2009). Yectuie Celex-a 3a cebe Be3yjy malie MOJIEKyJIe M3 pacTBOpa Koje
C€ HaKOH IeHTpHudyrupama UCTaoXke, a y pacTBopy octajy monekymu JIHK. Excrpakiuja
monekyna JJHK xenupajyhum cmonama mpezacraBiba Op3y MeToqy ca MajioM MoryhHoctu
KOHTaMHHAaIMje U TyouTka y3opaka (Coombs et al, 1999). MehyTum, oBako MpHUIpPEeMIbECHA
pactBop IHK Mosxe cagpkatu HeuncTohe Koje Mory pemeTuTd HakHaaHy PCR peakuyjy.

FTA mamupuhu (engl. Flinder Technology Associates papers, FTA papers) cy
npBoOUTHO KopuinheHu 3a cknagumTemne Mosekyna JJHK. OBu nanupuhu cy HaTonsbeHH ca
BHIIIC XEMHUKaJIMja, 3a JTU3Upame henuja, Gukcupame WHXUOMTOpA €H3MMCKUX peakivja H
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XeMUKaJHMje Koje cIpedaBajy pacT OaxkTtepuja M TJpuBuIA. Hakon nm3upama henuja
ocno6ohena JIHK ocraje 3apobibeHa yHyTap nanupuha 1 Tako MOXKE Jla € 4yBa IroJliHaMa Ha
cobnoj Temmeparypu (Butler, 2009).

N30n0Bame HYKJIEHMHCKHX KUCEIMHAa MOMONhy uBpcTe (pase je MPUHIMI Ha KOME ce
3acHUBa BehMHa KOMEPIMjaTHUX KOMIUIETAa. 3a pa3jiiMKy OJ TeYHO-TEYHE eKCTpakKIHje TIe,
JI0J1a3u 70 HEKOMIUIETHE cemapanuje ¢daza, y 0BOj METOIU ce 4BpPCTOM (a3oM aacopOyjy
HYKJIEMHCKE KHCEJMHE U 11e0 mporiec 3aBucu of pH mydepa n KOHIEHTpaluje XaoTPOITHUX
coiu mydepa Koju ce kopucre 3a ucnupame (Tan and Yiap, 2009). OBe xaoTpomHe COH
JCHATYPHUIITy IPOTEUHE Y TEYHO] CpenuHu, MoK je monekyn JIHK tepmonnHaMcku ctabunaH
(Butler, 2009). Uspcra ¢asa cy 3ampaBo CHHH KOJOHHIIE Ca CHJIMKA-T€I MEMOpaHOM.
W3om0oBame HYKJIEMHCKHX KHCETMHA YBPCTOM (ha30oM c€ 3acHHMBAa Ha afcopOnuju
HYKJIEMHCKHX KHCEJIMHA MOMONhy CHIMIMjYM TUOKCHAA, a CHJIMIHJYM TUOKCHA KOjU Ce
KOPUCTH y MHOTUM KOMEpIMjaIHUM CIIMH KOJOHama TOTHYe u3 henujckux 3uaoBa
nujatomeja (Naccache et al, 2013). Kucenu nydepu, koju umajy nucke pH Bpemnocty, ca
BHCOKOM KOHIICHTPAIIMjOM XaOTPOIHUX coi omoryhaajy agcopbuujy JJHK Ha cunuka-ren
MeMOpaHH, JIOK ce ocTaje HeuyrcTohe ucmupajy. YmorpeboMm ankamHux nydepa (Buma pH
BpPEIHOCT) ca HUCKOM KoHIeHTamujoM comu JIHK ce mcmupa ca cunmka-ren memOpaHe U
MOXe J1a ce yrmotpebu 3a aase ananuse (Tan and Yiap, 2009).

Hpyrn waums excrpaknuje /JHK momohy uBpcre ¢ase je exctpakuuja ynmorpebom
marHeTHux uectuna. OBa Mmeroia ce 3acHuBa Ha Tome na ce mousekyn JJHK Besyje 3a
MarfHeTHe KyIJIMIE Yy KHCEJIOM PacTBOpY, JIOK y pacBopy ocrajy Heuucrohe. Hakon tora ce
J0/1ajy pacTBOPH 3a HCIHpame Kako ou ce monekynu JJHK ckuHynu ca MarHeTHUX YecTHIA U
npenwtu y pactsop (Butler, 2009).

Exctpakumja JIHK wucospaBameMm mojpasymMeBa MpPUMEHY CIAaHMX pacTBOpa.
[IpBoOuTHO ce henujcku nu3aT Tpetupa nporenHazom K mpeko Hohu, a 3aTuM A0/1aje ciaaHu
pactBop (Nasiri et al, 2005). OBa merona moapa3zymeBa Kopuiiheme pacTBopa 3acuhieHor
NaCl-om na Ou ce mpenunUTUPAIA TIPOTEHHH, a 3aTHM aJIKOX0J1a Kako O ce MPEeIUTUTUPAIN
mosekynu JIHK (Miler et al, 1988; Rivero et al, 2006).

byayhu na ycnemnoct ammnudukanuje monekyna JIHK usmely ocranor, 3aBucu u
on konnunHe [IHK y u3onary, nmoxesbHo je mpe u3Bohema IeHEeTHMYKUX aHalu3a OApPEAUTH
konnunHy JIHK y y3opky. 3Hame o pacnonoxuBoj konnuuHu JIHK kopuctu ce 3a
OJUTyYMBamkE O CTpaTeruju amiumMdukanuje u ynorpebu ontumante konnuune IHK, na 6u
MOTJIO Ja ce cadyBa BHIe u3BopHOT y3opka oxakie je IHK umzonosana. Ilpesume JJHK
noBoau 110 mpeontepeheHux enekTpodoperpama Koju OTeXaBajy TyMauewme pesyirara, a
npeamano JIHK noBomm mo ryOuTka anmena m Heycmexa ammumdukanuje. TpaauinoHamHa
kBaHTUuKanja Mosekyna JIHK  mogpasymeBa  crieKTpo()OTOMETPHJCKO — MEpeme
arcopOaHIIMje CBETIOCTH TajlacHe ayxuHe of 260 nm, momro Monekynu JIHK amcopOyjy
CBETJIOCT YNpaBO OBe TajacHe ayxkuHe. [lopen Tora, Mory ce ynorpebspbaBaTh U arapo3HU
TeJIOBU 3a Mepeme IMpuHoca Ha KojuMa ce ¢parmentu monekyna JIHK pasgsajajy mo
BEIMYMHH enekTpodopesom. Mehytum, npobiiem o6e MeToe je IITO HUCY CHelu(pHrIHe caMo
3a MeTepHjajl XyMaHOT TOpekya, ma ce He Moxe 3Hatu ga au je JIHK wm3onoBana w3
onpeheHor y3opka JbYACKOT IMopekyia WK nmotude o Heke apyre Bpcere (Madea, 2014). Mehy
caBpeMEeHHjUM MeTojama 3a kBaHTudukanujy monekyna JJHK yOpajajy ce xubpumauzammja
JTHK ca Alu cexBeHmom uiam ca mpoOoM Koja je koMIuieMeHTapHa cekBernu D17Z1 (slot blot
texHuka). O0e cekBeHle cy cnenuduyHe 3a npumare. Ha ocHOBY konuuuHe Be3aHe mpole
MOXe€ ce TauyHO ojapenuTu koinmymHa monekyna JIHK koja je mpucyrHa y y3opky (Lee et al,
2014). HajnpenusHuuje 1 HajeleranTHH]je MeTo/Ie 3a KBanTH(uKanujy monekyra JIHK cy End
point PCR u Real Time PCR. End point PCR ce npoxyktu ananusupajy mno 3aspuietky PCR,
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nok Real Time PCR konuunna JIHK ce KOHTHHYMpaHO mpaTtu HaKOH cBakor nukiyca PCR
(Butler, 2009). Real Time PCR je meroma koja komOumnayje PCR ammudukamujy u
bayopomerpujy. OBa MeToa KOpPUCTH TIPoOe obenexene (yopecieHTHUM Oojama. Toxom
PCR, mpo6a ca 6ojoMm ce Besyje 3a HoBocuHTeTHcaHu Mojekyn JIHK, mro pesynarupa
noBehameM (yopectieHIrje, a HUBO (hJIeyopecIeHIje Ce OYNTaBa HAKOH CBAKOT IHUKITyca
(Lee et al, 2014).

1.4.2. Memooe 3a ananuzy monekyna /IHK uzonoeanux uz ouonowikux y3opaxa

Hakon wuzonoBama u onpehuBama xormentpanuje JJHK u3 Ouonomkux y3opaka,
MpUMEBY]y ce MeToje 3a meHy aHanu3y. Koja meroma he Outu ynmorpeOJbeHa, 3aBUCH O
KBanuTeTa u Konnuunae pooujene JJHK.

RFLP (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) ananusa je mpsa
TEXHHKa Koja je Oua npmermena 3a JIHK mpopunucame (Dai and Long, 2015), kojom cy ce
uzaBajanu u uaeHtupukosard VNTR mapkepu (Lee et al, 1994). Osa meTona moapasymesa
ceuembe Moiyekyna JIHK wa wmame ¢Qparmente kopumihemeMm eH3MMa PECTPUKIIMOHE
ennonykiease (Dai and Long, 2015). Hakon ceuewa Mmosekymna JIHK pecTpuKIMOHUM
€H3MMHMa BpIIM C€ Cemnapanvja pecTpuknuoHuxX (parmenara wMosekyna JIHK
eJIeKTpo(hOpe30M Ha arapo3HoM reny. Arapo3Hu rei Koju je MOTOIUbEH y Iydep MmocTaBiba ce
y TI0Jb€ jeTHOCMEpHE cTpyje mpu yemy he kpahu pecrpukumonu JJHK ¢parmentn myroBaru
Opxe ka anomu W npehu mamum myr kpo3 ren (Lee et al, 1994). Hakon Tora ce Bpiiu
nenatypanuja moisekyna JIHK moranamem rema y 06a3Hu pactBop, ga Ou ce moOwmia
jennonanyana JIHK koja Tpeba na xubpumusyje ca mosnarom JJHK mpobom (Jarcho, 2001).
JIHK npoGa je kpatku jenHonanyanu ¢parment JJHK umja je HykneoTruaHa cexkBeHIa
no3Hara u komiuieMeHtapHa JIHK ¢parmMenty koju xemumo Ja HACHTUDHUKY]EMO.
Jennonanyanu @parment monekyna JHK ce mpe xubpuausanuje mnpeHocu Ha UBPCTY
MOJUIOTY Tj. HajIOHCKY MeMOpaHy kamwiapHuMm cuiama. [lomro cy JAHK mpobGe koje ce
KOpHCTE 3a XUOpUIU3alUjy paauoakTHUBHO oOenexkeHe, Busyenusanuja JJHK ¢parmenara
(VNTR mapkepa) Ha HajJIOH MEMOpaHU ce MOCTIDKE MPHUCIambabeM MeMOpaHe Y3 peHIeHCKU
¢bunm (Jarcho, 2001). Hakon Ttora ce youaBa JJHK mpodwun pamuorpadpujom. Ha ocHoBy
nojioXkkaja Tpake Ha ¢GWIMy, KOjU oiroBapa mnonoxajy ¢parmenara JIHK Ha HajnoHCKO]
MeMOpaHU U reily, MOXKEeMO J1a MPOLIEHUMO Ay XHUHY (parmenta, onHocHo VNTR cekBenie y
UCIHUTHBaHOM Yy30pKy. Henmocranu ose ananuze monekyna JIHK je mto je morpe6bHO MHOTO
BpEMEHa 3a W3BOheme aHamm3e, Kao M BeNMKa KoauduHa BuUcokoMmosiekynapHe JIHK, mTo
4ecTo MpeCcTaBba MpobieM ca Ouosomkum y3opiuma (Lee et al, 1994).

Hakxon otkpuha mertone nandane peakuuje nosimmepase (engl. Polymerase Chain
Reaction, PCR) 1983. ronune on crpane Manmuca (Kary Mullins) PCR je nmocrana jeqHa of
HajMONHjUX TEXHHUKA KOja ce IpUMemYyje y MojieKyaapHoj ouosoruju (Gunn, 2019). OcHoBHM
npuniun PCR je cenexkTtuBHa ammuiMdukaiuja, OJAHOCHO YMHOXKABambE jEIAHE >KEJbEHE
cekBeHlle Moiekyna JIHK Munmon 1o Munmjapay mnyra W [pencTaB/ba HMUTAIU]y
permmukanuje mosnekyna JIHK koja ce onBuja y henmujama. OcroBue oanmke PCR cy 6p3uHa,
MPENU3HEe U IWIKUYHE MPOMEHE TEeMIlepaType Koje Cy HEOMXOJHE 3a OJBHjame IMpoleca
amrudukamuje. Ceaka PCR peakiuja caapxu 30-40 nuxityca. Jepan munkyc PCR unne 3
¢daze (Cauka 4): dhaza nenarypamnuje JIHK matpune, xubpuanszaiuja npajMepa 1 eJI0HTalnja
wm ekcrensuja (Gunn, 2019). Toxom ¢a3e aeHarypaunuje Ha 95-97°C packumajy ce
BOJIOHMYHE Be3e u3Mel)y komriemeHntapHux jgaHana Monekyna JIHK, ma Ou ce moGuna
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jemnonanvana JIHK. V ¢da3u xubpunusamnumje, koja ce oaurpaBa Ha HUkKO] TemrepaTypu (50-
60°C), 3a jeqnonanuane moisekyie JIHK ce Besyje mpajmep (moderHuIia), Kpatku GparMeHT
JHK koju je komIuieMeHTapan no4etky ¢gparmenta Ha ucnutusanoj JIHK koju xenumo na
ammnukyjemo. CBaku mpajMep ce Be3yje 3a IUJbHY CEKBEHIly y JaHiy moiiekyna JIHK
KOjy IpOoHajia3u y HU3Yy HYKJICOTHAa U OHU ciyxe kao rpannynunu ceksenne JIHK koja ce
yMHOaBa. Y (a3u eJoHTalMje ce CUHTETHIIE KOMIUIEMEHTapHHU JlaHall 3aXBajbyjyhu eH3umy
Taq nommmepasu, kopuctehu cio0ogHE HYKICOTHIE W3 PEAKIMOHE cMmeme. Y CBaKoM
cienehem mukinycy csu mosiekynu JIHK ciyxe kao maTpuiia 3a gajby cuHTE3y, 300T yera ca

nosehameM Opoja muKiTyca Opoj HupHUX cekBeHIM Mosekyna JIHK pacre ekcrioHeHIjamHO
(Gunn, 2019).

NnoHaBrbawe LUKnyca
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— — / - - ™
4 fs] e— ] <] \ - _— » /
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1. umknyc 2. yuknyc 3. umknyc

Cnuxka 4. ®asze PCR peaxyuje (Todorovic¢ and Todorovic, 2019).

VYKOIIMKO ce y peakI[MoHy CMeIlly J10/1a ABa WM BHILE MpajMmepa, y Toky jenHe PCR je
Moryhe wcroBpemeHo amiumpukoBatu nBa win Bume ¢parmenara JJHK. OakBa PCR
amIuuguKaiuja je nmozxHara kao ayriekc (duplex) wim myntuminexc (multiplex) PCR. ¥V Toky
mynturuiekc PCR BakHO je Ja HYKJICOTHIHU cacTaB IpajMepa KOju ce KOpUCTe OyJe CimyaH
kako 6u ycnoBu PCR O6unm anexkBaTHH 32 yMHOXKaBame CBUX KeJbeHux cermeHara JITHK.

I'y6urak onpehene xonmmunne JJHK ce nemaBa kako Tokom ekcrpakiuje JJHK Tako n
TOKOM KBaHTHU(UKalMje, IITO je BEIUKHU MpobsieM y (OpEeH3UIM Kaja ce paad O MaluM
nouetHuM Konununnama JIHK (Cavanaugh and Bathrick, 2018). OBaj nmpo6iem je npeBasul)en
yrnotpebom T13B. aupektHor PCR-a. 3a agupexktan PCR Huje morpeOHO mpeTxogHO
nzonoBawe JIHK wu3 Ouonomkor ys3opka, kao HU mnpeuninhaBamke M KBaHTHU(]UKaIMja
monekyna JJHK (Cavanaugh and Bathrick, 2018). Iupextan PCR je unHTerpamuja mnpoieca
M30JI0Baka U aMmIuu¢uKkanrje u oMoryhasa go0ujame reHeTHUKUX Npoduia mojenHana us
OuostoImKkuX Tparosa ca jako aerpagosanom JIHK (Kowalczyk et al, 2018).

[Tocne ymuoxaBawa ¢parmenara JIHK wu3omoBane w3 Owosomkor Marepujajia
MOTPEeOHO je pa3aBOjUTH JOOMjeHe aMIUTMKOHE. To ce MocTmke eNneKTpo(opeTcKum
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pa3aBajameM (parMeHTa pPa3IUYUTE AYKHHE Yy EJIEKTPHYHOM I10JbY Ha OCHOBY HHXOBE
Ty’)KWHE U Op3uHEe KpeTama Kpo3 rein. Jyxu dbparmeHTH ce kpehy crnopuje u y jeauHULN
BpemeHa rnpely kpahe pacrojame Ha reny y ogHocy Ha kpahe ¢parmente. C 003upom na ce
pasnuuuty anenu jeaHor STR mokyca pasnukyjy y 6pojy mOHOBaKa OCHOBHOT MOTHBA, Tj. Y
Oy’ XKMHUA HU3a, HaKOH amrumipukanuje tor ¢pparmenta JJHK u paznBajama amIuimkoHa Ha
arapo3HOM Trelry, I00uja ce Mpelr3Ha TeHOTUIH3AIlHja TOT JIOKYca.

JJHK cexBeHuupame je ojpehuBame JHMHEAPHOT peaociena 4YeTHPH THIIA
nykineoruaa y monekyrny JIHK (Lee et al, 1994). Jomr 1977. romune Canrep (Frederick
Sanger) je usymeo cekBeHatope npBe reHepaije U 1980. rogune no6mo HobenoBy Harpamay
(Bruijns et al, 2018). Ox 2005-2007. rommHe Cy HIpPOHM3BEAECHH CEKBEHATOPH JpYyre
reHepaiyje, a HaKOH Tora U CeKBeHatopu Tpehe reHepammje, Koju ce Ipyradvje Ha3uBajy
MAacHBHO TMapajelHO CEKBEHIMpame WM CceKkBeHaTopu HoBe reneparmje (engl. Next
Generation Sequencing, NGS) kako Ou ce pa3/BOji/ia HOBa TEXHOJHUTHja OJ MPETXOIHUX
Mmerona cekBeHnupama (Bruijns et al, 2018). CekBenaTopu HOBE TIeHEpalldjy MOTY Ja
obpalyjy muiamon mo wmunujapay JHK cexsenmm mapanenno (Naccache et al, 2013;
Hamamoto et al, 2019). Ynorpe6om NGS y dopeHsunu cmamuia ce BepoBarHoha J1axHO
nmo3uTuBHUX mnonynapama y JHK mnpodwunmucamy © mocTasio je Jakmie pa3IuKoBaTH
pazmuuure JIHK npoduie y cinoxenoj cmemu. Ynorpebom PCR y kxomOunauuju ca
KarmmiapaoMm enekrpodopesom 6poj STR mapkepa xoju he ce aHaimM3upaTH je OrpaHHUYCH,
1ok ca NGS TexHOI0THjoM He TocToje orpanuuea (Bruijns et al, 2018).

1.5. 3BHAYAJ AHAJIN3E MOJIEKYJIA ITHK Y CYACKOJ MEJIUILIUHA

Ananusa xymane reHomcke JIHK nma mupoky npumeny y popeH3n4yKoj FreHEeTULIH, C
o63upom naa cy monekynu JHK jenuHcTBEHM M HENOHOBJBMBHM Y XYMAaHO] MOMYJIallUju.
Henosu nanna JIHK koju cy yHHBep3aJHU CETMEHTH, UIACHTUYHU Cy KOJ| CBUX JEIWHKH Yy
OKBHUPY HCTE BPCTE, JIOK Cy BapHjaOMJIHU CETMEHTH PA3IUYUTH KOJ Pa3InUUTUX JEAMHKH.
VYmpaBo ce oBa japyra Bpcta cermenara kopuctu 3a JIHK tunmzamujy npuivkom
unentudukamnmje jpyau (Butler, 2005). I'enomcka JIHK ce Moke M30710BaTH U3 Pa3InIATHX
y3opaka ykJbyuyjyhu henuje nepudepne kpsu, henrje 6prca opanHe Ciry3HUIE, KyJITHBHUCAHE
henuje, acnupaT KOCTHE CpXH, aMHUOLMTE, CBEXE MIM CMP3HYTO TKUBO, Ka0 U TKHBO
yKkanymbeHo y mapaduncke Omokoe (Mullegama et al, 2019). Hajoossu pesymatatu ce
MOCTH)KY aHAJIM30M JKUBUX TKHBA, aJll U MaTepHjall ca o0AyKIHje MOXe OMTH ynoTpeOsbuB
CBE JIOK, 300T OJIMAKJIMX TPYJEKHUX MPOMEHa, He Johe 10 MOTIYHOT YHHIITEeHA jeJapHOT
MarepHjana.

CynckoMenuinHCKe OOAyKIMje ce 00aBJbajy y CBHUM ClIy4ajeBHMMa HACHIIHE CMPTH,
HEjacHe MpHpPOJHE CMPTH, Kao W y cilydajeBUMa Kajaa je mnoTrpeOHa HaeHTH]UKaluja
HEeUJeHTU(DUKOBAHUX JIelIeBa. JemaH off 3ajaraka CyACKOMEIHMIIMHCKE OOIyKIuje je
yTBphuBame y3poka cMptu. Kajga ce HakoH CyICKOMETUIIMHCKE OOAyKIMje He YCTaHOBU
Y3pOK CMPTH, BpIIIE C€ JOJaTHA UCIUTHBAKA, KA0 IITO CY XUCTO-MATOJIOIIKO MPETPAKUBAHE
TKHBa, TOKCHUKOJIOILIKE aHAJIW3e U MHUKpoOumosomke aHamuze. AHanuza monekyna JIHK je
JaHac CyBEpeHa MeToJla Koja C€ KOPHCTH Y CY/ACKOj MEAWIMHU TPWIMKOM BeIITa4eHa
OMOJIOIIKKX y30paka M TparoBa W 4YecTO jeJMHAa METOJa y pa3pellaBamby MHOTOOpPOjHHX, HA
JIPYTH HaYWH HepemuBuX KpuBUYHKUX aena. [Ipumena dopensnuke JIHK ananuze nocrana je
CyBEpeHa MeTo/a y yTBphuBamy HAEHTHTETa 0co0e, pa3jallliberhy CIydajeBa KpUMHHATHUX
panmu, yTBphUBamy OYMHCTBA, WJACHTH(PHUKANMJH JKpTaBa Karactpodha H JAPYTHUX.
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Wnentudukanujy je moryhe m3pumru Owino Ha ocHOBY ynopehuBama JIHK npoduna
HeunentudukoBane ocode ca JIHK npoduom cpognuka, wm ce ynopehyjy JIHK nmpodumm
KOjU TIOCTOje Y oaroBapajyhoj apxuBu y3opaka.

1.6. DUKCUPAILE TKUBA

dukcupame TKHBaA je Mpolueaypa Koja omMoryhaBa odyBame XHCTOJOUIKE CTPYKTYpe
TKkuBa U Mopdororuje hennja u henujckux eeMeHara y cTamby ITO NPUOIMKHHU]EM KHBUM
tkuBuMma (Thavarajah et al, 2012). ®ukcupamwe omoryhaBa ga O4YBpCHY CBE KOMIIOHCHTE
TKHBa Kako OM OHO HM3IpKano najby oOpany. Takohe, ¢ukcupameMm TKHBa ce clipedyaBa
BEroBa ayroiyio3a u tpysbemwe (Howat and Wilson, 2014). PactBopu Koju ce KOpUCTE TOKOM
¢bukcupama ce 30By Qukcupajyhu pactBopu win (GukcaTuBu. XeMHjCKe METo/ie PUKCcHUpamba
3axTeBajy 3HAaTHO Kpahe Bpeme 3a (UKCHpame, IITO 3aBUCH OJ BpEMEHa IEHEeTpaluje
¢dukcaruBa u BennunHe TkuBa (Tsai, 2006). [Topex xemujcke MeToje GUKCHpama MOCTOJH U
¢usnuka merona Qukcupama (Grizzle, 2009). ®usnukum merogamMa ce TKHBA (UKCHPAjy
TAaKO IITO CE H3JaXy EKCTPEMHHUM YCJIOBHMa, Kao INTO jeé BEOMa BHCOKA WM HHCKa
TeMrieparypa. Mymuje cy odyBaHe, jep je TeJIO MU3JI0KEHO EKCTPEMHO CYBOM OKPYKEHY O
BEOMa BHCOKHX /10 BeoMa HUCKHX Temmeparypa (Tsai, 2006; Grizzle, 2009).

1.6.1. Bpcme puxcamuea

CBe (ukcatuBe KOju ce KOpHUCTE 3a (PUKCHUpame TKHBA MOXKEMO CBPCTaTH y YEeTHPU
ocHosHe rpyrme (Thavarajah et al, 2012; Kocjan et al, 2016):

1. anpexumu (popmanaexun, rIyTapAaexun),

2. OKcHuaaHCH (OCMUjyM-TeTPaOKCU]I, KaJHjyM IepMaHraHar),

3. (QukcaTuBy Ha 60a3u aKoxoJia (€T ATKOXOJI, METHIT aJIKOXO0JI, CUpheTHa KHCEITnHA),
4. (QuxcaTuBHU ca MeTauMa (XKHUBA-XJIOPU, MHKPUHCKA KHCEITHHA).

Annexuu 1 OKCUIAHCH JIeTYjy Tako IITO CTBapajy YHAKPCHE Be3€ ca MAaKPOMOJIEKYIMa
U Ha Taj HaunH Qukcupajy TkuBo (Thavarajah et al, 2012). ®ukcaruBu Ha 6a3u aIKOXOJa HE
CTBapajy yHaKpCHE Be3a ca OMOMOJeKyJlnMa, Beh JAeHaTypully NMPOTEHHE YKIamhamkbeM BOJE
U3 CIIO0OAHUX KapOOKCHIIHUX, XHJIPOKCHIHHUX, aMUHO, aMUJI0 U IMUHO TpyIa MPOTEUHA, ITO
JIOBOJIH JIO KoaryJaluje MpoTenHa, aji U CKyllbama (Habupama) Tkusa (Howat and Wilson,
2014), 30or uera HHCYy NOTOJHM 3a TNpoydaBame Mop¢oioruje (HUKCHpPaHUX TKHUBA
(Srinivasan et al, 2002). dukcatuBu ca MeTanuMa Jaeidyjy Tako ITo (opMmupajy
HepacTBopsbHBe MeTanHe npernunutare (Thavarajah et al, 2012). ®ukcaTiBu KOju KOpUCTE
KHUBY c€ Be3y]y 3a CyJa(uIHE U aMUHO TPYIIe U MPEUUNUTHPA]y TPOTEUHE; OBH (PUKCATHBU Ce
perko kxopucte y mpakcu (Howat and Wilson, 2014). Ilomro dopmanmexun yruue Ha
KBaJIUTET HyKJIeMHCKuX kucenuna (Howat and Wilson, 2014), a apyru ¢GuKCaTUBH HHUCY
UJICATHY 32 (PUKCHUPAE CBHX TKHBHUX KOMIIOHEHTH, IPUMEHY]y Ce MEIIaBUHE (hUKCaTuBa
Kako OW ce HaJOKHAJWIM HEAOCTalM MojeauHadynux (ukcatusa (Srinivasan et al, 2002).
Mehytum, n3bop ¢ukcaTvBa 3aBUCH Ipe CBEra o] BpCTe TKHBA Koje ce (huKcupa u oJ] Tora
koje he ce maspe ananuse ciopoogutu (Thavarajah et al, 2012).
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1.6.2. Xemujcke u guzuuke ocooune gpopmanoexuoa

dopmanzgexun je orkpuo jomr 1859. romune batnepor (Aleksandr Butlerov) (Fox et
al, 1985; Skage and Schander, 2007), a 1868. rogune Xodman (August Wilhelm Van
Hoffman) je passBuo meromy cunTtese dopmanmexuga w3 Mmeranona. la Ou dopmanmexun
MoYeo Jla Ce MHIYCTPHUjCKH MPOU3BOIAM Tpedajo je Ja uMa MEIUIMHCKY NpUMeHy. Y TO
BpEME Y MEJHMIMHH C€ KOPHUCTHJIO CaMO HEKOJHMKO aHTHCENTHKA, KOjU Cy OWIIM H3Y3ETHO
TOKCHYHU W Harpu3ajii Cy TKHBO, Ma C€ MPETIOCTaBWIO Ja (HOpMAIIEXU MOXE Jia ce
KOPHCTH Ka0 aHTHCETITUK WM 3a JIUCHE U crpedaBame nHPekiuje pana. Ca TOM HaMEpoM je
1892. rogune muanu jgekap baym (Ferdinand Blum) moueo ca HCIUTHBAKEM aHTUCEIITUYKOT
nejcrea popmanaexuaa (Fox et al, 1985; Donczo and Guttman, 2018). biiym je kopuctio 4%
pactBop Qopmangexuga koju je mobuo paszbmaxkemem wunpycrpujckor, 40% pactBopa
dbopManexuma. Pesynratu meroBor Tectupama Cy mokasanu aa Gopmangexun epukacaHo,
anu cropo ybuja Gaxrtepuje. Takohe je 3ak/byuyno Jga cy TKHMBa MOTOMJbeHA y (hopMmanuHy
M3Y3ETHO MPUIIPEMJbEHA 32 XUCTOJIOIIKY aHAIu3y, moceOHo HakoH Oojema (Fox et al, 1985),

3600r vera je 4% (opmaiuH ModYeo aa ce mpuMemyje 3a ¢dukcupame TkuBa (Groelz et al,
2013).

dopmanaexu]l je HajjeqJHOCTABHUJU alJeXU] KOJU CaJp>Ku caMo jellaH yrJbeHUKOB
arom (Tsai, 2006; Hoffman et al, 2015). ®opmangexus je rac (Kiernan, 2000), koju ce 6p30
pacTBapa y BOJHM, Ca KOjOM XEMHUjCKH pearyje u (hopMHUpa METUJICH TIIMKOJT (METHJICH XUAPAT)
(Cauka 5) (Fox et al, 1985; Kiernan, 2000; Thavarajah et al, 2012). V t0j dopmu je
dbopmangexua npucyran y Bogerom pacteopy (Kiernan, 2000). Mosekynu METHIIEH TIIHKOJIA
pearyjy jenuu ca npyruma npasehu monumepe (Kiernan, 2000; Thavarajah et al, 2012). ¥V
BOJICHOM pacTBOpY je (opMaluH y HajBeheM NpoLEHTY Yy OOMMKY KpaTKHX IoJuMepa
OykuHEe 2 710 & MOHOMEpPHMX jJeAMHUIIAa-METHJIEH TJHUKOJIa, KOJU C€ Ha3uBajy
MOJMOKCUMETHJIEH TJIMKOJ, a MamuM jeiaoMm y obnuky monomepa (Kiernan, 2000; Tsali,
2006). IlpomsBohaum momajy MeraHonl y pacTBop (opMannHa, KOjU YCIIOpaBa HHETOBY
noiumMepusanujy (Fox et al, 1985; Kiernan, 2000; Tsai, 2006).

H H,
>:|:| ] C

H + w7 SNy —= 0 o

dhopmangexus BOOA METMNEH TMWAKON

Cnuxka 5. Peaxyuje popmanoexuoa y éoou (Fox et al, 1985).

Hanac je y ymorpeobu 10% nydepusoBann ¢opmanun koju caapxu  3,7%
dbopmangexuna, 1% wmeranon (Kiernan, 2000; Thavarajah et al, 2012) u docharue mydepe
(NaH,PO4 u NayHPO,) (Lehmann and Kreipe, 2001). d®opmannexus uma HPUPOAHY
TEHJICHIIN]Y Ja OKCcuayje mpousBoachu mMpaBpy kucenuHy. OBaj MpoIeC OKCHAAIUje ce
JeliaBa Mmoj yTuiajeM aTMoc(hepcKor KHCEOHUKa, a He3HATHA KOJMYMHA MPaBJbe KHCETHHE
MOXe OMTH TIPUCYTHA M Y KOMEPIHjATHOM (GopMalaexuay (MHIYCTPUJCKH MPOU3BEIACHOM),
BEPOBATHO KAa0 PE3YNTaT CKIAUIITCHA WIN MPOU3BOAKE. MpaBiba KUCEIWHA HACTaje O]
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ytunajeM Huckor pH pactBopa, Tako na ce nogaBameM pochataux mydepa u noauzamem pH
pactBopa periraBa oBaj mpooaem (Fox et al, 1985).

1.6.3. Qukcuparwe mkusa ghopmandexuoom

dukcupame TKHBA je (Hu3nmuko-xemujcku npouec. [Ipoxumame TkuBa HopMannHOM
WU TICHeTpanyja je (GU3UYKU MpoIec KojuM pacTBop GopmanuHa "ynasu" y TKUBO JOK HE
nohe nmo Hajayoseux cnojeBa hemumje (Thavarajah et al, 2012). ®opmanua moBOIU 10
xeMujcke mMomudukanuje Ouomosiekyna, dGopmupajyhu xemujcke Bese u3Mmely mnpoTeuwHa,
HYKJICMHCKMX KHCEIWHa, TJHKonporenHa u mosmcaxapuaa (Fox et al, 1985; Groelz et al,
2013). Jlok ce mpoxuMame TKHBa (POPMaIMHOM MPHUIMYHO Op30 [eliaBa, caMo (GUKCHpame
TKHBA je criop nporiec (Bussolati et al, 2011).

Pasznuuutu akropu yruuy Ha mpokumame TkuBa (opmanuHom (Fox et al, 1985;
Srinivasan et al, 2002; Tsai, 2006; Thavarajah et al, 2012; Todorovi¢ et al, 2019):
temneparypa, pH BpeaHOCT pacTBopa, 3alpeMHHAa M KOHIIEHTpAIlMja pPacTBOpa, Iy)KUHA
(dbukcupama, IPUTHCAK W TOBPINTMHA TKWBA. [IpuUCycTBO Kammiapa ¥ MUIMIMhHUX BIakaHa y
TKHUBY noBehaBa cTomny npoxumara TKUBA.

dukcupame TKHBa 3aBHCH OJI KoeduuujeHTa mudysuje (PuKcaTUBa M CTOME KOjOM
pearyje ca TkuBHUM KommnoHeHTama. IlIto je Behu koedunumjent audysuje, purcupame
TKuBa je 6osbe. PacTtBop 4% dopmannexuna nma koepunujert audysuje ox 0,78. U3 mpaxce
je mo3Haro ja je 3a pukcupame TkuBa Ae6spuHe 1 mm norpeban 1h. [Ipoxumame TkuBa je y
nmoveTky Opxke u n3Hocu oko 1 mm/1h, a 3aTum ce Taj mporiec o/iBHja 3Ha4ajHO criopuje, lem
TkuBa 3a oko 24h (Stanta, 2011; Comanescu et al, 2012). Ilocne Tora, mpoXHUMame TKHUBA
¢dukcatuBoMm je jom cropuje (Stanta, 2011). Beh ¢ukcupano TkuBo nenyje kao Gapujepa 3a
yia3ak, OJHOCHO TpoXuMame TKuBa ¢Gopmangexunom (Thavarajah et al, 2012). V
CBaKOJIHEBHOM pajy TKHBO ce ¢ukcupa Hajuerrthe usmely 24h u 48h (Srinivasan et al, 2002;
Hewitt et al, 2008).

Kao mro je Beh momeHyTo, y KOHTAaKTy ca BOAOM (popManiexus ce XuApOoreHu3yje y
¢dopmy MmertuneH rmkoina. Kajga ce TkMBO moTonu y (OpMaliH OHO C€ Hajupe MpoKHMa
METHJICH TJIMKOJIOM U MamoM KoirnunHoM opmanaexua (Fox et al, 1985; Thavarajah et al,
2012). KoBaneHTHO XeMHjcKO (UKcHpame 3aBUCH Off (pakuuje QopMmannexuaa Koju
(dbopMupa Be3e ca TKUBHUM KOMITIOHEHTaMa U M3JiBajama (hopMasaexua U3 METHIIEH TJIMKOIa
(Fox et al, 1985; Thavarajah et al, 2012): mrTo Bumie gopmanaexuna "uzahe" u3 mMeTuieH
rivkona, (uxkcupamwe TKuBa je Oosbe. Huzak pH, Bucoka koHueHTpauuja u nosehana
Temreparypa (paBopHu3yjy AUCOLM]jALlM]y METHIIEH IIIMKOJIa U n3aBajame hopmangexuaa (Fox
et al, 1985). ®opmamagexua, Kao peaKTHBHA eIEKTpOHIIHA BpCTa, JIAKO pearyje ca
pa3nUYUTUM (PYHKIIMOHAIHUM TrpylnaMa OHOJOUIKMX MaKpOMOJIEKYJa IpU YeMy J10Jla3u JI0
ympexaBama. Cryauje mMoka3yjy Ja je Hajuemha BpcTa yMpekaBama Kojy (opmupa
dopmanaexua ca NpoTrenHUMa U To u3Mel)y aroma a3ora Ha Kpajy OOYHOTr JlaHIA JIM3HHA U
aroma aszorta nentuane Beze (Thavarajah et al, 2012). V oBoj peakuuju ce dopmupa
METHJION, MHTEpMeAMjep Koju Moke na u3ryou Boay aajyhu HludoBy 6a3y (umun). Y
npyrom kopaky lIudoBa 6a3a pearyje ca ApyruMm HykjIeouinMa, KOju MOTHUY U3 IPYror
MPOTEeHHA, WIM U3 UCTOT NMPOTEHHA Kao M MPBU HYKJICO(UI, MU APYror €HIOTeHOr Major
MOJICKYJIa, TIPU 4eMy ce cTBapa ympexxeHu npousBoj (Camka 6). MaunujamHo crBapame
YHaKpCHUX Be3a ce 3aBpiuaBa 3a 24h no 48h HakoH mpokuMama TkuBa (opmaiunHoM. CBe
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peaxiyje y OBOM JBOCTEIICHOM MPOIIECY Cy PEBEP3UOHITHE, IITO je KIbyYHA KapaKTePHCTHKA
ympekaBama Gpopmanaexuaa (Thavarajah et al, 2012; Dietrich et al, 2013).

1. KOopak
0 -H,0
R,——NH, + JL N —— R1——NH\ e ——o Ry——N
N
H H CH,—OH CH,
NpoOTeuH cpopman,qexun MeTunon LUVICPOB& baza
2. Kopak
R1——N\\ + Nuc—R, <—= R;—NH R,
N
CH, CH,—Nuc
LLindgoea 6aza HykneohUnHu YMPpEXEeHU NpoaykKT
MoneKyn

Cnuka 6. Xemujcke peaxyuje y MOKYy YMpedcagard Hopmanoexuda u MaKpoMOIeKyld
(Hoffman et al, 2015).

Jla 61 ce CTBOpPHMO BEJIIMKU Opoj CTAaOMIHMX KOBAJEHTHUX Be3a MOTpeOHO je u a0 30
JaHa W Taj mpoliec je upeBep3nOuian. CBe 0BO Mema (PU3MUKO-XEMHU]JCKO CTalkhe TKHBA Kao
HITO CY pelyKlMja U OKCHJalMja, MEeMOpPAHCKH MOTEHIMjall TKUBA U MOBPIIMHCKH HAIMOH U
YUME Ce MEHha U PEaKTUBHOCT henujckux KOMIOHEHTH. MehyTtumM, jomr yBek HMje MO3HATO
KOJIUKO je BpeMeHa HajMame MOTpeOHO /a ce 00e OBaKO CIIOKEHE MHTEPaKLHje OIUrpajy.
CyricraHie Kao ITO Cy MacTH, YIJbeHH XUAPATH U HYKIEMHCKE KHCEJHHE Cy 3apo0JbeHe Y
HEpacTBOPJHMBOM MaTPUKCY YHAKPCHO MOBE3aHMX NMpoTerHa MpBUX 24h, anu ce He Mewajy
XEMHJCKH OCHM aKo ce (pUKCHpame He MPOAYKH Ha Hekomko Hezesba (Kiernan, 2000). Ako
Jj€ KOHIIeHTpalyja popMaliexuia IpeBullle HUCKa WK jé BpeMe HHKYyOaluje CyBHILIe KPaTKo
Hehe ce crBopuTH 10BOJBHO yHakpcHHX Besa (Hoffman et al, 2015), ma vu TkuBo Hehe Outn
n00po GpuKcUpaHo.

