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Caxerak

10-xunpokcu-2-nekanonyna kucenuna (10-HDA) je jenuncTBeHa M Haj3acTyIJbEHH]jA
HezacuheHa MacHa KHCENIMHAa MaTHYHOT Muieya. Mako mpBH HaydHU PaJoOBH O OBOj MAcHO]
KHCEJIMHU AAaTUpPajy joLI O]l MEeJECeTUX roiMHa MPOLLIOT BeKa, Jocaaallba HCTPaKUBamba Cy,
YIJIaBHOM Ha MOJCIMMAa J>KMBOTHILCKMX hendja, Moka3ajga HEHO aHTU-WH(IaMaTOpHO
cBOjcTBO. MehyTum, BeomMa Majo ce 3Ha O HeHO] UMYHOMOJIYJIATOPHO] ¥ aHTHOKCHIATUBHO]
yno3u. CTora ¢CMO MU y OBOj CTYIHjU, Ha OCHOBY JIUTEPATypHUX IOJaTaKa, HCIHUTHUBAIU
epekar 10-HDA Ha ¢yHkuuje XymManux heiamja MMyHCKOr cucTema in VItro, kao U HmEHO

MOTEHIM]aJTHO AaHTHOKCHIATHBHO CBOjCTBO.

JNloGujenu pesynraru cy nokazamu aa je 10-HDA y munumonapauM KOHIIEHTpaIyjama
(1 mM u 2mM) uHXHOHMpana OKCUIATHBHU Npacak XyMaHUX HeyTpoduia nepudepHe KpBH
ctumysncanux ca (opbon-12-mupucrar-13-anerarom (PMA), N-dopmmi-L-metrnonm-L-
neyuun-L-¢pennnananunom (fMLP) wnm onconuzoBaHuM 3uMO3aHOM (OpZy) y KyJATYpH.
[Topen Tora, oBa MacHa KHCEJIHHA jeé Y MCTUM KOHIIEHTpalljaMa CMamuiIa Kako CIIOHATHY,
tako u PMA, fMLP u opZy wnnykoBany amonrto3y, anu u uHTeH3uTeT PMA y3pokoBaHe

NEToze (earn. Neutrophil Extracellular Traps) xymanux HeyTpoduia.

Ha xymanum MoHonykiieapauM henujama nepudepre kpsu (PBMNC) ctumymnicannx
ca ¢uroxemarnytuanHoM (PHA) 10-HDA je ucnospuia npeTexHo cynpecuBHU edekar. OBa
MacHa KHCEJIHMHA je, Y KOoHIeHTpauuju on 500uM, unxubupana npomudepanujy PBMNC;
oBaj mporec je Owo mpaheH cMameHOM Tpoaykiujom wuHTepiaeykuHa (IL)-2 y oBum
Kynrypama. Y uctoj xonueHtpanuju 10-HDA je unxubupana cexpeuujy IL-1p u dakropa
Hekpose Tymopa (TNF)-a. Takohe, mocmatpajyhn muroxunacku T helper (Th) mpodun y oBum
KynTypama, Beha kourentparuja (500uM) je uaxubupana Th1 u Th2 umyHCcke oaroBope, 10K

Th17 uuje 6vo 3HaYajHUjE MOTYIIUCAH.



VY oBoj ctyamju je, Takohe, ucnutuBan ytunaj 10-HDA na marypanujy u ¢yHKIujy
xyMaHux neHaputckux hemmja monouutHor mopekna (MoDC). Beha konueHTpammja oBe
MacHe kucemune (500uM) je wuHxuOupama wmatypamnjy MoODC crumynucanux ca
mumononucaxapunom. OBako crumynucane MoDC cy nponykoBane mame konmunae |L-12,
IL-18 u TNF-a, anmu u uaxubupane Thl u Th2 uMyHCKe 0AroBope, INTO je 3aKJby4eHO Ha
OCHOBY cMmameHe KoHleHTpanuje uHteppepona (IFN)-y m IL-4 y cynepHarantuma Ko-
kyatypa 10-HDA-tpetupannx MoDC u amorenux CD4+ T npumdonura. Hacynpor oBum
pesyntatuma, Hucka gosa 10-HDA (50uM) je crumynmcana Thl, a uuxubupama Th2

UMYHCKH OJTOBOP.

Ha kpajy, ucnuryjyhu antnokcupatuBHo cBojctBo 10-HDA, mu cMo mnoxaszainu,
KopucTehu ekcnepuMeHTaHe Mozele 0e3 henmrja y kojuMma ce peaKTUBHE KHCEOHUYHE BPCTE
NPOAYKYjy YHCTO XEMHjCKMM IIyTe€M, Jla y OBa MacHa KHCEIWHA, y MHIJIMMOJIAPHUM
KOHIIEHTpallMjaMa, MMa CIOCOOHOCT Ja ,.XBaTa“, OJHOCHO pearyje ca CYINEepPOKCHIHUM

aHjOHOM 1 XUIIOXJIOPHOM KUCCIIMHOM U TAKO CMaI-by_je BUXOBO PCAKTUBHO JICJIOBAKLC.

Moxe ce 3akpyuntd Aa 10-HDA wucnospaBa 103HO-3aBHCaH edeKaT Ha MMYHCKH
OJrOBOp XyMaHux henmja in VItro, mpu dYeMy y BHCOKHM KOHIIGHTpalujama Jenyje
MHXUOMTOPHO, a Yy MamuM Omaro ctumyiaropHo. Takohe, 10-HDA 'y omncery

HUMYHOCYIIPECUBHUX KOHI.[CHTpaHI/Ija HCII0JbaBa TUPCKTHO aHTHUOKCUIATUBHO CBOjCTBO.






[Mocnenwux roguHa 3a0enexeH je M3pa3uT MopacT Opoja UCTpakMBadya U HAYUHUX
Yacornuca Koju ce 0aBe MpoyuaBambeM XpaHe M KaKO OHA yTHYE Ha OJIPIKaBabe 3/IpaBiba JbYIH
u nedeme Oonectu. CTora je mocajanimbi KIACHYHU KOHIIENT ,,a7leKBaTHE UCXpaHe ™ (McXpaHa
KOja 3a/I0BOJbaBa CHEPreTCKe MOoTpede opraHu3Ma) 3aMEeHhEH HOBHM KOHIICTITOM ,,0NTHMATHE
UCXpaHe™ KOju TMojpa3yMeBa, MOpex aJeKBaTHE HCXpaHe W KOopHIIheme XpaHe Koja
HocIienlyje 37paBjb€ M CMamyje PU3UMK O pa3Boja Oosectu. TakBa XpaHa ce Has3MBa

,dyHknuHanHa xpana“ (enr. functional foods). (Nagai u cap., 2006, Viuda-Martos u cap.,

2008)

KonuenT ¢yHKunOHaIHE XpaHe je MpBH MyT yBeneH y Jamany cpeaunom 1980-ux, a
OJTHOCH C€ Ha XpaHy KOja IOCEOHO NMPOMOBHIIE 3/IpaBJbe U CMambyje PU3MK 0] OOJIECTH, JOK
ce caMm TepMmHH "(QyHKIMOHaTHAa XpaHa" IpBU MyT mojaBuo y pamy Swinbanks u O'brien
(1993). MelyyTum, caszHama 0 OCTOjalby Be3e u3Mel)y xpane u OosiecTn HUCY caBpeMeHa, Beh
MOTUYY joul U3 IpeBHUX Benckux tekcroBa u3 MHauje u TpaIuioHalHe KHHECKE MEAULIMHE,
y KOjUMa ce HaBOJU OpHjeHTANIHO (HI030(hCcKO cXBaTame Aa "JIeK U XpaHa UMajy 3aj€HUYKO

mopekino” (Henry, 2010, Serafini u cap., 2012).

TepmuH ,,pyHKIIMOHATHA XpaHa™ je Y CYIITHHU MapKETHHIIKA U Ha TJI00ATHOM HUBOY
HUje peryJincaH 3aKOHOM (OCHM Y TOjeIMHUM 3eMJbaMa Kao 1ITO je JamaH), na u nepuHucame
camMor TojMa HHje ycarjaimeHo y cBery. Mely pasnuuutum neduHunjama, Moxe ce
M3JIBOJUTH OHA KOjy j€ /a0 eBPOICKHU /eo VHTepHAMOHATHOT WHCTUTYTA NPUPOAHAX HayKa
(errn. International Life Science Institute — ILSI, Europe), a xoju aedunuie GyHKIMOHATHY
XpaHy Kao ,,ipexpaMOeHu MPOU3BOJI KOjU 3aj€JHO Ca OCHOBHMM XPaHJbUBUM OCOOMHAMa UMa
OJIarOTBOPHO JI€jCTBO HA je/IHY WX BuUllle PYHKIIHja JbYICKOT OpraHu3Ma, ronpunocehu o6mmo
1000JbIIaY OMIITEr U (U3NYKOT CTarba W/WIM CMamkemhy pU3nKa o1 pa3Boja oomectu™ (1999,

Henry, 2010, Ballali u Lanciai, 2012).

@OyHKIMOHAIHA XpaHa, ca CBOJUM CHEUU(UYHHUM 3]paBCTBEHHM e(deKTuma,

npeacraBjpa HOBU HAYWH pa3MulllJbakba O OJHOCHMaA HSMehy XpaHEC W 3apaBJba Yy
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cBakoaHeBHOM kuBOTY (Ballali u Lanciai, 2012). Ona mosxxe Outu (1) npupoana xpana; (2)
XpaHa KOjOj je HeKa KOMIIOHEHTa Jojara Kako Ou moctana ,,pyHKIHOHANHA®, HA TpUMEp
oMera-3 MacHe KHCeNWHE, BUTAMUHH, NPOOMOTHIM, BJIAaKHA, OWOAKTUBHM MENTUAN U
¢uTocrepony; (3) xpaHa U3 Koje je HeKa KOMIIOHEHTa YKJIOlhEeHa, Ha IpuMep mMacty; (4) XxpaHa
r7Ie je jeqHa WIM BUIIE KOMIIOHEHTH MOAuQuKoBaHO wWin (5) Owio Koja koMmOWHaIuja

nperxoanux (Henry, 2010).

XpaHa, KOja HEOCIIOpPHO Ioceayje elIeMEHTe (DYHKIMOHAJIHOCTH JTOKYMEHTOBAaHE Y
OpOjHMM Hay4YHHMM YacOIMCUMa M KOja jé JIe0 BHUIIEBEKOBHE TPaJWLIMOHAJIHE MEIULIMHE je

MaTHU4YHH MJICY.



[Iperjsiepn
JINTepaTtype



MaTtuyau MJjeu

Matnunu miied (MM) je BHCKO3Ha, KeJIaTHHO3HA CYIICTaHIA MJIe4YHO-0erne 0oje Kojy
muente paguiuie (7dar. Apis mellifera) npoaykyjy y xumodapunrearnum u MaHIuOyIapHUM
’KJIe31ama M KOPHCTE 3a Xpamele MaThIle M HEeHUX JapBu. Matuna ce MM xpaHu TOKOM
EJIOT JKUBOTA, JOK ITYeJIe PAIMINIE KOPUCTE MAaTHYHH MJIEY caMO TpBa TPH JaHA Y TOKY
nepuoga napse. C o03upoM J1a HE TOCTOjU TEHETCKA pa3jivKa W3Mely MaTHie M I4ela
panununa, MM je rnaBHM (hakTOp KOjU Y3pOKyje AudepeHuujalujy lapBe y MaTHlly, a He y
nueny pamwaiy (Bogdanov, 2011, Pavel u cap., 2011, Ramadan u Al-Ghamdi, 2012,
Orsolic, 2013). Kamakura (2011) je jacHo moka3ao aa audepeHIHjannjy JTapBu mueaa y
MaTuIly Y3pOKyje MpoTerH pojanaktuH (Mmoiyiexyicke mace 57 kDa), mpucytan y MaTU4HO]
miteud. Pojanaktun noehaBa BeqIMuMHY Tenla ¥ MOJCTUYE Pa3Boj jajHUKA Tako mTO noehasa
aKTMBHOCT MHUTOTEHOM aKTHUBHpaHE INPOTeHH KuHa3ze mnosehaBajyhm Tutap jyBeHMITHHX

XOpPMOHa.

