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AHanmnsa npounssoga

« @apmaueytckMu Npou3BOAU MOANEXY PUrOPO3HMM KOHTposramMa
KBanuteta Kako 6um ce yTBpOMNO Oa 5nu HUxoBe o0cobuHe
ogrosapajy  npetxogHo  geduHucaHuMm  cheuundukauujama.
Mehytum, aHanuTuykM TecToBM 3a OuodbapmaueytTuke cy
OOMMHWMjU 1 KOMNNEKCHUjU Y OOHOCY Ha TEeCTOBEe Koju ce Kopucrte
3a KOHBEHLMOHanHe nekose Ao0OWjeHe OpraHCKUM CUHTe3ama, jep
Cy CTPYKTYPHO CITOXEHMWjU WU BONYMUHO3HWJU MONEKYNN Koju ce
npoussode Yy OWONOLWKMM cucTeMuMma, nNa je U puUsnK of
noTeHumjanHe KOHTaMmuHauumje Behu. TectoBM 3a
brnodrapmalieyTnke nogpasymeBajy:

1. aHanu3dy akTuBHe CyncrtaHue (MgeHTudukauuja wu
KOHLIeHTpauwmja)

2. TecTupahe NOTEHTHOCTU (edOMKACHOCT feka) u

3. ucnuTnBawe  Oe3begHoCTM  (MPUCYCTBO  Pa3NUYUTUX
NoTeHUWjarnHoO KOHTaMUHUpPajyhmnx cynctaHum - Heumctoha).



TecToBM 3a oapehnBarte NOTEHTHOCTU NPON3BOAaA

« buodapmaueytnum mopajy 3agoBOSbUTU cneumdukalnjy Koja ce
OLHOCK Ha NOTEHTHOCT puHanHor npoussoga Koja ce m3paxkaea
KPO3 jedauHULY aKTMBHOCTM Mo Ooumum npomssoda/Tepanujckoj
gosn/munurpamy npoussogda. bpojHM npuctynnu ce kKopucte 3a
ogpehuBare MNOTEHTHOCTM NpPOM3BO4A M CBakM OO HWUX MMa
ogpeheHe npegHOCTN U HeagocTaTKe.



buoeceju

 buoeceju npencrtaerbajy HajpeneBaHTUje TecTOBE 3a MNpPOLEHY
NOTEHTHOCTW, jep AUPEKTHO Trpouewyjy OMONOLLIKY aKTUBHOCT
bnodapmaueyTtmnka. buoeceju nogpasymeBajy MNPUMEHY TayHO
oapeheHe KonnynHe cynctaHue Ha OMONOLLKM CUCTEM 3a KOju ce
3Ha Oa he Ha HEeKN HauYMH OAroBOPUTM Ha NPUMEHEHY CYMCTaHLYy.
OpgroBop OMOMOLWIKOr CUCTEMA CE€ MEPU  KBaAHTUTATUBHO,
omoryhaBajyhu KBaHTUMKaLUujy aKTUBHOCTU TecTupaHe
cyncTtaHue. Yammajyhn y ob3vp ga cy KomnapaTtuBHe npupoae,
3axTeBajy napanenHe TecToBe 3a CTaHfapae, ca Kojuma ce
y3opak nopeoun. MHTepHauuoHanHo npuxsaheHn cTaHgapau 3a
BehuHy Owunodapmaueytuka Ccy [OOCTynHWM Yy ogrosapajyhum
dapmakonejama n gokymeHtuma C30.



buoeceju 3a pakTope pacrta

« Kog oBe metoge MHKybupa ce ucnntMBaHM dpakTop pacTta ca
Kyntypama henuja oceT/bMBMM Ha Taj @akTtop pacta WU
paguoakTUBHO oObenexeHnMm  HyKNneoTUAaHMM  MpeKkypcopuma.
TokoM KynTuBauwuje, ycnen Aejcrtea UcCnMtuBaHoOr doaktopa pacta
hennje  kopucte pagnoakTMBHO oObenexeHe  HykneoTuaHe
npekypcope u yrpahyjy ux y ceojy OHK. HakoH ogrosapajyher
BPEMEHCKOI rnepuvoga MeEpU Ce HMBO pPaguoakTUBHOCTM, Koja
notuye o paanoaktTuBHo obenexeHe LOHK wuHkoprnopupaHe y
hennje, a pobunjeHa BpeOHOCT npeacTaBrba Mepy 6buornoulke
aKTUBHOCTWN UcnnTmBaHor paktopa pacra.



buoecej 3a eputponoeTuH

 Kog oBe metoge ysopak koju cagpxum EPO ce annukyje muwy
3ajedHo ca paguoakTMBHUM n3oTonom reoxha 57 (°’Fe).

 HakoH ogroesapajyher BpeMeHCKOr nepuoga npatm Ce HUBO
yrpagwe °’Fe y nponudepuwiyhe eputpouute MepeHeM
PagNOaKTUBHOCTMW.

 UlITo je BuWe cTuUMynucaHa nponudepaunja eputpouunTta
aenoBawkeM eputponoetnHa, Beha konuumHa reoxha he Outu
nckopuwheHa 3a CMHTE3y XeMornobunHa.



buoeceju 3a MHTepdepoHe

« brnoecejn 3a nMHTepdepoHe noapasymMeBajy ynotpeby Bupyca 3a
MepeHe aKTUBHOCTU UHTepdepoHa. [1oCToju HEKONMKO TecToBa
KOju Ce KOopucte y Ty CBpXy, a Hajdewhe ce KoOpuCTU TecCT
NHXMOUUMje uuTonaTcKor edekta Koju ce 3acHMBa Ha
CnocobHOCTU WHTepdepoHa Oa Y4nHe aHumanHe henuje
PE3NCTEHTHMM Ha BUpPYCE.

« Haume, npenapat wWHTepdepoHa ce WHKYOupa ca hennjama
CEH3UTUBHMM Ha ogpeheHn BUpPYC, a HAKOH Tora ce CMelmn goaaje
XelrbeHu BUpPYC. [MpoueHar npexuesenux  henuja je
nponopuMoHanaH KoHUeHTpaunju uHTepdepoHa MPUCYTHUX Y
ecejy. XXuse henuje nmajy cnocobHocT ga Besyjy Heke 6oje (Hnp.
HeyTpanHO UpBeHa) na ce jeQHOCTaBHO  UOEHTUPUKYjY
cnektpodgotomeTpujcku. OBUM TeCTOM Ce MOXe UCnUTUBaTu
BENUKN 6OpoOj Yy3opaka WCTOBPEMEHO, jep Cce cnpoBoan Yy
MWUKPOTUTap nrodyama.



HenocTtauun brnoeceja

* Nlako buoeceju OUPEKTHO KBAHTUAUKYjy MOTEHTHOCT (aKTMBHOCT)
npons3soaa, OHM UMmajy u bpojHe HedoCTaTKe:

— HEeJOBOSbHO MpeunsHn — OMOSIOWKN CUCTEMU Cy BeoMa
KOMMJIEKCHW, Ma Ha pesynrarte yTudy pasnuuauntm aktopu,
nonyt Metabonuykor crtaryca henuje, CYOKIUHMYKeE
NHGeKuMje (ako je y nuTawy XMBOTUH-A), HMBO CTpeca
n3asBaH pyKkoBak-eM U OPYro;

— ayro Bpeme wusBohewa — 3a ussohewe BehnHe 6uoeceja
noTpebHM Cy OJaHW, a Yy HEKMM CryyajeBuMa U Hegerbe, WTOo
PYTUHCKY yrnoTpedby ©Owuoeceja YUYMHM KOMMIIMKOBAHOM U
HenpakTM4HOM 3a ogpehuBawe MNOTEHTHOCTM Koo ©Op3e
KOHTpOsie KBanuTteTa ToOkoM downstream npoueca;

— eKOHOMCKa McnnaTMBoCcT — BehnHa cuctema Koju ce Kopucre
3a buoeceje, HAPOUNTO KUBOTUHE, CY CKYMN.



IMyHoeceju

« 300r nOMeHyTMX HegocTataka 6Owuoeceja WUCTpaXmBaHU Cy
anTepHaTUBHN TECTOBU N HEKWN O[] X CE KOPUCTE YMECTO, a HEKU
3ajegHo ca buoecejuma. Hajuyewhe npumewmBaHn antepHaTUBHU
TECTOBM CY WMYHOECejn KOjU KOPWUCTE MOHOKIIOHCKa Wnu
NOSMINKMOHCKA aHTUuTena 3a [geTekuumjy W KBaHTUduKauujy
npounssoda. CneundUYHOCT aHTUreH-aHTUTENO WHTepakuuvje je
nckopuwheHa 3a gertekuvjy M KBaHTUUKauWjy Benukor Opoja
aHTUreHa, ykroyyyjyhun tepanmjcke npotemHe. OBa cneunduyHoCT
00e30behyje npeumsHOCT eceja, a y nopehewy ca buoecejuma,
cnpoBofe ce Opxe (TOKOM HEKONnMKO MWHyTa/caTtin), OUHaAHCU|CKU
Cy ucnnatmeuju W jeOgHOCTaBHUjM 3a u3Bohewe. [naBHU
HegocCcTatak MMyHOeceja je LWTO Huje 3arapaHToBaHO pfa je
MMYHOJSTOLLKA aKTUBHOCT Y OUPEKTHOj Kopenauuju ca OMOnOLLKOM.



IMyHoeceju

- PenaTvBHO Mane moaudviKauuvje NpoTEMHCKOr NpousBoaa yTudy Ha
OVOnOoLLIKY aKTUBHOCT, AOK je HUXO0B YTULAj Ha CNOCOOHOCT BesnBama
3a aHTUTENoO y WMYHoecejy HesHaTaH. [akne, mako uMyHoeceju
npeactaerbajy norogaH TecT 3a npahewe npou3Boga  TOKOM
downstream npoueca, 3a (WHanHMW MpoM3BOL j€ HEeONXoAHO
cnpoBohewe buoeceja, Kako 61 ce NPoOBeEpPUNO ada Nu je NOTEHTHOCT
domHanHor npoussoga ycarmnaiwleHa ca creymdukaunjom.

« Kop oBMX TecToBa cyncTaHLa o MHTepeca ce KOPUCTU Kao aHTUTEH U
VHJEKTYje Yy XMBOTUHY Kako O mn3asBana cTBapawe aHTuTena.
CxofHO TOMe [a aHTWTena Hemajy COMCTBEeHe KapaKTepuCTUKe Koje
6u omoryhune ANpeKTHY AeTekuujy y UMyHoecejuma, HeonxodHa je
yrpagka Mapkepa  Koju  onakwasajy  6p3y  AeTekuujyy  u
KBaHTU(UKALUKN)y aHTUreH-aHTUTEeNno Be3uBawa. [IpBo cy ce
KopucTunu paanonmyHoeceju (RIA) Koju cy KOpUCTUNM paanoakTUBHe
Mapkepe, a NOTOM CYy pasBujeHu eH3mmckn mmyHoeceju (EIA), koju
Kao MapKepe KopuUcTe eH3nme.



IMyHoeceju

 [laHac nocToje 1 eceju KOju KOpUCTe anTepHaTUBHE MapKepe, Kao
LUTO CY doryOpPECLUEHTHN NN XEMUITYMUHUCLIEHTHN MapKepu.

* [1peaHOCTN EH3UMCKNX UMYHOECEja:

— BNCOKaAa CI'IeLI,l/ICbVI‘—IHOCT U aq)VIHI/ITeT 3a aHTUreH-aHTuTeEs1o
BE3NBaAH-€,

— Katanutuyka akTUBHOCT e€eH3MMa orakwaBa o4vnTaBahe
CUrHana n kUXoBY jeAHOCTaBHY AEeTeKUU)Y U KBaHTUUKaUW]y;

— aHTUTeNna Cy Be3aHa 3a YyHyTpawwn 3ug  OyHapuuha
MUKPOTUTAP nrioya, Koje Mer-ajy mare ernpyBserTe.