1.6.4. Peaxyuja uzmely gpopmanoexuoa u monekyna /[HK

dopmanaexun pearyje ca monekyiaom J[HK Ha ciuyaH HauymH Kao M ca JIPyruMm
makpomonekyauma y hemuju (Thavarajah et al, 2012; Hoffman et al, 2015). ®opmanaexun
pearyje ca aMMHO ¥ UMHHO Tpynama a3oTHuX 0a3a y mosiekyny JJHK, nonaje xunpoxcumerns
(metunon) rpyny-CH2OH, npu uemy Hactajy meTunon aepuatu 0aze. U3mehy nBe amuHo
rpymne a3oTHUX Oa3a ce ¢popmupa metmiencku moct (Douglas and Rogers, 1998; Srinivasan
et al, 2002). Xuaponusom mona3u 10 packuaama N-TIHMKO3UIHE Be3e, OJ(Bajarha IMypUHA U
nupumuauHa on mojekyna JIHK u cTBapama amypuHCKMX M anmupuMuIuHCKHX MecTta (AP
Mmecta) y monekyny JIHK. Peaknuja xunponuse 1oBoau 10 packuuama (GpochoauecTapeKux
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Be3a m3Mehy ne3okcupubonykieoruna u Qparmenranuje monekyna JAHK (Douglas and
Rogers, 1998; Srinivasan et al, 2002; Tsai, 2006).

dopmangexua Moxke Ja JOBEJe U 10 yMpekaBama nporenHa ca moisekyinom JJHK. C
003UpOM J1a je JIM3WH HajpeaKTHBHUJU Y HAaTUBHOM MPOTEUHY, HajBehU MPUHOC yMPEKEHOT
IPOM3BO/Ia JOOM]jCH je ca JIM3MHOM | JeokcuryanosuaoMm (Lu et al, 2010). V jenpy henwuje ce
HaJla3W BeJIMKA KOJIMYMHA OOYHUX JIaHAIlA JIM3MHA y TPOTECHHUMA Koju ce Be3yjy 3a JJHK, mox
ce nyx mosiekyna JIHK nanaze amuno u umuno rpyne. OBe 1Be 0COOMHE MOTY Ja IOTIPUHECY
penatuBHO Behem mpuHOcy mporenH-JJHK ympexaBama y nopelhemy ca mpoTenH-TIPOTEHH
yHakpcHuM Be3ama (Lu et al, 2010).

JyxuHa Qukcupama Hema edeKTa Ha XUCTOJIOIIKE KapaKTePUCTUKE TKHUBA, alld YTHUYE
HeratuBHO Ha kBanuteT Mosiekyna JIHK y tkuBuma. IIpoceuna Bennumna monexyna JJHK
M30JI0BAaHOT M3 TKUBa Koje je ¢ukcupaHo y nydepuzoBaHoMm ¢opMalnHy omajaa ca
noBehameM nyxuHe Qukcupama TkuBa (Srinivasan et al, 2002). Ha crenen aerpanaimje
monekyna JIHK, koju cy u3onoBanu U3 TKUBa Koja cy (ukcupana y (GopMalMHy, yTHYE U
KOHIIeHTpanuja dopmanuaa, pH, KOHIEHTpanuja coyid, BPCTa TKHMBAa Koje ce (UKcHpa |
temmneparypa (Dietrich et al, 2013; Todorovi¢ et al, 2019). ®ukcupame TKHBa Ha HHKO]
TEMIIEPATypH CMamYyje aKTUBHOCT helnjckux eH3uMa (YKJbYdyjyhu eH3uMe KOju JOBOJIE JI0
nerpaganuje JJHK u mporemna), mTo moBomu a0 Mame jaerpaganuje moiekyina JJHK
(Bussolati et al, 2011; Todorovi¢ et al, 2019).

1.7. MAPA®UHCKHU BJIOKOBU TKUBA

Kanymbewe TkuBa y mapaduucke OnokoBe mpBu je yBeo Kiredc (Edwin Klebs)
1869.romune. Ilporec kanymbemha TKHBA je MOCTYNAK y KOME C€ MPaBHIHO OPHjEHTUCAHO
TKHUBO TOTIIYHO 3aTBapa y YBPCTY MOAJIOrY, Tj. MEAMjyM Kao IITO je mapaduH, na 6u ce
oMmoryhuiio ceueme TKHBa Ha TaHKe pe3oBe (crmajcose) (Sadeghipour and Babaheidarian,
2019). MeaujyM y KOjU ce TKHBO Kaiymu Tpeba Ja OMOryhH elacTHYHOCT, OJYIHpParhe
M300MUehY MpeceKa MPIIINKOM CeYeha U NCTOBPEMEHO J1a OJIaKIa ceyerme TKuBa. Mako cy
y yHoTpeOM pa3IuuuTe CYNCTaHIE 3a Kalylbemhe TKHBA (LIEJTOUAMH, €CTapCKU BOCAK,
CUHTETHYKE CMOJIE, >KEJIaTUH), mapaduHCKH BOCAK j€ HAjIOMyJapHUjU MEIUJyM KOJU C€
KOPUCTH Y XHCTONATOJOIIKMM JabopaTtopujama. UBpcTH mapaHUHCKM BOCAaK je cMella
JyrojlaH4aHUX YIJbOBOJOHHKA 0OUjeHux u3 HadTe. KoMmepnujanHo goctynaH napa@uHCKU
BOCaK je Oerne 0oje uiu je 6e360jan, 00MyHO Oe3 MupHca, ca TaukaMma TOIJbEHha Yy PacloHy O]
40°C mo 70°C (Sadeghipour and Babaheidarian, 2019). 3a pag ca MekaHMM TKHBHMa C€
KOpUCTH MapaduH yuja je Tauka Tormbema 45°C u HUXKe, a 3a paJl ca YBPCTUM TKHUBHMA Ce
KopucTu mapaduH uhja je Tauka tormberma 60°C u Bume (Hewitt et al, 2008; Kocjan et al,
2016). Hajuemhe je y ynmorpeOu mapaduH ymja je Tauka Tormubema uaMehy 56°C u 57°C
(Sadeghipour and Babaheidarian, 2019).

AIIMTUBY Cy pa3HUYUTE CYIICTAHIIE KOje ce J01ajy Y mapaduHCKH Bocak Kako Ou ce
MPOMEHWIA HEroBa IUIACTUYHOCT, KOH3WCTEHIIMja ¥ Tadka ToOIlUbewma. Hajuemhe
ynoTpe0sbaBaH aJUTHUBH Cy IJIACTHYHU TOJUMEpH, T'yma, HEPEeCUH, AUMETUI Cyl(oKCus,
MYenBbA BOCaK W Bocak on Ooposuuile (engl. bayberry wax). Ilnactuunu monmmepu ce
nonajy y mapaduHCKH BOcCak Ja Ou moBehalld HEeroBy €MacTHYHOCT M MOCTOjaHOCT. ['yma
takohe moBehaBa enactuuHocT. llepecun je Bocak mpeuunnrheHn oxa o3eueputa. Jlomarak of
0,3-0,5% muepe3una ciyxu na mnoBeha YBPCTHHY BOCKAa W CMambH HETOBY KPHUCTAIHY
cTpykTypy. Jumerun cyndokcun omoryhaBa Op3y HHOUATpalHjy TKUBa Mapa@uHOM.
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[Tuenumy BOcak je *kyTa CYINCTaHIA ca TAaYKOM ToIubema o 64°C u Hajuenrthe ce goxaje 10-
20% muenumer Bocka y napadaHCKH BOCaK KaKo OM My Ce€ CMambHiia KpUCTAlTHA CTPYKTYpA.
Bocak o1 00poBHHIIE HE CaMo Jia CMamyje KpUCTAINU3alujy, Beh U CHIKaBa TauKy TOIJbCHA
napadunckor Bocka (Sadeghipour and Babaheidarian, 2019). 3a ©OuomonekynapHa
UCTpaKuBama Tpeba m3beraBatu mapaduH ca BHCOKOM TauyKOM TOIUUbEHa W MapaduH KOjU
Kao QJWTUB CAApPKH TUYCIUEbM BOCAK, 3aTO INTO OBU MNapauHU OMETajy pereHepanujy
OuoMoJIeKyna, Kao mTo cy HykienHcke kucenune (Hewitt et al, 2008; Klopfleisch et al,
2011; Sadeghipour and Babaheidarian, 2019). Kopuniheme mapaduna ca BHCOKOM Ta4KOM
TOIJbCH-A JOBOJM JI0 HEaJCKBaTHE JernapaduHU3aluje U CMAambCHOT MPUHOCA HYKICHMHCKUX
kucenuna (Hewitt et al, 2008; Klopfleisch et al, 2011).

[Ipouiec oOpame TKMBa W Kalylubemhe y HapaduHCKU OJOK 00yxBaTa HEKOJIHKO
KOpaka: JeXuapaTaiijy TKHBa Koja ce BPIIM MPEMEUITakheM TKHBA U3 BOJCHE y AIKOXOJIHY
cpenuny (Hajuenrhe eTaHoIT), 3aTUM CJICIH 3aMEHA OPTaHCKUM pacTBapadeM (KCHJICHOM) U Ha
Kpajy 3ameHa kcuiena mapaduHom (Hewitt et al, 2008; Stanta, 2011). Ha oBaj mporiec y
BEJIMKO] MEpH YTHUYy TEMIIeparypa, BpeMe, NMPUCYCTBO BaKyyMa WM KBAJIUTET pearecHaca
(Hewitt et al, 2008; Stanta, 2011). Tpajame yuTaBOT MPOIIECa MOXKE BapUpaTH 011 Mambe o1 4h
1o npeko 12h. Ox cymTHHCKOT je 3Havaja Aa TKUBO Oyne MOTIYHO NEXUAPUPAHO TOKOM
oOpaze, jep mpeocTaia Boja Hehe OUTH 3amMemeHa mapadruHOM, IITO JOBOJIU 10 Jerpajaliije
U XHIPOJNH3e HYKIECHHCKUX KHUCelnHa. HekoMImeTHa nexuaparanuja je y BEIHKO] MEpHU
mocieauia jgomier ¢pukcuparma Tkusa (Hewitt et al, 2008).

Cnenehu xopak oOpaje TKUBa IIpeICTaBIba "'yMemTame'" TKUBA Tj. TIOCTaBIbakhe TKUBA
Koje je Beh mposkero mapaduHoM y Kamymn. TokoM oBOr mpoiieca 10/1ajy c€ HOBE KOJIUYUHE
napaduHa kako Ou ce cTBOpHO HapadUHCKHU OJIOK KOju 00Jake CHOJbALIKOCT OBOT Kalyla.
IIponec ymemtama oMoryhaBa cenypame TKHBa Ha BpJIO TaHKE pe30Be TkHuBa Jiebsbune 4-20
um xopumrhemem wmukporoma (Hewitt et al, 2008). Ilapadun koju ce KopHCTH 3a
UMIIPETHALIM]Y U TIPaBJbeEE OJIOKOBA Bapupa M 3aBHUCH O] MHIMBHIYyaHUX MOTpeda cBake
nabopatopuje (Hewitt et al, 2008; Klopfleisch et al, 2011). HoBuje cTyauje cy mokasajie aa
nosehaHa TemepaTypa TOKOM KalyIlJbeHha TKMBA y Mapa(uH JI0BOJE 10 CMamkEeHOT IPUHOCA U
Mmame uncrohe HykienHckux kucenuna (Lou et al, 2014).

1.7.1. Kapakmepucmuxe mxuea u monexyna /IHK ykanynwsenux y napaguncku o610k

[TapaduHCcKku OJIOKOBM TKHBa ce MpaBe Mocjie aJeKBaTHOI (ukcupama U oOpaje
TKUBa M3y3€TUX TOKOM oOIepalinje, Ouorcuje uiu ooayKiuje. 3a MoJeKylapHa UCTPAKUBakba
je moJjjeIHaKo BaXXKHO KopuIIheme U HOPMAIHOT U MATOJOIMIKK U3MEHEHOT TKuBa. MehyTum,
Jierpajalyja HyKJIeMHCKUX KUCENMHA j€ HHTE3WBHU]a Y TKHBUMA U3y3€TUM TOKOM OOJyKIIH]je
HEro y TKMBUMa HM3y3€TUM TOKOM omepanuje uiau Ouomncuje. yxuna JIHK ¢parmenra
M30JIaBaHNX W3 MapaUHCKUX OJIOKOBA TKHBA M3Y3€THX TOKOM OHOTICHj€ WIIU Olepaluje je
oko 300-400 bp, a mHOrO cy kpahu ¢parmentu JJHK uzonosane u3 napapuHckux OJI0K0Ba
TKHBa U3y3eTHX TokoM obaykuuje (Bonin et al, 2003). HykienHcke KicennHe U30J0BaHEe U3
TKHBa YKJIYIUbEHUX Yy MapauHCKe OJOKOBE M apXMBHpaHUX Ipeko 20 roguHa Cy 3HATHO
Buie omreheHe HEro HyKJIEMHCKE KHUCETWHE W3 YKATYIJbEHUX TKHUBa Koje je Omio kpahe
apxusupano (Bonin et al, 2003). Ha crenen ¢parmeHTanuje HyKICHHCKUX KHCEIMHA YTUYE U
BEIMYMHA YKaJyIJbeHOI TKUBa. V3 ykanymibeHUX ucedaka TKUBa Koju cy Behu ox 1 cm,
ammmudukanuja ¢pparmenara JIHK je 3nauajHo ycrmemnuja. MamH uceulld TKUBA HMajy
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noBehany ancopniyjy gukcaTuBa, ITO JOBOIU 10 JErpajanvje HyKICHHCKUX KHCETNHA U
XeMHjcKuX MoauduKalija y neiaom ruceuky tkusa (Gouvegia et al, 2016).

VY nurtepaTypu MoCTOjU Manu Opoj MmojaTaka O yTUIAjy Mapa(UHCKOT KalyIbemha
TKMBa Ha HHTErpHTeT M KBajaureT HykiaeumHckux kucenmua (Klopfleisch et al, 2011).
[lojenay HayYHHUIIM Cy OTKPWJIM Ja KOJUYMHA HYKJICWHCKUX KHCEJHHA KOje Cy M30JI0BaHE
U3 crapujux mnapapuHCKux OyiokoBa TkuBa omaaa ox 5% go 50% 3a cBaky JAeleHH]Y
apXuBHpama y30paka. JoIl yBeK je HEjacCHO Ja JId Ha CMameHke KOIMYMHE H30JIOBAHUX
HYKJICMHCKMX KHCEIIMHA HAajBUINE YTHYE CTApocT mnapaduHCKuX OJIOKOBa, BpCTa
yKaIyIJb€HUX TKHUBA, KBAJIUTET NMPBOOMTHE 00pase TKHWBa WM MPOMEHE y pearcHcuMa H
nporecuMa Gukcuparma Tkuba (Hewitt et al, 2008).

1.7.2. Yysamwe u cknaoummere napagunckux 0J10K06a mKusa

TxkuBa ykanymibeHa y mapauHCKEe OJIOKOBE OCTajy CTaOWIIHA JIy)KH BpPEMEHCKH
MIEPUOJI, alld j& HEOIXOJHO HHXOBO aJIEKBATHO CKIAJHILNTEHE MOJ OJpeeHUM ycioBUMA.
HeomxomHa je KOHTpoJia BIQXHOCTH Ba3lyXa H TeMIIepaType NIpPOCTOpPHje y KOjoj ce
napaduHcku Oj0KkoBM TKMBa uyBajy (Hewitt et al, 2008). Cknamumreme mapaduHCKHX
OJI0KOBa TKMBA Y TOIUIOj M BIQXKHO] CPEIMHU MOXKe Ja yOp3a mpoiec okcuaanuje hpopmainHa
U TocienuvyHo omTeheme HYKICHCKUX KHCEIMHA y TKHBHMa KoOja Cy YKalyIlUbCHa Yy
napapuncke OnokoBe (Kocjan et al, 2016). Omreheme wuau yHuIITeHE HapadhUHCKUX

O10K0Ba ce Takohe MOXKe JECHTH M TOJ yTHIAjeM HHcekara wid rioxapa (Hewitt et al,
2008).

1.7.3. 3nauaj u npumena napaghuncxkux 610K06a mKkuga

HIupom cBeta mocroje OpojHE apxuBe TKHUBAa (HUKCUpAHOr Yy (opManuHy u
yKayrbeHor y mapaducke omokose (Groelz et al, 2013). VkanymbeHa TKHBa TPEACTaBIb]Y
BpeaH W3BOp OMOJIOMIKOT MaTepHjajia 3a MPOCHEKTHBHE M PETPOCHIEKTHBHE OMOMETUITMHCKE
u Ouodapmarieyrcke cryauje. IlapaduHCKHM OJOKOBM TKHBa C€ KOPHUCTE 3a TEHETHYKa
UCIIUTHBaKka HACIEIHUX OOJIECTH, 3aTHM 3a UCIHTHBAaKE KaHIepa-Be3e n3Mel)y OHKoreHmx
MyTaldja ¥ TYMOpOTeHe3e M YTBphuBama MeTacta3a mpumapHor tymopa (Greer et al,
1991a). IIpenHocT napapuHCKUX OJIOKOBA j€ jeTHOCTABHO M PEIATUBHO 0€30€IHO PYKOBAamE,
jedTHHO  CKJIQJWINTEHE, [IMPOKAa  JOCTYMHOCT M  TOTOJAHOCT 33  NPHUMEHY
MMYHOXHUCTOXEeMHjcKuX ¥ aApyrux ananusa (Ludyga et al, 2012; Dietrich et al, 2013; Kokkat
et al, 2013). Ilocneamux roauHa je cBe Behie MHTEepecoBame 3a aHanmu3y mojekynaa JJHK
M30JI0BaHE U3 TKHMBA YKAIYIJbeHHX y napaduHcku Onok. [lapapuHcku ONOKOBH TKHBa Cy
peNIaTUBHO CTaOMJIHM TOKOM Hekojmko nerienuja (Ludyga et al, 2012). 36or Tora je BaxXHO
00e30eMTH ONTHMAITHY MPOLEAYPY Kalylbelkha U aIeKBaTHO CKIAJUINTEHE Mapa(uHCKUX
0JI0KOBa TKHMBAa, KaKO OM EBUXOBAa MCKOPUCTJBUBOCT 33 pa3jiMuuTe aHanu3e Owuia mro Beha
(Srinivasan et al, 2002).

N3o0m0Bambe HYKICHMHCKHAX KUCEIMHA M3 apXUBUPAHOT OHMOJIOMIKOT MarepHjajia Kao
mro cy mnapadguHcku OmokoBu TkuBa 3a PCR amamm3e ce cBe demthe mpumemyje Uy
knuHrYKoj mpakcu (Bonin and Stanta, 2013), a mpeacrasiba u 3Hauajan u3Bop JIHK 3a
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npumeny y ¢opensunm (Babol-Pokora and Berent, 2008; Lv et al, 2020). Mehyrum,
npo0JieM KOju ce MOKe jaBUTH TokoM aHanm3e je kBanuteT JJHK y3opka, 30or nerpananmje,
KoHTamuHanuje u npucyctBa PCR uuxubutopa. 360r Tora je M3y3eTHO BaKHO MCIUTATH
KBAJIUTET, KBAHTUTET M CTENeH Jerpanamuje monekyiaa JJHK m3omoBaHor u3 TkuBa koje je
¢bukcupano y GpopManrHy U yKaIylJbeHO y napaduHCcKe OJI0KOBE.

CranpmapaHa mpoueaypa MPHIMKOM CYJICKOMEIUIIMHCKHX OOAYKIUja je H3y3uMarbe
y30paKa pa3IMuUTHX TKUBA, Koja ce (QHUKCHpajy y pacTBopy ¢opmalnHa, IpaBe ce
napaduHCKU OJIOKOBH M BpIIe XHCTOMOP(QOJIOIIKA HCIUTHBama. Y clydajy (hopeH3nuke
UCTpare, y30pHu TKUBa y mapadUHCKHM OJOKOBHMMAa MOTY OWTH TOCICIHU U JeIUHU
JOCTYITHU WU3BOP 32 aHAJU3Y TEHETHYKUX NPOQHIa U MOTY JOIPUHETH Y UACHTU(DUKAIUJU U
pazjanimey HEPelIeHUX CYJICKHX CiydajeBa. Y JHTEpaTypH je MOKazaHo na je moryhe
n3osioBatu reHoMcky JIHK u ypamuTi reHeTHuka MCIUTHBaKa Ha Y30pIMMa TYMOPCKHX
TKHMBA KOja Cy YyBaHa yCKJIAJHIITCHA y BUAY NapaMHCKUX OJIOKOBA U HEKOJIMKO JCLCHHja
(Nechifor-Boila et al, 2015, Potluri et al, 2015). C 063upom aa je TyMOPCKO TKHBO MOCEOHO
10 CBOjUM KapaKTEepHCTUKaMa M JIa € y MHOTUM MapaMeTpuMa pasjfKyje O 3/IpaBoOr TKHBA,
Ba)XXHO je u3ojoBatu Moiyiekyn JIHK u3 31paBor TKuBa, U3y3€TOT y TOKY CYJICKOMEIMIIMHCKE
o0ayKIMje, KOoje je TOKOM BHIIETOIUIILET MEepPHOAa YyBaHO Y Mapa@UHCKUM OJIOKOBHMA.
Camo y manoM Opojy CTyIuja HCTpaxuBama Cy ypaheHa Ha 3JpaBUM, HETYMOPCKUM
TKUBHMa, TOOMj€HHM y TOKY OOAYKIMje, ali ce pe3yiTaTh THX HCTpPaKUBamba OJHOCE Ha
Kparak BpeMeHCKH mepuoi (5-10 romuna) um 3a camo oxapehena tkuBa (Gall et al, 1993;
Budimlija et al, 2009; Duval et al, 2010; Funabashi et al, 2012). Takohe, He mocToOju
CarJiacHOCT HayYHHKA HU OKO M300pa aJieKBaTHE METO/IE 3a JienapaduHu3aIujy U N30JI0Babe
JHK u3 napadunckux y3opaka (Alvarez-Aldana et al, 2015; Janecka et al, 2015), wro y
BEIIMKOj MEpU yTHYe M Ha KOHIEHTpanujy u kBaiaurter usonoaHe JJTHK (Sengliven et al,
2014). Uadopmarmje o ToMe KOIHKO je ayro uaTerputet Mmosiekyna JIHK odyBaH y 3apaBum
TKUBUMA (PUKCUPAHUM Yy (HOpMaJIMHYy U YKaTyIJbeHUM y mapauHCKUM OJOKOBHMA U Y KOM
TkuBy je cteneH ¢parmenranuje [HK Hajmamu, kao u wuHbpopmanmje o wuzdbopy
HajasziekBaTHUje MeTone 3a u3oioBame JIHK, nompunene Oum mocTaBibamy cTaHaapia 3a
MpaBJbEHEC apXHUBe, Yy KOjOj OM ce mapauHCKH y30pIM YyBaJld HA HajaJIeKBaTHUJU HAYMH,
OHOJIMKO roauHa, konuko je JIHK ouyBana u kopucHa 3a cnpoBoleme oarosapajyhux
reHeTHYKUX aHanu3a. Ha Taj Haumn cauyBana JIHK moxe mocmyxutu 3a uaeHTuduUKanujy
oco0a Koje cy y TPEHYTKY CMpTH Oujie HenJeHTU(UKOBaHE WM OTPEIIHO UACHTU(UKOBAHE,
Kao ¥ 3a Jpyre reHeTUYKe aHaINW3e Koje OM mMalie 3Hayaja y CyJICKMM CIIOPOBHMAa U HaKOH
CMpTH ofpeheHe ocobe (uMaeHTHUUKAIMja 0cobe Koja je Mpe CMPTHU U3BPIIWIA 3JI0YMH,
yTBphUBame OUMHCTBA WM POAOMHCKUX Be€3a HAKOH CMPTH 0CO0€ U JIp.), a 0€3 eKcXymariuje
JeneBa.
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2. IWJLEBU CTYIUJE



300r W3y3eTHOr 3HAYaja KOje HMCEYIM TKWBa, kKao Hocuomm Moiekyma JIHK mory
UMaTH Kao MAaTepHjalHO JOKA3HO CPEICTBO Y CYACKHUM MPOIECHMA, IU/BEBU OBOT
UCpakuBama cy cienchu:

1. HWcnuratu yrtunaj Bpcre (opMalivHAa W JyXKHHE (QHUKCHpara 37paBUX TKHBa CpIIa,
jerpe, mosra, miyha u OyOpera m3yTeTux TOKOM CYJICKOMEIHUIIMHCKHX OOIYKIHja U
¢bukcupanux y ¢GopMaliHy Ha XUCTOMOP(QOIIOIIKE MPOMEHEe, YUCTONY, NMPUHOC H
unrerpuret moiekyna JJHK;

2. Ucnuratm ytunaj napaduHckor OloKa M JIyXKUHE apXMBHpama YKaTYIJbEHHX
3/[paBUX TKHBA Cplia, jJeTpe U MO3ra Ha XUCTOMOP(OJIOILIKE MpPOMEHE, YHCTOhy,
npuHoc ¥ uHTerpuret moiekyna JHK;

3. Ymopenutu kBanurteT (yuctohy, mpuHoc U uHTerputeT) Monekyna JIHK uzomoBanmx
KopulthemeM JIBe paznuuute Metoje 3a uzonoBamwe JJHK (excrpakumja dpenonom-
XJI0pO(hOPMOM-H30aMHUIT  aJTKOXOJIOM U TMOMOhy KOMEpIMjaJHOT KOMIUIETa) U3
y30paka TKuBa (pUKcUpaHux y GopMaInHy U UceYaKa TKMBA U3 Mapa@UHCKOT OJI0Ka.
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3. MATEPUJAJI U
METO/IE



3.1. XEMHUKAJIMJE

Xemukanuje Koje ¢y kopuurheHe y eKCrepuMeHTHMA.

10% nydepuzoanu popmanus (37%-40% dopmanaexun (CH,0), 60%-63% H,0 u
docharau mydepu (NaH,PO, u Na;HPO,)) (Superlab, Belgrade, Serbia),

4% uenydepuszoBanu popmanu (35%-38% dopmangexun (CH,0), 7-15% meranon
(CH30H) u H,0)) (ZORKA PharmaHEMIJA, Sabac, Serbia),

eranoi (C,HsOH) 100%, 86% u 70% (Biognost, Zagreb, Croatia),

eranon (CoHsOH) 96% (ZORKA PharmaHEMIJA, Sabac, Serbia),

keunon (CgHio) ( ZORKA PharmaHEMIJA, Sabac, Serbia),

napadun (Path Hille&Co Ltd, Essex, UK),

kpucraiaau xematokcuiaus (Superlab, Belgrade, Serbia),

cosuH (Biognost, Zagreb, Croatia),

Kanana 6an3am (Canada balsam, Centrohem, Serbia),

pactBop (enon-xa0podopm-u3oamm ankoxoia (oguoc 25:24:1) (Fisher Scientific by
Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgium),

SDS (comujym-nonenmi-cyidar, CioHosNaSO,) (Fisher Scientific by Thermo Fisher
Scientific, Geel, Belgium),

NaCl (ZORKA PharmaHEMIJA, Sabac, Serbia),

EDTA (etunen-auamunoreTpacupherta kucenuna, C1oHigN2Og),

nporeunasa K (Thermo Scientific by Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania),
xmopodopm (CHCI3) (Carlo Erba reagents S.A.S., Val de Reuil, France),
uzoammaankoxoi (CsHi,0) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA),

KoMmepuujarHu komrier 3a usonoBame JIHK (PureLink Genomic DNA Mini Kit,
Invitrogen by Thermo Fisher Scientifc, Carlsbad, CA, USA),

One Taq 2x Master Mix-a ca cranmapaaom nygdepom (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, MA, USA),

rpannunuim (engl. primers) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientifc, Waltham,
Massachusetts),

araposa (C12H1809) (Lonza, Rockland, ME, USA),

eruaujym-opomun (Ca1H20BrNs) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, USA).

[Tydepu u pacTBOpU KOjU Cy KOpUIINEHH Y eKCIIEPUMEHTHUMA!

e TNS murectnonu nmydep:

- TE nydep
- 10% SDS
- 3 M NaCl

e TE nydep (Lonza, Rockland, ME, USA):

- 10MmTRISpH 8
- 1mMEDTA

e TBE nydep:

- Tris base
- Acidi Borici
- 0,5MEDTA
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e mydep 3a mymemwe (engl. Loading Dye) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA),
e Mayer-oB pacTBOp XeMaTOKCHJIMHA:
- KpUCTAJIHHU XCMATOKCHUJINH
- H,0O
- NaJO; uim KJO3
- KAI(SOy)2
- C2H3ClI30,
- numyHcka kucenuHa (CsHsO7)
e ankoxoyiHu eo3uH (1% ocHOBHU pacTBOp):
- 96% eranon
- H,0
- CO3HUH.

3.2. BPCTA CTYJAUJE U NNOIIYJIAIUJA KOJA CE HCTPAXYJE

Crynuja je aM3ajHHpaHa Kao €KCIIEpUMEHTalHa CTyIHja HAa MaTepujaly XyMaHOT
mopeksia in vitro.

3a ucTpakuBame Cy KOpuITheH! MCceUIH 3JpaBor XyMaHOT TKHUBA CpIIa, jeTpe, MO3ra,
rtyha u OyOpera Koju Cy U3y3€eTH ca JIEHIeBa Y TOKY CYJICKOMEIUIIMHCKUX 00IyKIIMja KOje Cy
obaBibaHe y mepuony on 12h o 24h HakoH koHcTaToBama cmptH y Ciy:kOu 3a CyacKy
meauuuHy U Tokcukonorujy YKL Kparyjesau. Ilpe uzBohema obaykumje jaemesu cy Ouim
Ha teMreparypu on +4°C no +8°C. Mceunn TKuBa cy M3y3MMaHHU ca JelleBa 37paBux ocoda
crapocti u3Mely 20 u 50 roguHa Koju cy yMpJM HacCHJIHOM cMphy (yOHCTBO, caMOyOHUCTBO,
3azmec). CBe oOaykiuje cy ypahene mo Hapendobu OcHOBHUMX M Bummx cymoBa, a Ha 3aXTeB
OcHOBHUX M Bumux jaBHUX Ty)XuJallTaBa ca Hojpyyja AnenanuoHor cyaa U AnenaoHor
jaBHOr TyxmnamTBa y Kparyjesny, PenyOmuka Cp6uja. OmoOpeme 3a HCTpaXxuBame Ha
MaTepujaly XyMaHOr TIopekna je JnobujeHo on crtpaHe Ertnmukor ondopa Pakynrera
MEIUIMHCKUX Hayka, YHuBepsutera y KparyjeBiy (6p. 01-4970), Ertuuxor ombopa
Knuanukor nentpa KparyjeBanr (6p. 01-2798), AmnenanuoHOr jaBHOT TYXXHWJIAIITBA Yy
Kparyjesiy (A.6p. 79/13) u Bumer cyzna y Kparyjesuy (VI CY-41-170/13).

3.3. Y30PKOBABE U EKCIIEPUMEHTAJIHE I'PYIIE

3a ucnuTHBaWkE yTHULAja (QUKCUpamka TKHBA y (OPMAIMHY Ha KBAJIUTET MOJEKYJa
JIHK xopumrhenu cy wmcednu 3apaBOT TKMBA CpIlia, jeTpe, Mo3ra, miyha u OyOpera Koju cy
U3Y3€TH Y TOKY CYJICKOMEIUIIMHCKUX 00ayKuuja. M3y3eTn nenoBu TKUBa Cplia, jeTpe, Mo3ra,
wiyha u OyOpera 6mnu cy BenuuuHe no 2,5x1,5x2,5 cm. [leo TkuBa je morommbeH y 4%
Henyepru30BaHu (POPMAJIHH, a APYTH 1eo u3y3eTnx Tkusa y 10% nydepusoBanu popmanu.
VY30piu TKMBa Cy WHKYOMpaHHM Ha COOHO] Temmeparypu y (GOpMalIuHy Yy XEPMETHUYKH
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3aTBOPCHHUM IUTACTUYHHM Terjama ca IUIACTHYHUM 3aTBapadyeM, IPOMUCHO OOEIeKEHUM
onroapajyhum JsemauM OpojeM M JaTymMoM H3y3uMama. J[y)kuHa WHKyOaluje TKHBa Yy
dopmanuny je ouna 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 5 nana, 6 nana, 7 nana, 10 nana, 14 nana, 28
naHna u 2 Mecena. HakoH mcreka oaroBapajyher MHKyOalMOHOT TEpUOJia M3Y3UMaHH Cy
nenosu TkuBa Mace 0,091+0,009 g 3a nasby anamuzy. CBU y30pHM Cy MOAEJHEHH 110
€KCIIEpUMEHTAITHUM Tpynama Koje ce Mel)ycoOHO pa3iuKyjy 1Mo BpcT (GopMaliiHa, 0 BPCTH
TKuBa (cpiie, jeTpa, Mo3ak, miyha u 0yopesn) u nyxuHu Gukcupama y popmanuny.

VY30puu cy rpynucanu y 13 ekclepuMEHTaJHUX TIpyla, IPU YEeMy CBaka TIpyma
CaJlp’Ku y30pKe MeT pa3inyuTux TkuBa. CBaka ekcrnepuMeHTainHa rpyna uma 80 y3opaka
TKHMBA YKYITHO.

rpyna N1-u3zy3era TKHBa oaMax HaKoH oOAykuuje 0e3 ukcupama y popmanuny
(KOHTPOJIHU Y30PIIH);

rpyna N2- TkuBa Koja cy pukcupana y popmaiauny 6h;
rpyna N3- TkuBa koja cy pukcupana y popmanuny 24h;
rpyna N4- TkuBa koja cy pukcupana y popmanuny 48h;
rpyna N5- TkuBa koja cy pukcupana y popmanuny 72h;
rpyna N6- TkuBa koja cy pukcupana y popmaiauny 96h;
rpyna N7- TkuBa Koja cy ¢pukcupaHna y popManuny 5 naHa;
rpyna N8- TkuBa koja cy puxcupana y popmanuny 6 naHa;
rpyna N9- TkuBa koja cy ¢puxcupaHna y popmanuny 7 naHa;
rpyna N10- TkuBa koja cy ¢pukcupana y popmanuny 10 gana;
rpyna N11- TkuBa koja cy ¢uxcupana y popmanuny 14 nana;
rpyna N12- TkuBa koja cy ¢puxcupana y popmanuny 28 nana;

rpyna N13- TkuBa Koja cy ¢pukcupana y GpopMaanHy 2 Mecena.

3a ucnuTHUBame yTHIaja (UKCHpama M KalyllJbekha TKHMBAa y mHapaduHCKH OJIOK
aHaJM3upaHa cy 3[paBa TKUBa Cpla, jJeTpe U Mo3ra Koja Cy u3y3eTa TOKOM
CYICKOMEIMIIMHCKUX 001aykiuja, ¢ukcupana y 4% HenydepuzoBaHoM (OpMaInHy U
ykanymjbeHa y napapuHcku O6nok. [lapaduucku GIOKOBH ce 4yBajy OJBOJEHO IO JICHITHUM
OpojeBnMa W roamHama y apxuBu Cmyx0e 3a CyACKy MemunuHy W Tokcukosornjy YKI]
KparyjeBail y TaMHO] MpOCTOpPHjHU, CPEAET CTEeNeHa BIAKHOCTH, HA COOHO] TeMIIEpaTypH.
Ananuzupanu cy napaguHCKH 0JIOKOBH TKMBa ctapu 70 30 ronuHa.

VY30pIiu Cy TpyIUcaHy y eKCIIEpUMEHTATHE TPYyIIe Ha OCHOBY CTapOCTH MapaduHCKUX
OJI0KOBa, MU YEeMy CBaka Ipyna Caap’KH y30pKe TPH pa3induTa TKHBA, LIECT y30paka Io
TOJMHU OCUM IIpBE IpyIe y K0joj je 7 y3opaka.
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rpyna N1-napaduHckux 0JIOKOBH TKMBa CTapH 10 1 Tox.;
rpyna N2-napaguHckux OJIOKOBH TKHMBA CTapH J10 6 TOII.;
rpyna N3-napapunckux 0J0Kk0BU TKHBa cTapu 10 11 rox.;
rpyna N4-napapuHckux O0J0KOBU TKHBa cTapu 10 16 rox.;
rpyna NS-napapuackux 0J0KOBU TKHBa cTapu 10 21 rox.;
rpyna N6-napadguHckux 0JIOKOBH TKHUBa CTapH 110 26 TO/I.;

rpyna N7-napadguHckux 0JJOKOBH TKuBa ctapH 10 30 ro/.

3.4. KAVIYIIVBEILE TKUBA Y TAPA®UHCKE BJIOKOBE

[Iponiec ¢ukcupama TKUBHOT MarepHjajia M IpaBJbelke NapadUHCKUX OJIOKOBA Yy
Cnyx6u 3a cyncky memuuuny u Tokcukonorujy YKII KparyjeBan usBogmo ce mpema
npotokoiry PT.35.11. IIponec pukcupama je mounmao moTamnameM TKHBHUX Hcedaka y 4%
HenydepuzoBanu GopmanuH. Jy>xuHa QuKcupama je 3aBUCHIIAa O] BpCTE TKHBA U Tpajana je
on 6h 1o 72h, monekan u ayxxe. Hakon ¢opmanuHckor ¢pukcupama Matepujai je oopahen y
ayTOTeXHUKOHY (TkuBHU mipouiecop LEICA TP 220, Germany) no cneaehem mporpamy: 90
min y 86% ankoxony, 3 nyra mo 90 min y 96% ankoxony, 4 myra mo 90 min y 100%
ankoxony, 2 myra mo 90 min y kcwiony u 90 min y mapadpuny. Hakon oOpanme y
ayTOTEXHUKOHY TKMBHHM MaTepHjall je pa3IuBeH y nocebHe napaguHcke Kaitye.

TkuBa ykanynspeHa y napaduncke 010koBe U 00esekeHa JIEHTHUM OpojeM U TOJJUHOM
apXxHBHpaHa Cy y KapTOHCKUM KyTHjaMa Ha MpPauyHOM MECTY, CPEIer CTeleHa BJIAXHOCTH,
Ha coOHOj TeMmeparypu. Ha onucanu HauMH Cy HanpaBJbeHU NMapaUHCKU OJIOKOBH TKHBA
KOju cy apxuBupanu 110 30 roguHa.

Ha uctu HaunH cy HanpaB/beHU U mapaduHCKU OIIOKOBU TKHBA KoOja cy Kopulrhema
3a WCMUTHBamE yTHIAja BpcTe (¢UKcaTHBA W AyXWHE (QUKcHpama (10 2 Mecela) Ha
XUCTOMOP(}OIIONIKE TPOMEHE.

3.5. MIPABJBEIbE MUKPOCKOIICKHUX NIPENAPATA U XUCTOMOP®OJIOLIKN
OIINC TKUBA

VY Cnyx6wu 3a cyacky meaununy u Tokcukonornjy YKII KparyjeBan npumemyje ce
MATOXUCTOJIONIKA MeToa 00jermha TKHBA ca XeMATOKCUIIMHOM U €03MHOM, MpeMa MPOTOKOIY
PT.35.01. TIlapaduucku ONOKOBM TKHBAa Cy HAaKOH Xiahema cedyeHa Ha POTAIMOHOM
mukporomy (LEICA RM 2135, Germany) Ha pe3oBe nebspuHe oa 4 10 8 um, MOHTHpaHa Ha
MPEAMETHUM CTaKJIMMa y BOJACHOM KYIAaTHIIy Ha TemriepaTypu ona +44°C, koja cy cyllieHa y
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TepMOcCTaTy Ha TemmepaTtypu on +56°C, 1h. JlenapadguHu3zaiuja TKHBHAX pe30Ba je u3BoheHa
MHKYOAllMjOM y KCHJIONY 2 MyTa MO 5 min, 3aTUM y alcOJyTHOM ajkoxoiy 5 min, y 96%
ankoxoimy 5 min, y 70% ankoxomy 5 min M Ha Kpajy y OECTHJIOBAaHO] BOIM 5 min.
JlenapaduHr3oBaHu pe30BH TKHBa cy OojeHn Mayer-oBuM pacTBOpOM XE€MAaTOKCHJIMHA 2-5
min u ucnpanu y miakoj tekyhoj Bogu 5-10 min. Hakon Tora cy 000jeHM aKOXOJIHUM
eo3uHOM 1-2 mMin u uakyoupanu y 80% amkoxomy 1-2 min, y 90% ankoxoiy 2-3 min, y 96%
aIKoOXoJy 2 myTa 1Mo 5 min, y arncoidyTHOM aikoxoiy 5-10 min, y pacTBopy Koju caapku
UCTY KOJIMYMHY allCOIYTHOT aJIKOXOJIa M KCHItoia 2-3 min, y KCHWIIONy 2 ImyTa 1o 5 min u Ha
Kpajy cy Montupanu Kanaga 6anm3zamoM. MUKPOCKOIICKHM TpenapaTH Cy aHaIM3HpaHH Ha
mukpockory (Olympus, BX51, Olympus Corporation, Japan), dbororpaducanu amapaTtom
(Canon, Power Shot G6, PC 1089) u onucanu XuctoMophOIOIKH.

3.6. MPUITPEMA TKHBA 3A U30J10OBABE MOJIEKYJIA JTHK

3.6.1. Ilpunpema mxuea ¢puxcupanux y gpopmanuny

W3 y3opaka TkuBa Koja cy uHKyOWpaHa y 4% Hemydepu3oBanoM kao u y 10%
nydepuzoBaHoM (GopmaluHy MPBO je MCEYeHAa Mama KOLKHIA TKUBA U3 CPEAUHE MpoMepa
3x3x3 mm. HakoH Tora TKHBO je M3MalEepUCaHO CKaJIEeJIOM M WHKYOMPAHO Yy arncoJIyTHOM
eTaHoy Ha coOHoj Temmneparypu 10 min. [locne maxspuBOT O/IMBama aliCOTYTHOT €TaHOIa
TKMBa cy WHKyOupaHa y 70% eranomy 10 min Ha coOHOj Temmneparypu. [laksbuBEM
onnuBameM 70% eraHoa y3opak je 6uo crpeMan 3a u3onojoBame Mosiekyna JJIHK.