Xemujcke ocoourne MM

MM je neaMMUYHO pPacTBOpJbHB y Boau ca ryctuHoMm on 1,1 g/ml i xucene pH
Bpennoctu (pH 3,4-4,5). Xemujcku cactaB MM je BeoMa CIIOKEH W OJHOC CYICTaHI[H
YMHOTOME 3aBUCH OJI PETMOHAIIHUX U Ce30HCKUX ycioBa. CBexk MM umne Boga (60-70%),
npotennu (10-18%), yribenu xuapatu (9-15%), munuau (3-8%), comu K, P, S, Na, Ca, Mg,
Zn, Fe, Cu, Mn (0,7-1,5%) u maiie KOIUYMHE BUTAMHHA Kao INTO Cy pHOOQIIaBUH, THAMHH,
HUAIIMH, MUPUIOKCHH, (OJTHA KUCEIHMHA, MaHTOTeHCKa kucenuna u ButamuH C (Bogdanov,
2011, Ramadan u Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013). ITopex Tora y MM cy nponaljenn Hexu
eHsumu  (karamasa, amwWiasa, UWHBeprasza, kucena (Qocdaraza), HEYpPOTPAHCMHUTEPU
(arteTHIIXOJIMH, XOJIMH) M TOJHH XOpMOHH (ecTpaanos, TectoctepoH, mporectepon) (Orsolic,
2013). JIuodpummzupanu MM canpxku mawmwe on 5% Bome, 27-41% mnpoteuna, 22-31%
yriberux xuapata u 15-30 % mactu (Ramadan u Al-Ghamdi, 2012).



[IpoTennu npexacraBsbajy jenHy ol Haj3HaYajHUjUX KomrnoHeHTH MM. Bume ox 80%
nporeusa MM cy conyounan nporenrn (Ramadan u Al-Ghamdi, 2012). TIpBo-oTkpuBeHH
nporenH MM, yjenHO M Haj3acTyIUb€HHJU Ha3BaH je¢ TJIABHM MPOTEWH MAaTHYHOT muieda |
(eurs. major royal jelly protein 1 - MRJP1). OBa TepMuHOJIOTH]ja Ce MPUMEIH-HBANIA 3a CBAKH
HOBOOTKpPUBEHH MpoTeMH MM, Tako na je 10 cajna HISHTHU()UKOBAHO JEBET MpOTEHHA
(MRJP1-9). [lopen oBux “rnaBHux" nporenHa, y MM cy OTKpUBEHH OpOjHU IPyTH MPOTEHHU
(ykymHO 37) KOjU YIJIaBHOM HMMajy YJIOTY y TPAHCHOPTY JIMIKJAA, Ka0 M EH3MMCKY YJIOTY.
MRJP1-5 gynne oxo 90% mporenna MM u uMmajy yriiaBHOM HYyTPUTHBHY yJjory. [Ipuimkom
CHHTE3€¢ OBM MPOTEMHH MOJUICKY Pa3IUUYUTHM MOCTTPAHCIAMOHUM MoaupUKaIjama
(bochopunanmja, MmeTrnanyja, rMKo3wIanKja) mro uM oapehyje gpynkuujy. Crora, mocroje
pesnuuute n30GopMe MPOTEHHA KOjU CE Pa3IuKyjy IO MOJEKYJICKO] MacH, IITO j& TIOBEJIO 10
Tora Ja McTu nporeuH uma Behu Opoj HasuBa y maurepatypu. MRJIP1 je cnabo kucenu
TJIMKONPOTEUH Koju cTBapa onuromepe ox 350 kDa wim 420 kDa, nok cy MRIP 2, 3,4 u 5
rinukonporennu ox 49 kDa, 60 kDa no 70 kDa, 60 kDa u 80 kDa (Bogdanov, 2011, Pavel u
cap., 2011, Ramadan u Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013, Buttstedt u cap., 2014).

VY nunuanoj ¢pakumju MM HajBehu yneo umajy MacHe KHUCEIHMHE, YIJIaBHOM Y
ciobonHoj popmu, a pehe y obauky ectapa (Li u cap., 2013). MacHe kucenuna MM ce mory
KJIacH(HUKOBATH TPeMa MOJIEKYJICKOj CTPYKTYpH Ha IiecT cyOkiaca: 1) mpaBojilaHYaHe MacHe
KHCENMHE, Kao IITO je BajepujaHcKa, 2) He3acuheHe MacHEe KHCEIHWHE, Kao ITo je 2-
JCLICHOMYHA KHCeNWHA; 3) XHUIPOKCH MacHe KuceluHe, kao mro je 10-xuapokcu-2-
JeKaHOWYHA KUCENHa, 4) OKCO-MacHe KUCEHHE, Kao mTo je 11-0Kco Jo/eKaHcKa KUCEeNHa,
5) mukapOOKCHIHE MacHEe KHCEelIHHE, Kao ImTo je okraH(-1,8-)auonyna kucenawHa; 6) MacHe
KHCEJTMHA Ca METHUJI TpaHameM, Kao mTo je 2-MeTuinOyrancka kucenuna (Li u cap., 2013). [o
cazna je nerekToBaHo oko 94 cnmobomgHe macHe kucennHe y MM, a Haj3actyrsberuja je 10-
XUIpoKcu-2-nekanonyna kucenuna (10-HDA) ca ynenom ox oko 70% y yKyImHO]j JIMITHJIHOJ
dpakiju MM (Li u cap., 2013). 10-HDA Huje 10 caaa HUrAe y MPUPOAN OTKPUBEHA, YaK HU
y APYTUM MUETHEBAM MIPOU3BOANMA, 1A C€ MOXE cMaTpaTu jeauHcTBeHoM 3a MM (Melliou u
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Chinou, 2014). Tlopen 10-HDA, jom miecT MacHHX KHcelnMHa cy y BeheMm mpoueHTy
3aCTyIUbEHE M TO: 8-XHAPOKCH OKTaHOWYHA KuceauHa (~4.9% of sunuaHor ekctpakta MM),
3-xuapokcuaekanonyda kucenuna (1.2%), 3,10-muxuapokcuaekanonuda kucenuna (5.9%),
9-xuapokcu-2-nerenonyna (1.7%), 1,10-nekanequonyna kucenuna (3.3%), u 2-nenen(-1,10-
)anonuHa kucenuHa (4.1%). Behuna macuux kucennna y MM cy cpelibe-lTaHuaHe MacHe
KHCEJIMHE, KOjeé MOTY MMAaTH XHMJIPOKCWIHY IPyIy Ha Kpajy WIH y CPEIWHHU JaHIa, MOTY Ja
OyIly ca MOHO- WJIM TUKapOOKCHUITHOM TPyIIOM U 3acuCheHn wiv MOHOHe3acuheHe y MO3HIHj!

2 (Li u cap., 2013).

ITopen cnobomHux MacHUX KHcennMHa W3 MM je M30JI0BaHO M jeaHaecT ecTapa
MAaCHHMX KHCEJIMHA M TO. JIBa IIMKJIWYHA €CcTpa, (-OKTanakToH W O-IeKalaKkToOH; jelaH ecTap
dbochopue kucenuna, 10-HDA docdar; nBa raykosumHa ectpa, W IIECT XETPEOJAMMEpPA U

xereponoaumepa (Li u cap., 2013).

MM canpxu U Majne KOJMYMHE CTepojia. YKymHO je y MM nerekroBaHo OKko 22
ciobonHa u ectepudukoBana creepoia. Creposn 3 MM mory ce KiIacupuKoBaTH y TpU
noakiace: (1) xomectepon u nmepuBat; (2) XoJaeCTEpHs €CTPH Kao INTO je 24-METHIICH

xousiectepout; (3) ¢purocreponu u aepuBaTH, Kao mTo je uzodykacrepon (Li u cap., 2013).

VYribenu xuapatu ynHu oko 30% cyse marepuje MM. Kao u y Meny , MOHOCaxapuu
bpykTO3a W TIIyKo3a Cy TJaBHH meCepd M Y 3aBUCHOCTH O] CTAPOCTH W IMUYCIUEE XpaHe
3ajenrno ymHe 90 % ykymHux meéepa. Caxaposa je yBeK MPHCYTHA, ald 9eCTO Y BeoMa
npoMeHJbUBUM KoHIeHTpanujama (Lercker u cap., 1986). Takohe je moryCe mpuCyCTBO
OJIMrocaxapyja Kao IITO Cy Tpexajo3a, MajTo3a, FeHTHOM03a, U30MalTo3a, paguHo3a, epiioca

u menesuto3a (Ramadan u Al-Ghamdi, 2012).

Hmynomooynramopru u anmuoxcuoamusnu epekmu MM u mwecosux Kkomnonenmu

HmyHomoynaTtopan epextn MM cy moka3anu y OpojHHM CTyAMjama, Kako y in Vitro

CUCTCMHMA HAa XyMAaHUM U aHUMAaJIHUM heHI/IjCKI/IM JII/IHI/IjaMa, TaKo M iN ViVO Ha KUBOTHUH-aMa.

10



Liu u cap. (1984) cy nmokazanu na MM mnojayaBa MMYHCKH OJrOBOp IOCpenoBaH heimjama
KOJ 0o3payeHuX muieBa. CIM4aH UMyHOCTUMYJIATOPHHU e(eKaT je Moka3aH U Ha MHILIEBUMA
MMYHH30BaHMM ca OBYMjuM eputporuruma (Sver u cap., 1996). MM je crumymnmcao
MPOAYKIM]Yy aHTHUTENA U Mposindepannjy IMYHOKOMIIETCHTHHX henrja KO UMyHH30BaHHUX
MmuiieBa. MelhyTuM, OBM ayTopu Cy TOKa3ald M HUMyHocynpecuBaH epexkar MM Ha
NpOJyKIHMjy aHTHTeNa nocpenoany T mumdornuruma. Kohno u cap. (2004) cy npoyuasajyhu
yrunaj MM Ha wuigje Makpodare crumysmcane ca smnononucaxapuaoMm (LPS) u
unrepdepornom (IFN)-y 3akbyumnun ga MM uHXMOMpa NPOAYKIMjYy NPOUH(IAMATOPHUX
muroknHa (pakrop tymopcke Hekpose (TNF)-a, uarepneykun (IL)-6, 1L-1) 6e3 yrunaja Ha
BUjabuimHOCT oBUX henmja. OHu cy Takohe cyrepucanu na MM nupekTHO pearyje Ha
CMambeHkhe MPOAYKIIHje MporuH(IaMaTOPHUX TUTOKUHA ¢ 003upoM 1a MM Huje umao edekar
Ha nipoaykuujy IL-10, rmaBHor naxuOuTOpHOT NMTOKMHA (Sabat u cap., 2010). Namwmh u cap.
(2007) cy wucnuTHMBaIM WMYHOMOJYJIATOPHM e(dekaT pa3IuuuTHX KOMIIOHEHTH MM
kopuctehu In vitro mozen konkanaBammHoM A (Con A) wuHaykoBaHe mposudeparuje
nanoBckux T mumdorura. OHM Ccy NOKa3aaud JAa BOAEHUM eKCTpakT MM y HHUCKUM
KOHIIeHTpandjama ox Sug/ml - 25ug/ml crumynume nponudepannjy T mumdonura
(crrenonmra). OBa cTuMyanyja je kopenupana ca nosehanom npoaykuujom IL-2, jeqHor o
HajBaxHUjuX (aktopa pacta T mumdormra (Boyman u Sprent, 2012). Hacympor oBum
pesyntatuma, Behe KoHIeHTpamuje BojeHor ekctpakta MM (75ug/ml m 100pg/ml) cy
naxubupane nponudepanujy T numdonuta uaaykoBany ca Con A. OBaj MHXHOWUTOpPHH
epekar je 6uo mpahen cmamemeM cekpeuuje |L-2, kao u cMamemeM MPOAyKIHje a3oT

OKCH/JIA.