« HakoH oTkpuha, npe oko 60 roguHa, Ou3ajHMpaHe Cy MHOre
BapujaLnje OCHOBHOI KOHLIEeNTa eH3UMCKUX UMyHoeceja. TpeHYyTHO
Hajyewhe kopuwheHn EIA cuctem je ELISA (og eHrn. The
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).



ELISA

« ELISA je paHac wWMPOKO pacrnpocTpakeHa MeToda Koja ce
KOPUCTU U Y OnjarHOCTUUM U Y Hayuwn. [NpeancrtaBrba bmoxemmjcky
MeTody Koja Cce Kopuctm 3a ogpehumBawe npucyctea WU
KBaHTUdMKauujy ogpeheHor mapkepa/Tepanujckor npoTteuHa Yy
y3o0pky. [lpeoHoCTM oOBe MeTode Cy BMCOKaA CENEeKTUBHOCT W
OCET/bMBOCT, Kao U MOryhHocT pgeTtekuuje BpSfi0  HUCKUX
KOHLEHTpauuja Mornekyna y y3opky. Y OCHOBW OBe METOoAe MNOoCToje
OBa Tuna peakuuje, UMYHONOLLKA - aHTUreH-aHTUTENO peakuumja
KOja HMje BuaSbMBa U eH3MMCKa — eH3UM-CyncTpaT peakuuja Koja
je Buarbmea. 3axBarbyjyhm npomeHn 60je TOKOM eH3MM-cyncTpar
peakunje omoryheHo je ChneKkTPoPOTOMETPUJCKO  MEPEH-E
arncopbaHue W UVHOUPEKTHO ogpehmBawe  KOHUEHTpauwuje
Mornekyrna y y3opky. [loctoje Tpu ocHoBHa Tuna ELISA TexHuke:
OVPEKTHN, MHOMPEKTHM U sandwich. OBa TexHMKa ce CrnpoBoau
Kopuwherwem MUkpoTutap nnoda (96 byHapynha).



OupektHa ELISA meToaa

* Y anpekTtHoj ELISA metogun, aHTUreH unmn ysopak ce nmobunuue
MacuBHOM afcopruujoM AOUPEKTHO Yy OyHapuunhe MuUKpoTuTap
nsioye, a NOTOM ce AoAaje KOHYroBaHO AETEKLMOHO aHTUTESO Koje
ce Be3yje 3a UWIbHU NpoTenH y nnoyn. HakoH nHkybauwnje, cneam
Mcnupare Kako bu ce YKIMOHUINW HEBE3aHWN aHTUTeHN 1 aHTuTena
n3 meanjyma. [lotom ce gogaje XpomMoreHu cyncrtpart (Hajqemhe
TMB - TpumeTtunbeH3nanH), crtBapajyhm curHan Koju je
nponopumoHarnaH KONMYnHM UCMMTUBAHOI NPOTENHA Y Y30PKY.



NHpmnpektHa ELISA meToaa

 MuomnpektHmn tnn ELISA meToge ce Tako HasmBa jep OHO LUTO
oapehyje n nsgBaja aHTUreH (Tepanujckn NPOTENH) HUje NpUMapHoO
aHTuTeno, Beh cekyHOoapHO aHTUTeno. Y OBOj MeToau, ce Tako
y3opak (aHTUreH) nacmBHOM agcopnumjom umobunuwie vy
byHapunhe, a NnOTOM ce Aoadaje NpUMapHO aHTUTESNO U nrioda ce
NHKyoupa. Tokom oBe WHKybauuje, dopmupa ce KOMMSieKc
aHTUreH-aHTuTeno. [Ja 6m oBaj KOMNIEKC aHTUreH-aHTUTeENno 6mo
BUO/bMB [0Oaje Ce CeKyHOapHO aHTUTENo Koje je O3HayeHo
€H3MMOM W Koje npenosHaje npumapHoO aHTUTEsNo y y30pKy. [loTom
ce gofaje cyrncrtpaT eH3uma, npu Yemy gonasm 0o npomeHe 6oje,
Ha OCHOBY KOje Cce  crnekTpodoToMeTpujcku  oapenyje
KOHUEHTpaLumja UCNUTUBAHOTI TepanujcKor NpoTenHa y y30pKyY.



CeHaBud ELISA meTona

« Kog ceHgsny TtmMna ELISA metoge (npoteuH o mHTepeca ce
Hanasn wusMeh)ly AgBa aHTUTena, na oTyga HasuB CeHOBWUY)
byHapunhn cy obrioxeHu capture aHTUTENOM, a NOTOM ce adodaje
y3opak Koju he ce Besatu 3a aHTUTENO TOKOM MHKybauuje.HakoH
Tora OyHapuuhu ce ucnvpajy Kako Ou ce YKNOHUNN HeBe3aHu
aHTUreHW. HakoH Tora gogaje ce aHTUTENO ObBeneXxeHo E€H3NMOM
cneundunyHMM 3a aHTUreH M ONeT ce crnpoBoau MHKybaumja, na
NOTOM UCNUPaHE. YKONUKO MMa aHTUIeHa y MeanjyMmy, OHU ce He
MOTY YKITOHUTU jep CY eH3MMCKU obernexeHa aHTuTena BesaHa 3a
bux. [la Ou ce Bu3yanusoBana akTUBHOCT eH3uma, nofaje ce
€H3VMCKW CynCcTpar, a peakumja ce yo4asa npomeHom 6oje. [1a ou
cCe 3aycTaBuna aKTMBHOCT €H3MMa Jodaje Cce pacTBop 3a
3aycTtaBrbate peakuuje (Hajdewhe HCI). CnektpodoToMeTpujcKu
Ce MepU MHTeH3uTeT Ooje, a Ha OCHOBY CTaHOapAa KOHCTpyuLle U
KannbpaumoHa Kpuea n ogpehyje TayHa KOHUEeHTpauuje npoTenHa
O UHTepeca Yy Y30pKY.



NcnntuBarwe 6e36eqHocTu

 cnntnBawem npomssBoga Ha  MPUCYCTBO  MOTEHUWMjanHUX
HedncToha obe3belhyje ce curypHocCT npoussoda. Y noteHuujanHe
HedncTohe ybpajajy ce:
— BbakTepmnje — MoOry OoBecCTM OO0 OakTepujckKux uHdekuuja wu
cernce;
— BUPYCU — MOTY OOBECTU A0 TELWKMUX BUPYCHUX MHJOEKLUN)a;
— NUporeHe cyncraHue — AoBoAe A0 rpo3HuLe, Hekaa U CMpPTH;
— OHK — gogBoae oo myHcKor ogroeopa;
— NPOTENUHN — MUn3a3nBajy WMYHCKE peakuuje, HenoxerbHy
OBMOSOLLKY aKTUBHOCT.



Heunctohe npotenHcke npupoae



[leTekunja NpOTEUHCKMX HEYMUCTONA

« BehnHa  xpomatorpadpCckmx MeToga  CrpoBedeHUX  TOKOM
downstream npoueca mMma 3a UMb Oa O4BOjU NPOTEUMH Of
NHTepeca o oCcTanux NpoTemnHa.

O Benukor je 3Havaja pOa ce nNpoTeMHcKe HeducTtohe
NOEHTUMUKY]Y jep MaKo nojeauHU KOHTaMWMHaHTWU He nocenyjy
OMOSOLWKY aKTUBHOCT, ApYyrM Mory OumTun OMONOLLKN aKTUBHU WU
MMYHOreHn (HMp. npoTtea3e MOry usMeHUTW/ pgerpagupaTu
NpoM3BOL4 N CMawUTU OWUOMOLLKY aKTUBHOCT, OOK TOKCUMHW MOry
LUTETHO 4enoBaTu Ha NauujeHTa).



[leTekunja NpOTEUHCKMX HEYMUCTONA

[lpoTenHcke HedncTohe Boge NOPEKSIo U3:
« Ononowknx na3sopa (NpotenHun hennje gomahnHa),

* NpOTenHa Koju cy gopaTu TOKOM upstream/downstream npoueca,
HNP:
— perynaTtopHu MNpoTeMHU KOjU ce [oAajy 3a CTUMynucarme WU
KOHTpOsy pacTta henwja;

— eHOOoHyKIea3e Koje paasrpanyjy ocnoboheHy [OHK HakoH
pasaparwa henuja, Kog npeynmwhasarwka MWHTpPaUenynapHmMx
NpPOTENHA;

— NPOTEMHN KOjU Yy Manum KonudmHama Mory na pocnejy y
npounssod, MOonyT npoTeMHa Koju notudyy on ocobrba
(nmnnemeHtaunja GMP craHpapga cBoAM Ha MUHUMYM
OBakaB B KOHTaMuHauuje).



[leTekunja NpOTEUHCKMX HEYMUCTONA

* MPOTEMHA KOjU HaCTajy TOKOM npoueca npousBoaHe Kao
MoaundurkoBaHe oopme npotenHa o nHtepeca. OHe mory ouTwu:

— Ge3onacHe - HeMajy HMKakaB yTuLaj Ha NPOU3BOA;
— WHaKTUBHE - CMahbYjy MOTEHTHOCT NPOM3BOAa;

— aKTuUBHe - nmajy N3MeH-eHe dpapMakoKnHeTCKe
KapaKTepucTuke (Bpeme Tpajarba AejcTBa neka);

— UMYHOreHe - 4oBO4e OO0 MMYHCKUX peaKkuuja Kog nauujeHara,
anuv 3a henunjy y Kojoj ce Nnpon3Boae HUCY UMYHOreHe.



MeToae 3a aetekunjy NnpoTeENHCKUX HeymncToha

« 3a geTeKkuujy NpoTeEMHCKNUX HeuncToha un nposepy Ynctohe
domHanHor nponssoaa Kopucte ce crniegehe aHannTU4ke TEXHUKE:
— SDS nonunakpunamung ren enektpodopesa (SDS-PAGE),
— U30€eneKTPUYHO ooKycupame,
— KanunapHa enektpogopesa,
— TedHa Xxpomartorpadoumja Bucokunx nepdgopmarcu (HPLC):
« HPLC peBepsHe dhaze (RP-HPLC)
« ekckny3noHa HPLC xpomaTtorpadumja (SE-HPLC)
* JOHOM3MeHMBaYKa (KaTjoHcka n aHjoHcka) HPLC
XpomaTtorpaduja
— MaceHa crnekTpomMeTpuja,
— UMYHOEecCejU - UMYHOSOLLKN NPUCTYNK 3a AeTeKumjy Heumctoha.



SDS nonnakpunamug ren enekrtpodgopesa (SDS-PAGE)

« SDS-PAGE npegcrtaBrba Hajyewhe KopuwheHy aHanuTuyky
TEXHUKY 3a aHanuavpawe CcMmelle TnpoTeMHa W pgobujarbe
nHpopmauurja o ymctohn domHanHor npomnssoga. JegHoCcTaBHO ce
cnpoBoan n omoryhasa cenapaunjy Benukor 6poja nonunentuaa
Ha OCHOBY pasnuka y HWUXOBMM MOreKkyrnckmum macama. SDS-
PAGE TexHukom je moryhe getektoBaTu 1 BeoMa mare KonmdmHe
npotenHa (100 ng).

 [NpnHUMN TEXHUKE Ce 3acHMBaA Ha TOMeE [a Ce UCMUTMBAHU Y30pLn
(NpoTenHn) UHKYOupajy ca aHjoHckum pgeteprieHTom SDS (Na-
goneunn cyndar) y peaykumoHuUM ycrnosuma y unriby oopmmpamnsa
HeraTMBHO HaenekTpucaHmx komnrekca. KonnunHa SDS BesaHor
3a nMpoTeMH, a caMuM TUM W HaenekTpucakwe HacTanor
KOMMIeKca, je npornopuuoHanHa macu npotenHa (oko 1,4 g SDS
Be3yje ce 3a 1 g npoTteunHa).