3.6.2. [lenapagpunuzayuja napaguncxkux 610K06a mxkuea

[TapaduHCcKu O6I0KOBH TKHBA KOjU Cy KOPUITNEHU Y OBOM UCTPaXUBAKkYy M3U3YMaHH
cy u3 apxuBe TkuMBa Ciyx0Oe 3a cyacky meaununy u tokcukonorujy YKII Kparyjesarg
nomtyjyhu yHampen 3amgate kpurepujyme. M3abpanu cy OnokoBH 0e3 MaXaHUYKHX
omrehewa, 06e3 TparoBu Oyhu, uYMjU Cy MHKPOCKOIICKM THpernapatd HaKOH
XUCTOMOP(DOIOMIKUX MpeTpaKUBamka MOKa3ald Ja Cy y MHUTalky 3[paBa TKUBa. TKUBa ca
HEKPO30M, ayTOJIU30M U KaHIIEpOM Cy UCKJbYyUYCHA U3 CTYAHU]E.

Jenapadunuzaimja je mporec KOju CIyKH J1a C€ U3 TKHUBA OJICTPaHH napaduH KOju je
jenan on uaxuouropa PCR. [TapaduHcku OJI0KOBH TKHBA Cy CEYEHN HA MUKPOTOMY Ha TaHKe
pe3oBe ae6spuHe 10 pm, nmpu yemy cy mpsa 2-3 aucTuha cBakor y3opka oj0adeHa, 1a He Ou
JIONIIO 0 YHaKpcHe KOoHTamuHanuje uMmely y3zopaka. TkuBHU pe3oBH (2-3 nuctuha TKUBaA)
Cy MPBO MHKYOUpaHU y pacTBOpy Kcmiona 3 myTta mo 30 min, Ha cOOHO] TEMIEpaTypH, T1Ie j€
mocje cBake MHKyOamuje y3opak ueHtpudyrupad mo 1 min #a 14 000 rpm Ha coOHOj
TEeMIepaTypu W TaXJbUBO W3JBOjEH CylepHaTaHT. HakoH Tora je TKHBO pEeXHIPUPAHO Y
omnazaajyhum koHueHnTpanujama eranona: y 100% eranony 5 min, HaKOH HEHTpUYTHUpamba 011
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1 min na 14 000 rpm =a Tanor je goxat 70% eranon 5 min, a HakoH neHTHdYyrHpama 1 min
Ha 14 000 rpm mgonara je JEeCTHUIIOBHA BOJAa Yy KOjOj je Tayior (TKMBO) MHKyOMpaHO 5 min Ha
cOOHOj TeMmepaTypH. Y30pHH Cy jomr jeaHoMm ueHtpudyrupanu 1 min xa 14 000 rpm Ha
coOHoj Temrieparypu. OBako IpHUIPEMIBLEHH Y30pIIH OWITH Cy CripeMHH 3a u3oioBame JJHK.

3.7. 130JIOBAIE MOJIEKYJIA IHK

3a wusonoBame Mojekyita JIHK kopumithene cy aBe pasiauyute METOME: METOAa
OpraHCKe eKCTpakIije Koja ce 3acHMBa Ha EKCTpakuuju (QeHoI-XI0podopM-r30aMui
ankoxosom (engl. Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol, PCIl) u merona koja moapasymeBa
kopurheme KoMeprujaaHor komiiera 3a u3ojosame JJHK (PureLink Genomic DNA Mini
Kit, Invitrogen) (y 1ajbem TEKCTY KHT).

I'enomcka JIHK je wm3onoBana u3 TkuMBa cpua, jeTpe, mosra, miyha um OyOpera
¢bukcupanux y 4% nemydepuzoBanoM ¢(opmanmuny, xkao u y 10% mydepuzoBaHoM
¢dopmanuHy. 3a CBAKO TKUBO cy KopuilheHa 4 y30pKa, 11a je yKynaH 0poj y3opaka u3 Kojux je
n3osnosana JIHK ouo 1040 (4 y3opka X 5 paznuuuTux BpcTa TKHBA X 2 BpcTe popMaivHa X
13 BpeMeHCcKuX Tauaka X 2 MeTojie 3a u3ojioBame Mosekyna JJHK = 1040 y3zopaxa).

I'enomcka JIHK je wm3omoBana u3 543 wuceuka TKHBa KoOja Cy YKalylUbeHa Y
napaduHcke 6710koBe U apxuBupana o1 1998 no 2017. ronune. Ox tora, 181 y3opak je TKUBO
cpua, 181 TkuBo jetpe, a 181 y3opak je TkuBo mosra. Monekynu JIHK cy nzonoBanu u3 oBux
TKMBa y3 MOMOh JiB€ METO/Ie 3a U30JI0BakE Ma je yKynaH 6poj y3opaka JJHK 6uo 1086.

3.7.1. H3ono06arwe monexyna /[HK memooom opzancke excmpaxuuje (PCI memooa)

OpraHcka eKcTpakiija je MeTo/a 3a M30JI0Balkbe HYKJIEHHCKHX KHCEJIMHA KOJOM Cce
n001ja BUCOK NMPUHOC U J00pa yrcroha n3osata, 300T yera ce cMarpa 3jJ1aTHUM CTaHIapJoM
(Budowle et al, 2000). IIpunpemsbenn y3opiu ¢y uHKyOupanu y npucyctsy 300 uL TNS
murectuoHor mydepa u 50 pL mporemnaze K na 56°C mpeko nohu. NaCl u3z mydepa
omoryhaBa OyOpeme W mpckame henuje u henmjcke mMeMOpaHe, MITO 3a TMOCICAHUIy UMa
ociobahame xpomaruHa. AnkamHM aerepueHT, SDS pasrpalyje numnugHe KOMIIOHEHTE
henujcke memOpaHe, oK eH3uM mporenHasza K pasrpaljyje mpoTemHe Koju yiase y cacTas
xpomaruHa. Hakon Tora je nogaro no 350 uL cmernte dpenon-xaopodhopM-130aMuIl aaKkoxosa
y oaHocy 25:24:1 u unenrpucdyrupano 5 min, Ha 4 000 rpm, Ha +4°C. ¥V denony kao
OpPraHCKOM pacTBapauy 3a/ip)kaBajy ce JerpaJoBaHy MPOTEUHU U Junuau. M3oaMun amkoxomn
cCripedaBa TEHYIIake pacTBOpa y emnpyBeTH 300T TPUCYCTBa JIeTepleHTa. Xiopodopm
omoryhaBa ¢gopmupame n8e ¢daze: 10mby (GEHOICKY H TOpHY, Y K0joj jeé BOACHH PacTBOp ca
HYKJIEMHCKHM KucennHaMa. ['opma (a3za je mpeHera y HOBY enpyBeTy u noaato je mo 350 pl
cMelie XJ10pohopM-U30aMIIT AJIKOX0JIa Y 0HOCY 24:1 kako OM ce YKIOHWIH OcTauu (eHoa.
Hakon neatpudyrupama 5 min, vHa 4 000 rpm, Ha +4°C, ¢opmupaie cy ce moHoBo ABe (da3ze,
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ropma BojeHa (aza ca pactBopom JIHK u moma y kojoj cy xiopodom, 3aoctanmu GeHoT U
npyre Heuuctohe. ['opmwa ¢asa je 3aTum npedaveHa y HOBy enpysery. M3onoBana JIHK je
npenunuTupana pactBopom NaCl-a u anconyrHor nenenor eranoina (-20°C), npeko Hohu Ha
+4°C, nakoH Tora pactBop je mneHTpudyrupadn 30 min, Ha 15 000 rpm, Ha +4°C.
CyrepHaraHT je JeKaHTOBaH, a Ha Tajor je poaato 70% eranona (-20°C) u neHTpuyrupaHo
15 min, ma 15 000 rpm, Ha +4°C. OMBEH je CylepHATaHT, a Talor je J00pO OCYIIEH.
Ucranoxena u ocymena JIHK je pactBopena y TE mydepy u y3opak je uyBad Ha -20°C 10
ynorpeoe.

3.7.2. H30n06amwe monexyna /IHK kopuuwiherwem komepyujannoz komniema (kum)

N3onoBame monekyrta JIHK kopumihemem komepuujannor komiuteta (PureLink
Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) je ypaleHo npema npoueaypu npoussohada. Y enpysere
ca MPETXOJHO TMPHIIPEMIBEHUM y3opiuma je moxato mo 200 pl memaBuHE JUTeCTHOHOT
nydepa koju caapxu 180 pL Pure Link Genomic aurectuonor mydepa u 20 pL nporenHase
K. V¥3opuum cy wunkyOupanu mnpeko Hohum Ha 56°C. HakoH wuHKyOamuje y3opuu cy
uentpudyrupanu Ha 13 200 rpm, 3 min, Ha coOHOj TemmiepaTypu. CynepHaraHT je npedadyeH
y HOBe empyBeTe u y cBaky je gomaro mo 20 pL PHKaze A (pubGonykieasa A). Hakon
WHKYyOHMpama o]l 2 min Ha COOHOj TeMIIepaTypH, y CBaKy enpyseTy je monato mo 200 pL Pure
Link Genomic nusupajyher/sesyjyher mydepa u 200 pL 96-100% eranona, a 3atum je
caJipkaj npebayeH Ha KOJIOHMIIE ca CHJIMKa-Tesl MeMOpaHoM U nieHTpudyrupano Ha 10000xg,
1 min, Ha coOHOj Temnepatypu. Konone Ha unjum ce memOpanama Hanasuia J{HK cy morom
npebaueHe y HOBe empyBere. Y cBaky je noxato mo 500 uL ucnupajyher mydepa 1 ca
eraHosioM. Kosione ca cunmka-ren MeMOpaHOM HMMajy CIIOCOOHOCT CEJIEKTUBHE aJ[COPIIIIN]jE
HYKJIEMHCKHMX KHCEIMHA: y Kucenoj cpeaunu (pH<7,5) kojy o06e36elyjy ucnupajyhu nydpepu
1 u2,umn095% JJHK je ancopboBaHO Ha 0BO] MeMOpaHH, a EHTPU(YTUPAKHEM CE€ CBE IPYre
HEroXeJbHEe KOMIIOHEHTE JIM3aTa UCIHpPajy y J10BbY eNnpyBeTy M JekaHTyjy. HakoH Tora cy
KOJIOHE npebaveHe y Ipyry enpyBeTy H JI0JaT je eNyIHOHH ITydep Ha KOJIOHY Ca CHUIIMKA-Tell
MeMOpaHOM Ha Ko0joj je afgcopbosana JIHK. Enynuonu nydep o6e36elhyje ankanny cpenuny
(pH>7,5) y xo0joj ce IHK edukcHo ucnupa ca cuiamka-rel MeMOpaHe Yy IOy ENpyBETY.
Haxon nentpudyrupama, konoHe cy 0adeHne, a ernpysete ca pactBopoM JJHK ocraBmene Ha
-20°C mo ymotpebe.

3.8. CHIEKTPO®OTOMETPUJICKO OJIPEBUBAIE UNCTORE U IPUHOCA
U30JIOBAHE JHK

Uucroha u npunoc uzonosane [IHK cy ompehene cnextpodoToMerpujcku momohy
amapara UV-1800 Shimadzu UV spectrophotometer, Japan. ITo 2 pulL pactBopa u3oioBaHe
JHK je pactBopeno y 998 uL TE nydepa. CnekrpodoTtomerap je kamubpucan ca 1 ml TE
nydepa. 3a oapehuBame uncrohe y3opka m3onoBane JIHK, oapehen je omnoc A260/A280,
KOjU TpEeJCTaB/ba OJHOC ancopOaHy HykJIeMHCKHX kucenuHa (A260) u npotenna (A280).
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Taxohe je onpehena ancopbanma og A230 koja yka3yje Ha TO Ja JH MOCTOjU 3amyheme, Kao
uaukatop Moryhe koHtamuHamuje. OpnHoc amcopOanmu  A260/A230 ykazyje Ha
KOHTAMHUHAIIM]y COJIMMA, YIJbCHHM XHIpaTHUMa, JIMMUAMMA W pacTBapayrMMa Kao INTO je
denon (Lucena-Agullar et al, 2016). Axo je ogHoc ancopbaniu A260/A280 usmehy 1,5-2,0,
a A260/A230 usmehy 1,7-2,2 cmatpa ce na je JHK uucra (Stanta, 2011; Rabelo-Goncalves
et al, 2014; Potluri et al, 2015; Lucena-Agullar et al, 2016). Konneunrpanuja JTHK y y3opky
je ompehena mepemem amcopOaniie Ha 260 nm (A260). AncopbaHiia ol jeHE ONTHYKE
jenunuie (OD) maje 50 pg/mL nBonanuane JIHK. Ykyman npunoc JIHK y 50 uL m3onara
onpehen je mHOXemeM m3padyHare koHueHtpanuje JHK (pug/ul) u 3anpeMune pactBopa
JIHK (50 pL).

3.9. JAHYAHA PEAKIIMJA ITOJUMEPA3E (Polymerase chain reaction-PCR)

3a mpoueHy MHTErpuTeTa, Tj. 3a ojpehuBame cTeneHa (parMeHTaluuje MOJeKyia
JHK xopumihena je manyanma peaknuja nonumepase (PCR), koja ce 3acHuBa Ha
amndukarmju tagno oapehenor cermenta JIHK y PCR amapaty (Techne Genius,
Eppendorf). Kopumhenn cy mnpajmepu 3a 3 pasnuyumrta I'eHA pa3liMudTe AyKUHE. Y
3aBHCHOCTH o] Tora fa i je moiekyn JJHK y ucnutuBanom y30pky parmMeHTrHCaH Ha JyKe
win kpahe gparmente u y K0joj MepH, ojlabpaHu reHl pa3iuuuTe ayxune ouhe y Behoj niau
Mam0j] Mepu aMIDTUUKOBaHU y TOM y30pky. Meroma PCR ce 3acHMBa Ha MeXaHU3MY
pemmukanuje monekyna JIHK y henuju. Koju he neo renomcke IHK 6utn ammnudukoan
OBOM METOJIOM 3aBHCH 0] rpaHuuHuKa (engl. primers) xoju ce Be3yjy 3a KOMILUIEMEHTapHE
noueTHe aenoBe cermeHTa renomcke JIHK koje sxenumo na ammuduxyjemo. I'paHuuHUIN CY
OJIMTOHYKJIEOTH/IHE CEKBEHIIE AYXHHE 18-25 HyK/IeoTHAa KOjU C€ XEMM]CKU CUHTETHUILY U
KOMepLHjaIHO Mpojaajy. 3a yMHoXaBame jeaHor ¢parmenra JIHK mnorpebna cy nBa
rpannynuka: F (engl. forward) xoju je kommnementapan 5' kpajy monekyiaa JJHK u R (engl.
reverse) koju je kommiementapan 3' kpajy wmornekyna JIHK. Ilpema Tome, na Oum
amindukoBan oapehenu neo monekyna JIHK, morpebGHO je na 3HAMO HETOBY CEKBEHILY,
Kako OM AM3ajHHUpanu oAroBapajyhe rpaHMYHUKE. Y OBOM MCTpaKUBamby KOpUIIhEeHHH Cy
rpannunuiy (TaGesa 1) 3a 3 pasnuumra rena, pasnmuuure ayxuuae: GPD1 (glycerol-3-
phosphate dehydrogenase) senuuune 150 bp, ACTB (B actin), 262 bp u RPL4 (ribosomal
protein L4), 407 bp. HaBenenu renu cy "housekeeping” renu, Tj. TeHH ce eKCIIPUMHUPA]Y Y
cBUM henMjaMa UM HUXOBU MPOAYKTH Cy HeomxogHH 3a Mmertabonuzam hemmje. GPD1 ren
KOJMpa MPOTEHH KOjU UMa KJbYYHY YIIOTY y METa00IHM3MY YIJbeHHX XHIpaTa U JHUIMHIA TaKO
HITO KaTanusyje peBep3uOminy kousep3njy DHAP (auxunpokcuaneron gocdart) u penykyje
NADH (HuKOTHHAMHI aJeHWH TUHYKIeOoTHa) y rimiepon-3-¢pochar 1 NAD+. ACTB ren
KOAMpa jelaH O] ILIeCT pa3jIMYUTHX AKTUHCKUX IPOTEHMHAa KOJU j€ TJIaBHA KOMIIOHEHTa
KoHTpakTiiHOT amapara henmuje. RPL4 ren komupa puOO30MalHM MPOTEWH KOJU yia3H y
cacraB 60S cy6jenunune pudo3oma. Ilomro ce onucaHu reHH yBeK eKCIpUMHPAjy (y CBUM
henmjama KoJ CBHX JbYIIM) U HUCY TOJIMMOP(HU, YKIBYUEHH Cy Y OBY CTYIH]Y.
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Tabena 1. JIHK cexsenye npajmepa xoju cy kopuuwhenu 3a amniugpurayujy GPDI, ACTB u
RPL4 zena.

ba3zum
I'en nap F rpanuynuk 5°-3° R rpannynuk 3’-5°

(bp)

GPD1 150 | CAGATGCCCAGGTGAGTGAA | ACTGCCTCACTCCTTACTCCT

ACTB | 262 | TGCTAAAGACCGTGGGGAAC | TGTGACCCCTTTCTCCCTCA

RPL4 407 | TGGAACAGGAGGGGAAGACA | ATCACAGCAAGGGACACCAG

I'pannunuim cy ceiaekroBanu y3 momoh online amara Primer BLAST, npu demy ce
BOJIMJIO padyHa O HYKJICOTHJIHOM CacTaBy W TEMIEpaTypu XHOpHIM3alije TpaHnYHUKA, KaKO
Ou Ownm morogHu 3a oaBHjame myiaTtuiuieke PCR, T1j. uctoBpemene amiuiudukaiuje Ba
(duplex PCR) wiu tpu ¢parmenrta (triplex PCR) y jensom y3opky. ®@unanna 3anpemuna PCR
cmeie (Tabena 2) xoja je usnocula 25 pl, canpxkala je 0,5 pl 10uM F rpanuunuka u 0,5 pl
10uM R rpannunuka. 3a ycnemHo u3Boheme PCR HeomxoaHO je n mpucycTBo eH3uma Taq
noJuMepase Koja Mo MPUHIUIY KOMIUIEMEHTapHOCTH yrpaljyje HyKJICOTHIEe W CHHTETHUINE
HOBH JIaHAIl HACIIpaM jeJHOJaH4YaHe MaTpuie. AKTHUBAIMja TEPMOCTAOWIHOT eH3uMa Taq
nojmmepase ce ojsuja y npBoM kopaky PCR na 95°C kaza ce neHarypaiyjoM IpoTenHa Koju
ce Hajla3e y akTUBHOM MecTy 7aq moimMmepase, YiMe ce aKTHBHO MECTO eH3uMa ociiobaha u
OH mocTtaje akTuBaH. EH3um Tag monumMmepasa, Kao W HYKJICOTHIU-TPAJUBHHU EJIEMEHTU
monekyna JIHK, ymasze y cacraB komeprmjanto qu3ajuupanor One Taq 2x Master Mix-a ca
cTaHJapAHUM mydepoM, unja je 3anpemHa y ¢unanHoj PCR peakimonoj cmemn Ouna 12,5
pl. 3ampemuna y3opka JIHK y PCR peakimonoj cmemnmm 6mna je 1 pl (100-200 ng JJHK y 25
Ml peakinone cmere) (Tadena 2).

Tabena 2. Komnonenme xoje ynase y cacmas PCR peaxyuone cmewe uuja je guumanna
3anpemuna no y30pky 25 ul.

KomnonenTe PCR peakumnone cmeme Koanuuna (nl)
One Taq 2x Master Mix 12,5

F rpaanunmk 0,5

R rpannunHuk 0,5
n3osioBana reHomcka JJTHK ~1
nejoauszoBana H20 1o 25

Jenna PCR peaxiuja, HakoH mHHIMjadHe neHarypanuje Ha 94°C, 10 min, uma Tpu
daze. Y npBoj dasu koja ce oasuja Ha 94°C, 30 s mona3u n0 neHarypamuje moiekyna JJHK,
IIpU YeMy Ce pacKuajy BoJoHHUYHE Beze n3Mely aBa nanma monekyna JIHK u hopmupajy ce
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JBE jeJHONAaH4YaHEe CTPyKType. Y apyroj ¢dasum koja ce onsuja Ha 60°C, 1 min, 3a oBe
jennonanvane JIHK monekyne ce Besyjy rpanmununu. Y Ttpehoj ¢dasm, koja ce oaBuja Ha
68°C, 1 min 3a rpaHUYHUKE Ce Be3yje Ta( moimMepasa Koja J0/Aaje HYKICOTHIEC Ha OCHOBY
KOMIUIEMEHTAPHOCTH ca jepHolaHdaHoM MatpuiioM u cunHteruine JIHK. Hakon ose ¢aze
peakuuje Opoj xoruja ucrnutuBanor gparmenra JJHK je ynBoctpyden. Ose tpu daze PCR
YUHE jelaH IMKIyC KOoju ce moHaBihba 30 myra. Y CBakOM HapeIHOM IUKIYCY Opoj
yMHOKaBama TauHo ozpehenor gpparmenta JJHK (ammiukona) ce nosehasa u usnocu 2", re
je n 6poj nukiryca. [locme oBux 30 nukiryca cienu GpuHaIHA €TOHTAlM]a KOja Ce OJIBHja Ha
68°C, 5 min y K0joj ce maplujaTHO €IIOHTAljOM TPOAYKTH MPOAYXKY]Y U KOMILIETHPA CE
BUXOBa CHHTe3a. HakoH (hMHalIHE eloHTaIMje TemiepaTypa ce cHikaBa Ha +4°C unme ce
crpedana Jiajbe OJ[BHjame peakiuje. HakoH Tora y3opiu cy CIpeMHH 32 Jajby aHAIIU3Y.

3a cBaku y3opak JIHK PCR je ypahen y nymiukary. ¥ cBaku PCR cy ykibydeHe u
MMO3UTHBHE M HEraTMBHEe KoHTposie. HeratuBHe KoHTposie canapke cBe cacrojke PCR
peakiuoHe cMmenie uzyseB usojoBaHe JIHK, g0k cy mo3uTHBHE KOHTpPOJIE Ca M30J0BAaHOM
JIHK u3 TkuBa U3y3eTor oMax HakoH o0ayKkiuje npe pukcupama y GopManuHy. Y MHOKEHU
JIHK dbparMenTH (aMIUIMKOHH) Cy 3aTUM aHAIU3UPaHU Ha 2% arapo3HOM reiy.

3.10. EJEKTPO®OPE3A JJHK HA ATAPO3HOM I'EJ1Y

Enexpodopesza JIHK Ha arapo3Hom reny je MeToAa KOjoM ce pa3aBajajy (pparmeHTH
JHK pa3znuuute qykxuHEe, Ha OCHOBY HaeJleKTpUCcama U Op3uMHE KpeTama Kpo3 arapo3Hu redl.
Monexynmu JIHK cy HaenekTpucaHu HEraTHBHO 300T mpucyctBa ¢ocopHe Tpyme, na ce y
eJIEKTPUYHOM T0JbY Kpehy Ka MO3WTHUBHO] €JEeKTPOJH-aHOIU. bp3uHa Kperama 3aBUCH O]
nyxuHe ¢parmeHata: kpahu ¢parmentu ce kpehy Opike, a 1yku cropuje, 300r yera ce Ha
rejly jacHO pa3/iBajajy (parMeHTH pa3IMuUTHX AyXhHa. Moh pa3nBajama 3aBUCH U O]
KOHIICHTpAIlMje Tella: TeJIOBU Ca HIDKUM IPOIEHTOM arapo3e KOPHCTE Ce 3a pa3/Bajame
¢parmenara Behe nyxuHe, a rej0BU ca BehMM MPOLIEHTOM arapo3e ce KOpUCTE 3a pa3/iBajame
kpahux ¢parmenara JIHK. ¥V oBom wuctpaxuBamy je kopumnhen 2% arapo3Hu ren 3a
pa3aBajame ¢parmenata JIHK nyxwuna 150 bp, 262 bp u 407 bp. Arapoznu ren je
HampaBJbeH Tako mTo je 4 g arapose pactBopeHo y 200 ml TBE mydepa 3arpeBamem 10
KJbydama y MHKpoTanacHoj mehuunu. Oxmahenom pactBopy Ha 65°C je momaro 10 pL
eruaujym-opomuna (EtBr) (¢punanne xonnentparmje 0,5 pg/ml) xoju uaTepkanmupa y JHK
MOJIEKYyJ. ['esl je M3MUBEH y XOPH3OHTAIHY IJIOYYy Tako jaa Oyne aebspuHe oko 3-5 mm.
Hakon Ttora je ren ocraBibeH 30 min ga monummepusyje W OYBPCHE. Y OTBOpE Ha TeNy je
HaHeTo oko 5 pL y3opaka ammmnduxoBanux ¢parmenara JJHK u 1 pL mydepa 3a nymeme
(engl. Loading Dye).

Enextpodopesa je uzBohena y TBE mydepy na 150 V npBux 5 min, a cieaehux
55min Ha 100 V. Kao cranmapn kopumtheHa je komeprnujainHa cMemra ¢parmenara JTHK
paznuunte ayxuHe (100 bp DNA Ladder). Hakon 3aBpuiene enekrpodopese rei je mpeHer
Ha TpaHcwiymMuHarop rae je mox UV cBeTioM W3BpIICHA BU3YyelIH3alldja Pa3lBOjEHHX
¢parmenara JIHK u poTorpaducame rena.
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3.11. CTATUCTUYKA OBPAJIA IIOJATAKA

JleckpuniTHBHa CTaTHUCTHKA je TEHEepucaHa 3a cBe Bapujabie y cryauju. Ilpe
CTaTHCTUYKE 00paje mojaraka, UCIUTAHA j€ MPABUIIHOCT pacrojelie JOOMjeHUX BPEAHOCTH
KOHTHHYaJIHHX Bapujadbmu nomohy Kolmogorov-Smirnov wiu Shapiro-Wilk tecra. Pesynraru
KOoju ce onmHoce Ha yuctohy m mpuHoc Mosiekyna JIHK cy mpencraBibeHu kao cpenma
BpEIHOCT + craHmapaHa jaeujanuja (S.V. = S.D.) u npukazanu cy tabenapHo U rpaduyuky.
3HaYajHOCT pasiuKa IO rpynama je eBujaeHTHpaHa Post Hoc tectupamem (Bonferronn
tectoMm, Dunnet tectom umu Tukey tecrom) y okBupy anamumza ANOVA (jennocMepHa
aHanu3a BapujaHce) win Henapamerpujckum Friedman u Kruskal Wallis tecrom y cnyuajy
HeMmpaBWIIHE JUCTpuOylHMje moaataka. HekaTteropujcke Bapujalie H3pakeHEe Cy Kao
ariCoOJyTHE W peJjaThBHE BpeaHocTH (Opoj/mporeHar/ppekBeHnuja). 3a aHaIM3y cMepa |
jadunHe MOBE3aHOCTH JBe Bapujabie kopuiihen je Pearsonov wiu Spirmanov koeuImjeHT.
CraTuCTHYKH 3Ha4YajHa pa3iuka y qo0ujeHnM BpenHoctuma usmely rpyma je p<0,05, moxk je
CTaTUCTHYKU BeoMma 3HayajHa pasznuka 3a p<0,01. CBe craTHCTHYKE aHAIU3€ MOJaTaKa Cy
ypalhjene momohy komepiijamHor cratuctuukor mporpama SPSS 20 3a Windows (engl.
Statistical Package for the Social Sciences).
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4. PE3YJIATATU



4.1. XHCTOMOP®OJIOIIKE KAPAKTEPUCTHUKE TKUBA

4.1.1. Xucmomopghonouwke kapakmepucmuxe mkuea gpuxcupanuxy 10% nyghepuzoeanom
u 4% nenygepuszosanom gpopmanuny

XUCTONUINIKK TIperapatd TKHBa cCplia, jeTpe, Mmo3ra, Iuryha um OyOpera koja cy
¢ukcupana y 10% mnydepuzoBanom u 4% nenydepuzoBaHoMm QopmainHy, 000jeHH Cy
XEMOTOKCHJIMH/C03UH TEXHUKOM U aHAJM3HPAHU 10/ CBETIOCHIMM MUKpockomnoM (Caunka 7).
Ha npenapatuma Hucy youeHe 3HauajHe XMCTOMOP(OJIONIKE pasziauke n3Mehy TKHUBa Koja cy
¢duxcupana y 10% nydepuzoBanom u 4% nHenydepuzoBanom (opmanuny. TkuBa koja cy
¢ukcupana y 10% nydepuzoBanom ¢popmanuHy cy 6uia He3HATHO 0oJbe 000jeHa, IITO HUje
O]l AMjarHOCTUYKOT 3Hauaja.

MumuhHa BiakHa cpua Cy y peryjlapHOM pacropeny, yjeaHadeHe eOJbHHE,
LEHTPATHO JIOKAJTH30BAHUX je/lapa, AUCIIEP3HO PacyTOT XpPOMATHHA, MECTUMUYHO BHUJIJBUBUX
jenapamna. TkuBo jeTpe je ouyBaHe Tpale JammuHa XemartouuTta. Nenuje jeTpe cy OKpyrie,
ouyBaHe rpalje, cBeTJIe LUTOIUIa3ME HCIYHEHE TIMKOTCHOM, IEHTPATHO JOKAIM30BaHUX
jenapa ca jacHO yowsbMBUM jeaapuuma. CHBY Macy Mo3ra YMHE HEYpPOHU MHPAMUIHOT U
OBAJTHOT OOJHMKA, CBETNIE IHMTOIUIa3Me, LIEHTPATHO MOCTABJLEHHUX jelapa, ca MECTUMHUYHO
yHaJJbUBUM jefapiuma, a Oeily Macy 4uHe OpojHE TiujajaHe henuje ca jenpumMa OBaTHOT
obnuka. TkuBo miyha je ouyBaHe rpale Ba3mylmHHUX MyTeBa M anBeoja. MHTpaanBeonapHe
mnperpazie cy YyjeaHaueHe [eOsbHHE OOJO0XKEHE jJeAHOCIOJHUM IUIOYAaCTHM EHMUTENIOM.
WuTtepctuninjym je perynapHe rpalje U IMIUPHHE ca TYCTOM MPEXKOM KaMHJIAPHUX KPBHUX
cynoBa. TkuBo OyOpera je odyBaHe rpahe TiomMepyna W HMHTEpPKAICYJIapHOT TPOCTOpA.
[Ipokcumanuu W OUCTalHU cabupHU KaHaIWh¥ Cy YyjeHaueHe BEIWYMHE W perylapHe
Mopdoioruje TyOymapHor enutena. UHTepCTUIIMjyM je O4yBaH, JIAKO TUJIATHPAHUX KPBHUX
Cy/OBa.
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Cnuka 7. Xucmonowxu npenapamu mxkusa cpya (A, b), jempe (B, I'), mosea (I, B), niyha (E,
K) u 6yopeza (3, M) ¢puxcupanux y 4% nenyghepuszoearnom gopmanuny (A, B, /I, E, 3) u 10%
nygepuszosarom ¢popmanuny (b, I, B, XK, 1) u ob6ojeru xeMOmoKCunuH/eo3un mexuuKom.
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4.1.2. Xucmomopgonouwike kapaxmepucmuke mKUea YKAJIYNbeHUX )y napaguncke
0n10K06e

XucToMOp(OJIOUIKY Cy aHAIM3WPAHU TKUBHU MpenapaTH cpiia, jeTpe U Mo3ra Koju cy
¢bukcupana y 4% HenydepuzoBaHoM (OpMAIMHY U HAKOH TOTa yKaJyIUbeHHU y napaduH u
apxuBupann ox 0 g0 30 romuHa. XHUCTONOWMIKM TpemapaTH TKUBa Cy 000jeHH
XEMaTOKCUIIMH/€03MHOM OIMaxX HAKOH KalyllJbCHa W UCTU TKUBHHU IPEMapaTH cy 000jeHH
XEMaTOKCHJIMH/€03MHOM HAKOH Mmecel] jgaHa a0 30 roguHa apXuBHpama mHapaduHCKUX
6s0koBa. Xucromopdooiike pasziauke u3mel)y TKUBHUX npenapaTa uspalh)eHux oaMax HaKOH
KaJyIJbeha U TKMBHUX Iperapara Koja cy apxuBupaHa 710 30 roguHa yHazaj HUCY yOueHe.
CBa TKHMBa HuMajy yoOM4YajeHy CTPYKTypy LMUTOIUIa3ME€ M jeApa U HOPMaJHy TKHUBHY
apxutektypy (Caunka 8).

Cnuka 8. Xucmonowxu npenapamu mxuea cpya (A, b), jempe (B, I') u mozea (/], B)
000jeHUX XeMamoKCUIUH/e03UHOM 00Max HakoH kanynmwera (A, B, /]) u npenapamu ucmux
mkusa 0bojenux xemamoxcunurn/eozunom naxon 30 (b), 29 (I') u 28 (B) eoduna apxusuparea
napagunckux 610K084a.



4.2. KBAJIMTET JHK U30JI0BAHE U3 TKUBA ®UKCHUPAHUX Y
OOPMAJINHY

4.2.1. Yucmoha u npunoc /IHK uzonosane uz mxuea puxcupanuxy 10% nygepuzosanom
u 4% nenygepuszosanom gpopmanuny

Uucroha y3opaka JJHK wuzonoBane u3 paznuuutux TKuBa Qukcupanux y 10%
nydepuzoBanom win 4% HenydepuzoBaHoM (opMaIMHy, KOpUIINEHEM J[IBE Ppa3IHuUTe
Metojie 3a uzonoBame JJHK, ogHocH ce Ha mpucycTBO mpoTenHa, COiu, YIJbeHUX XUapaTta,
JUNUIAa U pacTBapavya KOjH Cy 3a0CTajld y y30plHMMa TOKOM mpoieca u3onoBama JIHK u
onpehena je crnekrpodoromerpujcku. Uncroha yzopaka je oapeheHa ogHOCOM ancopOaHIu
A260/A280 (Bpemnoctm HUke o 1,5 yka3yjy Ha TPHCYCTBO BEIHKE KOHIICHTpAIUje
MpoTerHa y u3oiary) u ogHocom ancopdanuu A260/A230 (Bpeanoctu Huxke oxa 1,7 ykazyjy
Ha TIPUCYCTBO COJIH, TUTIU/A U pacTBapaya).

VYkynan npunoc JIHK y n3onaruma npeacrasipa konuuuny (pug) JHK y 50 pL TE
nydepa u u3payyHar je 3a cBaku y3opak uzononane JJHK.

4.2.1.1. Ymuyaj memooe 3a uzonosare /[HK uz guxcupanux mxkusa na uucmohy u npuroc
uzonoeane J[HK

Uucrtoha u mpunoc monekyna JIHK cy oapehenu y yszopmuma y kojuma je JJHK
u3osioBaHa M3 TkuBa (ukcupanux y 10% mnydepusoBanom wim 4% HemydenzoBaHOM
dbopmasiuHy moOMOhy JBE METOJle: EKCTpakiujoM Tmomohy denon-xmopodopm-u3oaMus
ankoxona (PCI merona) mnm kxopumhewmeM KoMepuujanHor Kommera (kut). JlobujeHu
pe3yaratu npukaszanu cy y Tademan 3.

Tabena 3. Yucmoha u npunoc /[HK uzonosane uz gpopmanurom gukcupanux mxuea nomohy
PCI memooe unu ynompebom kuma. Pesynmamu cy npedcmasmenu Kkao cpeorba 8peoHoCcm
(S.V.) £ cmanoapona doesujayuja (S.D.).

Ipunoc (ng)
MeTtoaa Bpcra popmanuna A260/A280 | A260/A230 S\V.4SD. orcer

10% nydepusopann | 2,08+0,33 | 2,5+1,00 |249,65+100,50 121,25-612,95

PCI 4% wnenydepusoanu | 1,97+0,37 | 2,27+0,71 | 214,95+ 82,27 103,75- 527,50

p <0,01** <0,01** <0,01**

10% nydepusoBanu 1,69+0,52 | 1,37+0,08 | 124,30 + 12,54 93,75-201,25

Kur 4% wenydepuszoanu | 1,63+0,52 1,36+£0,07 | 122,51+ 9,42 93,75-142,50

p <0,01** | <0,01** <0,01%*

** cmamucmuuku eeoma 3Havajua pasiuxa p<0,01
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V3opun JHK no6ujenn PCI meromom canpke CTaTHUCTUYKH 3HA4YajHO Marbe
nporerHa (Bumm ogHoc arcopOaniu A260/A280) (p<0,01) m apyrux Heuwmcroha (BuIM
omHoc ancopbaniu A260/A230) (p<0,01) y omnocy na JIHK wu3osnoBany momohy kwura
(Fpagukon 1A, 1B). Takohe, u npunoc JIHK wusomoBane momohy PCI wmerome je
CTaTUCTHYKHU 3Ha4yajHo Behu ox npunoca JJHK y y3opunma no6ujeHnM n30510BambeM moMohy
kuta (p<0,01) (I'paduxon 1B). Mako cy cBe Bpemnoctu omnoca A260/A280 u omHoca
A260/A230 y omicery koju ykasyje Ha 100py uncrohy y3opaka (Tab6esa 3), Hajoosbu unctoha
u npunoc JIHK y3opaka nobujenn cy y y3opuuma TtkuBa Qukcupanux y 10%
nyhepusoanom popmanuny kopuithemem PCI metozne (Tabena 3).

[1110% nydepuzoBann GpopMaTHH B [0 10% nydepusosann popmaniH
4.04 Hl 4% memydepnzoBann hopMaTHH 4.0 Hl 4% memnydepnzoBann (OpMaTTH
e * k 3.5 * *
3.0 4 ok 3.0 >
= 251 i =25
o J; o
- 2.0 2.0
= =
=) —
= 1.5 S 151 _
o
<€ 104 < 10
0.5 054
0.0 N 0.0
PCI kit PCI kit
B [ 10% mydepuszosanu ¢popmamns
500+ Bl 1% memydeprzoBaHI hoPMATITH
_— **
=P400 *x
S
=
== 300+
=g
9
S 2001
=
= -
= 1004 1
0

PCI kit

I'pagpukon 1. Ymuyaj memooe 3a uzonosarwe /[HK na uucmohy (A, b) u npunoc (B) /[HK
uzonoeane uz mruea Quxcupanux y 10% nygepuzosanom unu 4% wnenygepuzosarnom
Gopmanuny. Pezynmamu cy npeocmasmwenu xkao cpedra eépeonocm (S.V.) £ cmanoapona
oesujayuja (S.D.).

**cmamucmuyku éeoma 3uavajua pasiuxa p<0,01

4.2.1.2. Ymuyaj epcme chopmanuna na uucmohy u npunoc uzonosane JJHK

Uucrtoha u npunoc JIHK oapehenu cy y yzopmuma JIHK wm3omoBaHuM W3 TKUBa
¢ukcupanux y 10% mnydepuzoBanom u 4% nemydepuzoBanom Qopmanuny. Cpenme
BpPEIHOCTH OBUX MapameTapa npukaszase cy y Tabeman 4.
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Tabena 4. Yucmoha u npunoc JIHK wuzonoeane uz mkusa ukcupanux y 10%
nygepuzosarom unu 4% nenyghepuzosanom gopmanuny. Pesynmamu cy npeocmasmwenu kao
cpeora epeonocm (S.V.) £ cmanoapona oesujayuja (S.D.).

IIpunoc (ng)
Bpcra dopmannna A260/A280 A260/A230 | S.V.£S.D. oncer
10% nydepunzoBanu
1894041 | 1.94+039 | 186,97+3559 93,75-612,95
4%
o HEMyGePHOBANM | ) o) 043 | 1814030 | 168,72¢37.37 93,75-201,25
p <0,05* 0,05 <0,05*

* cmamucmuyuku 3nauajua paznuxa p<0,05

Pesynratu nokasyjy na Ha uucrohy IHK yTtuue BpcTa opmanuHa y KOMe Cy TKHUBa
¢ukcupana mnpe mzonoBama [IHK. Cse Bpemnoctu omnoca A260/A280 kao um omxHOCca
A260/A230 xpehy ce y orcery BpeIHOCTH KOj€ yKa3yjy Ha HUCKY KOHILIEHTpAIHjy MPOTEHHa,
COJIM, JIMIIKJIA U pacTBapaya y u3o0JiaTUMa 3aoctanux HakoH uzosoBama JJHK. [Topehemem
gucrohe y3opaka [IHK uzonoBane u3 tkuBa uxcupanux y 10% mydepuzoBanom unu 4%
HemnydepuzoBaHoM (opmannHy, 6€3 003upa kojoM je metonom uzonoBana [JHK, Bpenqnoctu
onHoca A260/A280 cy Buile y m3zosnaTuma U3 TkuBa Qukcupanux y 10% mnydepuzoBanom
dbopmaiiHy y OIHOCY Ha OHa Koja cy (uxcupana y 4% HemydepuzoBaHoM (HopMaTHHy
(Tadena 4) u oBa paznuka y ynctohu je cratuctudku 3HauyajHa (p<0,05). Bpennoctu ogHoca
A260/A230 cy Bume y wuzomatumMa u3 TkuBa ¢ukcupanux y 10% mydepuzoBanom
dbopmaiMHy y OJHOCY Ha OHa Koja cy (ukcupana y 4% nHenmydepu3zoBaHOM (GopMaIuHy.
MehyTtum, oBa pa3nMka HHMje CTaTUCTUYKH 3aHaudajHa (p>0,05). Ilpunoc monekyna /IHK je
CTaTUCTUYKK 3HauyajHo Behm y y3opumma JIHK y kojuma je onHa u3oioBaHa W3 TKUBa
¢duxcupanux y 10% nydepuzoanom popmanuny (p<0,05) (Tadena 4).