Jla 6u carnemanmu edpekre MM Ha ayrommyHoct, Mannoor u cap. (2009) cy
ucnuTuBaM WeroB ytunaj Ha NZB X NZV F1 mumeBuma, Koju CIOHTaHO pa3BHjajy MHOTE
MaHudecTaiyje OO0JIeCTH KoOje Ce€ TO0jaBJbyjy KoJI o0coba ca CHCTEMCKUM JYITyCOM
eputemaro3ycom (SLE). OpanHa mpumerna MM y 0BHX MHUIIIEBa OJI0XKKIIA j€ TI0jaBy 00JIeCTH

IITO je 3aKJby4YeHO Ha OCHOBY cTereHa omrtehema OyOpera, aaum W 3HAYajHO TPOYKHIIA

11



IBUXOB XKUBOTHM Bek. Takohe, MM je y3pokoBao cmameH HHUBO IL-10 y cepymy oBux
MUIIIEBA, CMamkeH Opoj ayTopeakTMBHUX B numdorura y cile3MHM Kao U HIKY
KOHIICHTPAIlMjy ayTOaHTUTela ycMepeHuX Ha jeanonandany (SSDNA) u aBonaHuany
(dsSDNA) ne3okcupuOOHYKICHHCKY KucenuHy. OBH pe3yatatd ykaszyjy aa MM moxe Outu
0J1 KOPUCTH 3a oco0e y pu3MKy 3a pa3Boj SLE, kao u 3a nanujente y panum ¢azama 60yecTH.
Karaca u cap. (2010) cy moka3zanu n1a MM Moke J1a cripedn HacTaHaK KOJUTHCA KOJ MaroBa
Kopuctehn excriepuMeHTaTHH MOJEN 3a aKyTHH YJIIEPATHBHU KOJHUTHUC TIE CE 3alajberhe
n3a3uBa CUPhETHOM KHCETWHOM. Y OBOj CTYAHjU, OpaiHO JdaBakbe MM je cmamuio 0poj
MacTOLMTa M TOBPUIMHY epo3uje KoyioHa. [lopen anumanmHux in VIVO Mojena, aHTH-
undnamanujcku epextt MM cy mokazanu u in Vitro, Ha henmmjama kao mro je hemujcka
nuanja nepuogontanHor gurameHra (MPDL22 hemuje) (Yanagita u cap., 2011). MM je
naxuOmupao mnpoxykuujy IL-6 m xemokmuckor mmranma CXCL10 ox crpame MPDL22
crumysincanux ca LPS mopekia Porphiromonas gingivalisa. Y ucroj ctynuju je mokasaHo jaa
MM cmamyje ekcripecujy CD54 monekyina Ha oBuM Cenujama. Edpextu MM Ha ayToMMyHOCT
y I'paBecoBoj GonecTt, oprad cneruduyHOj ayTOUMYHCKO] OOJECTH, MCIUTHBAHU Cy Ha
nepudepauM uMdoIMTHMA T00HUjeHIX U3 IecT narujenata ca ['pasecoBom Oomnerthy (Erem
u cap., 2006). MM je y3pokoBao noBehawme kourenrpanuje IFN-y u cMameme KoaumuuHe
TNF-a y cynepnatantuma Cenujckux Kynrtypa numbonura. Takohe je Harnameno aa je MM
CMamHUO HHUBO aHTHUTEJIA YCMEpPEHHMX Ha peuenTtop 3a tupoctumynuiryhun xopmon (TSH) y

OBUM CYyIICpHATAHTHUMA.

HlejctBo MM je 1o caja WCIUTHBAHO HAa HEKOJIMKO BpPCTa TyMOpa Kao IITO Cy
EpnuxoB Tymop, neykemuja AKR wmumeBa, 6C3HED numdocapkom, capkom 180, TAj
kapruaoM fojke, L1210 u P388 mumdarnune neykemuje (Tamura u cap., 1987, Orsolic u
cap., 2003, OrSoli¢ u cap., 2005, Nakaya u cap., 2007, Orsolic u cap., 2007). Grad u cap.
(1961) cy moka3anu aa cBakoaHEBHO mapeHTepaiHo aaBawkwe 0,1 ml MM 3HauajHO cMamyje
KMBOTHH BEK MHIIEBa ca EpIMXOBUM TyMOpPOM WIM ca TPaHCIUIAHTHPAHOM JIMM(HOM

neykemujoM n3 AKR mumeBa. Hacynpor Tome, ucta mo3a yopu3raBaHa jeTHOM HEAEJHHO j€
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3HaYajHO Mpoay’kaBaiia kuBOT JeykeMuuHux AKR muiesa. McrpaxuBama Koja Cy CIpOBEIH
Opmonuh u cap. (2003, 2005, 2007) cy mokazana nga MM Huje yTumao Ha (GopMHUpame
MeTacTa3a KapiuHoMa Jojke u (hubdpocapkoMa WHAYKOBAHOT METHiIXonaHTpeHoM koa CBA
MUIIIEBA, KaJa C€ Jaje WHTpPAlepUTOHEATHO WM CyOKyTaHo. MelyTuMm, HCTOBpEeMEHO
MHTpaBEHCKO AaBakbe MM M Tymopckux Cenuja je MHXUOUpano (opMupame Meracrasa.
Taxohe, MM je eduxacHo nHXHOMPaAO pacT ABa Mulllja Tymopa: EpiuxoBor conugHor tymopa
an capkoma 180 (Tamura u cap., 1987), kao u crumyaaropuu edpekat ouchenonaa A Ha pact

MCF-7 henuja (henujcka nmuauja xymanor kapuuaoma aojke) (Nakaya u cap., 2007).

Hajuemhu Hexxesbenu edektu npu kouzymupawy MM cy aneprujcke peakuuje (Pavel
u cap., 2011). Cpecom, Temike aneprujcke peakije Ha MM cy peTke; 10 caja je 00jaBJbeHO
camo oko 20 cimyuajeBa y cBery (Katayama wu cap., 2008). Hakon opamne nmpumene MM,
aJIEpPrUjCKe peakiifje MOTy Jia Bapupajy o MamHx mopemecaja (Jlakiine racTpOMHTECTHHATHE
Terode, ypTuUKapuja) 10 TENIKHUX peakifja, YKbydyjyCH aKyTHH acTMaTHYHH Hara,
ana¢pwmaktinuky mok (Leung u cap., 1995, Peacock u cap., 1995, Thien u cap., 1996, Leung u
cap., 1997, Lombardi u cap., 1998, Takahama u Shimazu, 2006, Katayama u cap., 2008),
UHTECTHHAHO KpBapewe ma u cMmpT (Bullock u cap., 1994). Bucoka mnpeBaseHIuja
MO3UTHBHUX KOXKHUX TecToBa Ha MM je mpucytHa mel)y ocobama Kkoje Cy arommjcke
koucrurynuje (Leung u cap., 1997). Uctpaxyjyhu riasue aneprene MM kopuctehu cepyme
npeoceTJbUBUX maijeHata Rosmilah u cap. (2008) cy mokasanum mga cy TJaBHH
umyHornooymuH (1g) E Besyjyhu mporemnun mnewa MRIP1 u MRJP2. Onum cy, takobe,
MoKa3alii J1a Cy MCIUTAaHULM ca KIMHUYKOM CIMKOM ajepruje Ha MM umanu y cepymy IgE

anTuTena Ha 15 nporenna MM.

VYrpkoc TomMe MTO MOXKE KOJA MPEIUCIIOHUPAHUX 0c0o0a /1a M3a30BE aJeprujcKe
peaknmje, mokazaHo je Aa MM wHcrospaBa aHTHANEPTHjCKU e(deKaT Ha >KUBOTUECKUM
mozaenuma aneprujckux Oonectu (Oka m cap., 2001, Taniguchi u cap., 2003). Oka u cap.

(2001) cy mnpoyuaBamu aHTHaIeprujcku edekar opamne mnpumene MM na DNP-KLH
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umyHun3oBanuM muieBuma (Dinitrophenol-Keyhole Limpet Hemocyanin). MM je cmamuo
NpOAyKIHjy aHTureH-cneunduunux IgE wu wuHxubupao ocnobahame xuctamuHa U3
MacTOITMTA, IITO j€ JOBEJIO Ja M30CTaHKa peakiuja | Tuma mpeoceTJbUBOCTH Ha KOXKH YBa.
OcwumMm Tora, OBa CTyaHja je mokasana aa je MM ycmepuo umyHcku oarosop ca T helper (h) 2
Ha Thl myrem mnosehawa nponykuuje IFN-y u cmamene IL-4 y CD4 + T numdonmruma
nobujennx n3 DNP-KLH mumesa. [Topen Tora, MM je cMamuo ekcripecujy uH(pOpMaIoHe
pubonykiaenncke kucenuae (MRNK) 3a 1L-12p40 i inhibirao produkciju mpocrarnanguxa
(PG) E2 y makpodaruma DNP-KLH wmumesa. Opanna npumena MM koq NC/Nga muiesa
TPETUPAHUX Ca MULPUIT XJIOPUAOM je CIpeunsia pa3Boj KOKHUX JIe3hja CIMYHHUX aTOIHjCKOM
nepmatutucy u unxubupana TNP-cneunduuny npoaykumjy IFN-y on crpane cruieHouuTa
(Taniguchi u cap., 2003). UarpanepuroHeanHa amiukanuja MM je cMmammia MpOIYKIH]y
oBanoymun (OVA) crietuduunnx 1gG1 u IgE anTutena u uaxubupana npoaykiujy 1L-4, IL-
5, IL-10 u IFN-y ox ctpane OVA crumynucanux cruieHouuta u3 OVA/Alum-umyHu30BaHNX

BALB/c mumesa (Kataoka u cap., 2001).

MM yTtuye Ha anonTo3y U CTENEH OKCHIATUBHOTa cTpeca y henujama jetpe u OyOpara
maroBa TpeTHpaHMX xemoreparneytukoMm 1mciuiatuHoM (Karadeniz u  cap., 2011).
[Mpodunaktuuko naBame MM 3HawajHO cMamyje KonuuumHy ManoHguainexuaa (MDA) y
henujama jerpe u OyOpara HUCIUIATMHOM TpeTHpaHux mnarosa. [losutuBHu edpexkar MM Ha
AHTUOKCHIATHBHHU 3allITUTY BHIJBHB je U y moBehamwy konmduHe riytatuoHa (GSH), kao u
Behoj aktuBHOCTH TiryTatHoH nepokcuaase (GSH-PXx), rmyratnon—S—tpancdepase (GST) u
cynepokcua nucmyrase (SOD) (Karadeniz u cap., 2011). MM, Takohe, cMamyje TOKCHYHOCT
YIJBCHTETPAXJIOPUIA, KaaMHjymMa | mapareramona in ViVO uHXuOupajyhu JIUmuaHy
nepoKkcuaanyujy, ryoutak QIyuaHOCTH OHOJOLIKUX MeMOpaHa, MPOMEHYy MeMOpaHCKOT
noTeHIMjana u nepmeabuinnoct henujcke memopane (Cavusoglu u cap., 2009, Kanbur u cap.,

2009, Cemek u cap., 2010).
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Heyrpoduian

HeyTpodunu ce KOHCTaHTHO CTBapajy y KOCTHO] CPXKH M3 MHjEJIOUIHUX MPEKypcopa.
IbuxoBa nHEBHA MpoM3BOMKA MOXE AOCTUChH U 10 2x10 henuja (Borregaard, 2010).
[Ipoiec cuHTe3e HeyTpodmiia je KOHTpoJsiMcaH (HaKTOPOM CTHUMYyJalkje KOJIOHH]E
rpanyioiuTa (G-CSF) (Lieschke u cap., 1994), koju ce npousBoau y oaroBopy na MJI-17A
kora cunretumy T nmumdonutu (Ley u cap., 2006). C apyre crpane, ociodahame IL-17A je
noj koHTposioM |L-23 koju motuye U3 pe3supeHTHUX Makpodara U JeHIpUTCKUX Cenuja.
Toxom uH(paamanuje 6poj HEyTpoduIa y TKHBUMA c€ IMOBeCaBa, a BpeMEHOM CelHje YMHUPY
anonro3oM U OuBajy YKIOHEHE Makpodaruma M JeHApPUTCKUM cenujama. OBaj mporec
y3pOKyje HUCXOIHY perynauujy cunrese |L-23 y makpodaruma u nenapurckum henmjama,
mro 3a nocienuny uMa cMmameme G-CSF (Stark u cap., 2005, Ley u cap., 2006, Amulic u

cap., 2012, Kolaczkowska u Kubes, 2013).

[Ipouec ca3zpeBamwa HeyTpoduia je MOJA KOHTPOJIOM TPAHCKPHUMIIMOHUX (QaKTopa
(nperexxno PU.1 u C/EBP, ) (Nerlov u Graf, 1998, Dahl u cap., 2003). ToxoMm ca3peBama,
HEYTpOohWIN TMposiaze Kpo3 HEKOMUKO (as3a: MHeIo0sacT, MNPOMHUENIONUT, MHEIOLHT,
METaMHEJIOUT M, Ha Kpajy, moiauMopdonykieapHe (cermentupane) Cemuje (Borregaard,

2010). HeyTtpoduae rpanyie ce hopMUpajy TOKOM ca3peBamba O] IPOMHUEIIONHUTHE (ase.

Bbpoj nupkynumyhux Heyrpoduia ce pasnukyje Ko Jbyau u mumiesa. Kox sbyam, 50-
70% uwmpkynumyhux neykouurta cy HeyTpodwid, ok je kox mumena camo 10-25 %
(Hampton u cap., 1998, Doeing u cap., 2003, Mestas u Hughes, 2004, Amulic u cap., 2012).
VY mmpkynanuju, 3peid HeyTpopwin uMmajy TMpPOCeYHU MpedHuK on /-10 pum, jeapo um je
CETMEHTHPAaHO, a IMTOIUIa3Ma HWCIyHhEeHAa TpaHyjlaMa M CEKPETOPHUM BE3HKyJama

(Borregaard, 2010).