SDS nonnakpunamug ren enekrtpodgopesa (SDS-PAGE)

* Y npucyctey SDS 1 peaykuunoHor areHca (B-mepkanToetaHon unm
antnotpenton (DTT)) packngajy ce WHTpa- U MHTepraH4yaHe
oucyndgugHe Bes3e 3HayajHe 3a NpaBUITHO CaBWjake NpPOTEnHa.
Packugawem OnmcynduaHux Be3a NPOTEUMHU ce AeHaTypuilly A0
npuMapHe CTPYyKType, Tj. NpeBode Y JIMHeapHe raHue ca
HEeraTUBHUM  HaesNieKTpucakeM  MPOMOPLUUNOHANHUM  OYXKUHU
nonMnenTuaHor naHua.

« 3a u3BOhewe OBe MeTode HeOonxooHo je Kopuwhewe ren
MaTpUKCa KOJU CNyXW Kao cuTo. Kao ren mMaTpuKC KOpUCTU ce
nonvakpunamug (NonUMep akpunaMmmgHux MoHomepa), BenuynHa
nopa 3aBucy of KoHUeHTpauuje akpunamupa. WTo je Beha
KOHUEHTpauuja akpunamuga, TO je Mawa BefmduHa nopa y ren
MaTpukcy. HakoH WToO ce y3opuu npotemHa crtaBe y byHapuunhe
HanpaBrbeHe y reny (OMNuUMOHO ce ca Y30pKOM y OyHapuuh Moxe
ctaBuTM K 00ja), KpO3 rens ce nponywTa cTpyja, cTBapajyhu
eNeKTPUYHO MNoJsbe.



SDS nonnakpunamug ren enekrtpodgopesa (SDS-PAGE)

 bp3anHa mwurpauuje nporemHa o KaTtode Ka aHoau 3aBucu o[
BENMYMHE NpoTenHa. HakoH 3aBplueHe enekTtpodopese (YKOSMKO
boja HMje gopaTta 3ajegHO ca Y30pKoM), ren ce Ooju Komasu
nnasom 6ojom (Coomassie blue) wnn cpebpom, paau
BU3yenunsaumje o4BOjeHUX NpoTenHa.

 HakoH Oojewa, nNpoTemHn he ce nojaBUTU Kao pasnuyunTe Tpake
yHyTap rena. [Jaroe ce 3a Kapakrtepusauujy kopuctu Western blot
aHanmusa, 3a Kojy je HeOonxo4Ho enymnpame NPpoTENHCKUX Tpaka U3
rera v NpeHoLwWeHe Ha HUTPOLLENYITO3HN punTep.

« duntep ca nNpoTeMHMMAa Cce WUcCnuTyje ynoTpebom aHTuTena
cneunduyHux 3a npouseod. BesnBawe aHTUTENA 3a ,HEe4YncTtohe”
yKasyje ga ce pagun o mogmudmkosaHMM doopmama npoTeunHa.



SDS nonnakpunamug ren enekrtpodgopesa (SDS-PAGE)

« AKO ce jepgaH OyHapuuh HanyHu cTaHgapaom (MellaBMHOM
NpoTENHA MO3HATUX MOJSIEKYIICKMX Maca) MOXe Ce KOHCTpyucaTu
cCTaHOapaHa KpuBa Ha OCHOBY [OYXWHE KpeTawa W MOJEKYIICKe
mace. OBa crTaHOapdHa KpvBa Ce  KOPUCTM  3a NPOLIEeHY
MOJEKYrcke mace npevnwheHor npoTenHa.

 Heunctohe npencraerbajy cBe Tpake, OCUM OHe KOja ce O4HOCU
Ha npousBod. Te Heunctohe mory 6UTUM HeEBe3aHe 3a MPou3BO4
UNM Nak Mory npeacraBfbatv MoaudpukosaHe doopmMe MpoTenHa
o4 MHTepeca (HNp. dbaprMeHTU HacTanu npoTeonn3om, gpyradumje
MUKo3nnNupaHe BapujaHTe nNpotenHa). Jarba aHanusa nacepckom
OEeH3NTOMETPUjOM omoryhasa KBaHTUMKALM]Y NPOTEUHA Y CBaKO]
Tpaun (TMmMe je omoryheHa kBaHTUdMKaUWja MNPOTEMHCKUX
HedncToha y npoussoay).



SDS nonnakpunamug ren enekrtpodgopesa (SDS-PAGE)

* Ynotpebom cpebpa nosehaBa ce CEH3UTMBHOCT OBe deTeKkuwuje
100 nyta n omoryhaBa ce 0ojewe Tpaka Koje cagpxe 1 ng
npoTenHa. Mehytum, NoLwTo ce cpebpo Be3yje
HECTEXMOMETPU|CKK, ynoTpeda [OeH3UToOMeTpuje Huje Mmoryha y
KBAHTUTATUBHE CBpPXE.

- JegaH og npobnema kog ynotpebe SDS-PAGE 3a aHanusy je wto
HeYncTohe koje MMajy WCTY MOMEKyricKy macy kao npous3Bof
OCTajy HeoTKpuBeHe, jep ce kpehy 3ajedHo ca npou3BoAoM. Y
Hajpehem Opojy cnydyajeBa oBaj npobnem ce npeBasunasu
ynotpebom ABoaAnMMEH3UOHANHe enektTpodopese, Koja omoryhaea
pasgBajakbe nNpoTeMHa Ha OCHOBY pasnuka Yy MOSEeKYSICKAM
KapakTepucTukama y ase aumeHsuje.

* Hajuewhe kopuwheHn meton noppasymeBa OfBajake MpoTeEMHa
Ha OCHOBY M30€ENEeKTPUYHOr hoKycMpara y NpBOj AMMEH3UU 1 Ha
OCHOBY BenWyMHe Yy OpYyroj AUMEH3UjK, LITO je (aBopu3oBaHO
npucycteom SDS.



N30enekTpu4yHO poKycupare

* I30enekTpnyHo oKycuparwe nogpasymeBa MnoctaBibake pH
rpagujeHTa AOyX enekTpodopeTcKkor (nonnakpunammagHor unm
araposHor) rena. pH rpagmjeHT ce nocTmxe Kononumepusaunjom
MaTpuKca nonvakpunamugHor refia ca ogrosapajyhum nydepuma
N Xemukanmjama Koje mmajy pKa BpeoHocTn pacrnopeheHe y
oncery pH BpeagHoctn og 3-10.

* [lpoTenHn n3 ys3opka he ce Kpetatun AOyX rena nog yrtuuajem
efieKTPUYHOr nosba (04 aHode Ka KaToaw) OOK He CTUrHY A0 Tayke
pH BpeOoHOCTM y reny Koja je uaeHtudHa pl Tor nportemHa. Ha T10j
Ta4ykn MNPOTEUH je HeyTpanHO HaenekTpucaH W npecrtaje na
MUrpupa, Tj. cmaTtpa ce ,,pokycupaHmm”.

* V30enekTpniHmmM poKkycuparem ce oaBajajy NpoTenHU Ha OCHOBY
pasfnvka y HaenekTpucawy, na ce y WMHOYCTPUjU OBa TexXHuKa
KOPWUCTM 3a NpoOBEPY XOMOreHOCTU NpousBoaa.



N30enekTpu4yHO poKycupare

« XOMOreHOCT je ageKkBaTHa YKOSIMKO ce Yy reny nojaBum camo jegHa
Tpaka Ha npegsuheHoj pl npotenHa. Kaga je npucytaH Behun 6poj
Tpaka MHTeprnpeTaumja pesysnrarta je Texa, HapoO4nTO YKOSUKO je
NPOTEUH [MNUKO3UNNPAH, jep [MNUKOMNPOTEUHU KOju Cce Marno

PasnuKyjy y norneny yrr.eHoXxuaparHor gena sapuvpajy y cagpxajy
CUjanuHcKe KncenunHe, WTo ytnye Ha pl BpegHocTw.

* VI30enekTpnyHo doKycupawe ce npumeryje u y aHanusu
ctrabunHoctn  OmodpbapmaueyTnka TOKOM  BpemMeHa. OBom
aHann3omMm MOry ce OeTeKToBaTu NPOMEHEe Y CTPYKTYPU Koje yTu4dy
Ha HaenekTpucawe npoTemHa W HacTajy HaKOH 3aBpLUEeHOr
npoueca npou3BogHe, Kao LWTO cy AdeamMupauuja wunuv Opyru
aerpagauuoHu npouecu.



KannnapHa enektpodopesa

 KannnapHa enektpogopesa uMa cCBe 3Ha4yajHUjy aHanuTuyky
YNnory y KOHTPONW kKeBanuteTa npoussoga. Kao v kog AOpyrux
dopmun enektpodopese, pasgBajakbe NpPOTEMHA Ce o4BWja Ha
OCHOBY pasnuunTte Op3nHEe KpeTawa NpOoTeMHa KpPo3 KanurapHy
ueB (npedHuk 20 - 50 um, gyxmHa oo 1 m) TOKOM MNpPUMEHE
eneKTPUYHOr NoJsba.

* [lInmeH3nje cuctema 3a KanunapHy enektpogopesy cy Behe y
OOHOCY Ha cuctemMe 3a ren enekrpodopesy LWTO 3HadajHo
nosehaBsa edumkacHoCT opBohewa Tonnote m3 cuctema. OBo
3ay3Bpatr omoryhaBa pag npu Behoj ryctmHu, wWTO YyOp3aBa
KpeTahe Kpo3 Kanunape.



KannnapHa enektpodopesa

* AHanusa ysopka KanunapHom enekTpogopesom CrnpoBoau ce 3a
15 - 30 MumHyTa, a Ha Kpajy KONOHe enympaHe Tpake ce
aytomatckn aetektyjy (UV OeTtektop) u KBaHTUMUKYjy. Bp3uHa,
CEH3NTUBHOCT, BMWCOK CTeneH aytomMaTtusauuje, MUHMUMasrHa
NOTpOWHA Yy30pka M MOryhHOCT KBaHTU(MKaUUje MNPOTEUHCKUX
Tpaka 4YMHe OBaj CUCTEM  wngeanHMM  3a  aHanusy
brnodapmaveyTuka.

 Hajuewhe ce y WHOYCTPUU KOPUCTE TPU pexmma KanunapHe
enekTpodopese:
— kKanunapHa SDS ren enektpodopesa (SDS-GCE),
— enekTpodopesa kannnapHe 3oHe (CZE) n
— KanunapHo nsonenekTpnyHo dgokycupame (clEF).
« OBe MeTode cCce PYTUHCKM KOPUCTE 3a MPOLEHY BennyuHe,

HaeJleKTpnucamka 1N XeTeporeHOCTU rn|/||<o3|/|nau,|/|je MOHOKJTOHCKUX
aHTuTena, ann n Apyrnx tepannjCknx rnpotenHa.



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

« HPLC je Beoma BakHa aHanuTu4ka MeToda 3a npoueHy Yucrtohe
dapmavueyTcknx npenapara mMasie MOSeKyrncke mace, Kao M 3a
MaKpOMOreKyrne Kao LUTo cy npotenHu. BehnHa xpomatorpadockmnx
MeToda Koje ce KOpUCTe 3a pasfBajare nporenHa yHKUNOHULLY
Ha HWUCKOM TMPUTUCKY (HNp. ren-guntpauuja, joOHOM3MeHMBaYKa
XpomaTtorpadwmja) ann ce Mory nogecutn n ga PyHKUMOHULWY Ha
BUCOKOM MPUTUCKY.