[Tomro je moka3zano na Bpcra (opMaivHa y KOME j€ TKHUBO (UKCHUPAHO TIpe
uzonoBawa JIHK yTtuye Ha umctohy u mpuHOC, ymopeauwnu cMo yTulaj QgopmaivHa y
y3opruma y kojuMma je JIHK uzonosana momohy PCI MeToze y oqHOCY Ha y30pKe Y KOjUMa je
JIHK wu3onoBana nomohy kura (I'padukon 2).

VY3opuu IHK n3onoBane u3 TkuBa Qukcupanux y 4% HemydeprzoBaHoM GopMalliHy
nMajy Buie npotenHa (Hmwku ogHoc A260/A280) y ognocy Ha y3opke JIHK uzonoBane u3
TkuBa (Qukcupanux y 10% mydepru3oBaHOM (GOpPMAIMHY U OBa pasiMKa je CTaTUCTHUKU
3HavajHa kako 3a y3opke [IHK wmzomoBane momohy PCI metome (p<0,05), tako u 3a JJHK
n3onoBany nomohy kura (p<0,05) (I'padmxon 2A). CBe BpeaHOCTH OJHOCA arcopOaHIN
A260/A280 3a cBe ucrnuTHBaHE y30pKe Kpehy ce y omcery Koju, mpema mojanuma u3
nuTeparype, nepunuie 1o0py uucrohy yzopaka JTHK.

Onnoc amcopbanmm A260/A230, koju yka3yje Ha TPHCYCTBO COJH, JUNUAA U
pactBapaya y yzopuuma JIHK nzonoBane u3 tkuBa puxcupanux y 10% mydepuzoBanom uimu
4% nenydenzoBaHoM (opMaMHy NOKa3yje CTATUCTHUYKY 3HaYajHOCT Y cBUM y3opiuma JJTHK
uzonoBane PCI meronom (p<0,05). Y3zopuu JJHK uzonoBane u3 tkuBa uxcupanux y 4%
Henygepru3oBaHOM (popManMHy HMMajy HIKM CTereH uucrohe (HMXKe BpPEIHOCTH OJIHOCA
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A260/A230) mero y3opru JIHK uzonoBane u3 tkuBa ¢ukcupanux y 10% mydepruzoBanom
dbopmanuny (I'paduxon 2B). 3a cse ucnutusane ysopke JIHK wuzomnosane PCI meromom
BPEIHOCTH OJTHOCA aricopOaHIy Kpehy ce y orcery Koju ykasyje Ha noopy uucrohy y3opaxa.
VY y3opuuma JIHK wm3omoBane momohy kuta paznmka y umcrohu, 1) y ogHocy A260/A230
HUje cTatuCcTUYKU 3HavajHa (p>0,05) y omHocy Ha BpcTy QopMaliMHA y KOME jeé TKHUBO
¢uxcupano (I'padpuxon 2b). Mehyrum, HUCKe BpeaHOCTH oaHOCca arcopbanmm A260/A230
(amxe ox 1,4) y cBUM ucnuTHBaHUM y3opuuMma y kojuma je JIHK u3onoBana momohy kura
yKa3yjy Ha IPUCYTBO BEJMKE KOHLEHTPAIM]€ COJIH, JIUIKAA U pacTBapada y OBUM y30pIHMa.

A B i b [
4.0 i 40+ . I it
3.51 : 351

*
3.04 3.0
§ 2.5 . Q 251
<« 201 < 20
§ 1.5 § 154
< 1.04 < 1.0
0.5 0.5
0.0 0.0
10% myd. 4% wemyd. 10% myd. 4% wemyd.
dopmaaHE dopmaHH dopmaaHn dopmanan
B [ PCI
500 I it
—_—
[=Y)) *%
1400 1 -
S
==
= 3004
Se
g
= 2004
=
=
: 100
0
10% myd. 4% nemyd.
dopmaann dopmaann

I'pagpukon 2. Ymuyaj epcme popmanuna 3a puxcuparwe mrxusa Ha uucmohy (4, b) u npunoc
(B) AHK u3zonoeane nomohy PCI memooe unu xuma. Pezynmamu cy npedocmaemenu xao
cpeormwa epeonocm (S.V.) = cmanoapoua desujayuja (S.D.).

* cmamucmuuku 3uauajna paziuxa p<0,05

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajna paziuxa p<0,01

VYnopelhyjyhu npunoc IHK koja je uzonoana PCI meToom u3 TkuBa GUKCUPAHUX Y
10% mnydepuzoBaHoM U U3 TKUBa ¢pukcupanux y 4% HemydepuzoBaHoM yTBpheHo je aa
MOCTOjU CTATUCTUYKHK BeoMa 3HayajHa paziuka (p<0,01). Behu mpunoc JJHK je nobujen y
y3opruMa TkuBa (uxcupanux y 10% mydepuzoBanom dopmanmuay. Y yzopuuma JJHK
M30JI0BaHE M3 TKMBAa MOMONY KUTa HE MOCTOjU CTATUCTMYKU 3HAyajHAa pa3iuKa y MPHUHOCY
JTHK m3mel)y nzonarta u3 TkuBa ¢pukcupanux y 10% mydepn3oBaHOM y OJTHOCY Ha IPUHOC U3
u3ojara TkuBa pukcupanux y 4% nenydepuszoBanom popmaiuny (p>0,05) (I'paduxon 2B).

44



4.2.1.3. Ymuyaj epcme mxusa guxcupanux y opmanruny Ha wucmohy u npuHoc uszonoeame
JIHK

Yucroha u npunoc JIHK uzonoBane nomohy PCI merone wim kuta U3 TKHMBa Cpla,
jerpe, mo3ra, ruyha u OyOpera koja cy ¢ukcupana y 10% mnydepuzoBanom u 4%
HenyepruzoBaHOM GopMaNTHHY Cy oApeheHr CrIeKTpOPOTOMETPHU]CKH, MEPEHEM aricopOaHIie
Ha 260 nm, 280 nm u 230 nm. Cpeame BpeIHOCTH TOOHMjEHUX MapameTapa W CTaHIapaHE
JeBUjanyje npukazane cy y Tadean 5.

Tabena 5. Yucmoha u npunoc JJHK uszonosane nomohy PCI memoode unu kuma uz nem
pasnuuumux mxuea (cpya, jempe, mosea, niyha u 6yopeea) puxcupanux y gopmanuny.

Pesynmamu cy npeocmasmwenu kao cpeorwa epeonocm (S.V.) £ cmaumoapona oOesujayuja
(S.D.).

Bpera Ipunoc (ng)

Merona rxupa | A200/A280 | A260/A230 | S.V.+S.D. oncer
cpue 2,1620,39 | 1,87x0,29 | 170,24%32,64 103,75-250,00
jerpa 1,97+024 | 3,12+0,71 | 346,84+116,06 137,50-612,95

PCl mozak | 2004034 | 1,99+039 | 180,35+38,82 115,00-255,00
mayha | 1,99+0,36 | 254+1,30 | 2251945551 125,00-347,50
oyoper | 1,97+0,39 | 2,40+0,64 | 235,11+67,92 121,25-372,50

p >0,05 <0,01** <0,01**
cpue 1,70+0,57 | 1,35+0,06 | 121,09+9,62 93,75-136,25
jerpa 1,59+0,48 | 1,37+0,08 | 124,75+15 47 93,75-201,25

Kur MO3aK 1,74+0,58 | 1,3520,07 | 121,50+9,70 98,75-140,00
miyha 1,63+0,46 | 1,38+0,08 | 125,63+9,41 102,50-146,25
oyoper | 1,66+0,49 | 1,36+0,06 | 123,86+9,44 95,00-141,25

p >0,05 >0,05 >0,05

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajna paziuxa p<0,01

Bpennoctu ogHoca ancop6anuu A260/A280 u A260/A230 cBux y3opaka JJHK koja
je Uu30JI0BaHA M3 pa3IUYUTUX TKHBa ekcrpakuujom nomohy PCI merome yxasyjy Ha
3a0BoJbaBajyhy uncrohy y3opaka JIHK (Tadena 5). Huxe BpeaHOCTH ofHOCA aricopOaHIU
A260/A280 u A260/A230 nobujene cy y yzopruma JIHK u3omnoBane momohy kuta ykasyjy
Ha Behy KOHIIEHTpaljy MpOTenHa, COJIH, JIMTH/IA M pacTBapaya y y3opluma.

Bpennoctu ognoca ancopbanun A260/A280 y y3opuuma JIHK uzonoBanux PCI
METOJIOM U3 IET pa3IuuuTUX TKuBa cy ciuuHe (p>0,05). Takohe, He 3anaxa ce CTATUCTUUKU
3Ha4yajHa pasziiKa y BpeAHOCTMMa ojHoca amncopbOanim A260/A280 y yzopuuma JIHK
M30JIOBaHUX YIOTPEeOOM KUTa U3 MET pa3inyuTux Tkusa (p>0,05).
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VY norneny uucrohe yzopaka JJHK uzonoBane PCI meToioMm y 01HOCY Ha IPUCYCTBO
conmu U pactBapayda (ogHoc A260/A230), mMOCTOjM CTAaTUCTUYKM BEOMa 3HAYajHa pasliuKa
u3melyy met paznuuntex TkuBa (p<0,01). Post hoc tectupamem yTBljeHa je pasiuka y OAHOCY
A260/A230 uzmehy TkuBa: jeTpe M CBUX OCTaJIMX TKHBA, 3aTUM cpla W Iuiyha, mMo3ra u
wyha, ma cpra u O6yoOpera, kao u mo3ra u Oyopera (p<0,01). Hajehu omnoc A260/A230
yTBpheH je y y3opuuma JIHK koja je n3onoBana PCI meTogom u3 TkuBa jeTpe.

Ceu y3opuu JIHK wmzonmoBane momohy kuta, ognoc A260/A230 umajy npuOIukHO
UCTy YHCTONY Yy CBUM HMCIMTHBAHUM TKHWBHMMA, Ia CTATHCTUYKU 3HAa4ajHA pa3iuka usmehy
TKHUBA HUje 3a0enexena (p>0,05).

[Mpunoc JIHK 3aBucu o BpcTe TKHMBa M3 KOT je OHA M30JI0BaHA. Pa3nuke y mpuHOCY
u3Mel)y pa3IMYuTUX TKUBA Cy CTAaTUCTHUYKH Beoma 3HavajHe y y3opuuma JIHK uzonoBane
nomohy PCI metone (p<0,01), anu ve u y y3opuuma JIHK uzonoBane nomohy kura (p>0,05).
Post hoc Tectupamem yTBphEHO je 1a MOCTOjU CTATUCTHYKK BeOMa 3HayajHa pa3iuka usMely
npuroca JIHK wm3oi0BaHe m3 TKWBa cplia W jeTpe, jeTpe W Mo3ra, Mo3ra u Iuryha, cpra u
wiyha, cpiia u 6yoOpera, jetpe u tuiyha, jetpe u 0yoOpera, kao u Mosra u 6yopera (p<0,01).
Haj6ospu mipuHOC je mobujen u3 tkuBa jerpe (346,84+116,06 pg JJHK), a Hajmamu u3 cpia
(170,24+32,064 ng AHK) u mosra (180,35+38,82 png JIHK) kana je JIHK n3onoana nomohy
PCI merone. V y3opruma JIHK m3omoBane nmomohy kuta npunoc JIHK je yjennauen usmehy
Pa3NMYNTHX TKUBA U CpeAmbe BpenHocTH npuHoca ce kpehy ox 121,09+9,62 pg IHK y TkuBy
cpua, 10 125,63+£9,41 ug IHK y tkuBy iyha (Ta6esa 5).
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cpue jerpa Mo3ak Ioryha OyOper

I'pagpukon 3. Ymuyaj epcme mrxusa (cpye, jempa, mo3zax, niyha u 6yopee) na yucmohy (4,
b) u npunoc (B) AHK uzonosane nomohy PCI memode unu xuma u3 Quxcupanux mxueéd.
Pezynmamu cy npedcmasmwenu xao cpeorwa epedonocm (S.V.) * cmaumoapouma Oesujayuja
(S.D.).

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajna paziuxa p<0,01
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Pasnuke y BpeaHOCTUMA MCIIUTHBAHUX MapamMeTapa y OJJHOCY Ha METOJy U30JI0Bamba
JIHK u3 nert pa3nnuutux TKUBa mpukazane cy Ha 'papukony 3. YropehuBamem BpeAHOCTH
onnoca A260/A280 y yzopuuma JIHK wm3omoBane momohy PCI metome m momohy kwura,
u3Mely HeT pa3IMuuTHX TKHMBA yKa3yje Ha IMOCTOjarbe CTATUCTHYKKM BEOMa 3HA4YajHE pa3iIuKe
(p<0,01). Post hoc Tectupamem mokazaHo je aa je pasauka y omHocy A260/A280 usmely
JIHK wm3omoBaHe U3 UCTUX TKHUBA, all Pa3IMYUTOM METOJOM, CTATUCTHMYKH BEOMa 3HAuYajHA
3a cBa ucnutuBaHa TkuBa (p<0,01), mpu vemy cy y3zopuu JIHK wuzonoBane momohy PCI
MeToze urctuju of y3opaka JJHK uzomosane momohy kurta (I'paduxon 3A).

Jla Ou yTBpaMIIM 1A JK TOCTOju paznuka y onHocy A260/A230 JIHK y 3aBucHoCcTH 011
IpUMemeHe Meroie 3a u3onobawe JJHK n3 ananuszupanux TkuBa, 3a CBaKO TKUBO IIOHA0CO0
nopenniu cMo y3opke JIHK n3omnosane PCI metomom ca y3opruma JIHK nobujenum momohy
kuta. Pe3ynraTu cy mokaszanM Ja IOCTOJM CTaTHUCTUYKM BeOMa 3HAayajHa pasjiuka y
3aBUCHOCTH O] TMpHMEmeHEe Merone 3a u3ojioBawme JJHK (p<0,01). Post hoc Tectupamem
yIBpheHO je Ja MOCTOjU CTAaTUCTUYKH BeoMma 3HauajHa pasnuka usmel)yy umcrohe J[HK
M30JI0BaHE M3 UCTHX TKHBA IPUMEHOM pPa3IMUUTUX MeToAa 3a u3ojoBame (p<0,01), mpu
yemy cy y3zopuu JIHK uzonosane nomohy PCI metone unctuju ox y3opaka J{HK uzonosane
nomohy kurta (I'padukon 3B).

VYnopehusamem npunoca JJHK uzonosane nomohy PCI merone y onHocy Ha KUT H3
MeT Pa3IMYUTHX BPCTa TKHBa Koja cy ¢ukcupaHa y ¢hopManuHy yTBpheHO je Ja MOCTOjH
CTaTUCTHYKM BEOMa 3Ha4yajHa Pa3lIMKa y 3aBHCHOCTU O] MPUMEH-EHE METOJIE 32 M30JI0BAME
JTHK (p<0,01). Post hoc tectupameM yTBphEHO je a MOCTOjU CTATUCTHYKKA BeoMa 3Ha4yajHa
pasnuka usmel)y nmpunoca JIHK u3onoBane u3 ucte BpCTe TKUBA, ajli Pa3IMYUTUM METOJama
uzosnoBama (p<0,01) (I'padpuxon 3B). Behu mpunoc THK noGujen je y y3opumma JJHK
uzosioBane nomohy PCI metone Hero y y3opuuma JIHK u3onosene nmomohy kuTa.

4.2.1.4. Ymuyaj oyacune guxcupara mxkuea y gpopmanuny Ha ducmohy u npunoc uszonoeane

JTHK

Yucroha u npunoc monekyna JJHK onpehenu cy y yzopumma /IHK uszonoBane u3
TKHBa Cplia, jeTpe, Mo3ra, miyha u 0yopera koje je ¢pukcupano y dpopmanuny 6h, 24h, 48h,
72h, 96h, 5 nana, 6 nana, 7 nana, 10 mana, 14 gana, 28 nana u 2 mecera (Ta6ese 6 u 7).
KonTponuu y3opuu npencrasspajy JJHK n3onoBany u3 TkuBa oamax HakoH oOaykuuje, 6e3
MpenxoHor ¢pukcupama y GopMalnHy.

Yucroha y3opaka IHK noOujene u3 ¢pukcupaHux TKHBa HE pa3iiMKyje ce 3Ha4ajHO O]
yrcrohe /IHK y koHTpoaHMM y30puKMa.

Bpeanoctu onnoca amcopbanuim A260/A280 y3opaka JIHK cy 3amoBosbaBajyhe
guctohe, 6e3 o03upa Ha ™meroxy wu3onoBama JIHK. Bpemnoctu omHoca amcopOaHim
A260/A230 3aBuce on ynorpedbspene metoje 3a uzonoBamwe [JHK. Haume, y3opiu nobujenu
excrpakmujom nomohy PCI meTone nmajy HIDKY KOHIIEHTPAIH]Y COJIH, JIMIHAA U pacTBapada
(Bumre Bpemnoctu ogHoca A260/A230) y omHocy Ha y3opke JIHK moGujeHe m3omoBamem
nomohy kuta. Bpemnoctu ogHoca A260/A280 u A260/A230 y y3opuuma JIHK m3onoBane
nomohy PCI merone u3 TkuBa Koje je ¢ukcupano y ¢opmanuny cy Behe y omHocy Ha
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Bpennoct uucrohe JIHK wu3omoBane momohy KkuTa 3a CKOpO CBE BPEMEHCKE Tadke.
AHamm3oM mojaraka je yTBphHeHO Ja He TOCTOjH CTAaTUCTHYKHA 3HAYajHA pasivka Y
Bpeanoctuma ogHoca A260/A280 u A260/A230 u3mel)y cyceqHIX BPEMEHCKUX Tadaka J0 28
naHa GUKCUpama TKHBa y (hopMarHy He3aBUCHO OJ1 IpUMEmeHE MeToie 3a u3onoBame JJHK
(p>0,05).

[Mpunoc JIHK wu3zonoBane momohy PCI meronme m3 TkuBa koja cy (QuKCHpaHa y
dopmanuHy onpeheHn BpEeMEHCKH IMEPHOJ je MamkH y OJHOCY Ha NMPUHOC U3 KOHTPOIHHX
y3opaka (Tabese 6 u 7). Mehyrum, y yzopuuma JIHK y kojuma je ona uzosnoBana momohy
KuTa He moctoju pasnmuka y npunocy JHK y y3opumma TkuBa koja cy ¢dukcupana y
dopmanuny y ogHOCy Ha KoHTposHE y3opke (Tabdenaa 7). Kopucrehu kut 3a nzonosame JJHK
13 KOHTPOJIHUX, HE(OUKCUPAHUX U TKHUBa (PUKCHpaHUX oapeheHn BpeMeHCKH mepuoja a1oouja
ce ckopo ynoisia mawu npuHoc JJHK 3a ckopo cBe BpeMeHCKe Tauke y OJHOCY Ha IPHHOC
JIHK y wu3onaruma u3 (UKCHpaHUX W KOHTpONHUX TkuBa u3 kojux je JIHK wu3omoBana
nomohy PCI merone (Ta6ene 6 u 7).

Tabena 6. Yucmoha u npunoc JHK uzonosane nomohy PCI memoode uz nem paznuuumux
mkusa (cpya, jempe, moszea, niyha u 6yopeea) uxcupanux y ¢popmanuny 6h, 24h, 48h, 72h,
96h, 5 oana, 6 oana, 7 oana, 10 oana, 14 dana, 28 dana u 2 meceya u KOHMPOIHUX Y30PAKA.
Pesynmamu cy npeocmasmwenu kao cpeowa epeonocm (S.V.) £ cmaumoapona oOesujayuja

(S.D.).

dy:xxuHa ¢puxcupama A260/A280 | A260/A230 SV iS.DI.Ipmmc (ng) oricer
KOHTpOJIa 2,18+0,11 2,25¢1,50 | 353,00 +223,71 197,50-738,75
6h 2,18+0,32 2,53£0,81 | 252,06+90,34 133,75-527,50
24h 1,95+0,25 2,36+0,67 | 228,08+73,72 136,25-435,00
48h 2,08+0,40 2,12#0,70 | 220,71+114,35 121,25-612,96
72h 2,20+0,38 2,40£0,78 | 232,00+103,43 123,75-486,25
96h 2,11+0,52 2,40£0,58 | 234,63+68,57 142,50-416,25
5 nama 1,98+0,23 2,39+0,64 | 244,25+67,35 153,75-400,00
6 nana 2,10+0,44 2,2240,77 | 224,50+105,24 121,25-487,50
7 nana 2,18+0,20 2,53+£0,62 | 267,25+101,18 158,75-502,50
10 nana 1,90+0,13 2,50£0,71 | 267,57+115,01 150,00-572,50
14 nana 1,99+0,22 2,45+0,65 | 241,31+82,65 133,75-421,25
28 nana 1,65+0,13 2,82+1,88 | 179,81+71,09” 103,75-356,25
2 Mmecena 1,90+0,53 1,53+0,38 141,25+21,12 122,50-197,50

** emamucmuuxu 6eoma 3navajra paziuxa p<0,01
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V y3opuuma JIHK u3om0BanuM u3 TKMBa Koja cy ¢uKcHpaHa A0 14 naHa HE MOCTOjH
pasnuka y npunocy JIHK, 6e3 o63upa koja je meToma kopuinheHa 3a HEHO H30JI0BAmbE.
Mebhytum HakoH 14 nana u 28 naHa Qukcupama TKMBA Y (pOopMannHy MOCTOJH CTATUCTHYKU
3Havajad man y npuHocy JIHK y 3aBucHoctn on ayxkuHe ¢uxcupama (p<0,01), kako y
n3onatuma nodujerum PCI meronom (Tabena 6), Tako u y u3onatuma a00MjeHUM momohy
kuta (Tademaa 7).

Tabena 7. Yucmoha u npunoc JJHK uzonosane nomohy xuma u3 nem pasiudumux mrxuga
(cpya, jempe, mozea, nayha u 6yopeza) puxcupanux y gpopmanuny 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 5
oana, 6 oaua, 7 Oaua, 10 Odana, 14 oana, 28 doana u 2 meceya u KOHMPOIHUX V30PAKA.
Pezynmamu cy npeocmasmwenu xkao cpeomwa epeonocm (S.V.) £ cmanoapona Oesujayuja

(S.D.).

Hyauna pukcupama | A260/A280 | A260/A230 - iS_D.Hp““"c (ng) omcer

KOHTpOJI2 2,04+0,62 1,40£0,21 | 128,75+21,84 116,25-167,50
6h 1,620,59 1,42£0,10 | 127,63+8,85 117,50-146,25
24h 2,02+0,43 1,37+0,03 | 126,63+4,00 120,00-132,50
48h 1,4620,45 1,31+0,09 | 122,50+18,00 113,75-201,25
72h 1,67+0,60 1,32+£0,04 | 120,44+4,70 113,75-133,75
96h 1,58+0,54 1,33+£0,06 | 121,50+6,05 113,75-142,50

5 nana 1,97+0,48 1,43+0,07 | 131,766,59 122,50-145,00
6 nana 1,35+0,37 1,3240,02 | 120,56%1,69 117,50-125,00
7 nana 1,53+0,52 1,4240,03 | 131,13+3,16 126,35-137,50
10 nana 2,10+0,31 1,44+0,03 | 134,88%3,67 127,50-141,25
14 nana 1,47+0,45 1,30£0,03 | 116,38+3,90** 111,25-127,50
28 naua 1,66+0,36 1,3740,03 | 107,63+13,46** 93,75-136,25
2 mecena 1,4620,51 1,30£0,05 | 115,38+5,56 108,75-126,25

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajua paziuxa p<0,01

Kana ananusupamo pasinyure BpCT€ TKUBA I0jeIMHAYHO KPO3 PA3IUUUTY AYKUHY
¢duxcupama y GOpMaIMHY CTaTUCTUYKOM O0paJioM MojaTaka je yTBpheHO Ja He TMOCTOjH
CTaTUCTMYKHU 3Ha4yajHa pasiuka y BpegHoctuma ogHoca A260/A280 u A260/A230 uzmely
CyCEeHUX BPEMEHCKMX Tadyaka HE3aBUCHO O] NMpUMEHmEHE MeTojie 3a u3osioBame JIHK
(p>0,05). Yucroha y3opaka Bapupa, allu T€ pa3iIMKe HUCY CTAaTUCTHYKH 3HA4YajHE M HE
MOKazyjy MpaBUIIHOCT y ucnosbaBawy (I'paduxon 4A, 4b, 41, 4/1, 4E, 4K, 414, 4J, 41,
4Jb). CraTHCTHYKOM aHaIM30M mojaataka o npuHocy JIHK noOujeHe M3 pa3nmuuuTHX TKUBA
Koja cy (ukcupana y ¢popmanuny ox 6h mo 2 mecerna, yrBpheHo je 1a 3a cBa TKHMBA MOCTOJU
CTaTUCTHYKH 3Ha4ajaH Maj y NIPUHOCY HaKoH 14 naHa guxcupama y Gopmanuny 6e3 o063upa
Ha MeToay Koja je kopuiihena 3a uzonoBame JJTHK (p<0,05) (I'paduxon 4B, 4B, 43, 4K,
4M).

49



A PCI
40 —=kit
as
a0
& B
S
& i e
S
S 18
<.
05
00
S E S g;ﬁ,& w@@;
F _..PCI
409 =+=kit
354
304
> 3.
P I -
20 ~. —t A
¥ 3 N\
E 154
< 10
054
00 :
é‘ g 3 P
f @'4‘“@ d"h“ #’ 'f"‘:r‘
E
404 —'—P.Cl
a5l kit
i' = 3
& F o
é < 204 T
= —
2 o
e~ 154
<
1.0
054
[
& S
& &0 @ﬁ,ﬂ"@‘, ‘\3’@ \h,t'&k:fd"
n
40 —'—PCI
==kit
a5
% - EL]
,,\? & . L
¢$ g 20 B Ny
ﬁ 15
4 104
0s
LS IL
.JI )
o _..PCI
—=kit
as
é - 30
ﬂbq x5 .
Q S 20 h\ A
= 4
ERE | ,/
Q 10
05
00 B T T IR AR IR
SESEELL LIS

A260/

—..PCI
—*=kit

\\/%,,.f-—-»\-\

et

CEETELLALAAS

bl | —._PCI
==kit
404
354 ~ 1
so] -\.l-\.H_/\ T~
=3
2 254
ﬂ_ 2.0
=]
FIRER
< o]
05
0.0
SEEEELS ""M"iwr
a0 _..PCI
—=kit
as
304
=3
n 25
“ ~ -
=% _,_/ ~Y \
S s )
a
4 10
05
L S T T
S F P d &
CAHFEF S f‘ K “Q&g;‘y‘}
J _..PCI
‘o ==kit
35
30
=l 2 "
M 25 -—-.,___/\/
g B "‘__,' dAé;‘///l
=
g 15 -
Qﬁ 10
05
00 T T T T T
¢ a0 @‘hg”hﬁé‘“{@.\"f‘; & ,s"&
»
‘JI’ _PCI
0 —=kit
35
30 N
Ezs — _ N
o ~
=% \/ \. \
Q15

10

05

00

l‘P‘\-\’F‘ﬁ‘ i""’?’“,sf "r’"{j

B 500 _._PCI
- ——kit
2400
E 300 *
=
Eof N
=
:D- e -—‘-—.—.—--"'—v—"'"\‘j

1]
Fa @F .P" &
g v"q?,sv’p w’i;vwf&

b _._PCI

5004 —=kit
E <
2 400 N
g N \/\J
=
p \\
= 2004
=
2
= 100
04—
tFES #\bf‘:" AF oF u‘f Y"“f
3 5001 _..PCI
= —=kit
E_- 400
= .
3004 *
P y
g 200 4 _\/.ﬁ/\\/ .
[ ——————
: 100 4
XYY VY VYY
* a"’ w”g’«?’\\,@'l"iﬂg;r": f‘s
K _..PCI
= —+=kit
B0
a; 4004
=
g 3004 &
— /\/\/\
§ 2004 i e
B e N
= 1004
CESA PSS v o
& & ﬁbfwﬁ'pﬂs‘af:‘%{f
M _._PCI
50 —+=kit

)

im *

g 300 N
o — / N
B N \/ \
g .
= 100

o

“‘&*&‘«'F&’,o*’f'vg 'f'.@’f

I'pagpuxon 4. Ymuyaj oyocumne @uxcuparna mxuea y ¢popmanuny Ha uucmohy (00HOC
A260/4280: A, I, E, U, JI, u oonoc A260/4230: b, /I, K, J, Jb) u npunoc (B, b, 3, K, M)
JIHK uzonosane uz mxusa cpya (A, b ,B), jempe (I, /I, B), mozea (E, 7K, 3), niyha (U, J, K) u
oyopeza (JI, Jb, M). Pezyimamu cy npedocmasmweHu Kao cpedrwa 6peonocm (S.V.) +
cmanoapoua oesujayuja (S.D.).
* emamucmuuxu 3nauajna paznuka p<0,05
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Amnanusom 360upHor npuHoca JIHK (3a cBa TkuBa 3ajeHo), yrBpheHo je a mocToju
CTaTUCTHYKU BeoMa 3HayajHa pasziimka y npuHocy m3mely 14 nana m 28 nana ¢ukcupama
TKHBa y hopmaiinHy, 6€3 003upa Ha METOIy Koja je kopuiiheHa 3a u3oioBame JJHK (p<0,01)
(Fpadukon 5). VrBphuBameMm Kopenanje npeko Koedunujenta po CrupMaHOBe
Kopernauuje panra usmel)y nyxuHe ¢ukcupama TkuBa u mnpuHoca JJHK yrBphena je
HeraTUBHA Kopenanuja Maie jaunne ox -0,151 kana je JIHK uzonoBana momohy PCI metone
u -0,199 kana nzonoBana momohy Kura.
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I'pagpuxon 5. Cpeowe speonocmu npunoca JTHK uzonoeane nomohy PCI memoode u kuma u3
mKuea cpya, jempe, mo3zea, niyha u 6yopeea xoja cy guxcupana y gopmanuny 6h, 24h, 48h,
72h, 96h, 5 oana, 6 oana, 7 oana, 10 oana, 14 oana, 28 oana u 2 meceya. Pezynmamu cy
npeocmasmenu Kao cpedrba epeonocm (S.V.) £ cmandapona oesujayuja (S.D.).

** emamucmuuku éeoma 3nauajna paznuxa p<0,01

4.2.1.5. Ymuyaj ceux ucnumueanux ¢axmopa na uucmohy u npunoc /[HK uzonosane u3
PazIUdUmMux mKuea QUKCUPanux y hopmanumny

Y Tab6eam 8 m 9 mpencraBbeHe Cy cpelme BpeaHocTy uncrohe n mpuroca JTHK y
UCIUTHBAaHUM y30pLIMMa y OJHOCY Ha BpCTy (opMalvHa W BPCTY TKWBA, Kao M Ha
PUMEHEHY METOTy 3a u3osioBame JTHK.

CratucTudkoM 00pazioM MoAaTaka Koju ce 0JJHOCE Ha BPEJHOCTH OHOCA anicOpOaHIIH
A260/A280 3a cBa wucNUTHBAaHAa TIOjeUHAYHAa TKUBa Koja cy ¢ukcupana y 10%
nydepusoBanom wiu 4% HemydepuzoBaHoM ¢GopMaTuHy NOTBpheHO je Aa TOoCTojU
CTaTUCTUYKM BeOMa 3HayajHa pasnuka y uucrohu yszopaka JJHK wuzonosane PCI meromom
(p<0,01), anmu He u 3a ymucrohy y3zopaka JJHK m3onoBane momohy kura (p>0,05). Post hoc
TECTUPAEM je YTBphEHO J1a MOCTOjU CTAaTUCTUYKK BeoMa 3HadajHa paznuka y yuctohu JJHK
nuzonoBane PCI meromom u3 TkuBa 1uiyha koje je ¢ukcupano y 10% mydepuzoBaHoMm
¢dopmanuny y oxHocy Ha uucrohy JIHK wu3 TkuBa mnyha koje je ¢ukcupano y 4%
HenydepuzoBanoM ¢opmanuny (p<0,01) (Tabena 8): Buma BpemHocT ogHoca A260/A280 y

51



y3opuuma JIHK wu3 TtkuBa mnyha ¢uxcupanor y 10% dopmanuny ykasyje Ha Mamy
KOHIIEHTpaL1jy npoTerHa y oquocy Ha y3opke JIHK n3onoBane n3 TkuBa ruryha ¢gukcupanor
y 4% nenydepr3oBaHoM GopMaIHHY.

Amnamuzom unctohe /IHK u3pauynaBamem oxnoca ancopbanim A260/A230 mokazaHo
je na JIHK xoja je uzonoana PCI meronmom u3 paznuuntux TkuBa ¢ukcupanux y 10%
nyhepuzoBanom win 4% Henmydepr3zoBaHoM (HopMaNKHy MOKa3yje pa3InuuT CTENEeH YucTohe
y30paka, a Te pasiauke Mel)y TKMBHMa Cy cTaTHCTHYKHM BeoMma 3Hadajue (p<0,01). Post hoc
TECTHPAEM je YTBphEHO J1a MOCTOjU CTATUCTHYKKA BEOMa 3Ha4ajHa pasnuka umely uncrohe
y3opaka JIHK wu3onoBane u3 TkuBa cpua koje je ¢ukcupano y 10% mnydepuzoBanom
dopmanuHy U TKMBa cplia Koje je pukcupano y 4% nenydepuzopanom popmanuny (p<0,01)
(Tadema 8). Pasnmka y uucrohm ysopaka JIHK wm3onoBane momohy kwWrTa W3 pasivmydTHX
TkuBa (Tabena 9) Huje ctatucTuuky 3Ha4ajHa (p>0,05).

Tabena 8. Yucmoha u npunoc /[HK uzonosane kopuwherwem PCI memoode uz mxuea koje je
Quxcupano y 10% nygpepusosanom u 4% wnenygpepusosanom gopmanruny. Pezyimamu cy
npeocmasmenu Kao cpeora epeonocm (S.V.) £ cmanoapona oesujayuja (S.D.).

(])0[1)313;;:1113 f,f;;ﬁ A260/A280 | A260/A230 | S;p"m’c AHK (ig) cer
cpue | 2,14+043 | 2,02+0,27 ** | 184,52+32,40**  121,28-250,01

10% jetpa | 2,03+0,14 | 3,29+0,47 | 397,70£101,73**  170,03-612,89
nydepuzopamm | mozak | 2,02#0,36 | 2,04:0,33 | 188,92+38,39 121,32-255,04
(bopman miyha | 2,1740,26 ** | 272+1,8 | 228,51+54,23 150,04-347,53
6yoper | 2,05+0,37 | 2,45:0,67 | 248,50+69,81 127,49-372,51

cpue | 2,18+0,35 | 1,73+024 | 157,11+27,37 103,77-215,00

1% jetpa | 1,93+029 | 2,96+0,86 |300,21+110,32 137,48-527,50
Henmy()epu30BaHM | MO3aK 1,98+0,32 1,94+0,44 | 172,42+38,33 115, 04-235,01
(bopman miyha | 1,84+0,37 | 2374054 | 222,14+57,72 125, 04-340,01
6y6per | 1,90£0,42 | 2,35:0,63 | 222,88+6523 121,49-338,81

** emamucmuuku 6eoma 3uavajua pasnuxa p<0,01

Amnanusupajyhu npunoc JIHK xoja je uzonoBana PCI metonom U3 pazimuuTHX TKUBA
Koja cy (ukcupana y oba ¢opmanuHa Takohe je youeHa CTaTUCTUYKH BEOMa 3HadajHa
paznuka y npunocy usmely tkuBa (p<0,01). Post hoc tectupamem je yrBpheHo na mocroju
paznuka y npunocy JIHK u3mely tkuBa cpua xoje je ¢puxcupano y 10% nydepusoBanoMm u
TKHBa cpla Koje je Gpukcupano y 4% uenydepuzoanom popmanuny (p<0,01), kao u uzmehy
TKHBa jeTpe Koje je puxcupano y 10% mydepusoBaHoM U TKHBa jeTpe Koje je pUKcupaHo y
4% mnenydepuzoBanom ¢opmanmuny (p<0,01) (Tadema 8). Pasnmmka y npunocy JIHK
M30JI0BaHE U3 TKHBA Koja cy (ukcupaHa y oba hopmannHa moMohy KUTa HUj€ CTaTUCTUYKH
3navajua (p>0,05) (Tabdeaa 9).
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Ha ocHoBy nobOujeHux pesynraTa MOKa3aHO je€ Ja Ha YUCTONY M IMPUHOC MOJIEKYINa
JIHK ytuue mpe cera meroaa kojom je JIHK wm3onoBana u3 TkuBa, aii ¥ BpCTE TKUBA. Y
Mam0j MEpH Ha yucTohy M MpHHOC yTHYe BpcTa (popMannHa U AyKuHa (PUKCHpama TKUBA y
dbopmanuny. bosem pesynratu cy pobujeHun Kkaga je TkuBO ¢ukcupano y 10%
nydepuzoBanom dopmanuny, Hero y 4% nemydensoBanom dopmanuHy. Ca mpoayKeHUM
BpeMeHOM (uKcupama y popMalmHy cMamyje ce nmpuHoc u3oioBane JJHK, moceOHo HakoH
14 nana ¢pukcupama y GopMaIuHYy.

Taoena 9. Yucmoha u npunoc JHK uzonoeane kopuwhervem kuma u3z mxusea Koje je
@ukcupano y 10% nygepuzosanom u 4% nenygepuzosanom gopmanuny. Pesynmamu cy
npeocmasmeru Kao cpedra epeonocm (S.V.) £ cmanoapona oesujayuja (S.D.).

qmgﬂ;ﬁﬂa f,f,:;; A260/280 | A260/230 S.Vj?;f)c AHK i)ncer

cpue | 1,79+0,64 | 1,35:0,06 | 121,01+10,10 93,75-136,30

10 % jetpa | 1,63+048 | 1,39+0,09 | 127,60+19,50 101,29-201,25
"yg’:ll)’;‘;’::;““ mosak | 1,620,447 | 1,35:0,08 | 121,32+10,03 98,82-140,04
nayha | 1,66:049 | 1,39:0,08 | 127,01+9,66 103,79-146,13

GyGper | 1,79+050 | 1,3720,07 | 124,42+10,13 95,06-141,33

cpue | 1,61£049 | 1,35:0,06 | 120,91+9,42 95,01-135,02

4% jetrpa | 1,55:0,48 | 1,36+0,07 | 122,12+10,28 93,84-142,45
“e“qy)g’;ﬁ:;‘;;a““ mosak | 1,84:0,66 | 1,35:0,07 | 121,71%9,6 3 100,04-137,46
mnyha | 1,61#044 | 1,3620,07 | 124,29+9,12 102,52-142,48

GyGper | 154047 | 1,36:0,06 | 123,41%9,03 103,78-140,03

4.2.2. Humezpumem /ITHK u3onoseane uz mxuea ¢puxcupanuxy 10% nyghepuzoeanom u 4%
Henygepuzosanom hopmanuny

dukcupameM TKHBA J0j7a3u A0 Aerpaganuje monekyna JHK, jep dopmanun noBoam
1o ¢parmenranuje monekyna JJHK. N360p popmannna y kom ce TKUBO (pukcHpa yTude Ha
creneH ¢parmedTamuje moinekyna JHK. Jla Ou ce yTBpamo HWHTETPUTET, Tj. CTEIEH
¢parmenrtanuje moiekyiaa JIHK wu3onoBane u3 ¢QukcupaHux TKuMBa aMIUIM(UKOBAHH CY
¢parmentu reHa GPDI, ACTB u RPL4 nomohy PCR peaknuje, a ycnemHocT
amIuduKaIpje je mpoBepaBaH enekTpodopesoM Ha 2% arapozHom remy. I[IpucycTBo Tpake
(ammumkoHa) oapeheHe myxuHe ykasyje Ha crnenupuyHy aMImudukaiujy onarorapajyher
¢parmenTa JJHK.
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4.2.2.1. Ymuyaj memooe 3a uzonosarwe /JHK u3 ¢huxcupanux mxuea Ha unmezspumem
monexyna J[HK

Wuterpurer JJHK n3onoBane u3 tkuBa ¢ukcupanux y 10% nydepusoBanom umu y
4% uenydepuzoBaHoM (HopMaIMHY 3aBUCH O]l METOZE KOja ce KOPUCTH 3a u3ojoBame JTHK
(Cauka 9).