[Toctoje Tpu OCHOBHA THMa TpaHylla y HeyTpodminma Koje ce (opMHUpajy TOKOM
BUXOBOT ca3peBama. AsypoduiHe rpanyse (Mo3Hate W Kao MEPOKCHIA3a-MO3UTUBHE WM
npUMapHe rpaHyiie) ¢y HajBece, BenuunHe oko 0,3 pum y mpedHuKy, u mpBe ce GopMupajy
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TOKOM ca3peBama HeyTpopwmia. Ha3us cy mobuie mo crnocoOHOCTH 1a Besyjy 00jy Ga3HoOr
Kapakrepa, azure A, aqu ¥ mo Tome mTo caapke Mmujenonepokcuaasy (MPO) (Nusse u
Lindau, 1988, Lacy, 2005). Ose rpanyne Takohe caapike aedensune, muzosume, BPI (enr.
bactericidal/permeability-increasing protein) u cepun mnpotease. HEYTPODHIHY eacTasy
(NE), nporeunasy 3 (PR3) u karernicun G (CG) (Faurschou u Borregaard, 2003). Ipyru Tumn
rpanyina, cneuuduyHe (MM CeKyHAapHe) rpaHyie, cy Mame (npeunuka 0,1 pm), He caapke
MPO, a kapakrepuiie HX MNPUCYCTBO IIIMKONpOoTenHa JakTodepuHa. OBe rpaHyle ce
dbopmupajy KacHHje 0 a3ypopWIHHX TpaHyJa; OHE Takohe campike J0ocTa aHTUMHUKPOOHUX
cyncranmu kao mrto ¢y NGAL, hCAP-18 u nu3o3um (Faurschou u Borregaard, 2003, Lacy,
2005). Tpecu tumn, xenatuHazue (repuujapHe) rpanyie, takohe cy MPO-HeratuHe, Mame cy
Ol crenU(pUUHUX TpaHyla U cajpke OpOjHE METaJONpOTeHHA3e, IMOMYT JKeIaThHa3e W
neykonmsuHa. OHe ce HajkacHuje (opmupajy y TOKy pasBoja Heytpodmia (Borregaard u
Cowland, 1997). [Topex oBa Tpu THIa rpaHyJjia, HEYyTPODUIH CaIPKE U CEKPETOPHE BE3UKYIIC
Koje ce Takohe MOry cMaTpatd HEKOM BPCTOM HEYTPO(WIHUX TpaHyja. 3a pasjiuKy OJ
KJIACHYHUX TpaHyja, OHE ce He onaBajajy ox [onpmjeBor amapara, Be¢ ce GoOpMHpajy

CHJIOIIMTO30M Ha Kpajy Impolieca ca3peBama HeyTpoduia (Borregaard u cap., 2007).

[Tpu akTHBanuju HEeyTpoduiIa HacTaje MOOWIM3alKja TpaHyja U OHEe (QY3HOHUILY HITH
ca mrazMa MemOpaHoM wnu ca (arozomoM, ociobahajyhu npuToM HUXOB Caapxkaj
(Borregaard u Cowland, 1997). Pasznuuute BpcTe TpaHyIia MOKa3yjy Pa3IiYuTy CKJIOHOCT 3a
MOOWIIN3ALKjy Y OJrOBOPY Ha MH(IamManujcke curnaie. Hajrexxe ce MoOmnuiny azypoduise,
a 3aTuM crienn(UIHe U )KeITaTHHA3HE TpaHyJie, 1 KOHAYHO, CeKpeTopHe Be3ukyJe (Borregaard
u cap., 1992, Kjeldsen u cap., 1992, Kjeldsen u cap., 1993, Sengelov u cap., 1993, Borregaard
u cap., 1994, Amulic u cap., 2012). Ha mecty nHdaamaiiije mocTmke ce MoTIyHa aKTHBaIH]ja
HEyTpo(uIIa mMTO U3a3MBa MOKPETAkE OKCHAATUBHOT Mpacka U MOOMIIHM3AIH]y a3ypodHITHUX
u crienuuuHuX rpanyia. OBe rpanyne 6uwio na ¢py3uoHHUIY ca (aro3oMoM WM ca Ijia3ma
MeMOpaHoM, ociobahajyéu mpuTomM cBOj caapikaj, fonpunoce ckianamy NADPH okcunase u

NPOAYKIUjU peakTBHUX KuceoHnuHux Bpcta (ROS) (Jesaitis u cap., 1990). [erpanynarmmje
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NPUMapHUX U CEKYHIApHHUX TpaHyJia JONPUHOCH CTBapamy AaHTUMHKPOOHOT amOujeHTa Ha

MCCTY 3allaJbChha.

Heyrpodwm npousBene Benmwku Opoj MenTuga M MPOTEHMHA KOJU TUPEKTHO WIIH
UHAUPEKTHO yOujajy MuKpoopranuzMe. OBe aHTUMUKPOOHE CYIICTAHIE CE MOTY CBPCTaTH Y
Tpu rpyne. (a) KaTjOHCKHM TENTUAM U MNPOTCHMHH KOjU C€ Be3yjy 3a MeMOpaHe
MHUKpoopranuzama; (0) eH3umu; (B) MpoTeMHH KOju OHemoryhaBajy MHKpoopraHusme na
KOpHUCTE eCCHLMjaHe XpaHJbMBE MaTepuje. Y Tpyly KaTjOHCKUX aHTHMHUKPOOHUX MENnTHa
cnanajy nedeH3UHU M KaTelIMLUUIUHH, JOK Cy Haj3HauyajHUJU KaTjoHCKU mnporeuHu BPl u
xuctoHd. HeyTrpodwin yrimaBHOM mnpousBoje o-AedeH3uHe, Koju caapike BETUKH Opoj
aucynUIHUX Be3a U YMja CTPYKTYpa y 3aBHCHOCTH Of OKOJHHUX YTHIaja MOXKE Jla Ce MeHmba
nojayaBajyhu mwuxoBy aktuBHOCT (Schroeder m cap., 2011). Haj3nauajumja ¢yHkumja o-
nedensuna je mHXHOMIMja cuHTe3e henmjckor 3uma Oakrepuja (Schneider u cap., 2010).
Karenmumuaunu, yxpydyjyén u Hajoosbe mpoyudeH LL-37, Hacrajy NpOTEOTUTHUKOM
pasrpaamoM BeCHX NPOTEHMHA, a IOpe] HHUXOBE AHTUMHKPOOHE AaKTUBHOCTH, MOTY Ja
NOTeHIIMpajy aktuBanujy neaaputckux hemuja (DC) (Lande u cap., 2007). BPI je nporenn
Koju cHaxkHO Be3yje LPS, m3asuBajyhu moBeCany OakTepHjCKy MepMEaOWMITHOCT, XUIPOIH3Y
Oakrepujckux (ochonunuaa u Ha Kpajy cMpt Oakrepuja (Canny u Levy, 2008). Xuctonu cy
n3y3eTHO epukacHH y yOujamby MUKpPOOpraHH3aMa U MPEeCTaBJbajy jeAHYy O] MPBOOIMUCAHUX
aHTUMHKpOOHUX cyrctaniu (Hirsch, 1958). JIpyra kiaca HeyTpOQHIHUX aHTUMHUKPOOHHX
CylncTaHM oOyXBaTa BEIMKHA OpoOj MPOTEONUTHUKHUX EH3MMa KOjU YUYECTBY]y Yy yOujamy
MHUKpoopranuzama. Ty cmajgajy iam303uM, Koju yHumTaBa Oakrepujcku 3unx (Nash u cap.,
2006) u mekomuko cepuH mpoTeasza kao mro ¢y PR3, CG, NE; mo3Hare kao cepmpouuauHu
(Weinrauch u cap., 2002). TTopen oBux eH3uMa IOCTOjH jOII jeJlaH MPOTEUH KOjH MpHUIIaaa
oBOj Tpymu. To je a3ypommIuH, KOjU HE HUCIOJbaBa MPOTCOTUTHUYKY AKTHBHOCT, ajd HUMa
antTuMHKpoOHO aejctBo  (Campanelli u cap., 1990). Tpehy kmacy HeyTpodmiHIX
AHTUMUKPOOHUX CYIICTAaHIIM YWHE TIPOTEHMHH KOJU WMajy CIOCOOHOCT Ja XeIHupajy

CCEeHIIMjaIHE MaTaje M Ha Ta] HaYMH WHXHOHMpajy pact Oaktepuja. Jlaktodepun (Besyje
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reoxkhe) U KanmpoTeKTHH (Be3yje IIMHK) Cy JIBa HajBakHHUja nporerHa oBe kiace (Weinberg,

1975, Corbin u cap., 2008).

Hakon aktuBamuje, HEyTpOQWIN TPOHM3BOJEC PEAKTHBHE KHCEOHWYHE BpCTE (CHIII.
Reactive Oxidative Species, ROS) y mporiecy koju ce 30Be pecrupaTropHu mpacak. [IpBu
Kopak y Hactajay ROS je cknaname komruiekca NADPH okcuase Ha miasma MeMOpaHu u
memOpanu ¢arozoma. NADPH okcuiasza penykyje MOJIEKYJICKH KHCEOHHMK J0 CyNEepOKCHIa
(O") xoju mpouecoMm aucMmyranuje npenasu y somonuk-nepoxcun (H20,). Cymepoxcun
Takohe Moxe ga pearyje m ca aszor-okcugoMm (NO), kKoju je TpUCYTaH Yy BHUCOKUM
KOHIIGHTpalljaMa Ha MeCTy 3anajbema, (hopMupajyhu nepoKCHHUTPHT, jak OKcuaaHT. Hakon
nerpanynanuje y ¢parozome, MPO pearyje ca H,O, npu uemy HacTaje XUIOXJIOpHA KUCEIUHA
(HOCI) xoja je peakTuBHH]ja O] CYIIEPOKCHIAa U MMa aHTUMUKPOOHO nejcTBO IN Vitro. Crora
Ce MPETIOCTaB/ba Ja MMa JUPEKTaH aHTUMHKpoOaH edekar y darozomuma (Hampton u cap.,
1998, Bogdan u cap., 2000, Winterbourn u cap., 2006, Winterbourn, 2008). ROS cy Beoma
BaXHU 32 aHTUMUKPOOHY aKTUBHOCT HeyTpoduia. Haume, HeyTpoduiamu ocodba ca XpOHUUHOM
rpanyinomatozHoM Gosenthy (CGD) moka3syjy cina0y aHTHMHKPOOHY aKTHBHOCT, INTO YHHU
OBe MalMjeHTe oceT/bUBUM Ha MHore nH(peknuje (Segal u cap., 2000). Mako je MPO Baxna 3a
MHUKpPOOUIIMIHY aKTUBHOCT HeyTpodmiaa in Vitro, mapagokcamHo je na Behmna MPO-
nepujeHTHUX ocoba HMajy Hau3riel HopMajaH HMYHCKH OATOBOp, 0e3 KIMHHYKHX
manudecramnuja umynoaeunujenimje (Klebanoff, 2005, Nauseef, 2007). OBo ykasyje na
MPO Huje eceHIjaHa 32 AHTUMHKPOOHY aKTUBHOCT HeyTpodwuia u na, y oacyctsy MPO,
apyru ROS (cymepokcun, BOIOHHK-TIEPOKCHI, XHIPOTEPOKCHI paavKall, IEPOKCUHHUTPUT)

Mory obaBjbaTH aHTUMHUKPOOHY akTuBHOCT (Winterbourn u cap., 2006).