Y aHanu3n Ouodapmaueytuka ce kopucte crnegehu HPLC
XpomartorpadpCkm CUCTEMMU:
— peBep3Ha dasa (RP);
— eKCKINy3noHa xpomatorpaduja (SE);
— jOHOM3MeHnMBa4vKka Xxpomatorpadumja (y Mmar0oj mepn).



TeyHa xpomaTtorpaduja sncokux nepdopmaHcun (HPLC)

« Kao on-line petektopn Hajdyewhe ce kopucte UV MoHUTOpU Ha
TanacHoj] ayxuHu 220 - 280 nm, Koju ayTOMaTCKuU LOETEKTYjy U
KBAHTUQOUKY]y enynpaHe Tpake.

« HPLC uma 6pojHe npegHoCcTN:
— oasiM4Ha 6p3nHa ogBajarba (HEKONMKO MUHYTA MO Y30PKY);
— O4SINYHa pesonyLumja NMKoBa;

— BWCOK HMBO ayTtomatudaumje (ykrbydyjyhm un aHanusy
nogaraka);

— KOMepuujanHa AOOCTYMHOCT OpOojHUX  COMUCTULMPAHUX
cucrema.



HPLC peBepaHe dpaze (RP-HPLC)

« RP-HPLC pasgBaja npoteMHe Ha OCHOBY pasfinke Yy
XnapodOOHOCTU HKUXOBUX NOBPLUMHA.

RP-HPLC wn xpomatorpadpuja 3acHoBaHa Ha XnapogpobHuMM
NHTepaKkumjama cy ABe xpomaTtorpadcke TexHWKe Koje 3aBuce on
xnapodobHnx  mMHTEpakumja namehy craumoHapHe  dhase
NMNpEerHpade xmapodobHuM rpynama u xuapodobHux rpyna
buomorekyna.

[maBHa pasnuka namehy RP-HPLC u xpomatorpaduje 3acHoBaHe
Ha XMapodobHUM MHTEpaKUujama je y cTeneHy XuapodobHOCTU
KOjU Ce KOPUCTU Yy cBaKoj TexHuum, Tj. kogq RP-HPLC ce kopuctu
cTaumoHapHa asa ca xnagpodobHmjum rpynama, WTOo A4OBOAN OO0
OCTBapuBaHa jJaymx nHTepakuuja.



HPLC peBepaHe dpaze (RP-HPLC)

« Kog RP-HPLC craumoHapHa ha3sa je cadnteHa og xmapodobHux
nonMMmepa unu og Kyrnuvua cunuuujym guokcuaa npekpuBeHnx
aoyrum ankun nadguma  (Hnp. oktageuun (C18)), nok kon
XpomaTtorpaduje 3acHoBaHe Ha XxuMapodoOHMM UMHTepakuwnjama
cTauuoHapHy gasy YnH1 oeHnN UM oKTUI cedpapo3sa.

 RP-HPLC je aHanunTn4yka TexHuKa Koja edoukacHo pasaBaja Beoma
CINUYHE MONEKYNE KOoju ce Maro pasnukyjy y XxmapodobHoCTMW.
« OBOM METOOOM MOXE Ce AeTeKToBaTu:
— U3MeHa caMo jedHe aMWUHOKUCENWHE;

— YKnawawe jegHe aMUHOKMUCENuHe ca Kpaja nonunentugHor
naHua;
— deamMugaumja aMMHOKUCENuHa.



HPLC peBepaHe dpaze (RP-HPLC)

« OBaKkBM CUCTEMU Ce KOPUCTE Yy AeTeKuunju HedmncTtoha, Koje mory,
anv v He mopajy ouTn noBesaHe ca NPOTENHOM Of MHTepeca.

 Mlako ce RP-HPLC nokasana 3Ha4yajHOM Yy aHanuTU4Ke CBpXe,
PYTUHCKA rMpuMeHa OBe MeTode 3a aHanmay chneunduyHmnx
npoTenHa MOXe yCrneanTn TEK HAaKOH OMnceXXHe Banuaauuje, jep je
BeOMa arpecuBHa mMetoda. Hamme, nHTepakuuje npoTemHa ca jako
xunapodobHomMm cTauymMoHapHoOM da3oM Mory UpeBep3ndUIHO
geHaTtypucatn  npotenmHe  (HapoyuTo  Benuke, KOMIMJIEKCHe
NpoTENHE), LUTO Ce OETEeKTyje nojaBoM apTeduuunjanHmMx nmkosa
Ha xpomaTtorpamy.

 RP-HPLC ce kopuctu 3a aHanu3y UHCYNMHCKNX npenaparTa, jep ce
N3MEHEHN 00NULUN UHCYNNHA, KA0o U UHCYIUHCKM NONIMMEPN, Nako
pasgBajajy o4 HaTUBHOI MHCYNUHA.



ExkcknysnoHa HPLC xpomaTtorpaduja (SE-HPLC)

« SE-HPLC opgBaja npoteMHe Ha OCHOBY BenuunHe U obnuka. C
ob3vpom aa cy buodpapmaueyTmum BENUHCKK rnmodynapHy NpoTenHu
(chepHor obnuka), cenapauuvja ce odBuja Ha OCHOBY pasfnuka y
MOIEKYSICKOj Macu.

Hajuyewhe kopuwheHe ctaunoHapHe dase kog SE-HPLC cy Hocaum
Ha ©Oasu cunuumjum-guokcmaga W MonpevyHo Be3aHa araposa
neuHucaHe sennvnHe nopa. OBm cnuctemm ce Hajuelwhe Kopucre 3a
aHanusy npoms3Boga Ha npuCycTBO AguMmepa wunu arperata Behe
MOJIEKYSICKE Mace, Kao U NpoTeonuanpaHmnx obsmka.

Nopehewem ca cTanHgapaMma MNPeLM3HO Ce Ha OCHOBY pasnuka vy
MONIEKYNCKMM MacamMa uaeHTudpyje npoussBog U HedyucTtonhe.
Ynopehnearwem xpomartorpama npoussoda M3 pasnuuutux cepwuja,
Mory ce youmTu Bapujauuje nsmehy cepuja. OBa meToga ce 4ecTo
KOPUCTM 3a aHanuM3y MOHOKMOHCKMX aHTuTena, jep npyxa
nHcpopmaumje o arperatmuma U dparMeHTMmMa MOHOKITOHCKUX
aHTUTEena Koju cy NPUCYTHN Y Npon3Boay.



HPLC - JoHonamenmBadka xpomarorpadumja

« JoHOM3MeHwMBavka Xxpomartorpaduja (KaTjoHCKOr W  aHjOHCKOr
TMna) ce moxe crnposectn n'y HPLC cdopmarty, anm ce He Kopuctu
TaKo YeCTO Kao peBep3Ha M eKCKITy3noHa xpomarorpaduja.

« OBaj Tun xpomatorpadmje y HPLC dopmaty ce Hajuyewhe
KOPUCTW:
— 3a aHanusy He4yucTtoha KoOje HUCY AOMPEKTHO MnoBe3aHe ca
NpPOn3BOaAOM,;

— 3a p[eTtekuujy n KBaHTUPUKauM)y OgeamMmugoBaHUX opmu
npoTenHa.



MaceHa cnekTpomeTpuja

 MaceHa cnekTpomeTpuja ce y nocriege BpemMe O0CTa KOPUCTU

Kao0 aHanuTuyka TexHuka 30or BenuMke CrnocobHoCcTM 3a
KBAanMTaTUBHO W  KBAHTUTATUBHO nNpodunmcawe CroXeHUX
bunonowknx ysopaka (NpoTenmHa) Y3 BUCOKY OCETILMBOCT,
CENEKTUBHOCT M cneundUYHOCT.

e [lpyHUMN MaceHe CHNEeKTpOMETpMje je Oa ce aHanusnpaHu
MOJEKYI NnMpeBeae y jOHCKN 0bnnK (MONEKYISICKM jOH) KOju ce Aarbe
npesogu y cepujy pparmMeHTUCaHMX jOHa Koje ce pasBpcTaBajy Ha
OCHOBY BpeaHOCTM oOgHOoCa Mace W Haenektpucawa (m/z).
MoneKkyrncku joH je Hajuyelwhe No3nTUBHO HaenekTpucaH (jep my je
n30bnjeH jegaH enekTpoH) U yBeK ce pacrnaga Ha dparMeHTe Ha
MCTU HaUMH, TakO [da CBaKW MOMEKyn Mmma CBOj ,OTUCaK npcra“ y
BUAY MAceHOor crnekrpa.



MaceHa cnekTpomeTpuja

* Ynotpebom enekTpocnpej maceHe cnektpomeTtpuje moryhe je

oapeanTN MONEKYIICKY Macy MHOrMX npotenHa ca TadHoluhy of *
0,01%.

« MaceHa cnekTpomMeTpumja Ce PYTUHCKM KOPUCTU 3a MNpPOLEHY
muKo3unaunje M  Aapyrux nocTTpaHcnaunoHnx moaudukauuvja
NpoTenHa, Kao M peTekuujy aucynugHux Bes3a, WTO je YMHU
MeTogoM u3bopa 3a OeTekunjy U odBajakbe MoandukoBaHUX
doopmu npoTemnHa.

« Kopuwherwem oBe MeTode MOry ce OeTeKToBaTu U U34BOjUTU YakK
N MPOTEUHWN KOJUMa He[ocTaje jeaHa aMUHOKUCESTMHCKA CeKBeHLa.
Nako je oBO edmkacHa TexHuUKa, aHanu3a godujeHnx pesynTtarta
NoHEKag MoXe OUTW CnoXeHa, HNp. [MUKONPOTEMHU Aajy
KOMMNMEKCHe crnekTpe (300r wuUxXoBE MPUPOOHE XETEPOreHOCTH)
300r yera je TELWKO NHTepnpeTmpaTtn gobunjeHe pesynTrare.



MIMyHOecejn - UMYHOMOLLKM NPUCTYN

 BehuHa pekombuHaHTHUX OnoapmaueyTMka ce npous3Boan Yy
hennjckum nuHWjama MUKpoopraHu3ama WM cucapa, Tako Aa
rOTOBO CBe He4dYuctohe Koje HUCY [OUPEeKTHO MoBe3aHe ca
NPON3BOAOM MOTUYY N3 OpraHn3mMa y Kome ce NpoTenH NpPon3BOaM.
[lpoTenHn henuja gomahmHa Cy BMCOKO MMYHOreHu 3a rbyde U
3aT0 je OUTHO YKINOHUTU UX U3 OUHAINHOT Npon3Boaa.

* VIMyHOoeceju ce MOory KOpUCTUTU 3a OeTeKuujy U KBaHTUUKaLnjy
He4yncToha Koje HUcy cpogHe oMHanHoOM npoussony (MMyHoeceju
Ce He MOory KOpuctutu 3a ogpehuBake HMBOA MNPOTEUHCKUX
He4yncTtoha Koje Ccy CpoOHEe NPOU3BOAY, Jep aHTUTena 3a TakBe
He4yncTohe Mory nHTeparosatm u ca caMmum rnNpou3BoaOM).



MIMyHOecejn - UMYHOMOLLKM NPUCTYN

* Y 0BUM MMYHOECEjMa KOPUCTK Ce ,NPUCTYN NpasHor xoga“ (eHrn.
blank run approach). Kopucte ce ucte henuvje kao henuvje 3a
npounssoawy buodapmaueyTvka, a jeamHa pasnuvka je LITO OHe He
nocenyjy reHe Koju Kkoampajy npoteuH og nHtepeca. Ose ,npasHe”
npounssohadke henuvje ce NoTom noasprasajy upstream npouecy,
Kao 1 npoussonadke henuje.