6h 24h 96h 7dana 14 dana 28 dana

M Pc1 kit PCI kit PCI kit PCI kit PCI kit PCI kit

Cnuka 9. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnauguxayuje GPDI u ACTB u RPL4 2ena y
vzopyuma JTHK uzonosane nomohy PCI memoode uiu kuma uz mxuea uxcupanux y 10%
nygepuzosarom Gopmanruny 6h, 24h, 96h, 7 oama, 14 oana u 28 Oawna. Pezynmamu
amnaugurayuje anaruzupanu cy na 2% aeaposznom ceny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M —
JHK mapkep (100 bp).
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I'pagpuxon 6. Ycnewmnocm PCR amnauguxayuje ¢ppaemenama JIHK uzonosanux us
@uxcupanux mxuea kopuwherwem PCI memoode wunu Kuma. [[yjicuna YMHOMCEHUX

¢ppaemenama J[HK je 150 bp (GPDL1 zen), 262 bp (ACTB 2en) u 407 bp (RPL4 2en).
** emamucmuuku 6eoma 3uavajua pasnuxa p<0,01

Beha ycnemmnoct PCR ammmmndukanuje xesbeHux ¢parmenara JIHK paznuunte
nyxuHe noomjeHa je y yszopumma JIHK w3onoBane u3 ¢ukcupanux Tkua momohy PCI
merone y ogHocy Ha JIHK m3onoBane u3 ¢ukcupanux tkuBa nomohy kuta (I'padukon 6).
OBa pa3znuka je cTaTUCTHYKM BeoMa 3HauajHa (p<0,01), mro moTBplyje Ja Ha WHTETPUTET
JIHK y Benukoj Mepu yTuue MeTo/1a Koja ce KOPHUCTHU 32 HheHO M30JI0BAILE.
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4.2.2.2. Ymuyaj epcme ghopmanuna na unmezpumem monexyra JHK

VY cBum yzopuuma JIHK u3onoBane u3 TkuBa cpua, jetpe, Mo3ra, miyha u OyOpera
Koja cy ¢ukcupana y 10% mydepuzoBanom wim 4% HemydepuzoBaHoM (HOPMaTHHY JOILIO
je mo ammudukanuje 6ap Hekor of kesbeHux ¢parmenara JJHK (Cimka 10). Ycenemnoct
PCR ammm¢ukamnuje cBa Tpu xejbeHa ¢pparmenta je Beha y yzopuuma JIHK uzonoBane u3
TkuBa ¢ukcupanux y 10% nydepuzoBanom Hero y yzopuuma JIHK u3onoBene u3 TKuBa
¢ukcupanux y 4% nemydepuzoBanom (opmanuny (I'papuxon 7). To ykazyje Ha 060Jby
ouyBaHocT uHTerpurera mojekyna JIHK y TkuBuma duxcupanux y 10% nydepuzoBanom
¢dopmanuny. Hajseha ycnemHoct ammiudukanuje aobuwjeHa je 3a Hajkpahu ¢parmeHt
nyxune 150 bp (GPD1 ren), a 3atum 3a kpahu ¢parment ayxune 262 bp (ACTB ren). ¥
HajMameM Opojy y3opaka JIHK ammndukoBas je Hajayxu pparment ox 407 bp (RPL4 ren)
(I'paduxon 7). OBa pa3iuka y yCHEUIHOCTH aMIUTU(HKAII]e Y OHOCY Ha BPCTY hopMannHa
Koja je kopuuiheHa 3a pukcupame TKUBA je CTaTUCTHUKU 3HavajHa (p<0,05)

M123 456 M123456 PIP2N

Cnuxka 10. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnaugpuxayuje GPDI u ACTB u RPL4 zena y
vzopyuma J[HK uzonosane nomohy PCI memooe (1, 3, 5) unu xuma (2, 4, 6) uz mkusa
Quxcupanux y 10% nygepuzosarnom (A) unu 4% nenygpepuzosarom gopmanuny (b), 6h (1,
2), 96h (3, 4) u 14 oana (4, 5). Pezynmamu amniugukayuje aumanuzupanu cy xHa 2%
azaposnom 2eny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M — JJHK mapxep (100 bp). Pl - nozumuenu
xkoumpoaa 3a RPL4 2en; P2 - nosumusna konmpona 3a GPDI u ACTB eene; N - necamusHna
KOHMpOJQ.
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I'pagukon 7. Ycnewnocm PCR amnauguxayuje ¢ppaemenama JJHK uzonoseane nomohy PCI
memode (A) unu nomohy kuma (b) uz mkusa ¢uxcupanux y 10% nygepuzosanom uru 4%

Henygepuzosanom opmanuny. [yscuna ymuoocenux gppaemenama /[HK je 150 bp (GPDI
een), 262 bp (ACTB een) u 407 bp (RPL4 2en).

* cmamucmuyku 3uavajna pasiuxa p<0,05
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4.2.2.3. YVmuyaj epcme gpuxcupanux mxkusa Ha unmepepumem moaexyia JJHK

VY cBum y3opuuma JIHK n3onoBane u3 Qpukcupanux TKHUBa cpla, jeTpe, Mo3ra, miyha
u OyOpera amruinpukoBanu cy xesbeHu pparmentn JHK nyxune 150 bp (GPDI ren), 262
bp (ACTB ren) u 407 bp (RPL4 ren) (Cauka 11).

[IpoBepom ycnemuoctu PCR ammnudukanuje pparmenara JIHK enekrpodopezom Ha
2% arapo3HoMm reny ob6ojeHoM EtBr mokazaHo je MpHCYCTBO K€JbEHHX aMIUITMKOHA y CBUM
y3opuuma TkuBa (Ciamka 11). Hte3urter Tpaka (aMJIMKOHA) Ha arapo3HOM Telly je CIIMYaH 3a
cge y3opke JJHK u3omoBane u3 mer pa3nuuuTUX BpPCTa TKUBA. Y CBUM y30pIlMMa y KOjuMa je
JHK wuzonosana nomohy PCI Mmerosne MHTE3UTET Tpaka je jaud y OAHOCY Ha MHTEH3HUTET
Tpaka u3 y3opaka /JIHK uzonoBane nomohy kura.

cpme jeTpa MO3aK
12345678M M1:2345678 12345678M

nayha
M12345678

oyoper

M123456738 P1P2N

il

Cnuka 11. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnaugpuxayuje y yzopyuma /[HK uzonoeane u3z
mkusa cpya (A), jempe (B), mozea (B), nayha (I) u 6yopeeca () duxcupanux y 10%
nyghepuzoearnom (yzopyu 1, 3, 5, 7) unu 4% nenygpepuzosanom (vzopyu 2, 4, 6, 8) popmanuny
u3 xojux je /[HK uzonosana PCI memoodom (y3opyu 1, 2, 5, 6) unu nomohy xuma (y3opyu 3, 4,
7, 8). Vzopyu 1-4: oynaexc PCR: amnaugpuxosanu GPDI u ACTB eenu; ysopyu 5-8:
amnauguxosan RPL4 2en. Pezynmamu amniugpuxayuje ananrusupauu cy Ha 2% azapo3Hom
eeny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M — JIHK maprep (100 bp); Pl - nozumusnu konmpona 3a
RPL4 een; P2 - nosumusna konmpona 3a GPDI u ACTB 2ene; N - necamusna konmpoia.

Kpahu ¢parmentu (ACTB u GPDI1 ren) cy ammiudukoBanu y HajBehem Opojy
y3opaka JIHK Ge3 003upa na iu je ona usonoBana u3 TkuBa PCI metogom (I'paduxon 8A)
wiu nomohy kuta (I'padukon 8B). Hajayxu ¢pparment JJHK (RPL4 ren) je ammudukoBan y
HajMameM Opojy y3opaka JIHK wm3omoBane u3 cBux mer BpcTta TKuBa. CTaTUCTUIKOM
o0OpazioMm mojataka je yrBpheHo 1a He MOCTOju CTaTUCTUYKY 3HavyajHa pasznuka y yenexy PCR
ammndukamuje ogpehenor gpparmenara JJHK y 3aBucHoCcTH 011 pUKCHpaHOT TKHMBA U3 KOTA j€
JTHK wu3onoBana (p>0,05).
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I'pagpukon 8. Ycnewmnocm PCR amniugpuxayuje ppaemenama JHK u3zonosanux u3
@uxcupanux mxkusa cpya, jempe, moszea, niyha u 6yopeea kopuwherem PCI memooe (4) uiu
xkuma (B). Hyocuna ymuooicenux ¢ppaemenama /JHK je 150 bp (GPDI zemn), 262 bp (ACTB
een) u 407 bp (RPL4 2en).

4.2.2.4. Ymuyaj oysicune puxcuparna mxkusa na unmepepumem moaexyia JJHK

WcnutuBan je edekar nyxuHe (pukcupama TKUBa y (OpMaiMHy Ha HHTEIPUTET
monekyna JIHK. Y3opuu JIHK cy nobujenu uzonosamwem JIHK u3 oarosapajyhux tkusa PCI
MeToz0M i omohy kuta HakoH 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 5 nana, 6 mana, 7 nana, 10 nana,
14 nana, 28 nana u 2 Mecena gukcupama y popmanuny. ¥ csum yzopuuma J{HK ypahena je
PCR ammmmdukanuja xemeHux ¢parmenara ayxuae 150 bp (GPDI1 ren), 262 bp (ACTB
reH) u 407 bp (RPL4 ren). IIposepom ycnemnoctu PCR ammungukanuje ¢pparmenara 'y 2%
arapozHoM reny o6ojenom EtBr, yodeHo je mpHCyCTBO KeJb€HUX aMIUIMKOHA. MHTeH3uTeT
Tpaka (aMIUTMKOHA) y arapo3HoM reiy je BpemeHckd 3aBucTaH (Cumka 12): y y3opuuma
JIHK wn3omoBane u3 TKHUBa Koja cy ayxe pukcupana y GopMalMHy MHTEH3UTET Tpaka je CBE
cnabuju, a Tpake HOTHyHO HecTajy y y3zopuuma JIHK wu3 TkuBa ¢ukcupanux y 10%
nydepuszoBaHoM (opmanuHy mocie 2 Mecema, ogHocHo y y3zopuuma JIHK u3 TkuBa
¢ukcupanux y 4% wuemydepuzoBaHoM Qopmanuny mnociae 10 gana.  YcmemHoct
amruinduxaiyje je mHoro Beha y y3opuuma /IHK uzonoBane nomohy PCI metone y ogHocy
Ha KUT. OBO ce OJJHOCH Ha aMILTU(UKAII]y CBa TPH KeJbeHa T'eHa, 3a CBE BPEMEHCKE TaukKe, y
CBUM y30pIuMa TKHMBa 0e3 o03upa aa nu cy pukcupana y 10% mnydepuzoBanom mwim 4%
HenydepuzoBanom popmanuny (Ciauka 12).
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cpue jeTpa MO3aK miayha oyoper
12345678M M12345678 12345678M M12345678 M12345678

6h

12345678M M12345678 12345678MM12345678 M12345678

24h - - -

12345678M M12345678 12345678M M12345678 M12345678

- -
48h '

12345678M M12345678 M12345678

H .
72h

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M12345678

96h - - -

M12345678 M12345678 M12345678

- -
S nama

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M123456738

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M123456738

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M123456738

12345678M M12345678

M12345678 M12345678

6 naHa

7 naHa

10 maHa

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M12345678
14 naHa

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M12345678

M12345678 M12345678 M12345678 M12345678 M123456738

Cnuka 12. Ilposepa ycnewmnocmu PCR amnugpuxayuje GPDI, ACTB (yvzopyu -4, oyniekc
PCR) u RPL4 (y3opyu 5-8) cena y yzopyuma JJHK uzonoeane PCI memooom (yzopyu 1, 2, 5,
6) unu nomohy xuma (ysopyu 3 ,4, 7, 8) us mkusa cpya, jempe, mozea, niyha u 6yopeza
Guxcupanux y 10% nygepuzosarnom (yzopyu 1, 3, 5, 7) unu 4% nenygeuzosarnom (yzopyu 2,
4, 6, 8) dopmanuny. Pesynmamu amniuguxayuje ananusupanu cy na 2% azaposHom 2eny
obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M — JIHK mapkep (100 bp).

28 naHa
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Pesynratu mokasyjy Aa He MMOCTOjU pa3iiKa y YCHEIIHOCTH aMIUIM(UKaluje cBa TpH
KeJbeHa T'eHa Yy 3aBUCHOCTH OJI BpcTe (UKCHUpPAHOT TKHBAa M3 Kora je m3oioBaHa JIHK.
MelhyTuM CTaTUCTHYKHM 3HAYajHA Pa3MKa y YCIEHNIHOCTH aMIUIM(UKaIUje CBa TPU KeJbeHa
reHa J00HjeHa je Y 3aBUCHOCTH O]l Ay)XKHHE Tpajama (UKCHpama TKHBA U BPCTe (UKCATHBA

(Tabeaa 10).

Taoena 10. bpoj amnaughuxosanux @paemenama JJHK y y3zopyuma uzonosamum u3
paznudumux mkuga guxcupanux vy 10% nygepuzosanom unu 4% Hengepuzosarom

Gdopmanuny 00 6h oo 2 meceya.

5 6 7 10 14 28 2
6h 24h 48h 72h 96h JAaHa | faHa | gaHa | gaHa | gaHa | gaHa | mece
ua
10% nydepusoBanu popmainx
Cpue | |
8/16 8/16 4/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 12/16 4/16 12/16 8/16  8/16 8/16 8/16  4/16 4/16 4/16 0/16 0/16
GPD1 12/16 16/16 12/16 8/16 | 8/16 | 8/16 8/16  4/16 8/16 8/16 0/16 0/16
Jetpa
16/16 12/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16 16/16 12/16 8/16  4/16 4/16 8/16  4/16 4/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 16/16 16/16 12/16 8/16  8/16 8/16 8/16  8/16 8/16 8/16 8/16 0/16
Moszak | |
12/16  8/16 4/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB  12/16 16/16 12/16 8/16  4/16 8/16 8/16  8/16 4/16 4/16 0/16 0/16
GPD1 12/16 16/16 12/16 8/16  4/16 8/16 8/16  8/16 8/16 8/16 8/16 0/16
ITnyha | |
16/16  8/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16 16/16 16/16 8/16 12/16  0/16 4/16  4/16 0/16 4/16 0/16 0/16
GPD1 16/16 16/16 16/16 8/16 12/16 | 0/16  12/16  8/16 8/16 8/16 8/16 0/16
16/16  0/16 0/16  4/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16 16/16 16/16 8/16 12/16 16/16 8/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 16/16 16/16 16/16 8/16 12/16 16/16 8/16  4/16 0/16 8/16 4/16 0/16
4% HenydgepuzoBanu popmMaanH
Cpue I | | | |
0/16 0/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 8/16 16/16 8/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 8/16 16/16 8/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
Jetpa | | | |
8/16 0/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16  8/16 4/16  8/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 16/16  8/16 4/16  8/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
Mos3ak | | | |
4/16 0/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB | 8/16 0/16 0/16  0/16  0/16 8/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1  8/16 0/16 4/16  0/16  0/16 8/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
Tyha I | I I
16/16  0/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16  0/16 0/16  0/16  4/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 16/16 0/16 0/16  0/16  4/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ByGper I | | |
8/16 0/16 0/16  0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
ACTB 16/16  0/16 8/16 0/16  0/16 0/16 0/16  0/16 0/16 0/16 0/16 0/16
GPD1 16/16 0/16 8/16 0/16 0/16 0/16 4/16  4/16 0/16 0/16 0/16 0/16

rers
AcTe [
Gpp1 [ ]
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Hajkpahu pparment JJHK nyxune 150 bp (GPD1 ren) je ammumdukoBan y y3opuuma
JIHK wu3onoBaHe w3 TKuMBa jeTpe, mo3ra, muyha m OyOpera koje je ¢duxcupano y 10%
nydepuzoBanom popmanuny a0 28 naHa, a U3 TKuBa cpua Ao 14 nana ¢pukcupama. Kana cy
TkuBa (ukcupana y 4% wuemydepuzoBaHoM (opMmanuHy, amMiuiikonn ayxuHe 150 bp
nerekroBanu cy y yzopuuma JIHK u3onoBanum u3 OyOpera xoju je ¢puxcupan y Gpopmainny
1o 7 mana, 1ok cy y y3opiuma JIHK u3 cpua amminkonn nyxuse 150 bp nerextoBanu camo
y y3opuuma ¢uxcupanum 10 48h (Tabema 10). Oparment nyxune 262 bp (ACTB ren) je
ammuudukoBan y yzopuuma JIHK n3onoBaHe u3 TKMBa cpiia, Mo3ra u miyha Gukcupanux y
10% mnydepuzoBanom dopmanuny no 14 nana uxcupama, y y3opuuma TkuBa jetpe 10 10
naHa u TKkuBa OyOpera 10 6 naHa ¢ukcupama. Y y3opluma TKUBa Koja cy gukcupana y 4%
HenygepuzoBanoM Gopmanuay ACTB ren je ammmudukoBan 10 5 n1ana GuKcHpama, J0K je
y y30pIMMa U3 MO3ra aMIUIM(GHKOBaH caMo ako je (ukcupame Tpajana g0 6h (Tadena 10).
Hajmama ycrenHocT ammundukammje je modujeHa 3a Hajayxu RPL4 ren (407 bp) xoju je
amiuiupukoBan y ysopuuma JIHK wu3onmoBane u3 TkuBa OyOpera ¢uxcupanux y 10%
nydepusoBanom Gopmanuny a0 72h, cpia u mosra jgo 48h, a jerpe u miyha camo g0 24h
(Ta6exa 10). Y y3opuuMa TKUBa jeTpe, Mo3ra, miyha u 6yopera RPL4 ren je amnnpukoBan
y y3opuuMa TkuBa (ukcupanux 10 6h y 4% nenydepuzoBaHoMm (opMalIHHy, JOK Y
y3opruma u3 TkuBa cpia RPL4 ren Huje yommre aMIuim(puKkoBaH.

Ycenemnoct PCR ammndukanuje Hajkpaher GPD1 rena (150 bp) y y3opmuma JJTHK
M30JI0BaHE W3 TKHBa Koje je ¢ukcupano y 10% mydepuzoBaHoM (hopMalnHy je BPEMEHCKH
3aBucHa U kpehe ce oa 70% no 100% y npBux 28 nana xaga je JJHK no6ujena momohy PCI
MeToIe, ToK momohy kuta je Mama u kpehe ce o1 10% mo 100% y npeux 6 nana (I'padgukon
9A, 9I'). Hakon nBa mecena ¢ukcupama TkuBa y 10% mnydepuzoBanom dopmanuny Ha
m3onoBanoj JIHK ce e moke amnuduxoBaTH HU jedaH OJ keJbeHUX reHa, ma Hu GPDI,
kopuctehu o6e Metoze 3a uzonosawe JJHK. Yenemnocr PCR ammmdpukanuje ACTB rena
nyxkune 262 bp je ox 30% mo 100% no 14 mana ¢ukcupama kopuctehu PCI merony 3a
uzonoBame JIHK, nok kopucrehu kur ce kpehe ox 20% no 80% 1o 5 nana ¢pukcupama TKHUBa
y 10% mnydepuzoBanom ¢opmanuny (I'papuxon 9b, 9/1). Ycemex PCR ammmuduxanmje
Hajayxer RPL4 rena (407 bp) je 6una ox 10% no 100% 3a mpBa 72h xopuctehu PCI metony
3a m3onoBame JIHK, mok kopucrehu kur je 6mma ox 40% mo 60%, amu camo mpBa 24h 3a
TKHBa Koja cy ¢ukcupana y 10% mnydepuzoBanom ¢opmanuny (I'paduxon 9B, 9B).
VYenemnoct PCR ammnmudukanuje GPD1 rena nma JIHK wu3omoBanoj u3 TkuBa Koja cy
¢ukcupana y 4% Henypepru3oBaHOM (OPMATIMHY pa3IUYUT BPEMEHCKH Nepuoa ce kpehe on
10% 1o 90% cBe 1o 7 nana pukcupama TkuBa kana je kopunrthena PCI meTona 3a nzonoBame
JHK, a ynorpe6om xuta ox 20% no0 70% y npsa 24h (I'paguxon 9A, 9I'). Kopucrehu PCI
Meronay 3a u3onoBame [IHK ycmex PCR amnmuduxanuje ACTB rena ce xperao ox 10% mo
90% y npBux 5 nana, a ynorpedom kurta og 20% no 70% y npsa 24h ¢pukcupama TkuBa y 4%
HenypepuzoBanMm ¢opmanuny (I'paguxon 9B, 9/1). RPL4 ren je ammmudukusan 10 60%
kopucrehu PCI metony 3a uzonosawe JHK n no 30% xopucrehu xur u To camo y npsux 6h
¢bukcupama TkuBa y 4% HemydepuzoBanm hopmanuny (I'paduxon 9B, 9B). Craructiuku
3HavajaH naj y uaterpurety mosiekyna JIHK nokasan je usmely y3opaka /IHK uzonoBane u3
TkuBa ¢ukcupanux y 10% nydepuzoBanom popmanuny u to usmelhy 24h u 48h (p<0,05),
uzmely 48h u 72h (p<0,05), xao u uzmehy 28 nana u 2 mecena (p<0,05). Y TkuBuMa koja cy
¢ukcupana y 4% HemydepuszoBaHoM ¢GOpMaIMHy CTAaTUCTUYKU 3HAYajHa pasjiuka y
unterputetry JIHK ce youasa Beh usmelhy 6h u 24h (p<0,05).
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A PCI kit
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I'paguxon 9. Ycnewnocm PCR amnaugpuxayuje swcemwenux ¢gppaemenama: GPDI (A, T),
ACTB (b, ) u RPL4 (B, B) eena y yszopyuma /JTHK uzonosanux xopuwherwem PCI memooe
(4, b, B) u xkuma (T, /I, 'B) uz mxkusa cpya, jempe, mosea, niyha u 6yopeea guxcupanux y
10% nygepuzosarnom unu 4% nenygepuzosanom gopmanury 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 5 dana,
6 oana, 7 oana, 10 oana, 14 oana, 28 oana u 2 meceya.

* emamucmuuxu 3nauajna paznuka p<0,05
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4.3. KBAJIMTET JHK U30JIOBAHE N3 TKUBA YKAJIYIIJBEHUX Y
IHAPA®UHCKE BJIOKOBE

4.3.1. Yucmoha u npunoc /{HK u3onoeane uz mkuga yKaaynbeHux y napagpuHcke
On10Kko0ge

Uucrtoha u mpunoc JIHK onpehenn cy y m3oimaTuMa U3 TKHMBa CpIia, jJ€Tpe U MoO3ra
KOja Cy HAaKOH CYJICKOMEIMIMHCKEe oOnaykmuje Qukcupana y 4% Hemydepru3oBaHOM
dbopmaHy, yKalnylubeHa y mapaduHCcKe OJIOKOBe M apxuBupaHa y apxuBu CiyxOe 3a
cyncky meaununay U Tokcukonornjy YKI Kparyjesan. L{uss je ma ompenuMo y Ko0joj MepH
yrcroha u npunoc JIHK 3aBuce og merone koja ce kopuctu 3a uzonoBame JJHK, Bpcte TkuBa
n3 xor je JIHK wu3omoBana, ka0 W OA NOy)KWHE apXWBUPamka TKUBA YKATYIUBCHUX Y
napaguHcke 0J0KOBe.

4.3.1.1. Ymuyaj memooe 3a uzonosare JJHK u3 yxanynmsenux mxuga na yucmohy u npunoc
uzonoeane J[HK

VY Tabenu 11 cy npukasane cpeame BpenHoct uncrohe u npuHoca JJHK nzonosane
U3 YyKaNyIJb€HUX TKUBa KopHIIhewmeM [Be Merone: ekcrpakuujoM nomohy PCI wmm
yImoTpeOoM KHuTa.

Tabena 11. Yucmoha u npunoc /J{HK uzonosane nomohy PCI memooe unu ynompebom kuma
U3 MKUBA YKALYN/beHUx y napaguuncke oioxkose. Pesyimamu cy npedcmasmsenu Kao cpedra
gpeonocm (S.V.) + cmanoapona oesujayuja (S.D.).

IIpunoc
Merona A260/A280 A260/A230 P (ne)
S.V.#S.D. omncer
PCI 1,98+0,36 2,03+1,06 197,94 + 70,62  71,30-636,30
Kur 1,69+0,54 1,09+0,17 106,81+ 17,81  57,50-137,50
p <0,01** <0,01** <0,01**

** emamucmuuku 6éeoma 3uavajua pasnuxa p<0,01

Pesynrartu noxa3yjy na u uucroha u npunoc JIHK 3aBuce on ynorpe6spene Metoze 3a
m3onoBamwe JIHK. Onnoc ancopbanmm A260/A280 je y omcery 1,69-1,98 u yka3syje na je y
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y3opuuma JIHK mpucyrHa mama konwmuuWHa TpPOTeHHA. BOJBM OJHOC, OJHOCHO YHCTHjU
y3opiu cy aooujenn kana je JIHK u3omnoBana excrpakuujom nomohy PCI Hero momohy kura
W OBa pa3juKa je cTaTucTHukd BeoMa 3HauajHa (p<0,01) (I'paduxon 10A). Onnoc
ancopOannin A260/A230, koju ykazyje Ha MPUCYCTBO COJIM, JIMIIMAA M pacTBapada y
n3onatuma, u3Hocu 2,03 u y rpaHuiiama je onTumanHux BpeaHoctu (1,7-2,2) 3a y3opke y
kojuma je JIHK mzomoBana PCI merogom. Mehytum, 3a y3opke y kojuma je JIHK uzonoBana
nomohy kuta Bpeanoctu ogaoca A260/A230 cy 3Ha4ajHO HIKE O]l ONTUMAIHUX BPEIHOCTH,
ITO YKa3yje Ha IPUCYCTBO BEJIMKE KOHIEHTpalMje COJIM, JUIUAA M pacTBapaya y OBHUM
n3zonatuma. Bpennoctu oanoca amcopbanim A260/A230 cy Bume y y3opuuma JHK
m3osoBanux PCI metonom y ogHocy Ha y3opke JJHK no6ujennx nmomohy kuta u oBa paszimka
je cratuctruku BeoMma 3Hadajaa (p<0,01) (I'paduxon 10B).

[Tpunoc JIHK je Behu y y3opumma y xojuma je JJHK wmzomoBana PCI meromom y
onHocy Ha y3opke y kojuma je JIHK m3omnoBana momohy kuTa u oBa pasiuka y MPUHOCY
u3mel)y nBe Metoze 3a wm3ojoBame JIHK je crarmcruukm Beoma 3HauajHa (p<0,01)
(padukon 10B).
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I'pagpuxon 10. Ymuyaj memooe 3a usonosare J{HK na uucmohy (4, b) u npunoc (B) JHK y
y3opyuma 0obujeHuM u3 MKUea YKAIYH/beHux y napagurcke 6nokoge. Pezyimamu cy
npeocmasmeHu Kao cpeora epeonocm (S.V.) £ cmanoapona oesujayuja (S.D.).

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajna paziuxa p<0,01

4.3.1.2. Ymuyaj epcme mxusa ykaniynmweHux y napaguHncke 61o0xoee na yucmohy u npunoc
uzonosane J[HK

[TomrTo je moOujeHa CTAaTUCTHYKM 3HAuyajHa pasnuka y yucrohu u mpunocy JIHK
n3mely y3opaka y xojuMa je ona m3osioBana PCI meromom m y3opaka y kojuma je JIHK
n30JI0BaHa TNoMohy kuTa, mpatuiu cmo uuctohy u mnpuHoc JIHK y wus3omatuma wu3
MOjeIMHAYHUX YKATyIJbEHUX TKHUBa (CpIa, JETpe W MO3Ta) Y OJHOCY HAa METOIY KOJOM je
JHK un3o50BaHa u3 THX TKUBA.
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Tabena 12. Yucmoha u npunoc J{THK uzonosane u3 pazmuuumux yKaiynabeHux meusa (cpye,
jempa, moszak) kopuwhervem 08e memooe 3a usonosarne JIHK: excmpaxyujom nomohy PCI
Memode u kuma. Pezynmamu cy npedcmaemenu kao cpeorwa gpeonocm (S.V.) £ cmanoapoua
oesujayuja (S.D.).

Merona SPCTA | A260/A280 | A260/A230 | (o PUROCt®)
cpue | 1,96+038 | 1,80+L05 | 166,3653,37 88,80-386,3
Pet jetpa | 2054033 | 2674133 | 272,96+11830  107,50-636,31
wosak | 1,02+038 | 1,63%0,82 | 154,50+40,19 71,34-203,81
p >0,05 <0,01%* <0,01%*
cpue | 1664054 | 1,10:017 |108,35+17,37 58,82-130,01
Kur jetrpa | 1,7+054 | 1,09+0,16 | 106,12+17,63 57,49-137,50
mosak | 17053 | 1,08+018 | 10596+1842 57,48-132,50
p >0,05 >0,05 >0,05

** cmamucmuuku eeoma 3Havajua pasiuxa p<0,01

Bpennoctu ogHoca ancopOanmm A260/A280 kao u omgHoca arnicopbaniim A260/A230
cBux y3opaka JIHK koja je u3onoBaHa M3 pa3nuuuTHX TKHUBa eKcTpakuujom nomohy PCI
Meroze Kpehy ce y onmTHMamHOM OICery M yKa3yjy Ha 3aJ0BoJbaBajyhy umctohy y3opaka
JIHK (Ta6ema 12). Hwxke Bpemnoctu omHoca amcopbanmu A260/A280 u A260/A230
nobujere cy y ysopuuma JJHK uzonoBane momohy kurta. Bpegnoctu omgHoca arcopOaHim
A260/A230 y y3opuuma JIHK n3onoBane momohy KuTa cy HUXKe OJf ONTUMAIHUX BPEIHOCTH,
IITO yKa3yje Ha BEJIMKY KOHIIEHTPAIIH]y COJIH, TUIUA U pacTBapada y OBUM y30pIUMa.

CratucTuukoM 00pajsoM mojaTaka je yTBpHEHO Ja HeMma CTaTUCTHYKU 3HayajHe
pasnuke y omHocy A260/A280 wusmelyy yzopaka JIHK wu3onmoBane wu3 pa3iuuuTHX
yKaIyIJbeHUX TKUBA (Cpia, jerpe win Mo3ra) nomohy PCI merone (p>0,05). He moctoju Hu
CTATUCTUYKM 3HauajHa paziuka y omHocy A260/A280 usmely paznuuutux TKHBa (Cpiia,
jerpe minn mo3ra) kana je JJHK uzonoBana momohy kura (p>0,05) (Tadena 12). Mehyrum,
Kaja ynopeaumo BpeaHoctn onHoca A260/A280 y y3opuuma JIHK uzonoane nomohy PCI
MeTO/Ie ca BpemHocTHMa y y3opiuMma y kojuma je JIHK wm3omoBana momohy kuta, 3a Tpu
pa3uuuTa TKHBA je YTBP)EHO 1a MOCTOjH CTaTHCTHYKM Beoma 3HayajHa pasznuka (p<0,01)
(Fpaduxon 11A). Post hoc tectupamem je yTBpl)eHa pasiauka y OJHOCY arcopOaHin
A260/A280 JIHK u3onoBaHe M3 UCTUX TKHBA Pa3IMUYMTUM METOJama, IpH YeMy Cy y30pLu
JIHK wm3onoBanu momohy PCI merone uuctuju on y3opaka JIHK nzomoBane momohy kuta
(Fpaduxon 11A).

Bpennoctn omnoca A260/A230 3a y3opke JIHK u3omnoBane momohy PCI merone u3
pa3NUYUTUX TKHUBA je pa3nuuurta. [IocTOju CTaTUCTHYKM BeoMa 3HadyajHa pas3iiuka u3Mehy
MOjeIMHUX TKWBa (cpIa, jeTpe u mMo3ra) y uncrohu yzopaka JIHK uzonosane PCI meromom
(p<0,01). V3opuu JJHK koju cy u30j0BaHM M3 jeTpe cy Hajuuctuju (HajBeha BpemHOCT
onHoca A260/A230 je 2,05+0,33), a cTraTUCTMUKM BeoMa 3HayajHa pas3jidka y 4YUCTOhU
nocToju u3mel)y y3opaka U3 TKMBa cplia u jeTpe, kao u jerpe u mosra (p<0,01) (Tadema 12).
VY y3opuuma JIHK n3omoBane u3 ykaidymbeHUX TKHBA CpIia, jeTpe W MO3ra moMohy KuTa He
MOCTOJU CTAaTHUCTUYKH 3HAyajHa pa3nuka y uumcrohu (1j. omHocy A260/A230) usmehy
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nojenuaux TkuBa (p>0,05) (Ta6ena 12). Ilopehewem BpemHoctu ogHoca A260/A230 y
y3opruma JIHK m3omoBane nmomohy PCI MeTone y ogHOCY Ha KUT M3 TPH pa3inuuTa TKUBA
yTBpl)EHO je J1a MOCTOjU CTATUCTUYKU BeoMa 3HAuYajHA pa3jivKa y YucTohn y30paka y oJHOCY
Ha npumemeny meroay (p<0,01) (I'paguxon 11B). Post hoc tectupamem je yrBphena
paznuka y yncrohu JIHK m3omoBane u3 mictux TKMBa paznuuutuM meromama (p<0,01), mpu
yemy cy y3opuu JIHK n3omnoBanu nomohy PCI meTone unctuju ox y3opaka JIHK uzonoBane
nomohy kura (I'padpuxon 11B).

Pasznuka y npunocy JIHK uzonoBane PCI meTonom M3 TKHBa cpiia, jeTpe M MO3ra je
CTaTUCTHYKH BeoMma 3HauajHa m3Mmely mojenuuux tkmBa (p<0,01). Post hoc tectupamem je
yTBpheHa pa3nuka y npuHocy usmely yzopaka JIHK u3om0Bane U3 TKHBa cpiia u jeTpe, Kao u
jetpe m wmosra (p<0,01) (TabGeaa 12). Hajsehu mnpunHOC je n00HjeH W3 TKHBA jeTpe
(272,96+118,3 pg AHK), a Hajmamu u3 TkuBa mo3ra (154,5+40,19 ug IHK). 3a y3opke JJHK
M30JI0BaHe TOMONy KHMTa W3 YKalylUbeHMX TKHBAa CpLa, jeTpa W MO3ra He IIOCTOjU
CTaTUCTMYKU 3HavajHa pasiauka y mnpuHocy JHK wusmely pasmuuutux tkuBa (p>0,05)
(Ta6exna 12). Kaga ynopenumo npunoc JJHK uzonoBane nomohy PCI merone y oxHocy Ha
KHT W3 TPH Pa3IMuuTa yKAITYIJbeHa TKUBA BUAMMO JIa TOCTOJU CTATUCTUYKH BeOMa 3HadajHa
pasznuka u3Mel)y TKHBa y 3aBUCHOCTH O]l IpUMEEHe MeToje 3a u3oiosame JJHK (p<0,01).
Post hoc tectupamem je yrBphena paznuka y npunocy JJHK u3onoBane m3 ucTHX TKHBa
paznuuutuM Metonama 3a uzonoBame JJHK (p<0,01), mpu uemy je mpunoc JIHK Behu y
y3opuuma uzonoBanux nomohy PCI metone on npunoca JIHK y3opaka nzonoBanux nomohy
kuta (I'paduxon 11B).
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I'pagpuxon 11. Ymuyaj epcme mxusa (cpye, jempa u mo3zax) na uucmohy (A, b) u npunoc (B)
JIHK uzonosane nomohy PCI memooe unu kuma. Pezyimamu cy npedcmagmeHu Kao cpedrsa
epeonocm (S.V.) = cmanoapona oesujayuja (S.D.).
** emamucmuuxu 6eoma 3navajua paziuxa p<0,01
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4.3.1.3. Ymuyaj oyscune uysarba mKuea yKaiyn/beHux y napaguucke 610koee Ha yucmohy u
npunoc usonosane [[HK

Uucroha u npunoc JIHK u3omoBane PCI meromom minm momohy Kuta U3 TKHBa Koja Cy
yKajyJbeHa y napaduHcke 0Ji0koBe u apxuBupana a0 30 roguHa npuka3zanu cy y Tabenau 13.
Kontponuu y3opuu npencrasibajy JJHK uzonoBany u3 TkuBa onMax HakoH oOaykuuje, 0e3
¢bukcupama y GopMaIHHy U KalyllJbeha y napaduacke 6J10KoBe.

Bpennoctn omnoca arcopbanmu A260/A280 u A260/A230 ce He pasimukyjy y
KoHTposHUM U y3opuuMma JTHK u3 ykanymbenux tkuBa (Tadesa 13).

Tabena 13. Yucmoha u npunoc /[HK uzonosane nomohy PCI memooe unu kuma u3z mxusea
Koje je (huxcupano y ¢hopmanumny u yKaayn/bero y napaguucke 61okose u apxusupano 0o 30
2o0una. Pezynmamu cy npedcmaewenu kao cpeowa epeoHocm (S.V.) £ cmanoapona
oesujayuja (S.D.).

Crapoct MpuHoc (ug)
napapunckux | Metoga | A260/A280 | A260/A230 S\V.4S.D. onicer
0JI0KOBA
KonTpoua 2,26+0,04 2,21+0,88 | 420,83+282,75 197,52-738,75
Jo 1 roa. 2,20+0,33 1,92+0,71 | 209,35+90,88 120,00-423,75
2-6 roa. 1,92+0,46 1,64+0,85 | 171,51+106,89 71,25-636,25
7-11 ron. PCI 1,89+0,56 2,27+2,08 | 213,31+100,03 105,00-561,25
12-16 ron. 1,98+0,25 2,02+0,81 | 213,31+100,03 105,00-561,25
17-21 ron. 1,97+0,19 1,80+0,69 | 187,32+82,26 100,00-487,50
22-26 rop. 2,08+0,10 2,30+0,56 | 249,86+69,16 165,00-448,75
27-30 ron. 2,06+0,10 2,35%0,72 | 256,16+91,91 165,00-576,25
Kontpoaa 2,06+0,73 1,34+0,28 | 133,75+29,24 116,25-167,50
Jo 1 roa. 1,75+0,68 1,16+0,02 | 116,73+2,67 113,75-125,00
2-6 roa. 1,78+0,54 1,00+0,22 | 98,43+23,17 57,50-132,50
7-11 roa. Knr 1,89+0,42 1,15+£0,06 | 112,80+6,24 101,25-130,00
12-16 roa. 1,84+0,51 1,14+0,11 | 110,54+12,86 57,50-137,50
17-21 rop. 1,74+0,60 1,15+0,10 | 113,65+10,67 97,51-130,00
22-26 rop. 1,75+0,47 1,01+0,24 | 94,81+20,44 62,49-113,75
27-30 roa. 1,77+0,62 1,15+£0,07 | 112,02+17,92 57,51-130,00
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Pesynaratu moka3syjy ma cy BpeaHoctu ognoca A260/A280 y omcery on 1,74-2,26
ITO yKasyje Ha jo0py umcrohy y3opaka JIHK m3010BaHMX Kako W3 KOHTPOIHUX TAaKO U U3
yKaIyIJbeHUX TKHBa, 0e3 003Mpa Ha IyXKHHY apXUBHpama napaguHckux OJIOKOBa TKHBA.
Maino Bumie Bpeanoctu ogHoca A260/A280 cy nooujene y yzopruma JJHK nzomoBanux PCI
METOZOM y OJHOCY Ha y30pke y kojuMa je JIHK n3omnoBana momohy kura, ainu cse podujeHe
BPEIHOCTH YKa3yjy Ha Majy KOJUYMHY IpoTerHa y uzonatuma (Tadena 13).

Onnoc amcopbanum A260/A230, koju yka3yje Ha NPHUCYCTBO COJIH, JUIMUIA H
pactBapaua y yzopuuma JIHK uzonosane PCI meTonom U3 ykanymnb€HUX TKHBA CTapHUX 0
30 romuna kpehe ce y omcery 1,64-2,35, mTo ykasyje Ha Mally KOHIICHTPAIH]y OBHX
Matepuja y uzonaruma. Mehyrum, y yzopuuma JJHK w3omoBaHMX M3 UCTHX TKHBAa MOMOhy
KHUTa, KOHIIEHTpAaIMja COJIM, JUIKa U pacTBapada je Beha, Ha IITa yKa3yje 3HA4YajHO HIKH
oanoc arncop6anim A260/A230 koju je y onicery 1,00-1,34 (Ta6exna 13).

ITpunoc JIHK y m3onatuma U3 KOHTPOJHHMX TKHBa j€ 3HauajHO Behu oj mpuHOca y
y30opIuMa J00MjeHMM W3 YKalyIUbeHUX TKUBA, 0e3 003Mpa Ha OYXHHY apXUBHparmba
napaguHCKuX OJIOKOBa TKHBa U 0e3 003upa Ha METOAY Koja je KopuilheHa 3a H30JI0BAmbE
JHK. Mehytum, ako ynopeanmo npuHoc ITHK koju je moOujeH M3 TKMBA yKalyIJbEHUX Y
napacguHcke 61okoBe 10 30 roauna u3 kojux je JIHK uzonosana PCI meTonom ca npuHocoM
U3 UCTHX TKHBa, anu kaja je JIHK nzonoBana momohy xuta, mpunoc JIHK je nBoctpyko Behn
y y3opuuma y kojuma je THK uzonosana PCI meronom (Tabemna 13).