HeyTtpodunu mory Hakon cHaxne aktuBanmje na yhy y NETozu (enrn. neutrophil
extracellular traps), aktuBHy ¢opmy Cenujcke CMpPTH Koja JOBOAM A0 ociiobahama
JIEKOHJICH30BaHOT XpOMaTHHA y eKcTpanerynapHu npocrop (Brinkmann u cap., 2004, Fuchs

u cap., 2007, Amulic u cap., 2012). Braknacte cTpykType koje ce Ha3uBajy NET-oBu caapxe
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XHCTOHE, Ka0 M AaHTUMHKPOOHE NpPOTEHHE NOPEKJIOM M3 IHUTOIUIa3ME€ W U3 TIpaHyja
(maxrodepun, CG, nedpensunn, LL37, neyrpodunna enacraza, PR3, MPO u jxenatinaza)
(Urban u cap., 2009, Kolaczkowska u Kubes, 2013). EX vivo je nokazano ga NET-oBu mory
na “xBarajy”’ W yOuWjajy MHOre MHUKPOOPraHW3Me U3JIaXyCH HX JIOKAJTHO BHCOKUM
KOHIICHTpalldjaMa aHTUMHUKpOOHHX cyncrani (Papayannopoulos u Zychlinsky, 2009).
Mexanuzam kojum ce NET-oBu ¢opmupama HHMje y MOTIYHOCTH pasjamimeH. Mehytum,
nmokasaHo je na je 3a npouec NEToze neonxogna Hopmanna ¢pyuknuja NADPH okcunasze u
MPO, oxnocto cunreza ROS (Fuchs u cap., 2007, Patel u cap., 2010, Metzler u cap., 2011).
Moxe ce pehu na je 3a cBe mosnare aktuBatope NETo0ze no cama, Ouna HeomxomHa
npoaykuuja ROS. Baxxnoct NETo0ze y ogOpanu o1 maToreHMX MUKpOOpraHu3ama mnoTsphyje
M TOJaTaK Ja ce OakTepHuje Koje McmosbaBajy eH3uM Koju pasrpahyje DNA kao daxrtop
BUPYJICHIIU]j€ JIAKIIIe IIMPe Y OpraHu3My U Nokasyjy Behy marorenoct. Hacrtanak oBor eH3uma
KO/ OBHMX OakTepuja ce cMaTpa IMOCIEAMLOM NPUTHCKA €BONyLHje Kako Ou oHe u3berie
nporiec NEToze (Beiter u cap., 2006, Buchanan u cap., 2006). Ilopen Ttora, ymopHe
undexuje Aspergillus-om xoq CGD narujeHnTta HeCcTajy MOCIe FeHCKe Tepardje pu Kojoj ce
oOHaBsba akTuBHOCT NADPH okcunaze, ¢opmupame NET-oBa u yOujame henmja oBor
MHUKpoopranu3ma nocpenoBano NET-oBuma ex Vivo, anmu He ¢aromurosom (Bianchi u cap.,
2009). C apyre crpane, npeamnocrasiba ce ga NET-oBu MMajy Beoma BaykHy yJory y 6opou
NpoTUB HWH(EKIMja H3a3BaHUM BEJIMKUM MHKPOOpraHM3MUMa, KOJU HE MOry OuTtu
¢darommroBanu. Ilopen moBosbHUX (yHKIMja y opraHusmy cmarpa ce na NET-oBu mory
uMaTH W IUTeTHe edekre mo aomahuHa, ¢ 003UPOM Ja EKCTpalenyJapHO MHCIO0JbaBajy
COTICTBEHE aHTHTEHE IITO MOXE Y3POKOBATH ayTOMMYHOCT. Hamme, cBe ce BHIIE HCTpaxyje
yinora NET-oBa y martorenesm SLE, ayrommycHkor o0oJbema KOje ce OJUIMKYje I0jaBOM
ayTOAHTUTENAa MPETSIKHO Ha KOMIIOHEHTe XpomartuHa u HeyTpodmia (Kessenbrock u cap.,
2009, Hakkim u cap., 2010, Garcia-Romo u cap., 2011, Lande u cap., 2011, Villanueva u
cap., 2011).
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Waxo npBu Hayunu pagoBu o 10-HDA natupajy jour ox meaeceTux roanHa MpOILIOT
Beka (Townsend u Lucas, 1940, Townsend u cap., 1959) Mamno ce 3Ha O HEHO]
MMYHOMOJYJIaTOPHO] M aHTUOKCHJIATHBHO] yno3u. Jlocajamimba UCTpaKUBamba YIJIABHOM Ha
MOJIeJINMa JKMBOTHECKUX helldja Cy MoKaszajga HhEHO aHTH-HuH(IaMaTOpHO CBOjCTBO. JIBe
HOBHj€ CTy/AWje Ha MHIIjoj MakpodarHoj henmjckoj nunuju (RAW264) cy norspauie aa 10-
HDA wunxubupa npoaykuujy azor okcuna, kao u IL-6 u TNF-a (Sugiyama u cap., 2012b,
Takahashi u cap., 2012). Ilopen tora, Yung u capagaunu cy mnokasamd ga 10-HDA
CylpuMHUpa MPOIYKIHUjy MaTPUKCHUX MeTajonporenHasa 1 u 3 mnopekna ¢ubpodiacta
M30JIOBAaHUX O] TMalyjeHara ca peymarouanum aptputucom (Yang u cap., 2010).
HcTpaxuBamwa cripoBefieHa y MHCTUTYTY 3a MEAMLMHCKA HUCTpakuBama BojHoMmenuimHCcke
akaJeMje Cy IIOKa3aja Ja BOJEHH eKCTpakT wmarudHor mieda u 10-HDA wumajy
UMYHOMO/IyJIaTOpHa cBojcTBa Ha henujama maroBa (Gasic u cap., 2007, Vucevic u cap.,
2007). C nmpyre crpaHe, TUTEpaTypHU HOAALM O aHTUOKCUAATHBHOM nenoBamy 10-HDA cy
BeoMa ockyaHu. Hamme, mocroju camo jemana in VItro cryauja y Kojoj je NMpHKa3aHO Aa
IpeTpeTMaH XyMaHUX JAepMalHuX (QuOpobiacTa ca OBOM MAacHOM KHCEIMHOM CMamyje

CTENEeH OKCHIATHUBHOT CTpeca MHIYKOBAHOT YJITpaBHOJETHHMM A 3paueweM (Zheng u cap.,

2012).

Ha ocHOBy nureparypHHX moJaTaka W ca3Hama Ja C€ HajIOTOAHHM]E METOAE V
CaBPEMEHOM KOHIIENITY M3ydaBarmka HMYHO(DApPMAaKOJIOMIKAX CBOjCTaBa MOJEIMHHUX JICKOBUTHUX
npemnapara y in Vitro cucremuma, 6asupajy Ha TIpoydaBamy oJroBopa henuja mepudepHe

KpBH, Ka0 M HAa MHTEpakuuju AeHapuTckux henuja u T numdponura, mocraBuim cmo cienehe
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Xurmnorese

1.

10-HDA wucnospaBa 103HO-3aBHCaH epeKkaT Ha IMYHCKH OJrOBOp XyMaHuX henuja in vitro
Ipy YeMy Yy BHUCOKUM KOHIIEHTpalujama Jielyje HHXUOUTOPHO, a Yy MamuM

KOHIICHTpalljaMa CTUMYJIaTOPHO

10-HDA 'y omcery HUMYHOCYNPECHUBHHMX KOHIIEHTpaldja MCIOJbaBa JUPEKTHA

AHTHOKCHJaTHBHA CBOjCTBa

3a mpoBepy OBUX XHMIIOTE3a MTOCTABILEHHU Cy cienehu:

[n/beBH HCTpaKNBaba

1.

Wcnuratn yrtunaj pasnuuutux KoHueHtpauuja 10-HDA Ha okcuzaTuBHU mpacak
XyMaHuX HeyTpoduia mepudepHe KpBH CTHUMYyJIHUCAaHHX ca ¢opbon-12-mupucrar-13-
aierarom (PMA), N-dopmun-L-mernonun-L-neymun-L-penunanannaom (fMLP) wmn

OIICOHM30BAaHUM 3MMO3aHOM (0PZY)

Wcnuratu yrunaj pasmuautux konientpaiuja 10-HDA Ha criontany u PMA, fMLP u

OpZy MHIYKOBaHy amoITo3y XyMaHUX HeyTpo(uia nepudepHe KpBu

Hcnuratn ytunaj paznuuutux koHueHntpauuja 10-HDA na npomnec NEToze xymanux

HeyTpodwiia nepudepHe KpBu ctuMmyucanux ca PMA

Ucnurtatn cnocobnoct 10-HDA na ,xBara®, OogHOCHO Ja pearyje ca peakTUBHUM

KHCEOHWYHHUM BpcTama kopucrehu cucreme 0e3 henmja

Ucnutatn  yTtumaj pasnuuutux — KoHueHtpamuwja 10-HDA wa  mpomudeparmjy

MOHOHYKJICAPHHUX henuja nepudepHe KpBH (PBMNC) CTUMYJIHCAHUX
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¢uroxemarnytuanaoM (PHA) u amoreanx CD4" T numdouura y KOKyaTypu ca

nenaputckuM henujama monouutHor nopekia (MoDC)

HUcnuratn  ytuna) — pasnuuutux — KoHueHTpamuja  10-HDA  wa  mpomykuwmjy

npouHpaamaTopHuXx HUTOKHHA y KynTypu PBMNC crumynucanux ca PHA

Wcnuratun no3Ho-3aBucan edekar 10-HDA na momapusamujy Th umyHCKOr 0oarosopa
(Th1, Th2, Th17, T perynatopuu) Ha Mozeiy untepakiuje MoDC u CD4" T numdponura,

kao u PHA ctumynucanux PBMNC
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MaTepujaa "
MeToJe :



Meaujymu u pearencu

RPMI 1640 meoujym

RPMI 1640 menujym (Sigma, Hemauka) ca 1% rentamununom (I'anenuka, beorpan,
Cpouja) u 7.5% NaHCO3; (Anoreka BMA, Beorpan, Cpbuja) xome je momato 10% derannor
teneher cepyma (enrn. fetal calf serum, FCS; PAA Laboratories, Aycrpuja), 50 uM 2-
MmepkanroeraHoia (2-ME, Sigma), 50 i.j/ml nenunmnuna ([anenuka) u  50mg/mi
crpenromunuua ([amenuka) kopumiheH je 3a KyJITHBAIMjy MOHOHYKJIEpaHHX hesuja
nepudepHe KpBU U JeHApUTCKuX henuja u npexacraBba kommietaH RPMI meamjym. 3a
n30NIaIjy MOHOHYKJeapHuX henuja mepudepne kpBu kopumhen je RPMI 1640 menujym
(Sigma) ca 1% rentamunuaoM (I"amenuka) u 7.5% NaHCO; ca nogatum 0,02% Na-EDTA

(Amoreka BMA).

HBSS (enen. Hank's Balanced Salt Solution)

HBSS je nanpaBben xopumihewem cienehux cyncranmu: 1,26mM CaCl, (Merck,
Hemauxka), 5,37mM KCI (Serva, Hemauka), 0,81mM MgSQO,4 x7H,0 (Merck), 140mM NaCl
(Merck), 0,36mM KH,PO,4 (Merck), 0,34mM Na,HPO, (Merck), 4,17mM NaHCO3; (Merck),
5,55mM D-rayko3a (Merck). pH BpemHocT Meaujyma je mojemieHa Ha 7,4 xopuinhemeM
koHrentpoane HCl (Merck) wimu 5SM NaOH (Merck), a crepwimsanuja je u3BpIleHa
ayTokiaBupameM. OBaj MeaujyM je kopuinheH 3a M30Jalfjy M KyJITHBalMjy HeyTpodwuia

nepudepHe KpBU.

HBSS™ medujym

HBSS" menujym je HBSS ca 0,05% FCS (PAA Laboratories) u 10nM HEPES-om
(Flow Laboratories, Irvine, Scotland). Osaj memujym je kopumrheH 3a KyJITHBAIH]jy

HeyTpodwmia nepudepHe KpBH y MOjeTUHIM EKCIIEPUMEHTHMA.
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PBS (enen. Phosphate Buffered Saline), pH 7,4

PBS je nampassben kopuithemem cineaehux cyncrannu: 1,06 mM KH,PO,4 (Merck),

155,17 mM NaCl (Merck), 2,97 mM Na,HPO, (Merck).

PBS1

PBS1 je PBS ca 0,01%NaN3(Sigma)

PBS2

PBS2 je PBS1 ca 2% FCS-om (PAA Laboratories).

Kanujym-PBS
K-PBS je nanpassben kopunhemem cieaechux cyncrannu:137 mM NaCl (Merck), 2,7
mM KCI (Serva), 8,1 mM Na;HPO, (Merck), 1,5 mM KH2PO, (Merck). OBaj mydep je

kopuinihen 3a ELISA tectoBe.

Xunomonu nyghep ca nponuoujym joouoom (PI)

Xwunotonu mydep ca Pl je mampaBibeHn Ha cnemern HaumH: 250 pL Pl mroka (10
mg/mL y H,0, Sigma), 2,2 mL uatpujym mmrpata (2,29 y 10 mL H,0, Merck), 50 puL Triton
X-100 (Serva); momyuutu ca H,O g0 50ml. Oaj mydep ce uyBa Ha +4°C y Mpaky.

Jexcmpan 500

Jexctpan 500 (Merck) je pactBopeH y (pHU3HOJONIKOM pacTBOPY Tako Ja je 100HjeH
20% mrok. OBaj pacTBOp je ayTOKJIABUPAH M YyBaH Ha COOHOj TEMIEpaTypH, a KOpHIIheH je

3a U30JalMjy HeyTpoduia u3 nepudepHe KpBu.

Ilyghep 3a nusuparve epumpoyuma

JIu3uHT My dep je HanpaBJbEH JECET IMyTa KOHIIEHTPOBaH Ha cieachu naunn: 8,029

NH,4CI (Merck), 0,84g NaHCO3 (Merck), 0,037g Na,;EDTA (Sigma); cBe 0BO pacTBOPHUTH Yy
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100ml nectunoBane Boae. OBaj mydep, pa3diakeH AeceT myTa ca ISCTUIOBAHOM BOJIOM, je

KopuurheH 3a TU3upame KOHTAMUHUPAJYhHUX epUTpOLUTa y TOKY HM30Jalije HeyTpoduia.