 HakoH upstream npoueca cnpoBode ce cTaHgapaHu npouecu
npeynwhasawa npousBoga, anm camMo OO0 dase Koja je
HenocpeoHO npe 3aBpLUHUX Kopaka npeyuwhaBara, npu 4yemy
HacTajy OpojHM npoTeMHW Koju ce Mory Hahu y3 duHanHm
nponssod. OBM NPOTENHU Ce M30IYjy U KOPUCTe 3a UMYHM3auujy
XUBOTUH-A KOje CcTBapajy crneumdpunyHa nonmnknoHcka aHTuTena 3a
Te NpoTenHe.



MIMyHOecejn - UMYHOMOLLKM NPUCTYN

« OBako pobujeHa aHTUTENa ce npednwhasajy, a nNOTOM
nHKkopriopupajy y pagumoumyHoceje (RIA) wvnu  eH3uMmcke
nmyHoeceje (ELISA), koju ce mMory KOpuUCTUTU 3a UCMUTUBaHE
nponssoga. OBakBM CUCTEMM [ETEKTYjy Heductohe Koje cy
npucyTHe y nponssoay (y koHueHTpauuju og 1-100 mg/l), a notnyy
on henuje pomahuHa. ELISA ce cmaTpa 3natHum cTaHgapgom
Mehy metogama 3a AeTeKkuunjy NPOTEUHCKUX HeYyncToha nopeknom
o4 gomahuHa, anu ¢ gpyre cTpaHe HegocTatak oBe MeToae je WTo
He MOXe Oa npeno3Ha Heuynctohe msBaH oncera getekuunje ELISA
Knta. Takohe, mory ce pasBuUTM MMYHOECEjU KOju OETeKTyjy camo
jeoHy noTeHuujanHy Heductohy. OBM eceju cy cneunduyHu,
CEH3NTUBHU N Hajdyewhe OeTeKkTyjy UMIbHU aHTUreH, 4ak mako je
NPUCYTaH y Marnoj KONMMYMHN.



[luporeHe Heuyncrtohe



[TnporeHu

* [lnporeHn cy cyncrtaHue Koje Kaga ce Hahly y CUCTeMCKO]
LUMpKynaumju MHONPEKTHO YTUYY Ha NopacT TernecHe TemMmnepartype
Ny OBY pa3HONUKY rpyny cyncrtaHuu yopajajy ce:

— XEMWjCKWN areHcu;
— YeCTU4He maTepuje;

— eHOOTOKCUH (nunononucaxapug - LPS).

* [lpncyctBO nuporeHa Yy KPBOTOKY MOXe Wu3asBaTtn 030UrbHe
nocneguue no 3gpasibe. Hajuyewhe [eTekToBaHM NUPOreH je
€HOOTOKCMH,  Mnopeknom 13  [pam-HeratMBHux  OakTepwuja
(EKCNPEeCMOHN CUCTEMM) KOje Ha CBOjOj MOBPLUMHM cCaapXke 4Yak 3 -

munuoHa LPS wmonekyna. MexaHu3am KOjUM  MNUPOreHu
nosehasajy TenecHy TemnepaTypy je KOoMmmnsiekcaH U 3aBUCU 04
BpCTe nMNUporeHa, HMOp. VYyrasak €eHOOTOKCMHA Yy  KPBOTOK
NocpeacTsoM Makpodpara crtumynuuie npogykuumjyy IL-1  koju
|/|3a3|/|Ba)rp03HV|uy (ma oTyda vMa anTepHaTUBHW Ha3MB €HOOreHu
NUPOreH).



[TnporeHu

 [lnporeHu cy HajJyelwhe NpucyTHe He4uncTohe y
bnodapmaueytmumma, a edukacHa wumnnemeHtaumja GMP
omoryhaBa pOa ce pu3MK o MpucyctBa nuporeHa ceede Ha
MUHUMYM.

 KOHTamMuHauujy uHanHor npomssoga €HOOTOKCUHOM je TeLUKOo
KOHTponucaru jep:

— MHorn pekombuHaHTHM BuodrapmaueyTMum ce npoussoge Yy
[pam-HeratnBHMm b6aktepujama, Te je u cam gomahuH n3Bop
eHaooTokcuHa. OBe 6GakTepuje CeKpeTyjy €eHOOTOKCUH Y
Npou3Bo4, KOjJU Cce He Yyknawa dQunrpaunjom kKaga ce
yKnawajy baktepuje;

— EHOOTOKCUMH je TepmocTabunaH, na yKOSIMKO je npucyTaH Yy
Npon3BoAHOj onpemMn Hehe DUTK YHULLITEH ayTOKNaBUpaHEM.



MeToae 3a aetekuunjy nmporeHa

* [lnporeHn ce Mory geTtektoBaTtu y napeHTepanHum npenaparnma
B6pojHUM MeToLama, O KOjUX CYy Haj3HayajHuje:

— NUPOreHn TecT

— LAL TecT
— pekoMbunHaHTHM dpakTop C ecej



[TuporeHmn Tect

* [NuporeHn  TecTt nogpasymMeBa  NapeHTepariHy  MpuUMeHy
NCNUTMBAHOI Npou3Boga Koa rpyne 3apaBux KyHuha y3
KOHTUHYMpaHO npahewe pekTanHe TemnepaTtype. [lopact
Temneparype wu3HaL ofpeheHor HWBoOa o03HadaBa MPUCYCTBO
nuporeHa. EBponcka dapmakoneja nponucyje  NpuUMeHy
npou3soda Ko 3 KyHuha, a pesyntatu ce Tymade Ha cregehu
Ha4nH:

— Nponssog He cagpXm NUPoOreHe YKONuKo je 30bmpHM nopact
Temneparype ko cea Tpu kKyHunha < 1,15 °C.

— MNpounssog cagpXu NUPOreHe YKOMUKO je 36upHM nopacTt
Temnepartype > 2,65 °C.

— TeCT ce NoHaBIba Ha HapeOHO] cepuju XMUBOTUHA YKOSUKO je
Bpea4HOCT U3Mehy oBe ABe KpUTUYHE BPEOHOCTH.



[TuporeHmn Tect

* [lpegHOCT OBOr TecTa je WTO Ce HUMe OeTekyje Benuku Opoj
NMMPOreHnx CyncTaHuM, anu nopeg Tora uma wu ogpeheHe
HegocTaTKe:

— cKyn je (noTtpebHe cy XMBOTUHE, BUBaApPUjyMu, ocobrbe
00y4yeHo 3a paf ca X1UBOTUHaMa);

— JTAXXHO MO3UTUBHW pPEe3ynTaTtn Koju ce Mory gobutmn ycrnen
nowler pykoBawa KyHMNMMa WNM NPUCYCTBaA CYOKNUHUYKE
NHEeKUNje wunu reHepanHo nower 34paBCTBEHOr CTaka
XUBOTUHQ,

— BapujabunHu pesynrtatu ycrieq ynotpebe pasnuunTtux nerna
KyHUNha;

— NPUPOAHN NUPOTeHn oarosop - oapeheHn drnoapmaleyTuly
(HNp. UMTOKNHM Kao wTo je IL-1 n TNF) usasmBajy npupogHu
MMPOreHn OAroBop, LWTO oOrpaHuyaBa YynoTpeby KyHuha vy
TecTupary 0BMX NPON3BOAA.



LAL TecT

 HaBegeHn HepocTauu nuporeHor Tecta goBenu cy no yewhe
ynotpebe in vitro eceja, LAL Tecta (eHrn. - Limulus ameobocyte
lysate), Koju je komepunjanHo goctynaH og 70-nx roguHa npowunor
BEKa.

« CynctpaTt 3a mnssohewe LAL TecTta je nusar nobujeH npepagom
ameboumTta noTtkoBmyacTux kpaba (Limulus polyphemus L. w
Tachypleus tridentatus L).

« XemMmonumda oBMX BpPCTa MOPCKUX pakoBa cagpXXm camo jegHy
BpcTy henuja — amebounte, KoOju ce n3onyjy LueHTpudyrmpartem,
HaKOH Yera ce ucnupajy u nusunpajy, a godujeHn nmusat ce NPeHoCcu
y bounue 6e3 nmporeHa n garoe Kopmctu 3a notpede LAL TecTa.



LAL TecT

Kao ocHOB 3a wu3pagy oBe In Vvitro meTtode 3a AdeTekunjy
bakTepujckKux eHOOTOKCMHA MOCMyXuna je uJukbeHuua Aa
npoanparwe [pam-HeratMBHuUX  OakTepuja Yy  UMpPKynauujy
NoTKOBMYacTe Kpabe nsasmea MHTpaBacKyrnapHy koarynauujy.

EHOOTOKCUH aKkTMBMpa KoarynauuoHy Kackagy Ha CcnnyaH HauduH
Kao LUTO ce OHa (PoM3MOMOLLKKM oadBuja Koa cucapa. EHOOTOKCUMH
Y3pOKyje MnocTeneHy, CeKBeHUWjanHy aktmBauujy pasnnymtux
dakTopa koarynauuje (3umoreHn aktop C n dakrtop B) koju cy
NPUPOLHO NPUCYTHN Y ameboumTMa NnoTkoBMuYyacTe Kpabe.

[lpoTeonuUTUYKOM pasrpagwk-OM MnonuneTuga KoaryrnoreHa nopg
0€ejCTBOM aKTUBUpaHOr Koarynuuwyher eH3mMma HacTajy KoarysivH u
MaHU NeNTUOHU pparMeHTH.

KoarynuH parbe nonumMmepusyje (Ctyna Yy HeKOBalleHTHe
NHTepakumnje) popmmpajyhu ren T1j. yrpyLuak (gel clot).



LAL TecT

 YcroBn 3a wussBohewe LAL Tecta 3axrteBajy ontumanHy pH
BPEOHOCT, jJOHCKY jauyuHy, TemnepaTtypy W OyXuHy UHKybauuje, a
LAL TecT ce moxe nsBecTtu kopuwherwem 3 MeToae:

— MeTtopa dpopmupamna uBpctor koarynyma (gel clot metona),
— MeToga npomeHe 0oje cyncTpara (XpomoreHa metoaa),

— MeTona npoMeHe ONTUYKE YCTUHE cyncTtpata
(TypbnanmeTtpujcka metoaa).



LAL TecT

 Gel clot meToga, KOja ce 3acHMBa Ha Koarynauumju nusaTta
ameboumnTa y nNpucycTBy eHOOTOKCMHA, ce Hajyelwhe KOpuUCTM 3a
OeTekunjy eHOoToKcuHa y 6buodapmaueytmumma v Opyrnm
dapmavueyTckum npenaparuma, jep je oceTrbMBWja o4 NUPOreHor
TecTa.

« OBa MeToAda ce 3acHMBa Ha TOMe [a Kaja cy Yy WUCMUTUBAHOM
Y30pKY MNPUCYTHN OaKTepujckn eHOOTOKCUHU W3Hag oapeheHe
rpaHvue, gonasu Ao dopmupara Koaryrnyma M TecT ce cmatpa
MO3UTUBHUM.

« MeToga je kKBanUTaTMBHA U CEMUKBAHTUTATUBHA, @ U3BOAWN Ce Tako
LLITO Ce NpaBu cepunja aynno pasdnaxeHnx y3opka.



LAL TecT

 Kog xpomoreHe wmetode npuHumn LAL Tecta ce 3acHMBa Ha
Ao4aTKy Manor CMHTETCKOr nentuaa, OCeTIbMBOr Ha XMAOponusy y
npucyctey LAL koarynuwyher eHamma. OBaj CUHTETCKM nenTtug
cafpXun XpomMmoreHn mapkep (Hajuyewhe para-HutpoaHunuH, pNA)
KOjU Ce HaKOH aenoBaka Koarynuwyher eHsmma ocrnobaha y
pacTBop, WTO omMoryhasa cnekTpodOTOMETPU|CKY aHaNn3y y3opka
N NpeunsHnjy aetekumjy eHgoToKCuHa.