Ananmuszom uyucrohe mnojenuHayHux y3opaka JHK wu3onmoBane wu3 TkuBa cpua
(Fpaduxon 12A, 12B), jerpe (I'padpuxon 12I', 12/1) u mosra (I'paduxon 12E, 127K)
yKalylmJbeHuX y napaduHcke O610okoBe M apxuBHpaHux 10 30 rojuHa, MOKa3aHO je Ja ce
BpenHocTH oaHoca arncopbanim A260/A280 kao u A260/A230 kpehy y ormcery koju ykasyje
Ha 3a/10BOJbaBajyhy KOHILIEHTpAlMjy NpPOTEMHA, Ka0 W KOHLEHTpAalHjy COJIH, JUOHIA U
pacTBapaya y y30pIHMa CBHX aHAJIM3UPAHHUX TKWBA, U J]a HE MOCTOjH CTATUCTHYKU 3HAYajHA
pasnuMka y BpEeAHOCTHMAa OJHOca arcopOaHuu u3Mel)y cyceqHMX BPEMEHCKHX Tadaka
HE3aBUCHO O]] MpUMemeHe MeToie 3a n3onoBame JJHK (p>0,05).

CratuctuukoM obpanom mnoxaaraka o npuHocy JIHK umzonosane PCI meromom u3
yKalyIJb€HUX TKHBa Cpla, jeTpe W Mo3ra, apxuBupanux 1o 30 roaumHa, yTBpheHo je na
MIOCTOJU CTaTUCTUYKU 3HauyajHo nosehawe y mpunocy [IHK ca mponyxemem BpemeHa
apxuBHpama y3opaka, moyeB ox 7 roauHa (I'padpuxon 12B, 12B, 123). Post hoc
TECTUPAEM j€ YTBphEHO Ja MOCTOjU CTAaTUCTHYKHM BeoMa 3HavajHa pasnuka y npunocy JJHK
M30JI0BaHE U3 YKAJIYIJbEHUX TKHBa cpua u jerpe crapux 7-11 roamna u 12-16 roauna
(p<0,01), xkao u 17-21 u 22-26 roguna (p<0,01), TOK y TKHBY MO3ra CTaTUCTHYKH BEOMa
3Ha4ajHa pa3jivKa y MPUHOCY je AeTekToBaHa u3Mmely TkuBa crapoctu 17-21 u 22-26 ronuHa
(p<0,01).
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I'pagpuxon 12. Ymuyaj oyocune apxuseuparba mxusa y napaguuny Ha yucmohy (ooHoc
A260/4280: A, I, E u oonoc A260/4230: b, /], ’K) u npunoc (B, B, 3) /[HK uzonosane u3z
mxusea cpya (A, b, B), jempe (I, /I, B) u mozea (E, K, 3). Pe3yimamu cy npeocmasmeHu Kao
cpeormwa epeonocm (S.V.) = cmanoapoua desujayuja (S.D.).

**ecmamucmuuku seoma 3navajna pasiuxa p<0,01

Ananuzom BpenHoctu npunoca JJHK uzonoBane momohy PCI merone 3a cBa TkuBa
3ajeIHO yTBphEHO je Ja MOCTOju CTaTUCTHYKK BeoMma 3HauajHa pasnuka y npuHocy JIHK y
3aBUCHOCTH O]l Ty’)KMHE apxuBHpama napadpuackux OmokoBa TkuBa (P<0,01). ITopehemem
pa3IMUMTHX BPEMEHCKHX MHTEepBaJa MmojeuHaqHo, kopucrehu Post hoc rectupame yrBphena
je pasnuka y mpuHOCy u3Mmely cienehux BpeMEHCKHMX HHTepBasia: u3Mmel)y mapaduHCKuX
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O6mokoBa crtapoctd a0 1 roamHe u crapoct 2-6 rogumHa (p<0,01), xao u wu3mehy
napapuHckux 6;0koBa crapoct 7-11 roguna u 12-16 ronuna (p<0,01) (I'padukon 13).

[Topehemwem pa3mMuuTHX BPEMEHCKHMX HHTEpBaja mojeauHavyno, Post hoc
TECTHpameM je moka3ano na y yzopuuma JIHK u3onoBanux momohy kuTa M3 yKamyrJbeHUX
TKuBa crapux 10 30 roarHa He 10J1a31 0 CTATUCTHYKHU 3HaYajHUX poMeHa y npuHocy JJHK
TokoM 30 roauHa apxXuBUpama yKalylbeHux TkuBa (p>0,05) (Fpaduxon 13).
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I'pagpukon 13. Cpeowe gpeonocmu npunoca /JHK uzonosane nomohy PCI memooe u xuma
U3 MKUBA cpya, jempe u Mo3ed YKAIyN/beHux y napaguucke 010kose u apxusupauux 0o 30
2o0una. Peszynmamu cy npeocmaemenu kao cpeowa epeonocm (S.V.) £ cmanoapoua
oesujayuja (S.D.).

“emamucemuuku éeoma snauajua paznuka p<0,01

4.3.2. Humezpumem /THK u3onoseane uz mxuea ykaaynpeHux y napaguncke 610Koee

Wnrerputer monexkyna JIHK onpehen je y y3opuuma u30510BaHUM M3 TKMBa CpIa,
JeTpe W Mo3ra Koja Cy HaKOH CYJICKOMEIHMIIMHCKE 0o0aykuuje (ukcupaHa, yKamyljbeHa Y
napaduHcku 0s10k 1 apxuBupana a0 30 roguHa. Crenen ¢pparmentarnuje [JHK nposepasan je
aMITUUKAIM]OM TpH KeJbeHa (parmenTta paznuuurte ayxune (150 bp, 262 bp u 407 bp) u

MIPOBEPOM YCIIEUTHOCTH aMIUTu(UKaIje enekrpodope3om y 2% arapo3HoM reiay 000jeHOM
EtBr.

4.3.2.1. Ymuyaj memooe 3a uzonosare [HK uz yxanynmwenux mxusa na unmezpumem JJHK

HNuterputer m3onoBane JIHK u3 TkuBa koje je ykamymbeHo y napaduHcKe OJIOKOBE
10 30 roguHa yHa3aa 3aBUCH OJ] METO/IE KOja ce KOPHUCTH 3a n3ojoBame JIHK.
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[TpoBepom ycnemnocTr PCR ammmudukanuje pparmenara JITHK enekrpodopesom Ha
2% arapo3HOM reily IOKa3aHO je /1a jé MHTEH3UTeT Tpaka (aMIUIMKOHA) 3HA4ajHO jauu y
y3opuuma JIHK wu3onoBanux u3 TkuBa kopuumthemem PCI merome y ogHOCy Ha y30pKe
nooujeHe u3onoBameM nomohy kura (Canka 13).

P1P2N

1 2 3 4 5 6

Cnuxka 13. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnaugpuxayuje GPDI u ACTB (A) u RPL4 (b) 2ena
v y3opyuma {HK uzonosane nomohy PCI memooe (yzopyu 1, 3 u 5) unu kuma (ysopyu 2, 4 u
6) U3 YKaIyn/beHux mKuea apxXusupanux 200uny oaua (vzopyu I u 2), 6 coouna (yzopyu 3 u 4)
u 12 2oouna (ysopyu 5 u 6). Pesynmamu amnauguxayuje ananusupanu cy na 2% azaposnom
eeny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M — JJHK mapkep (100 bp). Pl - nozumuenu konmpoaa 3a
RPL4 2en; P2 - nosumusna konmpona 3a GPDI u ACTB eene; N - necamugna konmpoia.

[TocToju cTaTUCTHYKM BeOoMa 3HAa4YajHAa pa3ivKa y YCHEIIHOCTH aMIUTH(pUKaIuje
onpehenor xesbeHor dparmenTa y 3aBucHocty jaa i je JJHK m3onoana PCI metomom mimm
nomohy kuta (p<0,01). Behmn ycmex amminpukanuje 3a cBa TpH aHAIM3UpaHa TeHA je
nobujen 3a y3opke JIHK koja je wm3omoBana momohy PCI merome y ongHOCy Ha KHUT
(I'padguxon 14). Hajseha ycnemnoct amminukanuje 1ooujeHa je 3a vajkpahu GPDI1 rew, a
HajMama YCIENIHOCT je aoOmjeHa 3a Hajayxu RPL4 reH, ymorpebom o6e Mmetone 3a
n3onoBawe JHK.
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I'pagpuxon 14. Ycnewnocm PCR amnaugukayuje ¢ppaemenama JHK uszonosanux us

ykanynmwenux mkueéa Kopuwherwem PCI memooe unu kuma. Jyscuna YMHOMCEHUX
¢paemenama JIHK je 150 bp (GPDI een), 262 bp (ACTB een) u 407 bp (RPL4 2en).
cmamucmuyku eeoma 3uadajrua pasiuxa p<0,01
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4.3.2.2. Ymuyaj epcme ykanynmwenoz mxkusa Ha unmepepumem monexyia JJTHK

Monekyn /IHK je uzonosan, kopumrhewem PCI MeTone mnu kuTa, U3 yKamylJbeHUX
TKHBA CpIia, JeTpe U Mo3ra, apxuBupanux 10 30 roguHa.

[TpoBepom ycnemnoctr PCR ammnudukanuje pparmenara JJHK enexrpodopesom Ha
2% arapo3HoM reny koju je ob6ojen EtBr mokaszaHo je mpUCYCTBO K€JbEHUX aMIUIMKOHA Y
ceuM Yy3opuuma TkuBa (Camka 14). Wutensurer Tpaka 3a onrosapajyhu ¢parmeHt
(aMIUKOH) Ha arapo3HOM Teny je ciuyal 3a cBe y3opke /IHK uzonoBane u3 Tpu paznuuuta
TKuBa. Y cBUM y3opuuma y kojuma je JIHK m3onoBana momohy PCI merone mHTEH3MTET
Tpaka je jaud y OJHOCY Ha MHTEH3UTEeT Tpaka u3 y3opaka JIHK u3onoBane momohy kuta
(Cauka 14).

cple jeTpa MO3aK cple jeTpa MoO3aK
M PCT kit PCI kit PCI ki M_PpCI kit PCI kit PCI kit

P1P2N

Cnuxa 14. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnaugpuxkayuje GPDI u ACTB 2ena (Oyniexc PCR)
(A) u RPL4 zena (B) y yzopyuma /JTHK uzonosame u3z yxanynmeHux mkuea cpya, jempe u
mo3zea, uz xojux je HHK wuzonosana PCI memooom unu nomohy xuma. Pesyimamu
amnaugurayuje anaruzupanu cy na 2% acaposnom eeny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M —
JIHK mapxep (100 bp); Pl - nosumusnu konmpona 3a RPL4 cen; P2 - nozumuena konmpona
3a GPD1 u ACTB zene; N - necamugna konmpoia.

Anamusupajyhu pasmuke y ycnexy PCR ammumdukanuje xesbeHux Qparmenara y
y3opiuma JTHK uzonosane PCI meronom u3 pasnuuutux ykanyrmbeHuX TkuBa (I'padmkon
15A) yTBpheHo je a MOCTOjU CTaTHCTHYKK BeoMa 3Ha4ajHa pasiuka nsMely tkusa (p<0,01).
Post hoc tectupamem je yTBpheHO 1a je YCIenHOCT aMILTU(UKAIHje CTATHCTHYKN 3HAYAjHO
Beha y yzopruma JIHK m3onmoBane u3 ykanymbeHUX TKHBA CpIla U MO3Ta y OJTHOCY Ha TKHBO
jerpe (p<0,01), MOK CTATUCTUYKK 3HAYAjHA PA3IMKa Yy YCIEMIHOCTH aMIUTH(pHKAIMje HE
noctoju u3melhy TkuBa cpua u mosra (p>0,05). 3naun, ouyBanuju unterpurer uma JIHK koja
je M30JI0BaHa M3 TKUBa cpua W Mo3ra y ogHocy Ha JIHK wu3onoBany u3 TkuBa jerpe. Y
Hajpehem Opojy y3opaka amrundukoBaH je Hajkpahu dparmenTt nyxune 150 bp, a y
HajMameM Opojy Hajayxu ¢parment ox 407 bp, mTo ykasyje Aa je HHTETPUTET MOJICKYIa
JIHK pa3nuuut y pa3nuuauTiM TKHBUMA YKAIYIJbEHUX Y mapaduHcke O0J0KoBe. Y y30piuMa
JIHK un3onoBaHe M3 yKalIylUbeHHX TKHMBA MOMONY KHTa HE MOCTOjU CTATUCTHYKU 3HAuYajHA
pasnuka (p>0,05) y morneny wumHTerputeta Mmoinekyna JIHK wu3mely paznuuutex TkuBa
('paduxon 15B).
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I'pagpukon 15. Ycnewmnocm PCR amnaiugukayuje ¢paemenama JHK uzonosanux u3
VKanynmeHux mkuea cpya, jempe u moszea kopuwhervem PCI memoode (A) unu kuma (b).
Lyoicuna ymuoorcenux ppaemenama [{HK je 150 bp (GPDI 2en), 262 bp (ACTB 2en) u 407 bp
(RPLA4 zen).

“emamucmuuku eeoma snauajua paziuka p<0,01

4.3.2.3. Ymuyaj oyscune apxusuparsa yKaiynmwenoe mkuea Ha unmepepumem moaexyia JJHK

Ananusupan je uarerpurer mosiekyna JJHK uzonoBane u3 TkuBa cpia, jerpe u Mmosra
KOja Cy yKanyibeHa y mapaduHcke Onokose u apxuBupanu a0 30 romuna (Camka 15). PCR
cy ammuinduxoBanu xesbeHu pparmentu JJHK ayxune 150 bp (GPDI ren), 262 bp (ACTB
red) u 407 bp (RPL4 ren) u ananusupanu Ha 2% arapo3HoMm reiy.

WNuTensurer A00MjeHMX Tpaka (aMmIUIMKOHA) Y arapo3HOM Tely j€ BpPEMEHCKH
3aBucTaH: y y3opuuma JIHK n3onoBaHux U3 yKaldylJbeHUX TKHMBA KOja Cy AyXKe apXHUBHpaHa
MHTEH3UTET Tpaka je cnabuju, a amminkonu GPD1 rena ce nobujajy yak u y y3opuuma JJTHK
M30JI0BaHMM M3 TKUBa Koja cy Owia apxuBupana u 30 roguna (Camka 15). YcmemHoct
ammudukaiuje je MHoro Beha y y3opuuma JIHK uzonosane nomohy PCI merone y onHocy
Ha KUT. OBO ce OJJHOCH Ha aMIUTM(UKAINjy CBa TPH JKeJheHA TeHa, 32 CBE BPEMEHCKE Tauke, Y
CBHUM Y30pIIFIMa TKHBA.
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Cnuxka 15. Ilposepa ycnewnocmu PCR amnugpuxayuje GPDI1, ACTB (y3opyu A, B, /], E, 3,
U, J, K -duplex PCR) u RPL4 (yzopyu b, I', B, )K) cena y yzopyuma /[HK uzonosane PCI
MemoOoom U3 yKamynwenux mxuea cpya (1), jempe (2) u mosea (3). Pezyrmamu
amnaugurayuje anaruzupanu cy na 2% acaposnom eeny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M —
JIHK mapxkep (100 bp).

Pesynratn mokasyjy Aa TOCTOjU pa3jiMKa y YCHENIHOCTH aMIUM(HKaIuje cCBa TPH
’KeJbeHa T'eHa y 3aBUCHOCTHU OJ1 BPCTE YKaJIyIJbeHOT TKMBa U3 Kora je u3zonosana JIHK, kao u
y 3aBHCHOCTH OJ1 AYKMHE apXUBHpara rnapadunckux 61okosa Tkuea (Tabdenaa 14). Hajkpahu
¢parment IHK, GPDI ren ce moxxe ammudukonatu u3 y3opaka JJHK koja je nsonoBana u3
TKUBa cplla U Mo3ra apxuBupanux a0 30 rogwmHa, a W3 TKHUBA jeTpe apXwBUpaHOr 10 16
ronuna crapoctu (TabGema 14). Tyxu ¢parment THK, ACTB ren je amminpuxoBan u3
y3opaka JIHK koja je n3ooBaHa u3 TKMBa Cplia ¥ MO3ra Koja Cy yKaIyIllJbeHa y mapauHCKe
OJI0KOBE M apXHMBHpaHa /10 26 roJuHa, a U3 YKaIylJbEHOI TKUBA jeTpe apXuBHUpaHor 1o 11
ronuna. Hajoyxxu ¢parment JIHK, RPL4 ren je ammnuduxoBan u3 y3opaka JJHK koja je
M30JI0BaHA W3 CBUX AHAJIM3MPAHUX YKAIYIUbEHUX TKHMBa KOja Cy apXuBpaHa camo a0 1
ronune. [locne Tor nepuona ammnudukanuja RPL4 rena je 6una moryha y y3opmuma JJTHK
KOja je M30JI0BaHa M3 yKaJTyIJbEHOI TKHUBA CpIia U jeTpe, ajli He U U3 TKuBa mosra. [locie 7
roJIMHA apXHWBUpama napaguHCKUX OJIOKOBAa TKMBA HUJE BHUIlle OMII0 Moryhe aMauduKoBaTH
RPL4 ren Hu u3 jennor y3opka JIHK koja je u30i0BaHa M3 OBHMX YKAJTYIJbEHHX TKHBA
(Ta6ena 14).



Tabena 14. bpoj amniugurosanux ¢pacmenama [HK y yzopyuma u3on08anum u3
Pa3udUmux yKaayn/beHux mKuea apxusupanux 0o 30 2oouna.

Ho 1 roa. 7-11rop. | 12-16 ron. | 17-21 roa. | 22-26 roa. | 27-30 rox.

Cpue
8/14 2/60 0/60 0/60 0/60 0/60 0/48
ACTB 14/14 22/60 14/60 6/60 0/60 8/60 0/48
GPD1 14/14 46/60 36/60 28/60 14/60 24/60 10/48
Jetpa ‘ I | ‘
4/14 2/60 0/60 0/60 0/60 0/60 0/48
ACTB 10/14 6/60 8/60 0/60 0/60 0/60 0/48
GPD1 10/14 30/60 22/60 8/60 0/60 0/60 0/48
Moszak | | | | |
8/14 0/60 0/60 0/60 0/60 0/60 0/60
ACTB 14/14 36/60 18/60 2/60 0/60 4/60 0/48
GPD1 14/14 44/60 36/60 32/60 6/60 20/60 14/48
RrL4
ACTE [
GPDL [

Yenemnoct PCR amnudukanuje cBa TpH JKeJbeHa T'€HAa j€ BPEMEHCKH 3aBHCHA
(I'paduxon 16): ca mopacToM IyXHUHE Tpajarmba apXUBHpama YKaTYIUbEHHX TKHBa OIaja
0poj amrukoHa oxapeheHor ¢parmenta, onHocHo uHTErpuTeT Mosekyna JIHK uzonoBane
nomohy PCI merone u3 oBux TKuBa je cBe Jyomuju. Hajkpahu ¢parment, GPDI ren
(Fpaduxon 16A), je ammumbpukoBan y y3zopuuma JIHK wu3onoBane u3 cpua u mosra
apxuBHpanux A0 30 roamHa. YcnemHocT amiaudukanuje opux resa je ox 20% go 100% y
y30pLMMa U3 TKUBa cpua, ogHocHo o 30% mo 100% y y3opuuma JIHK u3 TkuBa Mmo3sra.
Mehyrtum, GPD1 ren je ammmudukoBan y y3opuuma JIHK wu3 TkuBa jerpe koje je
apxuBUpaHo 10 16 roguHa u 10 y 13% y3opaka. lyxu ¢parment, ACTB ren (I'papuxon
16B), ammmudukosan je y 13%-100% y3opaka JIHK u3 TkuBa cpua apXuBUpPAHOT O] jeHE
1o 26 romuHa, kao u 7%-100% y3opaka JTHK m3o0m0BaHe M3 TKMBa MO3ra apXWBHPAHOT O]l
jenHe no 26 roauMHa. YKalylUbeHO TKHUBO jeTpe uma Hajnomuju unterpurer JHK: ACTB
¢dparmenT je ammumdukoBan y 13%-71% y3opaka JIHK w3onoBane w3 jeTpe apXuBHpaHOT
camo 10 11 rommna. Hajamyxxu, RPL4 ren (I'padpuxon 16B), je amrummdpukoBaH y cBUM
y3opunuma JIHK u3onoBane u3 ykanmymbeHOT TKMBA Cplia, JeTpe U MO3ra Koja cy apXUBHpaHa
70 TOAMHY fAaHa, a y 3% y3opaka apxuBHpaHuX 10 6 roguHa. HakoH Tor BpeMeHCKOT
nepuoga RPL4 ren Bumie Huje morao Outu ammuidukoBaH y oBuUM y3opuuma. 1 y oBom
ciyuyajy je mokazaHo na je JIHK wu3 jerpe HajBume pgerpagoBana, jep je RPL4 ren
amruinduxoBan camo y 29% y3zopaka JIHK m3onoBaHe u3 oBOr TKMBa HAKOH TOJAMHY JaHa
apxuBHpama. Y y3zopuuma J[HK u3onoBane M3 ykanynsbeHOr TKHMBa Mo3ra Koje je Oumio
apXUBHPAHO JYK€ OJ] TOJIMHY J1aHa HUje AoIlIo A0 amiaudukanuje RPL4 rena.

VY y3opuuma JIHK wu3omoBane W3 yKaylmJbeHHX TKHBAa MOMONY KWTa YCHEIIHOCT
amruduKaImje xKeJbeHux (pparmenara je jgommuja Hero y yzopuuma JIHK n3onoBane momohy
PCI merone (I'padmkon 16). Kpahu ¢parmentu, GPD1 u ACTB renu (I'paduxon 16A,
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16B), ammudukoBanu cy y 71% y3opaka JJHK u3onoBane U3 ykanylbeHUX TKHBA Cpla U
MO3ra Koja Cy apXHBHpaHa JI0 TOJMHY JaHa, OJHOCHO y camo 3% y3opaka OBHX TKHBa
apxuBupanux 10 11 romuuna. HakoH Tor mepuojia apXwBUpama YKATyIUbCHHX TKHBA Yy
y3opuuma J[HK wu3onmoBane W3 WUX HHM jeJjaH OJ OBUX I€HA BHUIIE HHUjEe MOrao OUTH
ammmdukoBad. Kopucrehu kut 3a n3onoBame JJHK u3 y3opaka ykanynbeHUX TKHUBa CpIIa,
jerpe u Mosra u PCR y oBuMm y3oprnuma Huje amruindukoBan RPL4 rena vu y jeqnom JJHK
y3opky (I'pa¢uxon 16B).

Pesynratu moka3yjy da TMOCTOjU CTAaTHCTUYKM BeoMa 3HayajHa pas3iidka u3Mehy
Iy’KMHE apXuBUpama napapuHCKux OyokoBa ca TkuBuMma M uHerputera JIHK uzonmoBane
nomohy PCI merozne (p<0,01). Post hoc tectupamem je yTBpheHO ha HAKOH TOAMHY JaHa
CKIaJUINTEHa YyKalylUbeHuX TKuBa, uHTerpurer JHK omaga y cBuM aHamusupanum
TkuBuMa u Taj man y uHterpurery JIHK je craructuukm Beoma 3Hauajan (p<0,01).
Wnterpurer IHK je oduyBaH y yKanynbeHUM TKHUBHUMA apXUBHUpPAaHUM HapeaHux 15 ronuna,
HAaKOH Yera TMOHOBO IOCTOjM CTAaTUCTHYKKA BEOMa 3HA4ajaH MajJ y MHTETPUTETY MOJICKYIa
JIHK (p<0,01). Pesynratu nobujenu y y3opuuma JIHK n3onoBaHe U3 yKalymbeHUX TKHBA
noMohy kWTa mMokasyjy Ja Takolje MmocTOju CTaTUCTUYKH BeoMa 3Ha4yajHa pa3iuka u3melhy
Ay)KHHE apXuBUpama YKalyIUbeHHX TKMBa M wuHTerpurera Mojekyiaa JHK (p<0,01).
Cratuctiuky 3Hauajad naj y uaTerputery mojiekyna JJHK nerexroBan je y y3opuuma JJTHK
M30JI0BaHe MOMONY KUTa M3 YKAJIyIUbEHUX TKUBA HAKOH TOJAMHY JlaHA apXHMBHpama, Kao U
HaKOH 6 ToAWMHA apXuBUpama. Jlakie, MTO je XyKd MEepPHOJ apXHBHpama yKaTylJbEHUX
TKMBa, Behu je crenen gparmentauuje JJHK n3onoBane u3 wuX, a Ha HHTETPUTET MOJIEKYsa
JIHK wn3omoBaHe u3 OBHX y30paka YTHYE W METO/a KOja Cce KOPHCTH 32 HEHO H30JI0BAE
(padukon 16).
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I'pagpukon 16. Ycnewnocm PCR amnaugpurayuje scemwenux ppaemenama: GPDI (4), ACTB
(b) u RPL4 (B) y y3opyuma JHK uszonosanux xopuwherwem PCI memoode unu xuma u3z
VKAYN/beHUX MKUa cpya, jempe u mosea apxusupanux 0o 30 coouna.

“emamucemuuku éeoma sHauajua paziuka p<0,01
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4.4. IOPEBEILE KBAJIMTETA JHK U30JIOBAHE U3 TKUBA KOJA CY
PUKCHUPAHA Y POPMAJIMHY U TKUBA KOJA CY YKIIYIIJBEHA Y
ITAPA®UHCKE BJIOKOBE

VY Tabeam 15 npuka3zan je ynopennu nperien yuctohe u npuHoca JJHK uzonoBane
nomohy PCI merone wiam KuTa M3 TKUBa CpIia, jeTpe W MO3ra OJMax HAaKOH OOIyKIHje
(xoHTpOIIE), TKUBA KOja cy ¢pukcupana y 4% nenydepusoBanoM GopMaanHy U TKHBA KOja Cy
¢ukcupana y 4% wnemydepruzoBaHoM (opManuHy, a 3aTUM yKalyljbeHa y mnapaduHCKe

OJIOKOBE.

Tabena 15. Yucmoha u npunoc [HK uzonosane PCI memodom unu nomohy kuma u3
KOHMPOIHUX MKUBA KOja HUCY QuKkcupaua y popmanuny, uz mxusa xkoja cy guxcupana y 4%
Henygepuzoeanom ¢hopmanruHy u mKuea Koja cy YKaiynwewa y napagurcke On0xose.
Pesynmamu cy npeocmasmwenu kao cpeorwa epeonocm (S.V.) £ cmaumoapona oesujayuja

(S.D.).
Bpcra Ipunoc (ng)
Metoaa TKUBA A260/A280 | A260/A230 S\V.4S.D. onicer
Pue | 225+0,28 | 2,07+0,23 | 197,50+83,26  114,24-280,76
Konrpoaa
jerpa 2,30+0,37 1,75+0,28 | 738,75+228,54 510,21-967,29
MO3aK 2,21+0,34 2,27%0,25 | 326,25+120,7 205,88-446,62
TxuBo puxcupano PC cpue 2,18+0,35 1,73+0,24 | 155,13+27,37 103,75-215,00
[
y 4% jerpa 1,93+0,29 1,97+0,87 | 300,17+110,27  137,50-527,50
Hemygepu3oBaHOM
dhopmanuny MO3aK 1,98+0,32 1,95+0,44 | 172,45+38,28 115,00-235,00
cpue 1,96+0,38 1,80+1,05 | 166,36+53,37 88,75-386,25
TkuBo jerpa 2,05+0,33 2,07£1,33 | 272,96+118,30  107,50-636,25
YKAJyIUbeHo y
napauHCKH 610K MoO3aK 1,92+0,38 1,63+0,82 | 154,50+40,19 71,25-293,75
cpue 3,38+1,08 1,29+0,29 | 117,50+36,70 80,80-154,20
KonrpoJaa jerpa 2,22+0,58 1,76+0,38 | 167,50+56,80 110,70-224,30
MO3aK 3,57+1,21 1,28+0,27 | 116,25+26,70 89,55-142,95
TkuBo pukcupano cpue 1,61+0,49 1,35+0,06 | 120,95+9,38 95,00-135,00
o,
y 4% Kur jerpa 1,55+0,07 1,36+0,07 | 122,17+10,32 93,75-142,50
Heny(epU30BaHOM
(popmanuny MO3aK 1,85+0,66 1,35+0,07 | 121,74+9,62 100,00-137,50
cpue 1,66+0,54 1,10+0,17 | 108,35+17,37 58,75-130,00
TkuBo jerpa 1,70+0,54 1,09+0,16 | 106,11+17,63 57,52-137,50
YKAJIYIJbEHO Yy
MO3aK 1,70+0,53 1,08+0,18 | 105,96+18,41 57,50-132,50

napaguHcku 010K

Pesynratu mokasyjy 1a HeMa CTaTUCTHUYKY 3HA4YajHE Pa3lIuKe Y BPEIHOCTUMA OJHOCA
arnicop6anuu A260/A280 u A260/A230 y yzopuuma JIHK uzonosane nomohy PCI metone u3
KOHTPOJHHMX TKUBA, U3 TKHBa Koja cy (ukcupana y 4% Hemydepu3oBaHOM (opMalIvHy U
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TKHBAa KOje Cy HakoH ¢ukcupama y 4% Hemydepu3oBanoM (opMaluHy YKalylUbeHA Y
napaduncke OmokoBe. Yucroha (omnoc A260/A280) yzopaka JIHK wm3omoBane u3 uCTUX
TKHBa, ali KopuimhemeM KUTa je 3amoBosbaBajyha u kpehe ce y onTUMalHOM OICery
BpenHoctu. Mehytum, ogHoc A260/A230 je mmxu y cBuMm y3opumma JIHK wu3onoBane
noMohy KkWrTa, mTO yKa3dyje Ha MPHUCYCTBO COJIM, JIMIKIA W pacTBapaya y H30JIaTUMA.
MoskeMo Ja 3aKJby4UMO Ja Ha YUCTONY y30paka He yThue HU npoiiec puKkcupama TKHBa HU
napaduHcKu 0510k, Beh MeTona koja je kopuirheHa 3a uzosioBame JTHK.

[Tpunoc /IHK je najsehm y y3opuuma TkuBa u3 kojux je JIHK wm3omnoBana oamax
HakoH oOxaykmnuje (Tabema 15). Hajehm npunoc IHK je w3 xoHTpoiHOr TKHBa jerpe.
[Mpunoc /IHK je Behu y y3opruma TkuBa dukcupanux y 4% Hemydpepu3oBaHoM Gopmanuny
y OJTHOCY Ha Y30pKe TKHBa KOja Cy HaKOH (uKcHpama yKalyibeHa y napaduncku 010k. OBo
ce ognocu kako Ha y3opke JIHK uzonoane momohy PCI Meroze, Tako 1 Ha OHE M30JIOBAHE
nomohy Kura.

Axo ynopenumo cBa TkuBa u3 kojux je JIHK m3onosana nomohy PCI meTone, mpunoc
je Behu y TKMBHMMA Koja cy caMo ¢ukcupana y 4% Hemydepu3oBaHOM (GOpMaIMHy HETO y
TKHBUMA KOja Cy HaKOH (pMKCHpama yKalylubeHa y mapaduHcku Onok. OBa paznmka y
NPUHOCY je CTaTUCTHYKK BeoMma 3HauajHa (p<0,01) (I'padukon 17A).

Anamm3om TkuBa u3 kojux je JIHK m3onoBana momohy kuTa mokazaHo je Aa je
CTaTHCTUYKU 3HadajHo Oosbu mpuHoc JIHK wm3omoBane m3 TkuBa koja cy ¢ukcupana y 4%
Henydepu3oBaHoM GopmaniHy Hero u3 ykanyrsbenux Tkusa (p<0,01) (C'paduxon 175).

I TxHBO (pHKCHpaHO Y hopMaTHHY [ TxuBO uKCHPAHO y BopMAIHIY
500 - [ ItxmBo yKaMymibeHo y napauacku 610k 500 - [ I TKUBO yKaIyIUBeHO y Hapa(puHCKH OI0K
kK *k *% ** *%k *%

a 400 B a 400

2 =

% 3004 &2 3004

= =

& i 4

2 200 g 200

= =

= = - E.
é-‘ N é-‘ ) ﬂ “ “

0- . : ! 0 : : !

cpoe jeTpa MO3aK cpue jeTpa MO3aK

I'pagpukon 17. Cpeowe epeonocmu uucmohe u npunoca JHK uzonoeane nomohy PCI
memooe (A) u kuma (b) uz mxusa xoja cy guxcupana y 4% nenygepuzosarnom gopmanumny u
MKU6a Koja cy YKaiynmeHna y napaguucke 6nokoge. Pezynmamu cy npedcmasmwenu kao
cpeora epeonocm (S.V.) £ cmanoapona oesujayuja (S.D.).

** emamucmuuxu 6eoma 3nauajna paziuxa p<0,01

WuTensurer Tpaka 3a oxarosapajyhu ¢parMeHT (aMJIMKOH) Ha arapo3HOM Tefy je
cnuyan 3a y3opke JIHK u3onoBane 3 TkuBa koja cy ¢pukcupana y GopMainHy U TKHBa Koja
Cy HaKOH (UKCHpama ykanylbeHa y napaduncke Omokoe (Ciamka 16). V y3opuuma y
kojuma je JIHK wm3onmomana u3 TkuBa koja cy ¢uKcupaHa y GOpMalMHY Kao M y y30plHMa
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JHK koja je u3010BaHa U3 TKMBa KOja Cy yKaJdylJbeHa y mapapuHCcKe OJIOKOBE, HHTEH3UTET
Tpaka je jauu axo je JJHK uzonoBana nomohy PCI merone y onHocy Ha kut (Cauka 16).

cpue jeTpa MoO3aK cpue jeTpa Mo3aK

Cnuxka 16. IIposepa ycnewnocmu PCR amnnuguxayuje GPDI u ACTB eena (Oynaexc PCR)
v y3opyuma JHK uzonosane uz mxusa cpya, jempe u mo3ea gpukcupanux y goopmanuny (4) u
yzopyuma JJHK uzonosane usz mkuea cpya, jempe u mo3ea YKaiyn/weHux y napaguHcke
onokoge (B), uz xojux je JHK uzonosana PCI memooom unu nomohy xuma. Pezyimamu
amnaugpuxkayuje ananusupanu cy Ha 2% azaposnom 2eny obojenom EtBr (0,5 ug/ml). M —
JHK mapkep (100 bp); P - nosumusnu xoumpona sa GPDI u ACTB zene; N - necamuena

KOHmMpOoJa.
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5. TMICKYCHJA



dukcupana u y napapuHy yKalyljbeHa JbyACKa TKUBA, KOja Ce JACLeHrjaMa PYTHHCKH
NPUKYIUBA]y Ha OJIeJbebUMa CYJCKE MEIUIMHE M MaTOJOTHje IHUPOM CBETa, NPEACTaBIbajy
jemaH o]l HajAOCTYNHHUjUX MaTepujaja 3a MOJIEKyJapHy aHajiu3y U OCHOBA Cy CaBpeMEHe
kianHMYKe narosomke mpakce (Turashvili et al, 2012). Oxo 25-30 munmoHa y3opaka
JbyJICKMX TKUBa ce rogumme y EBpornun msysme, dukcupa y QopManmHy M Kaaynmu y
napaduacke 61okoBe. OBU y30pIM YKalyIUbCHHX TKHWBA NPEICTaBJbajy HajBehe mocTtymHe
apxuBe Jbyackor marepujana (Stanta, 2011). TkuBo koje je duckupaHo y (opMaMHY H
VKQIYIUBEHO Yy mapauHCcKe OJOKOBE C€ KOPUCTH TIpe CBera Yy XHCTOIMATOJOIIKO]
aujarHoCcTUIM. MelyTuM, y peTpoCleKTUBHHM CTyaujamMa ¥ (OPEH3WYKHM aHalu3ama
YKaJIyIUbCHA M apXWBUpaHA TKUBA Cy YECTO jEJUHH W TOCIEIH JOCTYITHU MaTepujal 3a
najba MoJiekyinapHa ucnutuBama (Reid et al, 2017). MosekynapHe aHalH3¢ TKHBA U3y3€THX
TOKOM OOJyKIHja cy cBe uerrhe, moce0HO y ciIydyajeBUMa U3HEHAHE HEOOjallllbuBe CMPTH, a
IbUXOB LWJb je UACHTU(UKOBAaKE TEeHCKUX MYyTalldja KOjeé MOry OMTH OATOBOPHE 3a CMPT.
Takobhe, y cnyyajeBMa HaCHIIHE CMPTH, KaJia MIOYMHUOIM, Al U JAPYre OKOJHOCTH CIIydaja
HHUCY OTKPHBEHH, MOJIEKyJapHa OOIyKIHja MOXE JaTH OJroBOpe Ha MHOTa IHTamba.
MornekymapHa 00IyKIMja MOApa3yMeBa H3BONCHE MOJICKYJIApPHUX TECTOBA y (OPECH3UIKOM
OKpYXelhy Kako OM ce yTBpPAMO OMOJIONIKM M TCHETHYKU JONPUHOC OOJECTH M CMPTH
(Decorte and Cassiman, 1993). Melyrum, nporiec Kanyrbemha TKUBa MOIpa3yMeBa IPUMEHY
pa3NMUYUTHX MOCTYyMAaKa U areHaca Koju noBoje 1o omrehewa monekyna JIHK. To pesynarupa
ekcTpakiujom jako pparmentucane JIHK nmpomensbuBux npruHoca u uynucrohe, mMTo HAKHATHO
CMamYyje CIIOCOOHOCT M3BOl)emha MOJIEKYJIapHUX aHalu3a. Y JIMTepaTypu MOCTOje MOoJalu o
UCTpaKMBamkbUMa y KOjuUMa Cy HCIHMTHBaHa Moryha mnoOosblllakba pa3IMUMTUX acleKara
nocrynaka exkcrpakuuje u ammudukanuje JHK 3 ¢ukcupannx M ykamynbeHHX TKUBa
Kako Ou oHa Omya yrnoTpeOJbHBa 3a MoJIeKyIapHo Oouosoike ananuse (Shi et al, 2002; Santos
et al, 2009). Tun TkuBa, mpouec (UKcHpama, MocT-GuKcHpajyhn MpOIecH, MOCTYyImaK
m3onoBama JIHK u ammmndukammja xxesbeHUX (parMeHTa Cy OCHOBHHM KOpalld y TMPOIECY
KaJlylUbekha TKMBAa M MOJIEKYJApHE aHanu3e rie Tpeda TpakuTh M MoryhHoctu 3a
ontumusalujy u fooujame Behe konuunne JJHK ouyBaHor unterpurera.