Docghamuu nygep, 19mM, pH 7,4
docdaruu mydep je HampaBibeH nomohy crnenaehux cyncrannu: 3,943g Na,HPO4 X
7H,0 (Merck), 0,592g NaH,PO, x H,O (Merck); cse pactBoputu y 1000ml mectunosane

BOJIE.

Docchamnu nyghep, 100mM, pH 7,4

docdarnu nydep je HanpaBibeH nomohy cneaehux cyncranmu: 20,7559 NagHPO,4 X

7H,0, 3,117g NaH,PO,4 x H,0; cBe pactBoputu y 1000ml nectumoBane Boje.

Pexomounanmmnu xymanu GM-CSF

PexomOunantan xymanu GM-CSF (rh GM-CSF; Leucomax, crenuduuHe
aktusHoctn 4.44x10° U; Sandoz-Schering Plough, Illsajuapcka). PacTBopeH je mox
CTEpWJIHHUM YCJIOBUMA y JECTHJIOBAHO] BOAM y KOHIeHTpauju o 100pg/ml u Tako uyBaH Ha -
80°C, no ymotpebe. Y ekcnepuMeHTHMa je KopuimheH y (QUHAIHO] KOHIEHTPAIUjU O]

100ng/ml.

Pexomobunanmnu xymanu IL-4

PexomOunanthu xymanu IL-4 (rh IL-4; Roche Diagnostics GmbH, Hewmauka).
PacTBopeH je moa cTepuIHUM YCIOBHMMA y AECTUIIOBAHO] BOAM Y KOHILEHTpauuju ox 25 pg/ml
n uyBan Ha -80°C nmo ymorpebe. Y ekcrnepuMeHTHMa je KopuiiheH y (UHAIHO]

koHrentpanuju ox 20 ng/ml.
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10-HDA
VY exkcnepumenTtuMa je kopumihena komeprjarna 10-HDA (Wako Pure Chemical
Industries Ltd., Jaman). 10-HDA je pactBopena y DMSO y xkonueHtparmju ox 2M,

aIMKBOTHpaHa U yyBaHa Ha -40°C.

LPS
LPS (Sigma) wu3 Escherichiae coli je pactBopen y RPMI 1640 wmemujymy vy
KoHIeHTpauuju ox 1lmg/ml, amukBotMpan u wuyyBan Ha -20°C g0 ymorpebe. VY

eKCIIepUMeHTUMa je KopultheH y KoHueHTpauuju ox 1pg/ml.

DumoxemaciymuHuH
®duroxemarnytuaua (PHA) (Serva) je pactBopen y RPMI 1640 meaujymy y
KoHUeHTpauuju on 1mg/ml, amukBotupan u wuwyBan Ha -20°C g0 ymorpebe. VY

eKCIIEpUMEHTHMA j& KOpuIlINeH y KoHIeHTpauuju o1 30ug/ml.

Dopbon-12-mupucmam-13-ayemam
®opbon-12-mupucrar-13-anerar (PMA) (Sigma) je pacTBOpeH MOA CTEPHIHUM
ycnoBuMa y DMSO y konnentpamuju ox 160uM u uyBan Ha -20°C mo ymotpebe. Y

3aBHCHOCTH O] eKCIIiepuMeHarTa KopuiiheH je y KoHIeHTpanujama ox 16nM, 32nM u 48nM.

N-gopmun-L-memuonun-L-reyyun-L-penunanranun (fMLP)
N-dopmun-L-metronun-L-neymun-L-pennnananun (FMLP) (Sigma) je pacrtBopen
noJ crepwiHAM ycnosuMa y DMSO y konnentpanuju ox 10mM, anukBoTHpaH u 4yBaH Ha -

40°C no ynotpebe. fMLP je y exciepumentuma kopuirheH y KOHIEHTpamju ox 1 M.

Onconuzosanu 3umMo3au

OnconuszoBanu 3uMo3aH (0PZy) je mpunpemsbeH Ha cieneid Hauud (Allen, 2014): 50
mg 3omo3aHa (Sigma) je momemano ca 5 ml crepunHor PBS-a u conngukoBano 5 munyTa y
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YITPa3BYyYHOM KyNaTWJIy, a 3aTHM HHKYOMpaHO y KJby4aJloM BOJAeHOM KymnaTtuiay 10muH.
[Tocne wuHKyOanuje, ycmeamno je uentpudyrupame (400g, 10 muHyTa) mpu uyemy cCy
MapTUKyJe 3UMO3aHa Taje Ha JHO emnpyBere. CymepHaTaHT je oa0ayeH, a MeNleT KOju je
cacTaB/b€H O] MAPTHKyJa 3MMO3aHa je pecycrneHmoBan y HoBux Sml PBS. lleo mocrymak
(ynTpa3ByyHO M KJbY4ajO BOICHO KyNaTHJIO, LEHTpU(YTrUpame) je NOHOBJbEH JBa MyTa, a
¢uHanHM nener je pecycnenaonan y 2,5ml crepunnor HBSS, anukBotupan no 250 pl (5 mg)
u gyyBaH Ha -40°C. Pamgau pactBOp 3uMo3aHa je n00ujeH pasdnaxkuBameM ca HBSS-om no
KoHUeHTpauuje o 1lmg/ml. opZy je mnpumpemMaH HEMOCPETHO IMIpe EKCIepUMEHATa
MHKY0alujoM pagHOr pacTBopa 3umo3aHa (1mg/ml) ca ucrom 3anpeMHHOM CBEKET XyMaHOT
cepyma Ha 37 °C 30 munyra. Ilocne mHkyOanmje OncoOHM30BaHE MAPTHKYJE 3MMO3aHA CY
nenetupane nentpudyrupamem (3 munyra, 160009) u ucnpane asa myra ca HBSS. Oako

IpUIpeMJbeHe apTUKyJe 0PZY cy uyBaHe Ha Jeay U KopullltheHe y poKy oJ /iBa carta.

Jluxuopopooamun 123
Juxuapopogamun 123 (DHR) (Sigma) je pactBopern y DMSO y KoHIEHTpamuju o1
10mM, a 3atum pazonaxen ca PBS-om 10 koHtenTpanuje ox 1mM, anukBoTHpaH ¥ 4yBaH Ha

-20°C.

Jlymunon

Jlymunon (Fluka, Hemauka) je pactBopen y cBexe npunpemsberom 0,1M NaOH (u3
5M miroka) no konueHrpauuje ox 50 mMM. PactBop nymuHONa no0OHMjeH Ha OBaj HAYWH je
CTa0WJIaH HEKOJIMKO MECEIM aKo Ce YyBa Ha COOHOj TeMIlepaTypH 3alITHhEeHO O] CBETIOCTH.
VY ekcrnepuMeHTHMa je KopuinheHa koHIeHTpamuja o 50 puM, moOujeHa pa3OiaKuBameM

IOTOKAa HETTOCPEAHO MPEC CKCIICpUMEHATA.
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2", 7"-0uxnopoouxudpo-ghiyopecyeur ouayemam
2" 7"-muxnopoauxuapo-ayopeciienn auarerat (DCF-DA) (Sigma) je pactBopen y
DMSO y konnentpamuju ox 10mM, a 3atum pazonaxen ca PBS-om 10 KOHIIEHTpaIyje of

1mM, anukBoTHpaH u uyBaH Ha -40°C.

p-Humpobaymempaszonujym xaopuo (NBT)
p-Hurpobnyrerpazomuym xmopua (NBT) (Merck) je pactBopen y HBSS 'y

KOHLeHTpauuju ox 5 mg/ml, anukBotupan u yyBan Ha -20°C.

N3onanuja u kyaruBanuja heauja

H3zonayuja neympoguna

Heytpodwmiu nepudepne kpBu cy U30J0BaHU U3 KPBU JOOPOBOJbHUX JaBajiala Kojoj
je xao antukoaryianc gonat KsEDTA. Y 10 ml xpsu je noxato 3 ml 5% nekcrpana u HaKOH
cenuMmeHTanyje henuja Ha cCOOHO) TeMmepaTypH 35 MUHyTa W3[BOjUJIa ce Iia3Ma oboraheHa
JeykouuTHMa. TakBa IUIa3Ma je MakKJbMBO CaKyIUb€Ha W HaHeTa Ha moBpmuHy Limfoprep
rpanujenta (PAA Laboratories, gustine 1.077g/ml) xako 6u ce modmne ase dase. IMocie
neHrpudyrupama (2200 rpm, 20 mMuHyTa Ha COOHO] TeMmMIepaTypH) H3IBOjUO C€ TPCTEH
MOHOHYKJIeapHUX henuja, a Ha JHY Cy C€ HCTAJOXHWIM HEYTpoWIM U Beoma Mailu Opoj
epUTPOLUTA. 3aTUM je Ha cynepHaTaHT cumaHo 3 Ml nu3uHr mydepa kako Ou ce aH3Upann
MIPEOCTaIH EPUTPOIMTH Y Tpajarby o/ 2 MUHYTA y3 JIaraHO MEIIame ayTOMAaTCKOM ITUTIETOM.
[Toce nu3upama hemuwje cy wucrpane u pecycnenmoBane y HBSS-y. Uuctoha henmjcke
cycneHnsuje je onpehuBana 6ojemem hennja Tiirck-oBum pacTBopom, a BHjaOHIHOCT yTBpheHa
Opojambem henmja y 0.2% pactBopy Tripan mmaBor. OBako noOujeHHM HEYTpOPHIU Cy

kopuiheHu rnpema norpedbama eKCreprMeHTa.
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H3zonayuja mononyxneapnux heauja nepugepne kpeu

Momnonykieapuae henuje nepudepre kpsu (PBMNC) cy u30s10BaHe U3 JI€yKONMUTHOT
KoHIeHTpara (eHri. buffy coat) nentpudyrupamem na Limfoprep rpagujenty. JleykountHu
KOHIIEHTpAaT, M00WjeH OJ KpBH JOOPOBOJBHHX JaBajama je o0e30eano HWMHCTUTYT 32
TpaHcgys3uonorujy BojHomenununcke akagemuje. JleykonuTHu uMHQUATpAT je pas3biakeH
TPH MyTa ca MEAWjYMOM 3a U30JIallHjy, a 3aTUM je y CTakieHe ernpysere 3anpemune 12 mly
KojuMma ce Hamasu 2,5 ml rpagujeHta makJbMBO HAHET Tako jga ce (opmupajy ase (dase
teunoctu. Enpysere cy motoMm nentpudyrupane Ha 2200 rpm, 20 MuHyTa Ha COOHO]
TeMIepaTypu MpU YeMy Ce M3J1Baja MPCTEH KOju caapKu MOHOHYyKieapHe henuje nepudepHe
kpBu. IlpcTeHn M3 cBUX enpyBeTa Cy CaKkyIUb€HM, a 3aTHUM Cy MOHOHYyKJeapHe henuje
UCIpaHe oJ rpaaujeHTa ueHtpudyrupamwem Ha 1400 rpm 8 MuHyTa Ha COOHO] TEMIEPATYPH.
[Ipeoctanu TpOMOOIMTH Cy YKJIAaHEHH MOHABJHAHUM IEHTPU(DYTUpAmHEM U HCIUPABEM Ha
800 rpm 8 wmwuHyTa Ha coOHOj] TeMmepaTypu MHMHUMYM 3 myTta. henuje cy 3arum
pecycrneHioBaHe Y KOMIUIETHOM MeujyMy B Opojane. OBako nooujeHe henuje cy kopuirhene

3a u3o0Janujy MoHouuTa 1 T muM@onuTa, ajiu 1 3a MOCTaB/bambe KyJIType.

H3zonayuja monoyuma

Mounonut cy wuzonoBanu u3 PBMNC Ha OCHOBY HHXOBE CIIOCOOHOCTH Ja
aJXxepupajy Ha MOBPIIMHY IUIACTHYHHX (uackoBa. 3acejaHo je 30 x 10° hemmja/dmacky
BennunHe T25 y Sml xomruietHor menujyma. Hakon jenqHodacoBHe nHKyOauuje Ha 37°C, y
atMocepu 3acuheHoj BomeHoMm mapom ca 5% COj, HeanxepeHTHa (pakuuja hemmja je
oJCTpameHa wucnupameM ca PBS-om, a anxepeHtHa (MoHOIMTHA) dpakinuja aajbe

KyJITHBHCaHa IIpeMa rnotpedama eKCriepuMeHTa.