Y npucyctsy 6aKkTepujcKmx eHOOTOKCMHA Wu3Hag ogpeheHe
rpaHMLe Yy WCNUTMBAHOM Y30pKYy, Oonasn [Oo rnpomMmeHe 0oje
CyrncTpata, a MWHTEH3UTET npomMmeHe 60je cyncTtpata ce MOXe
KBaHTUJOUKOBATN CNEKTPOJPOTOMETPUJCKM HA TanacHO] OY>XXUHU o4
405 nm.



LAL TecT

 Kog T1ypbmnammeTtpujcke MeTode Yy npucyctBy OakTepujCKMX

eHOOTOKCUHaA n3Hag ofgpeheHe rpaHuue y UCnMTUBAHOM Y3OpPKY,
gonasnm 00 MNpoOMeHe OnTUYKe TyCTMHe cyncTtparta, Tj. A0
3amyhemsa.

 MeToda je KBaHTUTATUBHA, MHTEH3UTET 3amyhera je cpasmepaH
KOHUEHTpaunju npucyTHOr eHOOTOKCUMHA W KBaAHTUQUKYje ce
CNEeKTPOPOTOMETPU|CKN.




LAL TecT

« LAL TecT nma ogpeheHe npegHOCTM Y OQHOCY Ha NUPOreHun TecT:

— CEeH3UTUBHUNjU - [OeTeKTyje €eHOOTOKCUH Y KOHLUeHTpaunju
MaH-0j o4 nap pg;

— oMHaHCU|CKM ncnnaTuBUjU - He KOPUCTU XXUBOTUHE;

— BpXXn — y 3aBUCHOCTM 04, doopMaTa KOju ce KOPUCTKU, OBaj TECT
Tpaje 15 - 60 muHyTAa.

« Hegoctatak oOBOr TeCTa e CerleKTUBHOCT, jep AeTekTyje
NCKIbYYMBO E€HOOTOKCUH, ann He n octane nmporeHe. Mehytum 10
N HWje TaKo 3HadajaH npobnem y rpakcu, jep je €eHOOTOKCUH
3anpaBo ”  HajMewhm nmporeH y  BuodapmaueyTCKum
npounssoguma.



LAL TecT

 [lpe pyTnHCKEe YynoTpebe oOBOr TecTa 3a [deTekunjy wu
KBaHTU(PUKaLWjy eHOOTOKCUHA Y HEKOM Npou3Boady, HEONXO4HO je
Banuaupatn Tect. Banmpgaumjom ce gokasyje ga npowussog (Mnu
EeKCLUUMMjEHCU NPUCYTHU Y Npon3Boady) He omeTa OpaunHy/cTereH
dopmMmupara KpBHOr yrpywka (Tj. Aa HWUCY WHXMOUTOpU wUnu
akTMBaTopu eH3nma Koju ce kopucte y LAL Tecty).

* NHxmbuumnjom LAL eHauma pgobujajy ce naxXHO MO3UTMBHMU
pesyntatm TecTa (HMp. BanugaunmoHe CTyauje nogpasymeBajy
npahewe nopacrta eHOOTOKCUH-HEraTUBHUX pesyrnTaTa y3 nosHarte
KOHLUEHTpaumje eHOOTOKCMHAa, WM rnopacT €HOOTOKCUMHa Y3
NPOMEHIBUBE KONMMYKMHE npoussoda npe ynotpede LAL peareHca).



PekombuHaHTHN pakTop C ece;

« Kao antepHatuBa LAL TecTy Moxe ce KOPUCTUTU PEKOMOUHAHTHMU
daktop C (rFC) ecej. rFC je cuHTEeTCKM npoTenH [obujeH
KrnoHnpawem monekyna OHK 3a daktop C noTtkoBuyacTte kpabe
KOjU Y MPUCYCTBY €HOOTOKCMHA Nnokpehe KoarynawumoHy Kkackagy.

* Y 0BOM TeCTy, Be3nBawe eHOOTOKCMHA akTueBupa rFC monekyne
KOju genyjy Ha aMuHo-MeTunkymapuH (dpnyopecumpajyhum
CyncTpaT), WTO O0BOAM OO0 CTBapaka (PpriyoporeHor jeanmemsa.
[ToToMm ce donyopecueHunja Mepu Ha TanacHum ayxmHama 380
nm n 440 nm y ogcycTBy M NPUCYCTBY €HOOTOKCUHA, a pasnuka y
donyopecueHuunju  je nponopuuoHanHa KOHLEeHTpauujama
€HOOTOKCMHA Y Y30pKY.



PekombuHaHTHN pakTop C ece;

* [lpegHocTn y ogHocy Ha LAL TecTt cy Mawm Opoj naxHo
NO3UTUBHUX pe3yrnTaTa, a orcer €eH3MMCKE OCET/bUBOCTU Ha
eHaoTokcuH je 0,05-500 EU/mI. MehyTtum, HegocTtaTtak je WTo je
OBaj TECT CKITOH KOHTaMUHaUNjK Y TEPEHCKNM yCrnoBUMa.

* Mako cy oBa ABa TecTa ynopeamea y cMucny eukacHocTtun, nsbop
ogroeapajyher Tecta 3aBuCM 04 TUMOBa Yy30paka, XerbeHUX
rpaHuya getekumje (OCeTrbMBOCTU), BpeMeHa getekumje (oko 60
min), NOrogHoOCTU eKcnepumeHara (HeonxogaH donyopumeTtap) u
TPOLUKOBa TecTa (CKynsbn).



Oetekuuja OHK 'y dpmHanHoOM nponssoay

* [lapeHTepanHa npuvMeHa MPOTEUHCKOr OunodhapmaueyTnka Koju
cagpxu JHK ca akTmBHUM OHKOreHMma je HenoXesbHa.

« [naBHKM nNpobnem je To WTO OM xymaHe hennje morne npeyseTtu
OHK n ekcnpnmupartu Te reHe.

 [locToje gookasu ga ce y creundunymm ycrosmma “ororbeHa” OHK
MOXe MHKoprnopupaTtn y ogpeheHe henuje.

 [lpema TpPeHYyTHO Baxehum cCMepHMLuamMa [OO3BOJbEH HMBO
daoctane [HOHK y pekombuHaHTHMM npoussoguma je 10
pg/Tepanujckoj 4o3M.



Oetekuuja OHK 'y dpmHanHoOM nponssoay

« HakoH henujcke xomoreHusaumje ocnobahajy ce eHOoreHe
HyKrease Koje fosfase y AupektaH KOHTakT ca henujckom OHK u

nerpagvpajy je.

« Takohe, BehnHa xpomaTtorpadckmux Kkopaka edukacHo oasaja [AHK
o4 npowussoda. JoHOM3MewMBadka Xxpomartorpaguja je HapoduTo
ecdunkacHa, jep je [OHK HeratmBHo HaenekTpucaH (30o0r
dpochaTHUX rpyna y HyKrneoTuaHOM CKeneTy).

* MehyTtnm, yecTto noctoju noTpeba 3a yBohewem ogaTHOr Kopaka
3a yknawawe OHK Tokom downstream npoueca (HOp. CUMPOBOM
XomMoreHaTty Mory ce popatm kKomepuuwjanHe [OHKase, koje he
yje4HO CMaHNTU N BUCKO3UTET npounssoaa Koju notmnde og OHK).



Oetekuuja OHK 'y dpmHanHoOM nponssoay

« OIHK HeuucTohe ce y npenaparty mory OeTekTtoBaTu yrnotpedom
pagnoobenexeHe [OHK, yak n kaga je npucytHa y Beoma manum
KOHUEHTpaumjama (HaHOrpamcKku oncer).

« OBaj npouec ce gellaBa Kpo3 HEKOSIMKO Kopaka y Ase dhase.

 [lpea a3a nogpasymeBa wusonaunjy OHK Heunctohe un3
npousBoda (HMP. eKcTpakumja doeHOosrIoM/XrnopoopmMom U
npeuunuTaymja eTaHoriom) U1 HaHowewe Kanu nsonosaHe [HK Ha
HUTpouenynosHn dountep nanup (dot blot). Tlotom ce duntep
nanvp ,nede” Ha 80° C nopg Bakyymom, wto geHatypuwe [OHK,
odBajajy ce naHuu 1 Besyjy 3a unTep.

« [Ipyra dasa nogpasymesa ga ce [OHK mnsonosaHa 13 henuje Kkoja
npounssoan Ouodapmaueytnk obenexasa  pagnoakTUBHUM
n3oTtornom 32P Tokom TpaHcnauuje.



Oetekuuja OHK 'y dpmHanHoOM nponssoay

Cuctem ce 3atum 3arpesa o 90 °C (daBopusyje ce geHatypaumja u
odBajakbe naHaua), a oHga cnegu uWHKybauuja geHaTtypucaHor
obernexxeHor y3opka TOKOM HEKONUKO caTn Ha Temnepatypu og 40 °C,
3ajegHo ca “‘nevyeHum” unTep nanupom (CHMXxaBameM Temreparype
omoryhaBa ce NOHOBHO Be3MBake KOMMremeHTapHux naHaua OHK,
npu 4yemy ce obenexeHa OHK Besyje 3a komMmnnemeHTapHM faHay
OHK nmobunucaH Ha ountep nanupy).

CDMJ'ITep nanmnp ce Agarbe UCrnnpa pagn yKiahaka Hecneu,mcbquo
Be€3aHe paaunonunraHj r|p06e, a [NoToM cCe ayTopa,uMorpachKM
OETEKTYJe CBaKa BE€3aHa pagnorinrani npo6a.

Cnepehu kopak je kBaHTudmkauuvja OHK y nponssoay kopuwherwem
dot-blot eceja, npn 4Yemy ce KOpUCTe cTaHOgapAu NO3HATMUX KOSIMYMHA
NHK v y3opka nponssoaa.

HakoH 3aBpLueHe ayTopaguorpaduje, UHTEH3NTET AOBMjeHUX Tavyaka
ce nopean ca ctaHgapauma.



[leTekumja MuKpoopraHmsama y douHanHom npoussoany

 buodapmaueytnumn, Kao n gpyru dapmaueytmum HaMeH-eHU 3a
napeHTeparHy ynotpeby, mopajy outn ctepunHm (jeamHu naysetak
CY XXunBe BaKUuHe).

 'hennjcke  nNuHWje  Koje ce  Kopucte 3a  gobujame
buodapmaueyTnka nparte ce TOKOM MpoLeca Mpou3BoaHEe Kako
6n ce o06e3beanno oacycTBO pasnUYUTUX NatoreHa, Kao LITO Cy
pasHe BpcTe 0OakTtepuja, rrbUBMUA, MUKONMasMu, MpoTo30a,
napasuta, Bupyca u npuoHa.

« Kako 6u ce cnpeumno wuHpuuuparwe henujckux InmHuja OBUM
naToreHMma, Mopajy ce cnpoBecTu ogroeapajyhe mmkpobuosnouike
Mepe onpesa.



[leTekumja MuKpoopraHmsama y douHanHom npoussoany

e [lpucyctBO MUKOOpraHmsama Yy doumHanHOM npou3sody je
HernpuxeaTrbNUBO N3 BPOjHUX pasrnora:

— NapeHTepanHa npuMeHa npousBoda KOju je KOHTaMUHUpaH
bakTepujama n Bupycuma nsasmsa MHMeKLUNje Ko naunjeHTa;

— MUKpOOpraHmsmm mory wmetabonucatu npoumsBoad W Tako
CMamkWUTU  HEroBy MOTEHTHOCT - OBO je cCchnyyaj KoA
NPOTENHCKNUX BModpapmalieyTuka, jep MHOrM MUKPOOPraHU3MU
CcTBapajy ekcTpavernynapHe npotease;

— CyncTaHue Koje MMUKPOOpraHM3Mm CeKpeTyjy MOory LUTETHO
yTuuatM Ha 34paBibe nauujeHTa (Hnp. rpam-HeratMBHe
bakTepnje CeKkpeTyjy €HOOTOKCUH WM MNPOTEUMHE KOju MOry
NHAOYKOBATU UMYHCKM OLrOBOD).