Y Cnyx6u 3a cyncky meauruny u Tokcukoiorujy YKI[ y Kparyjesity, Toxom
PYTHHCKE CYJICKOMETUIIMHCKE O0yKIMje, U3y3uMajy ce TKHBa MO3ra, cplia u jeTpe, Koja ce
3atuM (ukcupajy y popmanuny, yrpalyjy y napaduHcke OJIOKOBE M 4yBajy y apXHUBH IyTU
Hu3 roauHa. [lopen oBMX TKMBa, y HEKMM CIlly4yajeBHMa, apXUBUpajy ce€ W TKHMBa Iuryha,
OyOpera u cne3une. [{usp Hamier pana je OMo Ja oIpearMO Koja Cy TKMBA HAJIIOTOJHHU]A 3a
¢bukcupame y GopMaTuHy U Kalylibemne y napa@uHCKU OJI0K Kako O MOCITyKUJIa Kao U3BOP
ouyBane JIHK 3a momexymapny anaimm3y. Takohe, omrmmmzanmja yciaoBa y Mporecy
npuripeMe Kajgyna ca TKMBMMa, kKao W u3onoBake JIHK u ammnuduxanmja xKesbeHUX
¢bparmenTa, omoryhuhe Ham cTanzapau3alujy NpoTokosia npu GopMupamy apXruBe TKUBa. Y
JUTEpaTypu HE MOCTOJU JIOBOJbAH OpoOj MojaTaka O ONTHUMAIHUM YCIOBHUMAa (UKCUpama U
KaJIyIJb€Hha 3/IpaBUX, JbyJICKUX TKuBa. Hajsehm Opoj momaraka ce ogHOCH Ha TymMOpcCKa
TKHBa KOja cy U3y3eTa TOKoM Ouorncuja. Takole, He MOCTOje MoAaU O ONTUMAIIHO] AY>KUHU
(bukcupama 3paBUX TKUBA, KA0 HU O JY)KMHU apXUBUpPama yKalyllJbeHUX TKHBA Kako Ou ce
n3 wux u3zosopasia JJHK odyBaHor MHTErpUTETa, MOTOIHA 32 MOJIEKYJIApHY AHAIHU3Y.
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dukcupame je KJbYYHH KOpak y oOpaau TKUBa HM3Y3€TOT TOKOM OOIYyKIMj€ WIH
ouoncuja (Thavarajah et al, 2012). ®ukcupame y popmannny ooe3belyje ouyBame henujcke
apxXUTeKType, Kako OM TKHBO Morjo jaa yhe y massy obOpamy (Thavarajah et al, 2012).
CrBapameM yHaKpCHHX Be3a u3Mel)y mporenHa, yriaaBHOM u3Mel)y OCHOBHHX aMUHO Ipyma
aMHMHO KHCEJIHMHE JM3uH, oMoryhaBa crabuiHy Mopdosorujy TKMBa M 4YyBame AYTH HH3
roguna (Klopfleisch et al, 2011). ®ukcupana TkuBa ce Kanyrne y napaduHCKe OJIOKOBE W
XHCTOMOP(]OIOIIKY aHAIM3KPA]Y U apXUBHpPajy. Y OBOj CTYAMjU Cy TKHBA CpIia, jeTpe, Mo3ra
myha n OyOpera ¢ukcupana y mydepru3oBaHoM B Henydepu3zoBaHOM (OPMAIMHY U HaKOH
00jerba XEMOTOKCHJIMHOM M €03MHOM aHalM3upaHa je Mop(doyioruja OBHX TKHBA.
Mopdororuja TKMBa je mocMaTpaHa y OJHOCY Ha HyKJIeapHE, IMTOIUIa3MaTCKe U JIeTajbe
henmujcke memOpane. TkuBa ca KOHTE€CTHJOM, XEMOpPArdjoM, ayTOJIHU30M, HEKPO30M, Kao U
TyMOpCKa TKMBA Cy UCKJby4YEHA U3 OBe cTyAHje. HakoH mocmarpama TKMBHUX Ipernapara 1o
MHUKPOCKOIIOM yO4Y€HO je Ja o0a mcrnuTHBaHa (pukcaTMBa HaKOH (pUKcHUpama TKHBa 10 2
Mecela He JJOBOJIE 10 MOP(OIOMIKIX MpOMEHa Y TKUBUMA U Jajy KoMIapaOuiiHe pe3iraTare
y noriteny xuctomopdororuje. [loganm u3 nmureparype norBplyjy Hamie pesynarare. Bass u
capaJHHIM Cy ITOKa3aJu 1a GUKHCHUPABE TKUBA Y (OPMAIHMHY 10 TOIUHY J1aHa HE JIOBOAM 10
Mopdosomkux npomeHa Tkua (Bass et al, 2014). Mehyrum, npoJoHTUpaHO (UKCHpaE
TKUBa y (opmanuHy o 6 1o 42 roauHe AOBOJM JI0 CTBapama (pUKcalMoHHX apTedakra y
TKHBY MO3ra, yKJbyuyjyhu rpanynapHe npomene neyrpoduia (Bass et al, 2014). Ia 6wu
BUieNd eQeKTe Kalylbekha TKUBAa Yy MapaduHCKA OJOK Ha XHCTOMOP(OIIOIIKE
KapakTepUCTHUKE, ITOCMATpald CMO IIpernapare TKHBa Koja Cy HakoH (uKcupama y
dopManuHy yKamymsbeHa Yy mnapaguH. YIOpeawiId CMO [penapare TKHBa KOjU Cy
HaNpaB/bEHU OJMAaxX HAKOH KalTyIJb€Hha TKHBA ca MpernapaTuMa Koje CMO HalpaBWIM MOCTe
oarosapajyher Bpemena apxusupama (10 30 roanHa) oBux 0J0K0Ba. Pe3ynraTu cy mokasanu
Jla caM TpoIeC KamylJbemha TKHWBA, KAa0 M CTapocT HapaduHCKUX OJOKOBa HE yTHYE Ha
XHCTOMOP(]OIIONIKE KapaKTepUCTUKE TKUBa CpIia, jeTpe M MO3ra, ra ce OBa yKalyIJbeHa
TKHBa MOTY IpOy4aBaTH XHUCTOMOP(QOJIOWIKY U mocie 3 neueHuje apxupupama. [lonanu us
JUTeparyTe MoKasyjy /a TKHBa yKalylbeHa y napaduHcKe OJIOKOBe M apXuBUpaHa 10 48
roJIMHA HE MMOKa3yjy pa3iuky y xucromopdonoruju (Bass et al, 2014).

Kana rosopumo o kBanmrery JIHK um3onoBane u3 oxarosapajyhux TKuBa, MUCIUMO
Ipe cBera Ha yucrohy y3opaka, MpUHOC, OJJHOCHO KOHIIEHTpauujy uzonoBade JJHK u Ha meH
UHTETrpUTeT, Tj. creneH gparmenraunuje. Yuctoha yzopaka JIHK onHocu ce Ha mpHCyCTBO
NPOTeNHa, YIJbEHUX XHUJpaTa, MAcTH, pacTBapaya, COJIM WTA. Yy y30pLHMa y KojUMa je
pactBopena JIHK. IIpucycTtBo oBHX MoJieKyna U jeUbEHa CMabyje KBAIUTET U KOJIUYUHY
n3onosane /IHK u gecto onemoryhyjy nasse ananuse xao mto je PCR (Gouvegia et al, 2014;
Potluri et al, 2015). Ha kBamuter usonoane JJHK ytuay Opojuu dakropu kao mTo cy
CTapoCT y30pKa, MeToJa Koja ce KOpHCTH 3a m3ojoBame JIHK, xonmmumHa TKuBa Koje ce
nporecyupa (Seiler et al, 2016), Bpcra ¢ukcatiBa, qyXnHa (UKCHpama W TeMIepaTypa
(Senguiven et al, 2014; Gouvegia et al, 2016). Yucroha u npunoc uzonoBane JIHK ce
onpehyjy cnekrpodotomerpujcku. CrnektpodoromMeTpuja, Kao jelaH oOj HayuHA 32
onpehuBame unctohe n konueHrpauuje AHK y y3opumma, npeacraBiba (OTOETECKTPUIHO
Mepeme 3pauelka KOjeé HEKa CylcTaHIa arcopOyje Ha onapeheHO] TallacHO] ITy>KWHHU.
Konnunna ancopboBaHe cBeTsiocTH onpelieHe TanmacHe MyKUMHE OJroBapa KOHIEHTpaluju
ucnuTuBaHe cyrcranie. Hykienncke kucennne arncopOyjy Makcumando UV ceTioct uuja
je tamacHa gyxuHa 260 nm, nporenHu arncopOyjy Ha 280 nm, a conu Ha 230 nm. [JoGpo
npeunmthena JIHK uma omnoc A260/280 m3mehy 1,5-2,0, a omroc A260/A230 uzmehy 1,7-
2,2, kaga ce cmarpa aa je JJHK umcra m moromna 3a gasbe aHanmuse. Metoze aHanmuse
m3onoBane /IHK 3axrteBajy u ontumanny konuenrtparnujy JAHK, ma je mpunoc koju modujemo
M30JI0BamkeM U3 oapeheHor y3opka Beoma BakaH. [Ipunoc JIHK 3aBucu on Bpcte Ouosnomkor
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MaTepHjajia U3 KOr je OHa M30JI0BaHa, ajli M O]l IpUMEmheHe MeToie 3a u3ojosame JHK. ¥V
JUTEPATypy IMOCTOje PA3IUYUTH MOJAIM O MPUHOCY M KOHIEeHTpanuju u3oioane [IHK u3
(buKCUpaHUX W YKaTyIJbEHHX TKUBAa, ailu ce HajBehm Opoj TuUX momaTaka OAHOCH Ha
TYMOPCKO TKHBO. W3 yKalylmbeHOT, 3ApaBOT TKHBa jETPE HU3Y3€TOI TOKOM OOIyKIIHje
Ferruelo u capaguuim cy uzonoanu JIHK uuju je mpunoc ox 47 ng/ul mo 130 ng/ul, y
3aBHCHOCTH O] Ty)KWHE apXuBHpama napaduHckux 0j0KoBa, a ogqHoc A260/A280 je 6uo y
omncery o 1,69-1,96 (Ferruelo et al, 2011). 13 3apaBor ayTONCHjCKOT YKaIYIJbEHOT TKUBA
jerpe Funabashi u capaguuim cy nobmnmu JTHK y omcery ox 7,6-1045,6 ng/ul, u3 cinesune ox
10,5-1009,5 ng/ul, a u3 mo3ra ox 6,3-335,2 ng/ul,y 3aBUCHOCTH O] MPUMEHEHE METOJIE 3a
uszonoBambe JIHK, xao u nyxuHe apxuBupama napaduHckux Omoxosa (Funabashi et al,
2012). Unrerpurer monekyna JJHK, omrocHo crenen ¢parmentanuje uzonoane JJHK ce
MpoIeHhyje MPUMEHOM MeTOZe JaH4aHe peaknuje mosmmepaze, PCR. Ammmmdukamnmjom
¢dparmenata mo3nare ayxuHe y y3opuuma JIHK wu3omoBane w3 oarosapajyhux TkuBa,
nporemyjemMo creneH Gparmentanuje JJHK y TuM y3opiuma: ako cy aMIuin(uKOBaHH JTyKU
¢parmentn, JJHK je Gosper mHTErpmTETa, OJHOCHO aKO C€ aMIUIM(UKY]y CaMO KpaTKu
nenou JIHK To yka3yje Ha BUCOK CTENeH (parMEHTAIlHje OBOI MOJICKYJIa Y HMCIIUTHBAHUM
y3opuuma. Y ¢opeHznukuM jJadoparopujama ce Hajuenthe kopucte STR u SNP renernuku
Mapkepu kao cranaapa 3a JIHK unentudukaiujy, a 3a u3Boheme oBe MeTo/ie OTPEOHH Cy
¢parmentu JIHK nyxwune ox 150 bp mo 450 bp (Babol-Pokora and Berent, 2008). Kparku
y3acTolHu noHoBLHU, STR caapxe ocHoBHE jenuHuIle nykuHe 1 bp g0 6 bp y HU3Yy umja je
ykynHa ayxusa g0 150 bp. C npyre crpane, SNP ammiukonu cy kpahu (kpahu on 150 bp)
Ol OCTaJIMX Mapkepa, mro omoryhasa ammindukamujy omrehene JTHK. Babol-Pokora u
capaauui cy kopuctuin et SNP mapkepa ayxuna 123 bp, 99 bp, 93 bp, 85 bp u 71 bp u
3akspyurin 1a ¢y SNP mapkepu uneananu 3a GOpeH3MUKY aHANM3Y JETPAJANPaHUX y30paKa
(Babol-Pokora and Berent, 2008). C 003upom Ha OBe MoJaTKe W3 JHUTEPaType, Y HAIIO]
crynuju cy 3a mporeny uHterpurera JHK amrmumukoBana Tpu reHa pasziuyuTe AyXKUHE:
GPD1 ren ayxune 150 bp, ACTB ren nyxune 262 bp u RPL4 ren nyxune 407 bp.

VY nurtepaTypu TOCTOjU CaMO HEKOJIMKO TojaTraka o KBanurtery Mmosekymna JIHK
M30JI0BaHUX W3 3[paBHX TKuBa (ukcupanux y popmanuny (Hamazaki et al, 1993; Miething
et al, 2006). ITocroju muoro Buiie cryauja o uHrerpurery JIHK wm3omoBane u3 31paBux,
cmp3nytux TkuBa (Legnard et al, 2002; Santos et al, 2008) wiu u3 TyMOpPCKHX TKHBa
(Bussolati et al, 2011; Ludyga et al, 2012; Nam et al, 2014) ¢ukcupanux y GpopmaiuHy u
yrpahenux y mnapadpuH. He mocroje cryauje koje cy aHamusupaie wunHrterputer JJHK
M30JI0BaHE M3 TYMOPCKHX WM 3]IpaBUX TKHBa caMO (ukcupanux y dopmanunHy, 0e3
Kanymbema y napadun. @ukcupame y Gpopmanuny goBoau 10 Aerpaaamnuje monekyina JTHK,
mTo 3a nocienuny uma uzononame JJHK nomer kBanurera. [lo3Haro je na peareHcu koju ce
KopucTe 3a mapaduHCKO yrpahuBame TKMBa MOTY yTHUIATH Ha KBanmuteT mosekyna JJHK
(Funabashi et al, 2012). Takohe, omrehewa Ha monekyny JJHK mory Hactati u mpuMeHOM
arpecMBHUX peareHaca 3a nenapadunmuzaunujy (Budimlija et al, 2009). /la 6u yrBpaumu y
kojoj mepu kBanurteT JJHK 3aBucu on npoueca puxcupama y popmanuny, a y K0joj MEpH 0O
npoleca Kaidylubewha TKHMBa y mapaduH, ymopeamwnn cmo kBamurer JJHK wu3omoBane u3
3npaBux, ¢ukcupanux TkuBa W JJHK m3onoBane u3 TkuBa Koja cy HakoH (uKcHpama Y
dhopMaHy yKanyIJbeHa y mapaduHCKH OJIOK.

VY naboparopujama je panuje kopuithen 4% HenmydepuzoBaHu QopManiuH 3a
buKcHpame TKHBa, TakO Ja Cy CBa TKHBa KOja Cy Ipe BHUIIE JCICHUjA YKAIYIJbEHA Yy
napapuHcke OJ0KOBe (uKcupaHa camo y HemydepuzoBaHoMm (opmanuny (Vitosevié et al,
2018b). HenydepuszoBanu ¢opmanua Op30 aerpaadpa WU MMa OTPaHUYEHH DPOK Tpajarba.
[Mocnenwux roauHa y ynorpeou je 10% mydepusoranu dopmanun (Srinivasan et al, 2002;
Hewitt et al, 2008). Ilydep ycmopaBa, aqm He cmpedaBa jaerpaganujy (opmannHa, a 3a
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nydepr3oBame ce KOPHCTH HEKOJIMKO pasnuyuTux mydepa: ¢ochatHu mydep, Kaliujym
KapOoHAT, MarHe3ujym kapOonat, mutpat, Tris u apyru (Hewitt et al, 2008). ¥V wnamoj
naboparopuju ce paHuje KOPHCTHO Hemypepu3oBaHu (GopMalivH, a MOCIEAHBUX TOJUHA Ce
kopuctu popmanuH koju je mydepusoBan GochaTrHuM mydepom. 300r Tora cy HEKa TKHBA
yKaIylsbeHa y napaduHcke OJOKOBe Mpe Kalyribema (PUKCUpaHa y Hemypepu30BaHOM, a
Heka y mydepuszoBaHoM ¢opmanuHy. Jla Ou mokazanum camo edekre mydepu3oBaHOT U
HenypensoBanor ¢opmanuHa ©Ha kBamuter JIHK, TkuBa koja cy wu3y3era TOKOM
CYJICKOMEIUIIMHCKUX OOAyKIMja cMO (UKCHpadd y jeaHOM WIW ApyroM (opManuHy,
uHKyOupanu onpehenu nepuoa u mpatwin kBanuter u3onoane /IHK. Hamm pesynararu
nokaszyjy aa je uucroha JIHK, m3zonoBane u3 TkuMBa (puKCHpaHUX Kako y mydepu3oBaHOM,
TaKo M y Hemy(epuzoBaHOM (opMalMHy, Y I'paHUIlAMa ONTHMAJIHUX BpenHocTd. Hemrto
BUIIIE BpeAHOCTH cy noOujene y yszopuuma JIHK wu3onoBane u3 tkuBa (uUKCHUpaHuUX Yy
nydepusoBanoMm Hero y HemyhepusoBanoMm ¢opmanuny. Ilpunoc JJHK nobujene u3 TkuBa
¢bukcupanux y mydepuzoBaHoM GopManuHy je Behu ol mpuHOCa U y30pIuMa JOOUjEHUM U3
TKHBa (UKCUpAaHUX Yy Hemyden3oBaHOM (opMaTuHy, IITO je y CKIaay ca Mmojanuma u3
nutepatype (Bass et al, 2014). Mehytum, HajBeha pasnuka je y WHTETPUTETY H30JOBaHE
JHK y omHOCy Ha BpcTy (opmaniniHa y KOMe Cy TKHBa ¢uKcupana. Y cBuM ysopuuma JJHK
M30JI0BaHEe U3 TKHBA Koja cy (ukcupana y Gpopmanuny ammn@uKoBaHa Cy cBa TPH KeJbeHa
¢bparmenTa paznuuute nykuHe. Mehytum, Beha ycnemnoct ammmpukanyje gparMenTa je y
yzopuuma JIHK wu3omoBane wu3 TkuBa (Qukcupanux y myhepu3oBaHOM HEro y
HenyepuzoBanom popmanuHy. To ykaszyje Ha YHBEHUILY Ja je uHTerpuTeT Mojekyna JJHK
6osbe ouyBal, oaHocHo JIHK je mame ¢parmentucana, kaja cy TKHBa (QUKCHUpaHa Yy
nydepr3oBaHOM HEro y HemydepuzoBaHoM ¢opmanuny. [lo3HaTo je 1a TOKOM (QHKCHpama
TKHMBa Henmydepu3oBaHU (HOpMaNMH OKCHAMIIE M TpeTBapa c€ y MpaBiby KHUCEIHHY. Y
KHCEJIO] CPEIMHU JI0JIa3H 0 JeTpajalirje HyKICHHCKUX KUCEINHa, jep ce B-rioko3uaHe Be3e
nypuHCKUX 0a3za xuaposusyjy Ha pH=4 (Hamazaki et al, 1993; Srinivasan et al, 2002; Bonin
et al, 2003; Zsikla et al, 2004). 30or Tora HeKM UCTpaKMBA4YW TBPJEC Ja U3 TKHBA KOja Cy
n3y3eTa TOKOM O0ayKIHje u (puKcHpaHa y Hemydepu3oBaHOM (HOpMAIMHY HE MOTY Ja ce
ammndukyjy JHK dparment ayxu ox 90 bp (Bonin et al, 2003). Miething u capagaunu
cy aerexkroBanu ¢parmente ayxuHe 150 bp y y3opuuma JIHK wu3onoBane u3 TkuBa
¢bukcupanux y nydepusoanom dopmamunay (Miething et al, 2006), nox cy Hamazaki u
capagHunK amruidukoBanu ¢parmente ayxkune 128 bp y yzopumma JJHK u3 tkuBa
¢dukcupanux y HemyhepuzoBanom ¢popmanuny (Hamazaki et al, 1993). V nurepatypu He
nocroje Jpyru mnojamu koju mnopeae uHterpurer JHK wn3onoBane w3 3apaBuX TKHBa
¢ukcupanux y nmydepuzoBaHoM uiu HemydepuzoBaHoM (popmanuny. [locToju MHOrO BHIIE
cryauja o uarerpurery JJHK uzonoBane u3 TymMopckux TkuBa (UKCUpaHUX y GOpPMATIHHY U
yrpallenux y mapaduHcke OnokoBe. Coura w capagammm cy wusonoBamn JHK wu3
napauHCKUX OJOKOBa TYMOPCKMX TKHBa KoOja Cy IIpe Kalylubewa (UKcHpaHa Yy
nydepuzoBaHoM u HenyhensoBaHoMm popmanuny. Oparmente ayxune o 121 bp mo 227 bp
ammudukosanu cy y yopuuma JIHK u3 TkuBa pukcupanux y mydepruzoBaHoM popManuny,
JIOK Cy Y y30pIHMa W3 TKHBa (PUKCHUpaHUX Yy HemydenzoBaHOM (opmanuHy JOOMIM caMo
nerpanoany JTHK (Coura et al, 2005). Inoue u capaguunm cy amaudukoBamu GpparmeHTe
nyxunae 10 345 bp y y3zopumma JIHK w30s0BaHe W3 TyMOPCKOT TKHBAa YKAIyIJbEHOT Y
napauHCKU OJIOK, a MPETXOJHO (huKcUpaHor y HemydepuzoBaHoM GopmanuHy. MehyTum,
jacHo cy moka3zanu na crene ¢pparmentanuje JJHK 3aBucu xako on Bpcre ¢popmannHa, Tako
U o] ayxuHe (pukcupama TyMopckor TkuBa y gopmanuny (Inoue et al, 1996). Ha ocuoBy
W3HETUX pe3yiTaTa U HBUXOBUM TNopehemeM ca mojanuma M3 JUTepaType MOXKEMO Jaa
3aKJbYYMMO J1a CE€ W3 3/IpaBHX TKUBa (UKCHpaHHX y mydepusoBanoMm Qopmanuny nobuja
JIHK 6ospe umctohe, Beher mpuHoca u ouyBaHuwjer uHTerpurera, Hero /IHK u3 TkuBa
(dbuxcupanux y HenydepuzoBanom GopMallvHy.
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I'enomcka JIHK wmoxxe OWTH u30JI0BaHA W3 Pa3IUYUTHX OHOJOMIKUX Yy30paka
pasIMYMTUM METOAaMa U30JI0Bama. V300p MeToze 3aBUCH O]l BPCTE U KOJIWYMHE OMOJIOIIKOT
MaTepHjajia, BPCT€ XEMHUKajHja, OOy4eHOCTH THMa, IIeHe UTA., a LUuJb je JOOUTH BHUCOK
npuHoc wmto kBanuretHuje JIHK. YV dopensnukum naboparopujama ce KOPUCTE Kako
cTanfapAHe (OpraHcka eKCTpakifja, HCOJbaBambe), TaKO0 W KOMEpIHjajdHe (M30JI0Bambe
noMohy KoMepIjaaTHuX KomMIuieTa) Metoje 3a u3onoBame [JHK. Mehytum, Hu jenna merona
3a u3onoBame JIHK He ucnymaBa cBe HeonxojHe cra”aapae. OmucaHu cy pasiMuuTa
npotokoiu 3a u3onoBame JJHK Gosber kBamuTeTa U3 TKMBa Koje je pukcupano y popmanuny
U yKalaymsbeHo y napaduncku 6ok (Legnard et al, 2002; Cao et al, 2003; Ferrer et al, 2007;
Babol-Pokora and Berent, 2008; Okello et al, 2010; Ludyga et al, 2012; Rabelo-Goncalves et
al, 2014). 1 y oBom ciyuajy ce monauu Hajuenthe oxnoce Ha kBanutetr JJHK u3omnoBane u3
TYMOPCKHX TKHUBa KOja Cy yKalyIlUbeHa y mapaduHcke On0koBe M apxuBupana. He mocroje
nojany Koju ynopehyjy pasmmumre merone 3a m3onoBame JJHK u3 TkmBa koja cy camo
¢ukcupana y QopmanuHy. Y Hamem ucTpaxuBamy je 3a uzonoBawme JHK u3 TkuBa
¢ukcupanux y ¢opmanuHy KopumiheHa OpraHcka eKCTpakuuja momohy ¢eHona,
xsopodopma u uzoamu ankoxomna (PCI merona), kao u n3010Bame MOMohy KoMepIHjamTHOT
komriwiera (kut) (PureLink Genomic DNA Mini Kit). ¥ iuteparypu nocroje KOHTpaAUKTOPHU
[oJIallk O TOME K0ja je 01 OBe JIBe MeToze 0oJba 3a nzonoBame JJHK u3 apxuBnpanux TkuBa:
10 HEKUM WCTPaXMBAUMMa TO j€ EeKCTpakmuja momohy Qenomna, ximopodopMa U H30aAMHEIT
ankoxoia (Rabelo-Goncalves et al, 2014), nok apyru cmatpajy ma 6ospu kBamureT JJHK
00e36ehyje uzonoBame nmomohy xkomepuujanHux komruiera (Wang et al, 2013). M3onoBame
JIHK nmomohy xomeprujaiHor KomIuieTa je Op>ke U jeIHOCTaBHH]jE, alld je MPUHOC MabU Y
OJIHOCY Ha eKcTpakiujy ¢enomn-xnopodhopmom-uzoamui ankoxoiom (Skage and Schander,
2007). Hamm pesynaratu mokasyjy na je PCI meromom nobujena JTHK 3HawajHO Gosber
kBasiutera Hero wmro je JJHK nobujena m3 Quxcupanux TkuBa momohy kurta. Mako ce
BpenHocTH oaHoca A260/A280, koju nedunumry uumcrohy y3opaka, kpehy y omcery
ONTUMAIHUX BPEIHOCTH, Beha umcTtoha y3opaka je moowjeHa kama je JJHK wm3onoBana u3
¢ukcupanux TkuBa PCI mMetogom Hero momohy kurta. CBu ananusupanu ysopuu JHK koju
Cy N00MjeHM H30JI0BalkeéM W3 (PUKCHpaHUX TKHBAa IOMOhy KHTa cajap:ke MHoOro Behe
KOJINYMHE COJIM, OPTaHCKMX MOJIEKyJa U pacTBapaua (Huzak ogHoc A260/A230) y ogHOCy Ha
y3opke nobujene PCI excrpakumjom. Takohe, mpunoc JITHK je 3nauajuo Behu y y3opumma
JHK u3zonosane PCI metonom Hero nomohy kuta, mro ce Moxke objacHuTH ryoutkom JJHK
y TOKYy HCIMpama CHJIMKO-Tedl MeMOpaHa Ha kojuma je aacop6bosana JIHK mnpuiokom
ynotpebe kuta (Ludyga et al, 2012). Uurerputer JTHK n3onoBane u3 TkuBa GUKCUPAHUX Y
¢dbopmanuHy Takohe 3aBHCH O] TPUMEHEHE METO/IE 3a U30JI0Bame. Mako cy y CBUM y30pIumMa
JHK ammimuduxkoBana cBa Tpu ¢QparmMeHTta pasnuuure AyxuHe, Beha ycmemHocT
amruindukanuje je nocturuyra y yzopuuma JJHK nzonosane PCI merogom. To 3Haum na ce
TokoM mporeca nzonoBama JJHK PCI meronom oHa mame (parmeHTuine, 300r yera ce Ha
Kpajy noouja IHK ouyBaHMjer nHTErpuTeTa Koja ce MOXe JAajbe KOPUCTUTH Y MOJIEKYJIapHO
OuosIoIIKMM aHanu3ama. M3 HaBeJeHOr MokeMo 3akbyduTuh Aa Ha ksamurer JIHK y
3Ha4YajHO] MEPH yTUYE METO/]a KOjOM j€ OHa M30JI0BaHa M3 (PUKCHpaHUX TKHWBA U TO MHOTO
BHUIIIE HETO LITO yTUYE BpcTa hopMairHa Koja je KopuirheHa 3a pukcupame TKUBA.

Ha kBanuter uzonosane JJHK y Benukoj Mepu yTude u BpcTa (UKCHpaHOT TKUBA U3
KOr' je oHa u3osioBaHa. [locToje padnuuuTa MUILBEHA O TOME KOJU Cy OpraHM MOTOJHU 3a
¢ukcupamwe u uzonosame JJHK koja he ce xopuctutu 3a gajbe MoOJEKyIapHO OMOJIOIIKE
ananuze. Keanurer /IHK wn3onoBane u3 pa3nuuuTux opraHa, QUKCUpAHHX y (OpMaHHY,
YecTO Bapupa yclieA MpoMeHa y henmjckoMm cacTaBy OBHX TKMBa. Tpeba m3beraBaTu TKHBa
KOja MMajy HEXOMOJIOTHH henmjcku cactaB (maHkpeac, nebeno mpeBo, myha), jep cy
koHIenTpanyja u yrcroha JIHK uzonoBane u3 wux jomm (Turashvili et al, 2012). Iopen
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Tora, MiIyhHO TKUBO HHjE MOTOIHO 32 MOJIEKYJIApHY aHAJU3y 300T MPUCYCTBA CIy3H. ¥Y30pLu
TKHMBa M30JI0BaHM W3 OpraHa KOjU HMMajy BeNuKy henmujcky TrycTtuHy (MO3ak, cpIe, jerpa,
cie3nHa) KopuimheHH cy 3a MoJIeKyJapHe aHanmm3e, jep ce mnokaszaino ga je PCR
ammndukamuja ¢parmenara JJHK y oBum y3opuuma ycereruauja (Funabashi et al, 2012). C
npyre crpane, JIHK u3omnoBana u3 oprana rpyaHe nymbe (cpua u miayha) mokasyje 600spu
kBanuretr on JIHK m3omoBane u3 TkuBa mopekioM w3 TpOymiHe nymibe (IaHkpeac, jeTpa,
OyOper, nebeno peBo, >kemyzdal), 300r eH3uMa MaHKpeaca, yOp3aHOT pacra OakTepuja U
op:xe ayronmse tkuBa (Niland et al, 2012). ByGpexHo TKMBO He Tpeba y3uMaTH ocobama
crapujum ox 50 roauHa, jep je BepoBaTHO 3amodera ayronusa henuja (Funabashi et al, 2012).
VY HameMm UCTpaXHBalky OJUIYYMJIM CMO Ja KOPHCTHMO IeT pPa3IHMYUTUX OpraHa U3
pa3IMYUTUX TYIJBU: CpIE, jeTpy, Mo3ak, miyha u 0yopere. OBu opraHu Cy MPHUCTYIA4YHU 32
y3UMame y30paka MPWIMKOM OOIyKIMje W TOTOJHH 32 Halle HCTPaKUBame. Y CBHM
y3opuuma JIHK m3onoBane u3 ¢ukcupaHux TKMBa cpua, jeTpe, mosra miyha u OyOpera
NPUCYTHA je ONTUMAaIHA KOHICHTpPAIMja NPOTEHHa, ali ¥ moBehaHa KOHIIEHTpaIyja yribeHuX
XujapaTa, MacTH, COJM M pacTBapada, Koje He omerajy majbe aHammse. Ilpmaoc JIHK
M30JI0BaHE M3 TKMBA jeTpe HEMOCpelHO HaKOH oOAykuuje Ouo je HajBehu, mTO ce Moxke
00jaCHUTH BEJIHMKOM TYCTHMHOM henvja y OBOM TKHBY, Ka0 M IPHUCYCTBOM IOJIUIUIOMIHUX
henuja koje cy y jerpu 3acrymbene ca 30-40% (Farrugia et al, 2010). Hajmamu mpuHoc
JIHK je moOujeH u3 ¢puKcHpaHOr TKHBA cplia U Mo3ra. Ferrugia u capaguuim cy cy 1o0mim
3nauajHo Behu mpuHoc JIHK u3 y3opaka u3010BaHNX M3 TKHBA jeTpe y OJHOCY Ha Y30pKe H3
tkuBa cpua (Farrugia et al, 2010). U npyru uctpaxxuBadu KOjH Cy UCIIMTUBAIN PA3JIUKE Y
npuHocy JIHK wn3omoBane W3 pasnuuuTUX TKHMBAa Cy JAONUIM JIO0 3aK/bydka Ja ce U3
pa3MuYMTUX TKWMBa q00Hja pasmuuut npuHoc mojekyida JIHK (Legnard et al, 2002). U3
muM@HoOr yBopa, OyOpera u cie3uHe 1o0HujeH je nBa a0 yetupu nyra Behu mpunoc JHK y
omnocy Ha npunoc JIHK u3 koxe, mosra um tankor npesa (Legnard et al, 2002). Kana
ynopeaumo unterpurer monekyna JIHK n3onoBane u3 ner paziuuuTux (GUKCUpaHUX TKUBA,
MOXXEMO Ja BHIMNMO Jla HE I[IOCTOjH CTaTHCTHYKH 3Ha4yajHa pas3liiKa Yy CTENeHY
¢parmenrtanuje uzonosane JHK kana ce ymopeae TkuBa cpua, jerpe, Mosra, riyha u
O0yOpera mehycobno. Y ceum y3opuuma JIHK uzonoBane u3 pukcupaHux TKMBa cpiia, jeTpe,
Mo3ra, iyha u OyOpera ammngukoBanu cy sxesbeHu ¢parmentd JHK nyxune 150 bp
(GPD1 ren), 262 bp (ACTB ren) u 407 bp (RPL4 ren). Kpahu ¢pparmentu gyxxune 150 bp u
262 bp cy ammn¢ukoBanu y cBuM yzopunma JJHK, noxk je Hajayxu ¢pparment IHK nyxune
407 bp ammudukoBaH y HajMameM 0pojy y3opaka JIHK n3onoBane u3 CBUX MET pa3miuuIUTUX
tkuBa. Miething u capamuunu cy ynopenwnu unrerputet JJHK u3onoBane u3 3apaBux TKHBa
cplia, CKeleTHUX Muiuha, jerpe, OyOpera um Mo3ra koja cy (UKCHpaHa y pasIHUYUTHM
¢uKcaTMBMMa M JIOIUIM 10 3aKJbyuKa Jla Cy TKMBa CKeleTHUX muimha m OyOpera koja cy
¢ukcupana y nydepuzoBaHoM (opmanuHy HajOOJbET MHTETPUTETa M HajIpUKIaTHUja 32
najba MosiekynapHa uctpaxuBamwa (Miething et al, 2006). Onu cy ycmenu na AETEKTY]y
¢dparment JIHK myxwune 150 bp y y3opumma JIHK m3onoBane u3 TKuBa cpiia, CKEIETHUX
mumuha, jetpe, OyOpera u mo3ra ¢ukcupanor y mydepuzoBanom gopmanuny (Miething et
al, 2006), mro je y ckiamy ca pe3yaTaTMMa Koje CMO JOOWIH y HaIleM HCTPaKHUBabY.
Hajsehe ocmmanuje y unrerpurery JAHK noOujeHe cy 3a TKMBO MoO3ra, IITO C€ MOXeE
NpUNKMcaTH HejagHakoj neHerpanuju ¢ukcatuBa y oo TkuBo (Miething et al, 2006).
Funabashi u capagaunm cmatpajy na TkuBo rryha Huje moroaHo 3a aHanmuze monekyina JJTHK
300r mprcycTBa Mykyca y oBom oprany (Funabashi et al, 2012). Hamazaki u capaguuim cy
npatunu uHTerputeT JIHK H30m0oBaHe M3 TKHUBa jeTpe M3y3eTOr TOKOM OOAyKIIHje KOje je
ouno ¢ukcupano y HenydepusoBanoMm GopManuHy ay:ku BpeMmeHcku nepuos (Hamazaki et
al, 1993) u ycnenu cy na ammmudukyjy ¢pparment JJHK nyxune 128 bp (Hamazaki et al,
1993). Cmuune pesyarare cy noownu Legnard u capamgamiu koju cy nopemwmu JJHK
M30JI0BaHy M3 Pa3IMUUTHX TKHBa Koja Cy (QUKcHpaHa y Hemydepu3oBaHoMm (opManuny u
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3aTUM YKajlyIlubeHa y mapaduHcke OnokoBe (Legnard et al, 2002). OHu Ccy noOuUIH 10
3aKkJbydka fa ycnex amiddukanuja JJHK Bumre 3aBucu ox mpoTtokosna 3a ekcrpaknujy JJHK
U Qukcupama (HopMaIMHOM HETO 011 BpcTe TKuBa U3 Kojer ce uzonyje AHK (Legnard et al,
2002), mrro motBphyjy u Hamm pe3yatatd. M y oBOM ciiy4ajy je Mmoka3aHO Ja Ha KBaJIUTET
JHK y Benukoj Mepu yruye MeToza Koja je kopumrhena 3a uzosnosame JJHK: 3Hauajuo Behu
NpuHOC W yncToha cy morBpehenu y yzopuuma y kojuma je JJHK nzomosana PCI metogom y
OJIHOCY Ha Y30pKe y KojuMa je 3a uzonoBame JJHK xopunihen kur.

Ha xBanmurer JIHK u3onoBane u3 pukcupaHux TKMBa y BEIMKO] MEPU yTUYE AYKHHA
bukcupama TkuBa y hopmanuny (Greer et al, 1991a; Quach et al, 2004; Ferrer et al, 2007).
300r TOra cMO y HallleM HCTpakMBamy (UKCHUpaIM TKHBA Cpua, jeTpe, Mosra, OyOpera u
mayha y mydepuzoBaHoM win HemydepruzoBaHoM (GopManuHy A0 2 Mecena U ojapahuBaiu
kBasiuteT (uucrohy, npuHoc u uHtrerpurer) JJHK wn3onaBane u3 tux TkuBa. Pesynraru cy
nokasayu Ja je yucroha y3opaka cauuHa y cBuM y3opuuma JIHK, 6e3 o63upa Ha ayxuHy
Tpajama ¢ukcupama. Nam u capamHuny cy Takohe momuim 10 3ak/bydka Ja MpPOIY>KEHO
dbukcupame TkuBa y GopmanuHy He yrude Ha yuctohy mzonoane JJHK (Nam et al, 2014).
Mehytum, npoayxeno ¢ukcupame y (opmanuHy n0oBoaM 10 cMmamema npuHoca JIHK,
Hapo4YUTO HaKoH 14 nana ¢ukcupama. YCTaHOBJ/bEHA j€ KOpenaluja Majie jayuHe uMmehy
nyxuHe (ukcupama TKMBa M mpuHoca m3onoBane JIHK 3a obe meronme kopumihene 3a
nzonoBawe JJHK, mTo noBoau 10 3akibydka ja IITO ce TKUBO ayke (pukcupa y GpopMaannHy
npuroc u3onoBaHe JIHK je mamu. Ilomamu u3 muteparype Mmokasyjy Ja ce BHCOK IPHHOC
JIHK nobwuja u3 TkuBa QuKcUpaHux y HemydepuzoBaHoM ¢opmanuHy a0 7 nana. Hakon 16
nana ¢ukcupama npuHoc JIHK omama 3a 50%, a mocne 32 nmana ¢ukcupama TKHBA
Bpeanoctu npunoca JIHK cy Bpio mane (Legnard et al, 2002). 1 unrerpurer JJHK 3aBucu
ol AyXHHE (UKCHUpama TKHMBa y My(epHU30BaHOM WIM HENypepru30BaHOM (OpMaIHHY.
Hajkpahu ¢parment (GPDI1 ren) je ammumudukoBan y y3opuuma JJHK uzonoBane u3 TkuBa
Koja cy (ukcupana y mydepuzoBanom dhopmaiuHy 10 28 naHa (M3y3eB TKHUBA CpIia, y KOjuMa
je ammndukanuja Moryha y y3opuuma koju cy ¢pukcupanu 10 14 nana), ACTB rex u3 TkuBa
Koja cy ¢gukcupana a0 14 nana, nok je RPL4 ren amnnudukoBan u3 JIHK uzonoBane us
TKHBa OyOpera koja cy ¢puxcupana 10 72h. Mehyrum, y yzopuuma JIHK nobujenum u3 tkusa
Koja cy ¢ukcupana y HenydepuzoBaHoMm ¢opmannHy GPDI1 ren je ammimdukoBaH y
y3opuuma JIHK n3onoBane u3 TkuBa koja cy ¢pukucupana no 7 nana, ACTB ren 1o 5 nana, a
RPL4 ren camo no 6h ¢ukcupama. Ca mnpomyxemeMmM BpeMeHa (QUKcHpamba TKHUBA Y
¢dopmanuny ycneuHoctT PCR ammnudukanuje onana: nyxu ¢pparmentu JJHK He mory na ce
ammndukyjy mro ykasyje Ha 1o na je /IHK y Tum y3opumma nerpagoBaHa Ha KpaTke
dparmente (Greer et al, 1991a; Greer et al, 1991b; Quach et al, 2004, Nam et al, 2014). To
3HaYM Ja (QUKCHpame TKMBA Yy (HOpMAIMHY JOBOIU IO BPEMEHCKH 3aBHCHE JETpajalvje
monekyna JIHK. Ilpema HekuMm mcTpaknBaunMma (QUKCHpame y Tpajamby oa 36h moBoau 10
nerpanamuje monekyna JIHK u memoryhnoctn ammmndukanuje ¢pparmenara seh Hakon 72h
(Gino et al, 2004; Hewitt et al, 2008). ¥V nuteparypu mocroje OpojHH MOAALU O CTEHECHY
nerpaganuje monekyna JIHK koja je uzomosana u3 3apasor (Greer et al, 1991a; Greer et al,
1991b; Legnard et al, 2002; Santos et al, 2008), kao u u3 Tymopckor tkuBa (Nam et al, 2014)
Koje je (puxkcupaHo y (QopMalMHYy Pa3IUYUT BPEMEHCKH MEPUOJ, a 3aTUM YKAIYIJBEHO Y
napapuHcke OiokoBe. Pesynratu cy pasnuuuTH, jep KOHIEHTpauuja ¢opMmalnHa KOjH ce
KopHucTH 3a (ukcupame TkuBa, pH QopmanuHckor pactBopa, Kao U JIyKHWHa (pUKCHpama
3Ha4YajHO Bapupajy y paznuuutum cryadjama. IlIto je kpahe Bpeme TKHBO (pukcupaHo y
dopmanuny, 6oJba je ouyBanoct uzonosane JJHK (Ferrer et al, 2007).

3apaBa, XyMaHa TKHBa YKalylJbeHa y mapaduHCKe OJIOKOBE MOTYy OWTH 3HaudajaH
n3Bop JAHK 3a monekynapny ananuzy. Jlo cana cy Hayununu usonoBanu JIHK wu3 3apaBnx
YKaJIyIUbEHUX TKHBA KOja cy Omiia apxuBHpaHa camo a0 5 roauna (Funabachi et al, 2012).
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CBu mopanu y IuTeparypu Koju ce ogHoce Ha kBamuter [JHK m3onoBaHe U3 yKamynbeHUX
TKHMBa OJHOCE ce Ha Tymopcka TkuBa (Greer et al, 1994; Coombs et al, 1999; Ludyga et al,
2012; Nam et al, 2014). 360r Tora je Kb HAIIUX UCTPaKUBama 010 u aa uzonyjemo JJHK u3
YKIIYIUBEHUX TKHBa Koja cy apxuBupana jo 30 rogwHa, Ja OJperMO KOjOM METOJIOM 3a
nzonoBamwe nobujamo JIHK Haj0osber KBamuTeTa W KOje je TKMBO HAjIOTOJHUjE 32
apX¥WBHpamke, Kako OW HAIpaBWJIM apXMBY TKHBA KOja Cy MOTOJIHA 32 MOJICKYJIApHE aHaJIN3e
JHK.