Hobujarwe u kynmusayuja MoDC
MoHOIUTH JO00WjeHN Ha ONHMCAaH HA4YMH Cy KYJTHBUCAHU 6 JaHAa y TUIACTHYHUM

dnackoBuma Ha 37°C, y atmochepu 3acuhenoj BogerHoM napom ca 5% CO; y KOMIUIETHOM
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menujymy y3 nogaarak GM-CSF (100 ng/ml) u IL-4 (20 ng/ml). ITo ucteky mecror nana
KyJlTHBaNuje, jeaaH Manu naeo Hespenunx MODC je cakymbeH W aHalIM3UpaHa UM je
excripecuja CDla u CD14 monekyna meTonoM mutodiayopuMeTpuje, 0K je APYrd 3HATHO
Behn neo crumynmcan LPS-om y oncyctBy wimm mpucyctBy 10-HDA (50uM u 500uM).
Hakon 48 catu mnkyOanmje, henuje cy cakyiubeHe W Aajbe KopuiiheHe y (EHOTHIICKUM U
¢byHkuvoHamHuM TectoBuMa. CymepHaTaHTH M3 CBUX OazeHa y KojuMa cy henwuje
KyJITHBHCAaHE Cy CAaKyIUbeHH M cMp3HyTH Ha -20°C y mwby oapehuBama KOHIIEHTpAIMje

IIATOKHUHA.

. +
Hzonayuja anocenux CD4" T numpoyuma nomohy umynomacnemuoe copmuparoa

3a mocTaBKy KyJType MeIIaHe JIeyKoluTHe peakiuje (enri. mixed leukocyte reaction,
MLR) u oapehuBame cmocooHoctn MoDC 3a momapusanujy uMyHCKoOr oaroBopa Th
nmumponura kopumhenn cy CD4'T numpomuTH HM30M0BaHM METOJIOM HMYHOMATHETHOT
coptupama u3 PBMNC nomohy koMepIyjalHOT KuTa 3a H30Jaldjy, a MpeMa MPOTOKOIY
npomsBohaua (CD4 T-cell Isolation Kit, MACS technology, Miltenyi Biotec, Hemauka).
IIpBo cy 1x10" PBMNC WHKyOMpaHe 15 MuHyTa Ha XJagHOM, y Tydepy 3a MarHeTHo
coprupame (2 mM EDTA; 0,5% FCS (Sigma, Hemauka)), ca anturenuma (antu-CD8, anTH-
CD14, aatu-CD16, antu-CD19, antun-CD36, antu-CD56, antu-CDI123, antu-TCR y/0 u
antu-CD2352a) xomyroBanuMm OMOTHHOM. 3aTuM Cy henwje ucrpane y mydepy 3a copTHpame
¥ MHKyOWpaHe |5 MuHyTa Ha XJaJHOM ca aHTH-OMOTHH aHTHTEIMMa 3a KOja Cy Be3aHe
Mar"HetHe mapTukyne. Hakon uakyOamnmje, henuje cy ucmpane, pecycnengoane y 500 pl
nydepa W HaHeceHe Ha cemapanuoHy koyioHy (LS separation column, Miltenyi Biotec,
Hemauka) mocraBibeHy y MarHetHoM mosby (MidiMACS™ Separator, Miltenyi Biotec,
Hemauka). UYucroha m3onoanmx CD4" hemmja je mnpoBepaBama mnomohy TNpoTOYHE
nutodayopumerpuje mpumeHoM aHTU-CD4  aHTMTena KomyroBaHux (hayopecleuH

uzotuonrjanatom (FITC, fluorescein isothiocyanate) (Serotec, Oxford, UK).
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bpojarve henuja

VY umiby carjiemaBama Opoja m3oioBaHHMX henmuja, manu aeo hemuja je obojen 0.1%
pactBopom Tripan mraBor. O6ojene henuje cy Hanete Ha Neubauer-oBy koMopy 3a Opojame
yOOJIMYCHUX €JIEMEHATa KPBU M MOCMATpPaHe Ha CBETJIOCHOM MHKpOckomy. TokoM Opojara

HUCY padyHate henuje koje cy 000jeHe I1aBo.

IIpouena henujcke BUjaOUIHOCTH

Meperwe anonmose b6ojervem pacmeopom Tiirck-a

AmnonTo3a henuja onpehuBana je MOpQOIOMIKOM aHAIM30M CBeXUX henrja 000jeHHX
pactBopom Tiirck-a (2 x 10° hemmja y 50pul memmjyma mmm HBSS + 100ul Tiirk-oBor
pactBopa). Ha myntucnor mimouuiy je craBibeHo 10 pl hemujcke cycneHswje, a 3atum
MOKPUBEHO MOKPOBHHUM CTaKaJIleM. Y30pIH Cy aHAIM3UPAHU HAa CBETIIOCHOM MHKPOCKOITY

(OLYMPUS CX31) 6pojameM Hajmame 500 henuja mo mpemapary.

Mepemwe anonmose u sujaburnocmu kopuwheroem nponuoujym joouoa

Mepemwe amonTo3e momohy mnponuaujym joauma je paheHO Tako IMITO je HAKOH
kynruBanmje y S0ul hemmjcke cycmensuje momato 250ul pactBopa mponuamjyM joauaa y
XUIIOTOHOM 1TpatHoM mydepy. Ilocnme 15 munyTta wuHKyOamuje Ha nemy hemuje cy
aHanu3upaHe Ha mnpoToyHoMm murodayopumerpy (Cube 6, Partec, Hemauka), a oOpama
nojataka je ypahena momohy nporpama FCS Express 4 (De Novo Software, Glendale, CA).
Anonrornyne henuje cy ce cMmaTpane OHe ca XHUINOAWIUIOWAHUM IMKOM. 3a TPOIEHY
BUjabunHOCTH, henmjama je momat pactBop Pl y PBS-y, a mocne 10 muuyra henmje cy
aHanMM3MpaHe Ha uTohIyopuMeTpy. BujabumuocT je oapehusana mo dpopmymu 100% - % P17

henwmja.

deHoTHuncKa aHaau3a heanja

Crenen marypammje u akruBangje MoDC oxpehuBaHa je Ha OCHOBY HCHOJbaBamba

KapakTepUCTUYHUX MOBPUIMHCKUX MOJIEKyJa. 3a OBy MeETOAy Cy KopHIIheHa MuIlja
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MOHOKJIOHCKa aHTuTena (mAt) (one modpojana) Koja cy crneun(uyHa 3a XyMaHe aHTUT€HE U

KomyrosaHa ¢uyopecueHTHuM 0ojama (FITC u ¢uxoepurpun (PE, phycoerythrin)).

MoHOKIOHCKa aHTUTENa KopulitheHa y (perorurickoj ananmmu3u MoDC:

antu-CD40 (FITC)

antu-CD54 (PE)

antu-CD83 (FITC)

antu-CD86 (PE)

antu-HLA-DR (PE)

antu-CDla (PE)

1:10

1:10

1:10

1:10

1:10

1:10

BD Biosciences, USA

Serotec, UK

BD Biosciences, USA

Serotec, UK

Serotec, UK

Serotec, UK

Henocpenno npe nonaBama mAt henuje cy ucnpaHe M pecycleHIOBaHE Yy XJIAIHOM

PBS! y xonuentpaumju ox 1x10° henuja/50pl. Y hemmjcke cycrnensuje cy momara mAt y

(¢buHamHUM paszbnaxemuMa MpuKkazaHuM rope. henwje cy makyoOupane 30 munyTa Ha +4°C,

ucnpane y PBS1 (uentpudyrupamem na 1400 rpm, 8§ munyra, Ha +4°C) u puxcupane y 4%

¢dopmanuny. Kao KOHTponHM y30puu KopuinheHa cy UpeleBaHTHA aHTU-MHIa mAt

komwyroBana FITC-om unu PE. OBako obenexene henuje cy aHanum3upaHe Ha MPOTOYHOM

mutodryopumetpy (Cube 6), a netasbHa o0pajia mojgataka je ypahena momohy mporpama FCS

Express 4. Ananusupano je Hajmamwe 10 000 henuja nmo y3opky. Pesynratu cy npukazaHu y

00JTUKY CpeIbUX BPeIHOCTH UHTEH3UTETa (hiryopeciieriie (eHri. mean fluorescence intensity,

MFI).
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IIpoueHa pyHKIUOHAIHUX KapakTepucTuka heauja

Tecm nponugepayuje PBMNC

PBMNC (3 x 10° mo Gaseny y ¢unanuoj 3anpemusn ox 250ul) ¢y KyIaTuBHCAaHE Y
wioun ox 96 wmecra (Sarstedt, Hemauka) y KOMIUIETHOM MeNWjyMy, Yy OJACYCTBY WU
MPUCYCTBY pa3nmuuuTux KoHueHtpanuja 10-HDA. 3a crumynamujy mnposnmdepanuje je
kopuuthen ¢uroxemarnytuaud (PHA, 30 pg/ml). Kynrype cy nnkyOupane y TepMmocrary ca
5% CO; na 37°C, tokom 72h. Ilocnenwux 18 catm kyntuBanmje henujama je gomat [3H]-
tumuanH (Amersham International, Benmka Bpurtanmja, cnemmduyne aktuBHOCTH 6.7
Ci/mmol) y xonmentpaiuju ox 1puCi mo 6azeny. henmje cy cakymbeHE ayTOMAaTCKUM
ckumadem kynrypa (Titertec Cell Harvester, ICN Flow, USA), a yrpamma [°H]-Tumuauua je

MepeHa nmomohy cumHTHIaoHor 6eta 6pojaua (LKB-1219 Rackbeta, Finland).

Anocmumynamopua cnocoonocm MoDC

AnoctumynatopHa crocobHoct tperupanux MoDC ozapehuBana je mpema creneHy
npomudeparmje anoreanx CD4" T mumdonura y xo-kyarypu ca MoDC. ¥V mouy ox 96
mecra (Sarstedt, Germany) momare cy MoDC (stimulatori) y aBocTpyko omaaajyhum
KOHIIEHTpaIjama (0,5X104-0.125X104 no Oazeny) u CD4+T mumdorutu (pecrionaepu) y
KOHCTAaHTHOj KOHIeHTpammju o 1x10° mo Gaseny y dumannoj sanpemusn ox 200pl. Remuje
Cy KynTuBucaHe 5 gana y komiieTHoM Menujymy Ha 37°C u 5% CO;. Tokom nocnenmux 18
caTu KyJTuBanmje hemujama je momat [3H]-TI/IMI/II{I/IH y koHreHTpanuju oa 1puCi mo 6azeny.
HaxoH 5 jaHa, hemmje cy caKkyIUbeHe ayTOMAaTCKHM CKHIA4eM KyiTypa, a yrpamma [-H]-

TUMH/IMHA je MepeHa ToMohy cMHTHIIAIMOHOT OeTta Opojaya (LKB-1219 Rackbeta, duHcka).

Mepere unmenzumema okCUOAMuUEHO2 NPACKa Heympopuia Memooom XeMuiLyMUHUCYeHyuje
nomohy nrymuHnona

Heyrpodumu (2,5 x 10%/200u] HBSS; y upHoj mioun ox 96 MecTa ca paBHHAM JHOM
(Costar 96-Well Black, MA, USA) cy mocie TpHAECETOMHHYTHE IMpe-MHKyOanuje ca
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pactyhum konuentpamujama 10-HDA (0,05mM -2mM) u mymunonom (50uM) crumynmcane
ca PMA (16nM), OpzZy (10pg/ml) wiu fMLP-om (1uM);. Ommax HaKOH CTHMYJaluje
nomohy xemuimymuHHCIIEHTHOT criektpomerpa (Synergy HT, BIO-TEK, Vermont, USA)
[OYeJI0 je Mepewmhe MHTEH3UTeTa EMHMTOBAaHE CBETJIOCTH KOJU je MPONOpLUOHATIAH

CUHTCTUCAHUM PCAKTUBHUM KHUCCOHUYHHUM BpCTaMa.

Meperwe unmenzumema oKCuOamueHo2 npacka Heympoghuia xonopumempujcku nomohy NBT
mecma

[Torennujan cTBapama cynepokcuaa y henujama je npahen NBT tecrom. henuje (2 X
10°200p] Memmjyma; y rmiounm ox 96 Mecra ca paBHuM aHoM (Sarstedt)) cy mocme
TPUACCETOMHHYTHE Mpe-UHKyOaIje ca pa3nuyutuM KoHueHTpamujama 10-HDA (0,25mM -
2mM) ctumynucane ca PMA (16nM), fMLP (10uM) mnu opZy (10ug/ml). McroBpemeHo ca
ctuMyitycuMma y henujcke kynrype je nogat NBT y ¢unannoj konnenrpauuju ox 0.5 mg/ml.
henuje cy 3arum uHKyOupane Hapeanux 90 mmHyTa y Tepmoctaty Ha 37°C. Y TOKy
WHKyOaluje Hacrajma je penykumja xyto obojeHor NBT-a y nudopamazan. Peaxiuja
penykije NBT-a je 3aycraBibena 1% pacrtsopom HCI-SDS (Serva) y kojoj ce HacTtamu
mudopmazoH pactBapa. MHTe3ureT pacTBopeHe 0o0je KOjU je JUPEKTHO Cpa3MepaH
aktuBHOCcTH NADPH okcumasze, MmepeH je Ha crieKTpo(OoTOMETPY Ha TajJacHO] AyKuHU o 570

nm (pedepertrna 650 nm).