TecToBM 3a AeteKkuunjy Bmpyca

« Bennkn ©Opoj TectoBa ce KOPUCTUTU 3@ AeTekuunjy Wu
KBaHTU(PUKaLUW)y BUPYCHUX Heyuctoha, Kako Yy CUPOBOM
mMarepujany, Tako M y rotoeom ounodpapmaueytuky. Mehytum, u
Oarbe He nocToju TEeCT KOju MOXe Oa AeTeKTyje cBe NnoTeHumjarnHo
NPUCYTHE TUMOBE BMpPYCa Y Y30PKY. TPEHYTHO OOCTYMHN BUPYCHU
TECTOBN MOry [eTeKkToBaTu camo creuudpuyHe Bupyce wunu, y
HajborbemM cnydajy, pamunnjy 6nmcko noBesaHMx Bupyca.

TpeHyTHa cTpaTteruja 3a CKpUHUr Npon3eoaa Ha NPUCyCcTBO BUpyca
nogpasymMmeBa ucnutneBakwe bmodapmaleyTnka Ha BUpyce Koju ce
Hajyewhe mory Hahu y wemy. Mehytmm, Ha oBaj HayuH Huje
moryhe OeTeKkTMBaTu HOBE BUPYCHE YyecTuue nnu
HeoKapakTepucaHe/Heno3HaTe BUPYCHE Heynctohe. BaxHo je
HanoMeHyTU Ja HWjedaH TeCT He MOXe OTKPUTU CBe BuUpyce U aa
CBakum TeCT umMa npar gertekuuje, Tj. NOTpebHO je ga nocToju
MMWHMManHa KofiM4ynHa Bupyca Koja je getekrtabunHa.



TecToBM 3a AeteKkuunjy Bmpyca

 [locToje Tpu BpCTe TeCToBa 3a AeTeKuujy Bupyca:
— UMYHOeceju;
— TeCTOBW 3acHOBaHM Ha BupycHum HK npobama;
— Broeceju.



IMyHoeceju

« CtBapawe aHTuUTENa Koja npernosHajy u Besyjy crneumdunyHe
BUpPYCe je jedHOCTaBHO. Y30puu Xusmx/ocnabrbeHunx smpyca, kao
N npedymwheHnx KOMMOHEHTW BWUPYCHOr Karncuga, Mory na ce
NHJEKTY]y Y XMBOTUHKY Kako OM ce cTumynucana npousBoLHa
MNOSIMKITOHCKMX aHTuTena (MM Oda ce oflakwa npou3BoaHa
MOHOKITOHCKNX aHTuTena Xnopugoma TEXHOMNOIrMjom).
[MpukynrbeHa aHTUTEeNna ce nocrne Kopucte 3a [gobujanse
cneuuduyHor KMMyHoeceja, KOju Ce KOPUCTU 3a PYTUHCKO
TecTupame y3opaka Ha NpucycTBo crneumdpuyHux smpyca.

* /IMyHOecejn cy KomepumjanHO AOCTYMHM W uMajy MOryhHocCT
aetekuuje Benukor 6poja Bupyca. MimyHoecejun 3a gekumjy smpyca
nmajy Behm Opoj NpedHOCTU:  CEH3UTMBHKM, jeQHOCTaBHM 3a
nspoherwe, 6p3n, eKOHOMCKU UcnnaTusm.



TecTtoBu 3acHoBaHW Ha BUpycHMM OHK npobama

« TecToBM KOjU nogpasymeBajy ynoTpedby cneunuyHmx BUPYCHUX
OHK npoba ce kopucte 3a CKPUHUHI OuodpapmaueyTuka Ha
npucycteo BupycHe OHK (Hnp. getekuuja CMV n HPV Bupyca).

 Metoga nogpasymeBa xmbpuamsauujy HYKINEUHCKe KUCENUHe ca
nosHatum dgparmeHtuma [OHK Koju cy KomnnemeHTapHU
ogpeheHum perMoHnma BUpYCHOr reHoma.

 OBe OHK npobe cy obenexeHe pagnon3oTONOM, €H3UMOM UMK
XeMUITYHUCLIEHTHUM MaTepujama Tako ga omoryhasajy gertekuujy
BUPYCHOT reHoOMa.



TecTtoBu 3acHoBaHW Ha BUpycHMM OHK npobama

* BupycHu reHom ce MOXe LeTeKToBaTu y y3opuuma uKcupaHor
TkuBa (in situ), VK y OPYromM criydajy ce mMoXxe npBO NPeHeTn Ha
4yBpcCTy dpasy (dot) unu HMTpouenynosHu nanup (dot blot), na Tek
oHaoa petektoBaTu. Kog dot blot xnbpuausaumje, supycHun OHK
reHoM ce dparMeHTuwe  Kopuwhewem  PecTPUKUMOHUX
eHOoHyKneasa, [gobujeHn dparmMeHTn ce pasgBajajy  res-
eniekTpogopesoM M OHAA NPEeHOCe Ha HUTPOLENyNo3Hn nanup u
aetekTyjy xmbpmnamnsauujom ca AHK npobowm.

« Crtpaterunja oBux eceja je cnndHa kao kop dot blot eceja koju ce
KopucTte 3a getekuunjy HK Heuwnctoha us henuja gomahuHa.



buoeceju

* [locTtoje gBa TMna 6uoeceja 3a agetekuujy Bupyca. [lpsu Tun
bunoeceja nogpasymeBa WHKybuparwe uHanHOr rnpoussoda u
henunjcknx nuHWja octerbomMBuX Ha Benunku 6poj Bupyca. henuje ce
npate, Kako OM ce yo4duna rnojaBa umTonaTckor edpekra unu
OPYrnx o4urnegHnx 3HakoBsa BUpPYyCcHe MHdeKUuje.

« [pyrn Tvn Gruoeceja ce cnpoBoOAU Tako LITO ce NPon3Boa NMPUMEHHN
KOO eKCnepuMeHTanHuX XXUBoTUHA, a BUPYCHU areHCU rMpUCyTHN Y
npounssoay he wmnsassatnm MNpom3BoAHy aHTUBUPANHUX aHTUTena
KOO XMBOTUH-A (MULIA, KyHWha U Xpyka). HeTnpmn Heaerbe HakoH
agMUHUCTpaUuje npousBoda XUBOTUHAMA Ce Yy3nMa KpB W
n3gBaja cepym. Y3opuum cepyma ce €H3UMCKUM MMyHoecejuma
npoBepaBajy Ha NPUCYCTBO BUPYCHUX aHTUTENa.



buoeceju

« OBW eceju cy Bprio CEH3NTUBHK, Na he n mane KonM4mMHe aHTUreHa
OOBECTM A0 NPOU3BOAHE BENUKE KONMUYMHE aHTUTENa.

» JedaH y3opak cepyma ce nposepaBa Ha NPUCYCTBO CrneundpUYHUX
aHTuTena 3a sehu 6poj BUpycHMX Yyectuua.

 Mehytum, oBe aHanuse Tpajy Ayro W CKyrne cy, Tako ga Hucy
norogHe 3a pyTUHCKY ynoTpeoby.



[leTekumnja octanmux He4ncToha y douHanHom npoussoay

* [lopen nomMmeHyTUX, U Opyre Hedncrtohe mory OUTW MPUCYTHE Y
bvodpapmaueytmuuma. Hednctohama ce cmatpajy U Heke of
MOMONHMX CYMNCTaHUWM Koje ce aoAdajy TOKOM MHUUMjanHUX Kopaka
downstream npoueca:

— nycepy;
— NpeumnuTaLmMoHn pacTeopu (eTaHon unu Opyrn pacteapaywu,
conn u cn.);

— MHXMOUTOPM NpoTeasa;
— aHTuneHehn areHeun n gp.
* Y KOHTaKT ca Nnpou3BOAOM TOKOM Mpoueca npou3BoaHe Mory
aoohu n Hedncrtohe Koje NoTu4y o onpeme:

— METanHM JOHM KOoju noTu4y o4 uucTtepHu/ueBoBoda 3a
npoun3Boa;

— NPOU3BOAN HacTanu ,pacnagakemM” marepujana of Kojux je
HanpasrbeHa cTauMoHapHa gpasa y Xxpomatorpadgockoj KOSToOHW.



[leTekumnja octanmux He4ncToha y douHanHom npoussoay

* bouuue 3a nakoBawe N YyBawe PUHANHOr NPOU3BOAA MaXXIbUBO Ce
6l/lpaj% MOpajy buTn XeMmnjcku MHEPTHe K ogrosapajyher keanureTta
Kako Om ce cnpeyuno ,uyperwe“ 6uno koje cyncraHue m3 wux. A3
OBMX pasnora HajoorLe je NPON3BOA4 NakoBaTW N YyBaTU Y CTaKIIEHUM
oouynyama.

* Y HEeKMM cny4ajeBnma, HEONXOOHO je AoKasaTu Oa Cy CBM Tparosu
HedncToha OTKIMOHEHN Npe NMyHwera dovnua puHanHMM npoms3Boaom
N TO:

— Kagia ce TOKOM Heke of MHUuMjanHux pasa npoussoawe aonajy
NHXNMONTOPKN nNpoTeasa (MHXMOMLUMja NMPOTEONUTUYKE pasrpagHe
aernoBakeM eHAoreHnx nporteasa), jep Mory OuTmM TOKCUYHU Unn
Mory (HenoTpebHo) nHxMbupaTn eHgoreHe nportease y opraHU3mMy
naumjeHTa HakoH agMUHUCTpauuje buodapmaueyTuka;

— KOO auHUTETHE XpomaTtorpadpuje - HeOonxod4HO je [gokasaTtu
OACYCTBO [erpajaumoHmx npogykara wu3 xpomaTtorpadpckmx
KOJNMIOHa, jep Ce 3a Be3uBake NiMraHga 3a crauuoHapHy dasy
Xpomatorpadcke KosioHe KopucTte OpojHe XxeMujcke MeTofe, Koje
nogpasymeBajy ynotpeby TOKCUMYHMX peareHaca Koju, ako ce'y
NOTMNYHOCTU HE YKIOHe, OCTajy Y Npon3BoAY.



[leTekumnja octanmux He4ncToha y douHanHom npoussoay

« CothuctumpaHe aHanuUTUYKe MeToAde Onakwasajy AeTekunjy
HACKOI HMBOA MHOMMX Heuductoha y 6uodapmaueytmumma.
MenhyTtum, noctoju mMoryhHoOCT fga HeoKkapakTtepucaHe Heductohe
OCTaHy HefeTeKToBaHe y (ouHariHOM Mpoun3BOAY.

« Kao gogartHu Kopauuy 3a noctmsawe HELWKOA/bUBOCTU NpousBoaa
KopucTe ce TECTOBM ,abHOopMarsHa TOKCUYHOCT" n
,2#HewkoarbmBocTt . CTaHOapaHM TMPOTOKONIN 3a TakKBe TeCToBE
onucaHun cy y pasnuuutuMm MehyHapogHum dapmakonejama. Y
EBponckoj dapmakonejn, oBaj TECT ce Ha3uBa ,TECT abHOpMarnHe
TOKCUYHOCTU"; ook ce y Papmakoneju CjegurbeHux AMepUHKux
[pxaBa HasuBa ,lecT HewkoaremBocT'. OBa pOBa Tecta cy
CYLUTUHCKM WUCTa, OCUM MUWHOPHUX pasfnuka y Be3n ca bpojem
KOPULINEHUX XNUBOTUHA N TYMaAYEHEM pesynTara.