OntuMu3zaiyja MeToa 3a ekcTpakiyjy Bucoko kpanurerHe /IHK je Beoma BaxHa. Y
JUTEpaTypu TIOCTOjeé KOHTPAJUKTOPHH IOJalld O TOME KOjOM C€ METOoJOM joduja
HajkBanuretHrja JIHK: Heka ucTpaxkuBama mokasyjy na je 6osem kBanuter JJHK mobujen
kopunthemem PCI metone 3a uzomosame JJHK (Rivero et al, 2006; Okello et al, 2010), mox
ApYrH yKa3yjy Ha MPeJHOCT eKcTpakimje nmomohy komeprmjannux komiuiera (Cao et al,
2003; Ferrer et al, 2007; Kocjan et al, 2015). ITpuinkom u3onoBama JJHK u3 ykanymbeHHX
TKHMBA HajIpe ce BPIIU JenapaduHU3aIMja KCUICHOM, HAKOH Yera cJIeld eH3UMCKa TUTeCTHja
TKHBa ca nporenHazoM K u Ha kpajy ekcrpakuuja JJHK nomohy dhenon-xmnopodopm-uzoamun
ankoxona wid kKomeprujannor komiuteta (Ferguson et al, 2012). Kownuenrpanuja
nporenHase K, Bpeme qurectuje u Temreparypa MHKyOaiuje cy OUTHH (HakTopu KOjU yTHUY
Ha kBaynmrtet usosnoBane JJHK (Rivero et al, 2006; Bonin and Stanta, 2013; Gouvegia et al,
2016). 36or Benukor Opoja kopaka y mporecy uzonoBamwa JIHK PCI meronom, na 6u ce
nobwna JIHK Bucokor kBammrera, motpedHa je qo0pa 0Oy4eHOCT eKcIiepuMeHTaropa. Y
HameM ucTpaxuBamy u3oioBambe JIHK momohy denon-xmopodop-nzoamun amkoxomna je
Ouna cynmepuopHHja METOJa y OJHOCY Ha HM30JI0Bae MOMONY KOMEPIHjaTHOT KOMILIETa
(PureLink Genomic DNA Mini Kit). Bpennoct ogroca A260/A280 y3opka JIHK u3zonoBanux
13 TKHBa KoOja Cy YKalylUbeHa y mnapaduHcke OnokoBe kopuiihewmeM o0e MeTone 3a
M30JI0Balkbe€ Cy 3aj7l0BoJbaBajyhe, Maaa je mokazaHo jaa y3opuu aooujenu PCI metonom
caapke Mame mporenna of yzopaka JIHK nobujenux nmomohy xomepuujanHor komiieta. U
Funabashi u capamuuiu cy usonoBanmu uuctujy JJHK ca Behimm BpemHocTHMa ojHOCA
A260/A280 xopucrehu PCI metone y ogHocy Ha komepimjanau komiutet (Funabashi et al,
2012) u3 yxanymbeHuX 3/paBuX TKuBa. Mehytum, BpeaHoctn ogHoca A260/A230 cy 3HaTHO
HUKe y y3opuuma y kojuma je JJHK usonmoBana momohy xomeplujaaHOr KOMILIETA, ILITO
yka3yje Ha Behy KOHIIEHTpaln]jy COJId, YIJbeHUX XHUpaTa, JIMIKAa U pacTBapaya y y30pIuma.
W nonanu u3 nurepatype nokasyjy aa cy BpenHoctu ogHoca A260/A230 ucnoa mpoceyHux,
omiute npuxsahenux Bpeanoctu 3a uncrohy JIHK (Reid et al, 2017), anu Hema nokasa jia cy
COJIM, pacTBapayd M JAPYrd MOJEKYJIM 3HAYajHO YTHILANM Ha aMmIuiuuKkanujy ¢gpparmeHara
JHK (Cao et al, 2003). 3nauajuo Behu npunoc THK nobujen je mpumenom PCI merone
eKkcTpakiuje y mnopehewmy ca komepuujamHuM KomIuieToM. To ce Moxe 00jacHUTH
YUEEHUIIOM J1a c€ TOKOM n3osoBama JIHK xomepuujamHuM KomIieTom, oapehena konnunHa
JIHK ryou ToKOM mposracka Kpo3 KojoHe cuirka reia (Sam et al, 2012), koje Takohe moxe
3ayenuty Benunka kommunHa JJHK (Rabelo-Gongalves et al, 2014). Metona koja ce KOpUCTH
3a usonoBake JIHK wu3 ykamymybeHHX 37paBUX TKHBAa 3HAYajHO YTHYE U Ha YCIex
ammmnpukarmje ¢parmenata [IHK. Hekonuko mnperxognux cryauja ymopehuBaio je
npotokoje 3a excrpakimjy JHK w3 ykamymbenux tymopckux tkuBa (Cao et al, 2003;
Okello et al, 2010; Ludyga et al, 2012; Rabelo-Gongalves et al, 2014), npu uyemy cy
pe3ynraTd OWiaM pa3auuuTd. Y HamieMm ucTpaxuBamy y yzopuuma JIHK uzonoBanum PCI
MeToaoM aobujenu cy nyku PCR ammnukonu Hero y y3zopuuma JJHK noOujenum momohy
KOMEpIIHMjaJIHOT KOMILIETa, BepoBaTHO 300r Behe 0CceTJbUBOCTH M OOJbEr MpuHOCca Jo0ujeHe
JHK. Kopuctehu PCI merony 3a uzonoBawe JHK, ycnex ammnudukanuje GPD1 rena u
ACTB rena je 6uo 10 91%, y nopehemy ca KoMepLHjaHUM KOMIUIETOM, T1ie je 6o 10 67%.
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Jla Ou moOKa3ajau M3 KOT 3[ApaBOT YKAIYIUbEHOT TKHBa ce J00Wja HajKBAIUTETHH]jA
JHK, kopuctuinu cMo napaduHcke OJIOKOBE TpH pa3iMyuTa TKHBA: CPIIa, jeTpe u Mosra. Opa
yKalyljbeHa 3]paBa TKUBAa C€ U3Yy3UMajy TOKOM CYACKOMEIUIIMHCKE OOAYKIHUje U
apxuBupajy y Cinyx0u 3a cyncky meauiuny u Tokcukosorujy YKII Kparyjesai. Pesynraru
cy mnokazamu na m3mely ys3opaka JIHK wu3070BaHMX U3 pazauMuuTUX TKUBAa KoOja Cy
yKallylJbeHa y TapapuHCKe OJOKOBE HE IMOCTOJH pasiiMKa y IOTJeay BPETHOCTH OJIHOCA
A260/A280 6e3 003upa HA MeTONy Koja je KopuinheHa 3a U30J0Bamke. BpeqHoctu ogHOCa
A260/A280 ce kpehy y oncery ox 1,92 no 2,05 mto yka3yje Ha MaJly KOJUYUHY TPOTEUHA Y
y3opuuMa. Bpemnoctu omnoca A260/A230 cy 3amoBoJbaBajyhe; HUXKE BPEIHOCTH CY U Y
OBOM cCiTy4ajy aoOujeHe y y3zopruma y kojuma je JIHK m3onoBana momohy xomepiujaaHor
komruiera. Y npunocy JIHK u3onoBane U3 Tpu pa3nuduta TKUBA MOCTOjU PA3NIUKa Y OAHOCY
Ha TkuBo u3 Kor je JIHK mn3omosana. Hajpehu npunoc JIHK noGujen je y yzopruma u3 TKuBa
jerpe, a HajMamKM M3 TKMBA MO3Ta U3 Kojux je oHa m3osioBaHa nmomohy PCI meroze. To je y
CKJIaJly ca YHUICHHUIIOM Jia je jeTpa opraH ca BeluKoM hemujckoMm ryctuHoMm. Hako je
BEJMYMHA MCEYKa TKMBa BakHa 3a konmmuuHy JIHK koja ce moOwmja, mperxomHe cTyauje cy
nokasasue Ja je henujcka ryctuHa TKHBa, OJHOCHO Opoj MHTAaKTHHUX henuja TKMBa Koja Cy
yKalyrbeHa y mapaduHcke O6J0KoBe mpenu3Huju npeaukrop npuaoca JIHK Hero konmmunHa
TKHBa y TKHBHOM HceuKy onakie ce u3oiyje JTHK (Ferguson et al, 2012). ITpunoc JIHK je
Behn mro je Beha hemumjcka rycruna tkuBa (Thyagarajan et al, 2005). ITpunoc JHK
M30JI0BaHE IMOMONY KOMEPIMjaIHOT KOMIIIIIETa ce He pasiukyje Mmehy aHalmu3upaHum
TKUBMMa. Pesynratm mokasyjy ma je wunHterputer JIHK pasnuuur y pasnmuuautam
yKaIlyIJbeHUM TKuBUMa. Mako je u3 y3opaka TkuBa jetpe uzosnoBana JJHK koje uma Habosby
gyrcrohy u npunoc, osa JIHK je u nHajpume ¢parmentucana y onnocy Ha JJHK uzonoBany u3
cpua win Mo3ra. [To3Haro je aa je TKMBO jeTpe MOAJI0XKHO Op30j ayTOJIM3H 3aTO IITO CaAPKU
BeJIMKU Opoj Bucoko karabonmuukux en3uma (Rich et al, 2005), nox mMummhHO TKHBO MHOTO
criopuje noponana (Rich et al, 2005). V tkuBuMa koja cy 6osbe Backynapu3oBaHa (jeTpa u
wiyha) Opxe momasu g0 xereponuse. Funabashi u capamuuim cy ammmndukoBamiu ACTB
reH, ayxuse 136 bp y ysopuuma JIHK koja je m3oinoBaHa M3 HETYMOPCKOT TKHBa jeTpe,
CJIE3MHE M MO3ra KOja Cy yKalylubeHa y napaduHCKe OJIOKOBE M apXMBHpaHa J0 5 TOAMHA
(Funabashi et al, 2012). CBu octanu moaaiy u3 Juteparype ce onHoce Ha unterputer JJTHK
M30JI0BaHe U3 yKanyrmbeHux TkuBa Tymopa (Gall et al, 1993; Greer et al, 1994; Gillio-Tos et
al, 2007).

KBasmrer JHK 3aBucm u on Ay)XMHE apXMBHpama TKHBA YKalIyIUbEHHUX Y
napaduHcke 010koBe. BpemnocTu ogHoca ancopOaHiid Koje yka3yjy Ha YUCTOhy y3opaka cy
y TpaHMIlaMa ONTHUMAalHUX, OCUM 3a y3opke y kojuMa je JIHK m3onoBana momohy kura: y
OBUM y30pIuMa BpeaHocTH oaHoca A260/A230 cy HuXe 0/ ONTHUMAIHHUX, IITO yKazyje Ha
MPUCYCTBO COJIM, MAacCTH, YIJbeHUX XuzpaTa u pactBapada. [Ipunoc JJHK koja je uzonoBana
U3 3[paBUX TKHBa yKalyIJbEHUX Yy MapapuHcke O10KoBe M apxuBupanux a0 30 roauHa je
3aJ10BOJbaBajyhy u ONTHUMaJaH 3a Jajbe MOJIEKyJapHO OHoJoIIKe aHanu3e. MelyTum, npuHoc
JIHK y oBuM y3opiimMa je nyrmio MamH Hero y y3opuuma y kojuma je JIHK uzonoBana u3
TKHMBa OJMax HAaKOM H3y3MMama, Jakie, 0e3 (uKcupama M Kalylibema. 10 ykasyje Ha
YUHEHUILY Ja MpoliecH pUKCHpamba U KalylJbelha HEMUHOBHO JOBOJIE 0 CMamkEemka MPUHOCA
JHK y y3opunma, 6e3 063upa Ha 1yxuHy apxusupama. [Ipunoc /JIHK je paznuuut y onHocy
Ha JYy)XKMHY apXHBHUpama yKaJyIJbeHUX TKUBA, a MOJaly U3 JINTEpaType, KOjU ce OJHOCE Ha
TyMOpcKa TKuBa, cy maponuku (Ludyga et al, 2012; Niland et al, 2012). 3akspydak je na
cTapocT mapauHCKUX OJIOKOBa TKMBA HEMa 3HA4ajHHUjET YTHIlaja HAa MPUHOC W yucTOhy
u3onoBane JIHK (Kokkat et al, 2013; Neichifor-Boila et al, 2015). Ycnex ammiudukaiuje
JIHK dparmenara m3oinoBaHUX W3 TKHBAa KOja Cy YKalyIJbeHa y mapaduHCcke OJOKOBE H
apXUBHPAHHU TYXH BPEMEHCKH MEPUOJI j€ pa3iauuuT. Pe3ynratu HEKuX CTyAMja y Kojuma cy
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KopumiheHa yKalymibeHa TyMOpCKa TKMBa cy mokazanu jaa ycnex PCR ammnuduxanmje
3HAYajHO 3aBHMCH O] cTapocTu mapaduuckux O6yokosa TkuBa (Lin et al, 2009), mok cy apyra
UCTpaXMBama IOKa3ajna jaa mosehame ycrmexa aMIiuM(uKanyje HE 3aBUCH OJ HUXOBE
crapoctu (Carturan et al, 2008; Gouvegia et al, 2016). Ycnemnoct ammiudukaruje JJHK
M30JI0BaHE U3 ayTOICH)CKOT TKHBA KOj€ j€ YKIYIIJbeHO Yy mapaduHCKe OJIOKOBE CE HE CMamYje
JuHEeapHo ca crapoinhy nmapadunckux 6iokosa (Okello et al, 2010). Nam u capagaunm cy
ammmudukosanu ¢parmente JJHK y y3opruma y kojuma je oHa M30J0BaHA U3 TYMOPCKOT
TKHBA KOj€ je YKaJIyIJbeHO Yy napapuHcKe OJOKOBE M apXUBHPAHO OX 3 10 8 ToanHa, Kao H
mame on 1 romuune (Nam et al, 2014). tbuxoBu pe3yiaratd Ccy MoKasald jJa HHje OWJIO
3HavajHe pasnuke y nyxuHu ¢parmenara /JIHK u ycnmexy PCR ammiudukanuje uzmelhy
napaduHCcKuX 0J0K0Ba TKUBa pasnuuute crapoctu (Nam et al, 2014). Ca npyre crpane, JJHK
(bparMeHTH M30J0BaHU M3 MapaUHCKUX OJOKOBAa ca TYMOPCKMM TKHBOM WIJIM M3 TKHBA ca
IpaHyJIOMaTO3HOM YIAJIOM KOja Cy apXWBHUpaHa 3 o 6 roauHa ¢y 3Ha4ajHO Kpahu y ogHOCY
Ha JIHK ¢parmente koju cy wu300BaHM U3 mNapadUHCKUX OJIOKOBA MCTHX TKHBa
apxuBupanux kpahu BpemeHcku nepuon, on 1 go 2 rogune (Goelz et al, 1985; Johansen et
al, 2004; Funabashi et al, 2012). ¥ Hamiem HCTpakuBamy je MOKa3aHO jaa (hparMeHTaIuja
JIHK 3aBucu ojn crapoctd mapaduHCKUX OnokoBa TKuBa. Amrumdukanuja Hajkpaher
¢parmenta ayxune 150 bp (GPD1 ren) je 6una moryha y y3opunma JIHK koja je usonosana
U3 TKUBA jeTpe KOje je YKaIyIJbeHO Yy mapapuHCKe OJIOKOBE M CKIQAMINTEHO 10 16 ronuHa,
nok je urerpurer JIHK n3onoBane u3 TkuBa cpua u Mo3ra odyBaH 70 30 rojaumHa cTapocTu
napaduHckux OmokoBa. [yxu ¢parment on 262 bp (ACTB ren) je ammimduxoBaH y
y3opuuma /IHK n3omoBanum u3 napadpuHckux OJI0KOBa TKMBA jeTpe cTapocTu 10 11 ronuna,
a u3 npaduHCcKUX OJOKOBA TKMBA Cplia M MO3Tra 710 26 roauHa crapocT. Hajayxu ¢pparmeHt
on 407 bp (RPL4 ren) moxe na ce ammingukyje y ysopuuma JJHK uzonosane n3 6usno xor
TKUBa caMO 70 6 TOJIMHA CTapocTH mapa@uHCKUX OJI0KOBa TKUBAa. OBH pe3yiTaTH MOKa3y]y
na creneH (parmentanuje uzonoBane JIHK 3aBucm ox crapoctu napapuHCkux OJ0KOBa
tkuBa. Funabashi u capagaunm cy Takohe KOPUCTUIM HETYMOPCKO, ayTOIICHjCKO TKUBO KOje
Jj€ yKalymbeHo y mapaduHCKe OJOKOBE M apXWUBUPaHO o1 1 10 5 roauHa M ycmenu cy Ja
ammundukyjy B-actin ren myxune 136 bp (Funabashi et al, 2012). V nurepatypu noctoje
OpojHu nojanu o creneny ¢pparmenranuje JJHK koja je nzonoana u3 napauHcKkux 6J10K0Ba
ca TYMOPCKHUM TKHBOM Koje je apxuBupaHo ayru Hu3 roauna (Greer et al, 1994; Coombs et
al, 1999; Ludyga et al, 2012), anu Hema momataka o uHTerpurery JIHK wuzonosane wu3
YKayIJbCHUX TKUBA KOja Cy apxuBHpaHa ayke on 5 romuna. Gall m capagauim cy
ammmudukosanu JJHK dparmente nyxune 317 bp uzonoBane u3 napaguHckux OJOKOBa ca
TyMmopckuM TKuBoM ctapoctu 38 romuna (Gall et al, 1993), nox cy Wang u capaanuim
ammmudukoBanu JIHK ¢parmenre nyxune 242 bp u3 mapadunckux Oj10koBa Takohe ca
TyMopckuM TKuBOM ctapocTu 40 roxuna (Wang et al, 1994). Melyytum, ocHOBHH ITpo0ieM y
(OpEeH3UUKUM HCTPaXHBakbUMa Kaja ce KOPHUCTU TYMOPCKO TKHBO Cy CTalHE MoAU(dUKaluje
moznekyna JJHK u necrabmmnoct STR mapkepa (Budimlija et al, 2009).

Axo ymopeaumo kBanuTeT JHK wu30/m0BaHe W3 CBEXUX TKHBAa OJMaX HAKOH
ooaykuuje ca JIHK u3onoBane n3 GpukcUpaHux TKUBA U TKHBA YKAITYIJbEHUX Y TapaduHCKe
0JI0KOBE, MOXKEMO Jla 3aKJbYYHMO Ja U Mpoliec (PUKCcHpama U KalyllJbeha yTUYy Ha KBAJIUTET
nzonoBane JIHK. [Topen Tora, 3HauajaH yTH1laj UMa U METOa KOja C€ KOPHCTH 32 U30JI0BAE
JIHK. Pe3ynraru Hamer uctpaxuBama nokaszyjy na je JJHK nooujena PCI metomom 3Ha4ajHO
kBamutetHuja ox JIHK koja je m3onoBana momohy komepuujanHor komiuieta. Mako cy
BPEIHOCTH OJHOCA amcopOaHIM KOju yka3yjy He umctohy y3opaka JJHK y omrumamnoM
orcery y ckopo cBuM y3opuuma, npuHoc JIHK ce 3HauajHo mMema. Y CBUM UCITUTHBAHUM
TKUBUMa, (UKCHPAHUM WIH yKaTyIJbeHHM y mapaduncku Osok, npunoc JIHK je 3nauajuo
HIKM HETO y KOHTPOJIHUM y3opiuMma TkuBa (u3 kojux je JIHK wm3omoBana ommax HakoH
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obonykuwmje). Hajsehu man y nmpurocy JIHK 3abenexeH je HakoH QUKCHpama y GOpMaIHHY,
noceOHO ca MPOAYKEHHM BPEeMEHOM (HKCHpama, a JOJaTHO W HAKOH KalylJbeHkha TKUBA Y
napaduHCKu O0J10K. V3 HaImmX pe3ynrara ce MOXKe 3aKJbyYHTH Jla Ay)KMHA (PUKCcHpama TKHBa
y ¢opmanmuHy mma Behu yramaj na npunoc JIHK Hero nmyxunHa apxuBHpama TKUBa Y
napapunckum 61okoBuma. [punoc JIHK y y3opumma n3onoBanuM u3 TKuBa jeTpe je Behu on
npuHoca JIHK u3 cpua u mo3ra, 6e3 003upa aa i je ped 0 CBEKUM TKHUBHMA, (PUKCHPAHUM
TKHBUMA WM TKHBUMA YKaJIYIUb€HUM y apauHCcKe OJI0KOBE.

[Iponiec ¢ukcupama TKUBa y (GOpMaTUHYy M KalylJbemha y NHapapuHCKe OJIOKOBE
ytude W Ha wuHTerputer Mmojekyina JIHK. Hamm pesynrarum mokasyjy na je HajMambe
¢parmentucana JIHK wu3omoBama PCI wmeromom wu3 TtkuBa ¢ukcupanux y 10%
nydepuzoBaHoM (OpPMAIHMHY, a J1a KalylJbCHe TKUBA y TMapaduHCKEe OJIOKOBE IO0AAaTHO
nosoau 1o ¢pparmentanuje JJHK. 300r crBapama yHakpcHuX Be3a uzMel)y nporenna u JJHK
U packugama GocdoanecTapckux Be3a Yy HyKICHHCKUM KHCelInHaMa, GopMaliH JOBOJH 10
¢parmenranuje mosiekyiaa JIHK (Duval et al, 2010; Okello et al, 2010). IlpoxyxxeHo
¢bukcupame TKUBa y GopManuHy 3HauajHo yoOp3aBa (parmentauujy JJHK. TkuBo mo3sra je
HajumorofHuje 3a Qukcupame y (opmamuny, jep je unrerpurer JHK Hajayxe ouyBaHn.
Kanymbeme TkuBa y mapaduH 1 ycJIOBU CKIaIMINTEHa MapauHCKUX OJIOKOBa Takohe mory
na yruuy Ha kBanmteT uzonosane JJHK (Okello et al, 2010; Bonin and Stanta, 2013; Simbolo
et al, 2013). V mporiecy kanymbemha TKUBa y mapaduHCKe OJIOKOBE aKo Ce 3a0CTaia Boja He
3aMeHH mapaguHOM MOXe JOBECTH 110 Jajbe aerpanamuje mosekyna JJHK (Bonin and Stanta,
2013). Heonrorapajyhu ycnoBu ckiaaumTema napaguHckux OI0OKoBa TKHBa (Blara,
Temrmeparypa, 0yl)) Mory BpeMeHOM J0BecTH J10 Aasbe aerpamanudje JTHK (Bonin and Stanta,
2013). YV nutepaTypu Hema MPELU3HUX MOJaTaka O TOME Jia JIM U Y KOjOj MEpH JyXKHHA
apXMBHUpPakha YKATYIUbEHHUX 3/paBuX TKuBa yrude Ha uHrerpurer JIHK. Hamwm pesynraru
noka3yjy na ce unrerputer JJHK wn3onoBane M3 3apaBuX, yKamylJb€HUX TKHBA H3Y3€THX
TOKOM CYACKOMEIMLMHCKUX OOAYKIIMja CMamyje ca BPEMEHOM apXuBUpama. Dopmanaexus
oJpkaBa MOpQOJIOrHjy TKHUBa, anu 1oBoau a0 ¢pparmenranyje JJTHK Ha ¢pparmente Mame ox
200 bp (Okello et al, 2010; Turashvili et al, 2012). ®opmanaexu ce BpeMeHOM pasrpaljyje y
MpaBJby KHCEIHHY, IITO pe3ynTupa xuaponusom monekyrna JJHK y tkuBuma (Sato et al,
2001) u xemujckoM MoaudHKaIjoM HyKIenHCKuX kucenuna (Farrugia et al, 2010). TkuBo
MO3Ta U cplia YKaJIyIUbeHO Yy napaduHcke 6o0koBe 1 nocie 30 roanHa apxuBUpama ce MOTy
KOPUCTHUTH 3a aHanu3y kpaTtkux ¢pparmenta JJHK (nyxune no 150 bp).

VYrpkoc u3a3oBHMa KOj€ MPEACTaBsbajy 3ApaBa TKUBA YKAylJbeHa y TapaduHCKe
01oKoBe, oHa ocTajy Bpenad u3Bop JJHK y peTpocniekTHBHUM MOJIEKYTapHUM (POPEH3UUKUM
UCTpaKUBAKHUMA.
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6. 3AKJbYUILIN



1. dukcupame 3apaBUX TKHBA Cplia, jeTpe, Mo3ra, miyha u 6yopera y ¢popManuHy yTude Ha
kBayuTeT Mmoiekyna JIHK w3omoBaHe u3 OBUX TKWBA, aili HE W Ha XUCTOMOP(dOIOIIKe
KapaKTEePUCTHKE:

Oukcupame TkuBa y 4% HenydepuzoBanom mwin 10% nydepuzoBanom dopMaiuny
HE yTUYe 3HauajHO Ha XUCTOMOP(DOIIONIKE KapaKTEPUCTUKE TKHUBA.

Merona koja ce kopuctu 3a u3onoBame JJHK u3 TkuBa uxcupanux y ¢opmanuny
3HauajHO yrmue Ha kBaiurer u3onoBaHe JIHK: excrpakmuja momohy ¢eHona,
xjopodopMa 1 “30aMui aiakoxosa omoryjyhe nobujame JIHK Gosper kBaiuTeT HEro
wro je JIHK nobujena xopunihemem xomepuujanHor komriera (PureLink Genomic
DNA Mini Kit).

VY3opuu JITHK nzonoBane u3 tkuBa puxcupanux y 10% mydepuzoBanom dopMainHy
uMajy 6ospy uuctohy, npunoc u unrerpuret Hero JJHK u3 TkuBa dukucpanux y 4%
Henydepru30BaHOM (HOpMATTUHY.

He mocroju 3navajna pasnmka y uuctohm u uHTerpurtery JJHK wuzomoBane u3
paznuuuTUX TKUBa (cpue, jerpa, Mo3ak, miuyha u OyOpe3u) ¢ukcupaHux y
¢dopmanuny; Mmehyrum, npunoc [IHK je pazauuuT y pasnuuuTuM (QUKCHPAHUM
tkuBuMma. Hajsehu npunoc JIHK je nobujen y yzopuuma u3 puxkcupaHux TKHUBaA jeTpe,
a HajMaw¥ U3 cpua u mosra. Y ysopuuma JIHK koju cy ¢puxcupanu 1o 72h moryhe je
amruinduxoBatu ¢pparmente ayxuse a0 407 bp, no 14 nana pparmenre nyxune 262
bp, a 10 28 nana pparmente ayxuue 10 150 bp.

HyxuHa Qukcupama TkuBa y dopMainHy He yTude Ha yuctohy msonoBane JIHK.
Mehytum nyxuHa ¢ukcupama TKUBa y (OpPMAIMHY yTUYE HA MPUHOC HU30JI0BAHE
JIHK (mTo ce TkuBo ayxe ¢uxcupa mawmu je npuHoc uzonoaHe JIHK) u Ha
unterputet uzonosane JJHK (mro ce TkuBo myxe ¢dukcupa y ¢opmanuny Behu je
creneH ¢pparmenTaiyje uzononane JJHK).

2. Kanynspeme 3apaBUX TKHBa CpIa, jeTpe M Mo3ra y mnapauHCKe OJIOKOBE yTHYe Ha
kBanmuTeT Mmosiekyna JIHK wm3omoBane w3 oBUX TKHMBa, aii HE U HA XHCTOMOPQOJIOIIKE
KapaKTepUCTHUKE:

JlyxuHa apxuBHpama napapuHCKUX OJOKOBa y KOja Cy YKalyIUbeHa 3[paBa TKHUBa
HUj€ UMaJla yTuliaja Ha XUCTOMOP(OJIOTH]y OBUX TKHUBA.

MeTtona koja ce kopucTu 3a u3onoBame JJHK u3 ykanynbpeHuX TkuBa 3HauajHO yTHYE
Ha kBanuTeT u3onoBade JJHK: ekcrpakiuja momohy denona, xiaopodopma u H30aMuI
ankoxona omoryhyje no6ujame JTHK Gosber kBanutera Hero mto je JJHK nobujena
kopurhemem komepimjantor komriera (PureLink Genomic DNA Mini Kit).
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e He nmocroju 3HayajHa paznuka y uncrohu ysopaka [JHK w3omoBaHe W3 pa3imnyuThx
TKHBA (CpIa, jeTpe U MO3ra) Koja Cy yKallylsbeHa y mapaduHcke OokoBe. Pasnmuuunra
VKaJIyIUbCHAa TKUBA C€ PAa3NIMKy]y y TpHHOCY M HHTerpurery usosioBane JIHK.
Hajsehu npunoc IHK je moOujeH U3 yKalymubeHOT TKMBA jeTpe, a U3 TKMBA Cpla U
Mosra je uzojoBana JIHK odyBaHmjer nunrerpurera.

e JlyxxuHa apxuBupama napapuHckux 010koBa TkuBa 10 30 roauHa yruye Ha KBaJIUTET
m3osoBane JIHK. Bpemnoctu umcrohe m mpunoca JIHK wuzonoane momohy PCI
metone cy Behe ako je JIHK wum3onoBana w3 crapujux mnapaduHCKux OJOKOBa, 3a
pasnuky on Bpeanoctd 3a JJHK uzonoBany momohy koMepiujaJiHOT KOMILIETa KOje
HE 3aBHCE O] CTapocTH napaguHCKuX O10koBa TkuBa. CreneH ¢parmentanuje JJHK
M30JI0BaHE W3 TKUBA KOja Cy yKalyIllJbeHa y mnapaduHCcKe OJIOKOBE je Behum mTo je
IyXKU TIepHOJ] apxXxuBHpama napaguHckux OmokoBa TkuBa: RPL4 TeH je
amrmugukoBan 10 6 ronuaa, ACTB ren no 26 roguna, a GPD1 ren no 30 roauna
apxuBHpama napapuHCKUX 0JI0KOBA TKUBA.

Ha ocHOBY oOBako cyMmMHpaHHX pe3yJiTaTa H3BEIEHH Cy OIIITH 3aKJbydulld. 3a
(buKcHpame 3IpaBUX TKUBA U3Y3€TUX HAKOH CYJICKOMEAWIIMHCKUX O0IyKIHja HajOooIke je
kopuctutu 10% mydepusoBanu GopmanuH, a AyxuHa (puUKcupama Moxe Outu oa 72h
(xanma je moryhe ammmudukoBaru ¢pparmente ayxunae u 10 400 bp) mo 14 nana (xana je
Moryhe ammnudukoBatu (parmente nyxkune 1o 260 bp). 3a uzonoame JJHK Tpeba
kopuctutu PCI merony. Maxko je u3 ¢pukcupaHor TKUBa jeTpe n100ujeH HajO0ospH IpUHOC,
unterpurer JIHK je Haj6osbe ouyBaH y (uKCHpaHOM TKUBY cpua M Mosra. I[Ipuwinkom
npaBJbeha MapaUHCKUX Kalyla TKUBA 3a apXHBY, TpeOa KOPUCTHTHU TIpEe CBETa TKHBA
cpua u Mmo3ra. Kama cy c¢ukcupana Ha oaroBapajyhm HauuH, yucTOha, NMPUHOC U
naterpurer wmoiaekyna JIHK y OBMM yKkamymb€HMM TKMBHMA Cy IIOTOJHM 34
MOJIEKYJIapHO OMOJIOIIKe aHaiIu3e U HakoH 30 rofuHa apXuBHpama.
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/. CKPAREHHUIIE



A - aleHUH

ACTB - engl. B actin, npesoo: B aktuun

bp - engl. base pair, npesoo: 6a3uu nap

C - uuTo3uH

DHAP - engl. dihydroxyacetone phosphate, npesoo: nuxuapoxcuaiieTon gpocdat
JHK - 1e30KkcuprOOHYKIEHHCKA KUCETUHA

EDTA - engl. Ethylene-Diamine-Tetraacetic Acid, npesood: eTuiieH-1uaMuH-TeTpacupheTHa
KHCCIIMHa

EtBr - eruaujym-6pomu
FTA - engl. Flinder Technology Associates
G - ryanuH

GPD1 - engl. Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1, npesoo: riumtepoin-3-pocdar-
nexuaporenasa I

H&E — engl. Hematoxylin and Eosin staining, npegod: 60jeme XeMaTOKCUINHOM M €03UHOM
HGP — engl. Human Genome Project, npesoo: Ilpojekat xymaHor reHoma

HV1 - xunepBapujabuaHu peruox 1

HV2 - xunepBapujabuiHu peruoH 2

NADH - engl. Nicotine Adenine Dinucleoti, npesoo: HukoTuHamua afieHuH THHYKICOTH T
NGS - engl. Next Generation Sequencing, npesod: CekBeHaTOpH HOBE TeHEpaIlnje

OD - engl. Optical Density, npesoo: onTuuka jeauHuIa

PCI - engl. Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol, npesoo: dbenon-xnopodopm-uzoamun
AJIKOXO0JI

PCR - engl. Polymerase Chain Reaction, npesoo: nandana peakiiyja mojumepase
PHK - pubonykienHcka KuceauHa
PHKas3e A - pubonykieasza A

pPHK - pu6o3omanna PHK
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RFLP - engl. Restriction Fragment Length Polymorphism, npesoo: nonumopduzam nyxute
PECTPUKIIMOHUX (pparMeHaTa

RPL4 - engl. Ribosomal Protein L4, npesoo: pubozomanuu nporeun J14
S.D. - crannapanHa neBujamyja

SDS - connjym-noaenmi-cyndar

SNP - engl. Single Nucleotide Polymorphisms, npesoo: Taukactu nmonmumopduzam
SPSS - engl. Statistical Package for the Social Sciences

STR - engl. Short Tandem Repeats, npesod: kpaTku y3aCTOIHH TOHOBIIH
S.V. - cpenma BpeaHoCT

T - TuMuH

TBE — TRIS-borate-EDTA nydep

TE — TRIS-EDTA nydep

TNS — TE-NaCl-SD nydep

TPHK - Tpancnopraa PHK

UV - engl. Ultraviolet Light, npesoo: ynrpasbydondacra CBETIOCT

VNTR - engl. Variable Number of Tandem Repeats, npesood: y3acTomH# MOHOBIH
MIPOMEHJBMBOT Opoja
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BUOI'PA®UIA

Hp Karapuna Buromesuh je pohena 9.03.1983. rogune y Yauky. OcHoBHY mikony “CBeTH
CaBa” je moxahama y barounnu, a cpemme oOpasoBame IIpBy KparyjeBauky rmMHasujy y
Kparyjesiy. 2002. rogune ynucana je Menuuuacku daxynrer, YHuBep3uteta y Kparyjesiy
koju je 3aBprmia 2009. ronuHe ca mpocedyHoM orieHoM 9,35. JIoKTOpCcke akaJeMCKe CTyIuje
yrnucana je Ha DakynaTery MEIUWIIMHCKHX Hayka YHuBep3urera y KparyjeBiy mikosicke
2010/2011. roauue u300pHO mMojapydYje XymaHa pemnpoaykiuja u passoj. Onx jyna 2013.
ronuHe a0 janyapa 2014. rogumHe BojoHTHpaia je y CiykOW 3a CyACKY MEIUIUHY H
tokcukonorujy KL, KparyjeBan. On janyapa 2014. rogune je 3amonubeHa Ha DakynTeTy
MEIMIIMHCKUX Hayka YHuBep3utera y KparyjeBily, kao capanHuk y HactaBu Ha Karenpu 3a
Anaromujy u cyacky meaununy. On jyna 2020. ronuHe je y 3Bamy acucteHTa Ha Katenpu 3a
Cyncky MenuiuHy. 3Bame CICHHjaHCTe CYICKe MenuiuHe je crekiaa Ha Dakynrery
MEIMIIMHCKUX Hayka, YHuBep3urera y Kparyjesity 2019. ronune.

VYdecTBOBaja je Ha JyHUOP IMPOJEKTY ,,YTulaj opManrHa U napapuHCKOr 0J0Ka Ha CTENeH
¢parmentanuje monekyna JHK y TkuBuMa jerpe, cprma M Mo3ra H3Y3€THX HPHUIHKOM
u3BOhema CyACKOMEIMIMHCKMX o0aykuuja“ ¢uunancupaHor oxa crpaHe Pakynrera
MEIMIMHCKUX Hayka YHuBep3utera y Kparyjesiry.
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Ooépazay 1

H3JABA AYTOPA O OPUTHHA/IHOCTH JOKTOPCKE JHCEPTALIHJE

Ja, Karapuna M. Butoniesuh . M3jaBJbyjeM Jia JOKTOpCKa

;[HcepTaqua noa HacJIOBOM:

Vrunaj Gopmanuya u napabuackor 010ka ga dparMertanu]y mosekyia JJHK
y XyMaHUM TKHBHAMA U3Y3€THX IIPUINKOM H3BOhema Cy ACKOMEIUIMHCKUX

obaykuuja

Koja je ogOpameHa Ha DakynTeTy MEMUMHCKHIX HayKa

YuupepsuteTa y Kparyjepily npeicTaBiba OpueHHAIHO aymopcKo 0eno HacTajlo Kao pe3yaTar

CONCMBEHOZ UCMPANCUBAUKOZ pa()a.

Osom H3zjasom maxohe nomephyjem:

® Ja caM jeOuHu aymop HaBeAEeHE JOKTOPCKE AUCepTanuje,
® a y HaBEJEHO] JJOKTOPCKOj AUCEPTALUJH HUCAM UIBPUILO/NA NOGpedy ayTOPCKOT HUTH
JpYTOT IIpaBa UHTENEKTYalHe CBOjHHE APYTUX JIHLA,

® Jla yMHOXKEHH IIPUMEpPAK JOKTOPCKE JUcepTalllje Y LUTAMIIAHO] M eIeKTPOHCKOj hopMu
y 4MjeM ce MpUJIOTY Haiaszu oBa M3jaBa caipu JOKTOPCKY AMCEpTauMjy UCTOBETHY
onbpameHOj JOKTOPCKO] MUCEPTALH]jH.

VY Kparyjesuy , 18.3.2021. roaune,

o) p
- ,‘1,;7 g / '//“"
vl = e el (LA

MOTIIMC ayTopa




Oopasay 2

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIIIRABAB Y JJOKTOPCKE ITHCEPTALIHJE

Ja,  Karapuna M. Burowesuh

/ JI03BOJHABAM

HE JO3BOJbaBaM

Vuuep3uteTckoj bubnuorenn y KparyjeBuy Aa Ha4YMHM ABa TpajHa YMHOXEHa NpUMeEpKa y

eIeKTPOHCKO] POPMHU TOKTOPCKE AUCEpPTALje MO HACIOBOM:

Yruuaj GopmanuHa u napaduHckor 670ka Ha ¢pparmMenTanyjy monekyna JJHK
y XyMaHUM TKUBHMa HU3y3eTHX MPUIMKOM U3BOhema CyICKOMEUIMHCKIX
o0 Iy KilHja

KOja je omOpameHa Ha DakyNnTeTy MeAMIMHCKUX HaykKa

Yuusepsuteta y Kparyjesily, U To y UeNHMHHU, KaO U a MO jeJlaH MPUMEPAK TaKO YMHOXKEHE
IOKTOpPCKE JycepTaluje yY4YMHM TPAjHO JOCTYIHUM JaBHOCTH IYTEM JUTHTAIHOT
penozuTopujymMa YHuBep3urera y KparyjeBuy U LEHTPanHOT perno3suTopHjyMa HaJIeXKHOT
MMHHCTapCTBa, TAKO Aa NPUIAJHILHN jJABHOCTH MOTY HAaUMHMTH TpajHe YMHOXKEHE [PUMepKe

y €lNeKTPOHCKOj GOpMM HaBedeHe NOKTOPCKE AUCEPTaLUje MYTEM Apey3umMarsd.

Osowm M3jaBom Takolje

/ J103BOJbaBaM

He J03BOJhaBam’

! Vkonuko ayTop uzabepe 1a He I03BOJIM MPUNAAHMIMMA jJABHOCTH [Ja TaKo JOCTYTHY BOKTOPCKY IMCEPTALH]y
KOPHCTE II0]1 YCI0BUMa YTEpheHuM jeaHoM on Creative Comnions TMUEHIH, TO HE HCKIBYUYj€ IPABO NpHIIaJHUKA
JABHOCTH 1a HABeIeHY NOKTOPCKY JuCepTallljy KOpUCTe y CKamy ca oapeadama 3aKoHa 0 ayTOPCKOM 1 CPOIHIM
HpaBuMa.



NpUNaZHUIMMa JaBHOCTH [1a TAKO HOCTYNHY AOKTOPCKY AUCEPTALMjy KOPUCTE NOJ YCIOBUMA

yTBpheHuM jenHoM oA cnenehux Creative Commons TULECHLHU:

1) AyropcTBo

2) AYyTOpCTBO ~ ACJIUTH MOJ UCTUM YCIIOBUMA

3) AyropcTBo - 63 npepana

4) AyTOpcTBO - HEKOMEPLIMjaJTHO

5) AyTOpPCTBO - HEKOMEPLHjaIHO - ACAUTH N0 UCTUM YCIOBUMA

%)Ayropcnso - HeKOMepLujalHo - 6e3 npepasa’

U

vV Kparyjesuy , 183.2021. ropumne,

)

NOTIMC ayTopa

2 MoauMoO ayTope Koju ¢y u3abpail Aa MO3BOJIE NMPUMagHULMMAa jABHOCTH [a TaKO HOCTYMHY IOKTOPCKY
JUCEepTaLKjy KOpPUCTe Nox ycaoBuMa yrephenum jenHoM of Creative Commons TNLEHUY 14 3a0KPYKE jeHy O
nonyhenux muueHuy. Jleta/ban cafpiKaj HaBeACHMX JTULEHLH NOCTyNaH je Ha: http://creativecommons.org.rs/


http://creativecommons.org.rs/