[leTekumnja octanmux He4ncToha y douHanHom npoussoay

 OBN TecToBM MnoApasymeBajy napeHTeparnHy npumMmeHy (L.v. wunu
I.p.) Npon3Boda KoA HajMawe 5 3gpaBux muwesa. XMBOTUHE Ce
npate 48 h TOKOM KOjuX TOKCUYHU edpeKkTn He bu Tpebano ga ce
ncnosobe (ocnm ovekmBaHux cumntoma). CMpT unum nojasa dosnecTtu
KOO, jeoHe WU BULLE XMBOTUH-A yro3opaBa Aa Tpeba cnposecTu
Oarba uctpaxkmpama Ha Behem DOpojy XXNBOTUHsA.

e TecTOoBW 3a UCNUTMBaAHE TOKCUYHOCTWU CYy AM3ajHUpaHM Tako Aa
yTBpAE MNOCTOjake HEeOYEeKMBaAHE aKTMBHOCTM MPOM3BOoAa Koja ou
MOrna ga yrposu sgpaBibe nauujeHTa HakoH npumeHe. MehyTvnvl
300r MHOFO6pOjHl/IX HegocTaTaka Kopuwhewe OoBuUX in Vivo
TecToBa je AaHac genMMuyHo HanywTeHo. CmaTpa ce ga ce Ha
OCHOBY pesynrtata TecTa abHopMmanHe TOKCUYHOCTM He Mory
n3Byh NOTANYHO MoOy3daHW pesynTtatu, 3aTuMm, OBaj TECT Huje
Moryhe Banugupatu npemMa Kapaktepuctukama Banugauuje Kao
LUTO Cy cneundpuYHOCT, NOHOBILUBOCT M rpaHuLa geTekuuje.



[leTekumnja octanmux He4ncToha y douHanHom npoussoay

« [logaTHM HepgocTaTak je WTO je OBaj TeCT BeoMa Bapujabunan,
NOCTOju Npobrem NoHOBILUBOCTU YHYTap U Mehy nabopatopujama
N HUje [OBOSbHO creunduyaH. Takohe, crnpoBohewe TecTa
abHoOpMarnHe TOKCMYHOCTM nogdpasymMeBa HeornpaBgaHy yrnoTpeby
3Ha4ajHor bpoj nfabopaTopnjCKMX XKMUBOTUHA, LUTO HUjE Y CKNaay 3a
ETUYKUM MpuHUMNMMa o Aobpobutn xuBoTuwa. CXOOHO TOME,
Heke o perynatopHux areHuuja (FDA, EBponcka dapmakoneja)
TeXe yKnakwaky 3axTeBa 3a TecT abHopmariHe TOKCUMYHOCTU 3a
nojeanHe Ouosrowke npoussode MonyTt ogpeheHnx BakuWHa,
cepymMma 1 aHTUONOTHKaA.



BanugaunoHe aHanunie

 Banngauunja je nocrtynak yTtBphuBaka wWnNu npoBepaBara
BasbaHOCTU npoueadypa, npoueca, MocTynaka, onpeme wnm
mMaTtepujana. PyTMHCKe W afekBaTHe BanMauuoHe aHanuse cy
ocHoBa GMP «koje ce npumewyjy Yy Owno(cdapmaneyTtckoj)
npoun3BodkM W TakBe aHanu3e omoryhaBajy HewKoaSbUBOCT
dmHanHor npoussopa. [lpema pedumHuumin FDA Banupaumja
npeacrtaB/iba CUCTEM OOKYMEHTOBaHMX [doKasa Koju obesbehyjy
BUCOK CTerneH rapaHumje ga he opgpeheHn npouec pocrnenHo
npousBoanTn nponssos (bnodgapmaueyTnk) Koju ucrnyswasa CBoje
yHanpepn oapeheHe cneundgukaumvje n KBarnuTer.

BanngaunoHe aHanuse mopajy OUTU NaxrbMBO Ou3ajHMpPaHe U
NOTNYHO OOKYMEHTOBaHe, [OK Ce pesyntaty OBMX aHanmaa 4dyBajy
y nucaHoj goopmun y apbpukama. Kao geo pyTUHCKE KOHTpoOne
Npoun3BoaH-€ NpoBepasBajy ce TW 3anucu U UXoBa ycarnaweHocT
ca GMP.



BanugaunoHe aHanunie

« Banmnpauunone aHanuse obyxBarajy cBe acnekTre
brno(gpapmaueyTcke) Npon3BoaH-E€.

— BanupaumoHe aHanu3e ce NOHaBIbajy Yy NponNucaHnm
BPEMEHCKUM MHTepBannMa (OHEBHO, HeOEIbHO UM MECEYHO).

— CTapl/Ijl/l Aenosn ornpemMme ce yewhe Banm,u,mpajy Kako 6u ce
cnpeydnnm noteHuunjasiHn KBapoBHW.

— HoBn penoBu onpeme ce Banuaupajy npe huxoBe Jarbe
PYTUHCKe ynoTpebe.

 [Mpmepn BannaaLMoHUX aHanuaa:

— aHanuTU4yKe Bare - Banuaupajy ce Mepewem ctaHgapam3oBaHUX
TeXuHa (Terosa);

— ayToknaBuM - Banuaupajy ce Tako LITO Ce TOKOM PYTUHCKE
yroTpebe npoBepaBa [a fin ce NocTUXe TpaXkeHa TemnepaTypa y
pasnn4MTMM AerioByuMa KoMope.

— HEPA dounTepu - Tectnpajy ce kako du ce ucnmtano “uypemwe”.



BanugaunoHe aHanunie

 Banngaumnja ycnoea Yy 4UCTOj cobM nocTmxe ce ynoTtpedom
bpojada 4ecTtuua. bpojay yecTtuua je yjeagHo n BaKyyMCKM 4YncTad
KOjU KOHCTAHTHO ycucaBa Ba3gyXx M3 OKpyXehsa 1 Opoju vecTuue.
bpoj yectnua nNo Ky6HOM MeTpy TECTUpaHOr Basgyxa ce MOXe
nako ogpegutn. Ocmm TOra, npofiackoM Basdyxa Kpo3 dounrtep
npomepa 0,2 um 3agpxaBajy ce CBU MUKPOOPraHM3mMun y bpojauvy.

« KOHUeHTpaumja MuMKoopraHmsama rno KybHOM MeTpy Basgyxa ce
ogpehyje ctaBbaweM untepa y lleTpu worby ca XpaHbUBUM
MaTepujama, y Kojoj he MWKOOpraHmamum ca duntepa pactn u
cTBapaTu KOJioHMje.



BanugaunoHe aHanunie

 [lopen onpeme, OpojHM npouecu/rnpouenype Koje ce Kopucte y
Npon3Bo4HN Cce Banuaupajy noBpemMeHo (ydecTtanocT 3aBuUCU 0f
pu3KKa 3a MnojaBy oAcTyrnawa, WTO je pu3uK Behn BanngaunoHe
aHanunse ce 4dewhe criposoae).

* HajkpuTnyHUWja je Banugauuja acenTuyHor NykweHa, Ynju je uuib
Oa ce pOokaxe pOa je uHanHum npoussog crtepunaH. Osa
Banugauuja nogpasymeBa 3amMeHy cepuje puHanHor npoumssoa
XpaHIbUBUM  MeaujyMoM. XpaHibuMBUM Megujym ce noaBpraea
CTEPUNHO] dunTpaumju K1 acenTUYHOM MyHewy. HakoH
3arBapara, bounue ce MHKyoupajy Ha Temnepartypu 30 — 37 °C,
LTO ocurypaBa pacT MUKOOpraHusama, YKOSIMKO CY MPUCYTHW.
Pact MuoKkpoopraHnzama ce MOXe jeOHOCTaBHO MpaTUTU
MepeweM ancopbaHue Ha TanacHoj ayxmHu 600 nm. YKOnuKo
HemMa pacTa MMUKoopraHumsamMa TO 3HauYM [a CYy MNOCTUTHYTU
acenTU4YHU YCNOBU NyHeH-a.




BanugaunoHe aHanunie

« BanugaumoHe aHanuse 3a noTepAy oacycrtBa Hedwuctoha cy of
nocebHOr 3Hayaja Yy 6OunodapmaueyTCcKkoj MpousBoaHkN U
nogpasymeBajy Kopuwhewe CUpOBMHE ca MNO3HATUM HMBOOM
nzabpaHe Heuuctohe U1  nogBpraBakbe  KOHTAMUHUpPAHOr
MaTtepujana KOMMSIETHOM MPOTOKOMYy 3a npousBoawy. To
omoryhaesa opgpehuBawke HMBOA YKMNakwakwa Heymctoha HakoH
CBakor Kopaka npeynwhaBaka U YKYNHO CMaweHe HuBoa
He4ymcToha TOKOM npoLeca Npon3BoaH--E.

— Hnp. aHanu3e yknawaka BUpyCa Ce CrnpoBoAde TaKo LWTO ce
CUPOBOM MaTepujany goaajy HajMawe TpWU BpCTEe BUpyca, Koje
MHaye TnpeacTaBrbajy KapakKTepucTuyHy Heyuctohy 3a Taj
Npon3BOL4 U 3a KOje je OOCTynaH jegHOCTaBaH ecej 3a geTekuujy.
Linre oBux aHanus3a je ga ce npoeBepu Aa nn ce TMOCTUXe
edunKacHoO yknawahe/MHaKTuBauuja Bupyca Kopauumma Koju cy
cacTaBHM Oe0 NPON3BOAHOr npoLeca.




BanugaunoHe aHanunie

— Takohe, cnpoBoau ce U KBaHTUTATMBHA MNpoLleHa HMBOA YKYMNHOr
CMawera Bupyca kopuwheHum noctynumma. To ce nocTuxe
HaMepHMM [ofaBaH-eM 3HayajHUX KorunyuMHa Bupyca y CUPOBMU
mMatepujan  uU/unnm  TOKOM  pasfnuunUTUX Kopaka npoueca
NPOM3BOOHE U TECTUPaHeEM HEroBOr YKiawaha/MHakTuBauuje
TOKOM HapeHMX Kopaka.

— Banupauvja yknawawa [HK ce cnpoBogn Ha crvyaH HauvH.
CupoBomM maTtepujany ce gopaje paanobenexeHa OAHK n notom
ce cnposoge downstream npouecn. HuBo 3aoctane [OHK vy
Npon3BOA4Y HaKOH CBaKoOr Kopaka npeyvwhaBawa ce npartu
MEpPEHEM HMBOA PaaNOaKTUBHOCTM.

— 3a npeuusHujy BanugauvoHy aHanudy, monekyrncka maca OHK
koja ce pdopaje Tpeba Oa Oyge cnvyHa MOMEKYICKOj) Macy
eHooreHe [HK, koja npeacTtaerba Heynuctohy y CMpoBOM
npoussoay. Takohe, buTHa je u konuunHa pagnoobenexeHe [HK
KOja ce gonaje, oHa Tpeba ga byoe cnuyHa konunduHu OHK koja
ce KopucTu 3a fobujarbe nponssoaa.



BanugaunoHe aHanunie

« [Ipyre npouenype y cknony rnpousBogHOr npoLeca koje 3axrteBajy
Banugaumnjy cy:
— ynwheme,
— OeKoHTaMunHauuja u

— caHuTaumja.

« OBe npouenype cy nocedbHoO pasBujeHe 3a CBaku o creundounyHmxX
gerosa onpeme. Ynora oBux npouenypa je ga yknoHe dOUOnoLLKu
cagpxaj. HomxoBa CnNOCOOHOCT 3a yKNawawe OMOonoLlKor
cagpxaja ce npouewyje npahewemM HMBOA MUKPOOMOMNOLLKMX
3arafjuBaya npe W HaKOH NpuUMeHe npoTokosia 3a uyuwheme,
OeKOHTaMWHauMjy U caHuUTaunjy onpeme.