Oopehusarwe npooyKoBaHUX YUMOKUHA

Konnentpanuje cBuX J10J€ HaBEACHUX IMTOKWHA Je ojapehuBaHa yroTpedbom

komepijanaux cenasud ELISA kuToBa mpema ynyTCTBHMa mpou3Bolaua.

Vrtuuaj 10-HDA Ha ¢ynkuumjy PBMNC carnenana je Ha OCHOBY MpPOAYKIHje
MTOKMHA y cymnepHaTaHTuMa 7/2h KynaTypa oBuX henuja ca pa3nMYUTHUM KOHIIEHTpallHjaMa

10-HDA u ¢uroxemarmytuauaom PHA (30 pug/ml, Serva) xao ctumynycom. OapehuBane cy
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koHrenrpanuje IFN-y, 1L-2, IL-5, IL-10, IL-17, IL-1B, IL-6 u TNF-o (R&D Systems,
Minneapolis, USA).

VYrunaj 10-HDA na ¢ysknujy MoDC mpounewmuBaH je Ha OCHOBY MNPOAYKIIH]E
IUTOKWHA y CymnepHaTaHTHMa KyiaTypa MoDC TpetHpaHUX pa3iMduTAM KOHIICHTpaIldjama
10-HDA ca LPS-om (Sigma) (1 pg/ml) xao ctumynycom y Tpajamy on 48 catu. OapehuBana
je xonnentpanuja 1L-12p70, IL-18, IL-10 u TNF-a (R&D Systems, Minneapolis, USA).

Cnocoonoct MoDC y ycmepaBawy T henujckor uMyHCKOr oaroBopa oapehuBana je
MEpCHEeM KOHIICHTpAIlMja KapaKTePUCTHUYHUX IIMTOKWHA W3 CylepHaTaHaTa KoO-KyJTypa
MoDC u anorenux CD4'T mum¢ponuta: IFN-y, IL-2, IL-10 (R&D Systems), IL-4 (Invitrogen
Biosource, Carlsbad, USA).

CraTtucruuka odpajaa mojgaraka

Hajmpe je wcnuTHBaHa MNPaBWIHOCT pacrojene JA00WjeHHX BPEIHOCTH. 3a
ynopehuBame BpPEeIHOCTH KOje Cy HMMaie MpaBWIIHY pacmojeny, Ha ocHoBy Kolmogorov-
Smirnov tecra, kopumiheHd Cy mapaMeTapcKd TeCTOBH: Student-oB t TeCcT W jeIHOCTPYKH
ANOVA Ttect ca Dunnett moct TectoM. Y ciy4ajy HEMpaBWJIHE pacmojiene KopuinheH je
Herapamerapcku Mann-Whitney Ttect. BpemHoctu noOujeHuX IMojaTaka Ccy cMarpaHe
CTAaTUCTUYKK 3HadajHUM ykomuko je p<0.05. Cratuctuuka oOpama mojataka ypaheHa je
nomohy cratuctuukor mporpama GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA).
Pesynratu cy nmpukazaHu Kao cpelmba BPEAHOCT + cTaHaapaHa aesujanmja (SD) u3 Hajmame

TPpH HE3aBHCHA CKCIICPUMCHTA.
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Yrunaj 10-HDA Ha pyHkumjy xymanux HeyTpoduia nepudepHe KpBu

Egexam 10-HDA na oxcuoamusnu npacax xymanux neympoguia

VYrunaj 10-HDA Ha okcumaTMBHM TIpacak HeEyTpoduiaa je HCHUTUBAH METOJIOM
XeMIJIYMUHHCIIEHIIE TOMOhy JyMHHONA, KOjU MOXE Ja JAETeKTyje HHTpamelylapHy |
eKcTpanenyiapay npoayknujy pasmuuntux ROS. Jlobujenu pesynratu cy nokazamu na 10-
HDA vy Bucokum koHueHtpauujama (ImM u 2mM) cmamyje nponykuujy ROS vy
Heytpodmimma crumynucanum ca PMA, fMLP u opZy. Takohe, craTucTMYKM 3HauyajHa
WHXUOWIIM]a je pHUCyTHA U nipu KoHIeHTpanuju ox 0,5 MM kana ce ka0 cTUMyYITyC KOPHCTHO
PMA, mox xox ocrajia JBa CTHMYJyca HUje OMIIO pa3ivKe y OAHOCY HAa KOHTPOIY IPH OBOj

konueHrpauuju 10-HDA (I'padukon 1).
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I'pajpuxon 1. Edexar 10-HDA Ha oxcuaaTHBHM MNpacak XyMaHHX HeyTpoguia.
Heyrtpopmm (1 x 10%ml y HBSS) cy mocie TpumeceTo-MHHYTHE Npe-HHKyGalmje ca
pazmuuutuM KoHieHTpanmjama 10-HDA (0,05mM-2mM) wu nymunonom (50uM) Owune
crumysiucane ca PMA (16nM), fMLP (1uM) u opZy (10ug/ml). OnMax HaKOH CTUMYJIAlHje
[IOYeJI0 je€ Mepeme WHTEH3UTeTa EeMHTOBaHE CBETJIOCTH Koja je MpONOpLHMOHAIHA
cuaretrcanuM ROS. [puka3zana je cpeama BpeTHOCT PEIaTUBHOT WHTEH3UTETA MPOIYKIIH]je
ROS y omgnocy nHa xoHtpomy (100%) = SD wu3 Tepu excnepumenta. *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001
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C o03upom aa mymuHON HecnenuduuHo pearyje ca paznuuutuM ROS, xenenu cmo 1a
Bugumo kako 10-HDA ytuye Ha npoaykuujy nojennnauanx ROS y HeyTpodminma, kao mro
cy 027, H,0,, HOCI. Crora cmo kopuctunu pasauuure metoze aerekiuje ROS, a koje cy
cneruduune 3a nojenuHadHe ROS. MutpanenynapHy TPOAYKIH]Y CYNEPOKCHIHOT amOHA

cMo Mepuin Konopumetpujcku momohy NBT Tecra.

Pesynraru npukazanu Ha rpadukony 2. nokasyjy aa je 10-HDA (ImM u 2mM) no3Ho
3aBUCHO CMarbuiia UHTparenyiapHy npoaykuujy O” y HeyTpoduivma CTHMYIMCaHHM ca
PMA, fMLP u opZy. Takohe, 10-HDA y kouuentparmju ox 0,5mM je umana craTHCTHYKA
3Hayajad edekar Ha npoaykuujy Op  camo ko Heyrpoduia ctuMmyiaucanux ca PMA, nok

ocralie MpUMEmhEHe KOHIICHTPAIlje HUCY MOy rcaie cTBapame O, y HeyTpohuinma mocie

CTUMYJIAIH]€.
1501 150 150
100- 100 100+
s Keded *k%k Fedek ek d
= R wok S |:_‘
50 | ‘ 50 \ 50
0 T T T T T 0 T T T T T 0 T T T T T
PMA 2 1 0.5 0.25 fMLP 2 1 0.5 0.25 opZy 2 1 0.5 0.25

10-HDA (mM) 10-HDA (mM) 10-HDA (mM)

I'padpuxon 2. Edexar 10-HDA Ha npoaykumjy cynepokcuaa o1 CTpPpaHe XyMaHHUX
neyrpoduia. Heyrpodpuma (1 x 10%ml y HBSS) ¢y ce nnkyGupanu 30 munyta ca 10-HDA
(0,25mM-2mM), a 3atum cy um goaatu ctumyiaycd PMA (16nM), fMLP (1uM) umu opZy
(10pug/ml) u NBT (0,5 mg/ml). Hakon nBouacoBHe uHKyOaije u IeHTpHpyrupama
MHUKpPOTUTAPCKE IJI0Ye, CYIICPHATAHT je CaKyIUbeH, a Ha nener je cunad SDS-HCI kako 6u ce
mudopamazan pactBopuo. MHTe3uTeT pactBopeHe 60je je MepeH Ha creKTpodoToMeTpy Ha
tanacHoj ayxxuau ox 570 nm (pedepentna 650 nm). Ha rpadukoHy cy mpuKazaHe Cpelibe
Bpeanoctu npoaykiuje O,” y omsocy Ha koHtpoay (100%) +SD u3 Tpu eKcHepHMEHTa.
*p<0.05; ***p<0.001
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Hamu yBun y edpexar 10-HDA na mnpoaykumjy octamux ROS copoBenen je
uutodayopumerpujom nomohy DCF-DA, dayopecuentHe 60je KOjoM ce MHTparenylapHO
mory nerekroBatd H,O, u xumpokcunnu pagukan (HO'), kao u mojeaune peakTUBHE BPCTE
azota. Kao mro ce moxe yountn Ha rpaduxony 3, 10-HDA je camo y HajBehoj mpuMemeHO]
KOHIIeHTpauuju (2 mMM) cMamuiia koyimuuHy npoaykoBanux ROS y xymanum HeyTpoduinma
ctuMysiucanux ca PMA u 0pZy, 1ok ocralie NpuMemheHe KOHLIEHTpAlje HUCY uMalie eeKTa.
Takohe, 10-HDA je morenTHuje muxubOupana npoayknujy ROS, koju ce nerektyjy oBoM
MeTo/IoM, Ko HeyTpoduia crumyiucanux ca fTMLP, jep je u Mama koHuenTpamumje (1mM)
uMalla CTaTUCTHYKK 3Hayajan edekar. ['0TOBO HWcTH pe3ydTratd Cy OOOHjeHH NPHUMEHOM
UTO(IyOpUMETpHjCKe MeToJie ca apyrom QuryopecueHTHOM 0ojom DHR koja crenuduuno

pearyje ca H,O, u HOCI (rpadukon 4).
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I'pajpuxon 3. Edexar 10-HDA na npoaykuujy H;O, m HO' ox crpanme xymammx
neyrpoduaa. Heyrpodumu (1 x 10%ml y HBSS) cy urky6upann 30 MEHYTa y PHCYCTBY
DCFH-DA (1uM). [Tocne ucnupamwa y HBSS, henuje cy npennkyoupane 30 munyta ca 10-
HDA (0,5mM -2mM), a 3atum crumyaucane ca PMA (16nM), fMLP (1uM) uau opZy
(10png/ml). Hakon unky6ammje ox 30 mun henuje cy ucnpane y xmagHom PBS, a uHTEeH3UTET
dayopeclieHIle je MepeH MPOTOYHOM mHTodIyopuMerprjoM. llpukazane cy cpeame
BPEIHOCTH HUHTEH3UTeTa QuiyopecueHne y oxHocy Ha koHtpoiay (100%) £SD wu3 tpu

excriepumenTa. *p<0.05; **p<0.01
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I'pajguxon 4. Edexar 10-HDA na mpoaykuujy H,O, m HOCI ox crpane xymaHux
meyrpopmiaa. Heyrpopmwm (1 x 10%ml y HBSS) cy mocie TpHAECETOMHHYTHE
npeunkyoamuje ca 10-HDA (0,5mM -2mM) tperupane ca DHR (10 uM) u paznuautum
crumyiycuma PMA (16nM), TMLP (1uM) wiu opZy (10ug/ml). Iocneld5 (PMA u fMLP),
onaocHo 30 munyta (0pZy) hemumje cy craBibene Ha jenq Tokom 10 muHyTa, McnpeHe y
xmagaoM PBS u ¢ukcupane y 0,5% dopmangexumy, a HHTEH3UTET (IyOpecIeHIe jeé MepeH
npoToYHOM 1uTO(dIyopumerpujoM. Ilpukasane cy cpenme BpeIHOCTH WHTCH3HTETA
dayopecueniie 'y omHocy Ha KoHTpoiry (100%) +SD u3 tpu excnepumenrta. *p<0.05;

**n<0.01

Ymuyaj 10-HDA na npoyec NET0zZe xymanux neympoghuna nepughepne xpsu

bynyhu nma xemujcka W OWOJIOIIKA CTUMYyJanyja HEyTpouia yrJIaBHOM HHIYKYje
NETozu na HaumH kxoju 3aBucu o npoxaykmuje ROS (Nishinaka u cap., 2011, Kirchner u
cap., 2012, Palmer u cap., 2012, Parker 1 Winterbourn, 2012, Kirchner u cap., 2013), Mmu cmo
npernoctaBmwin na he 10-HDA, ¢ 063upom na cmamyje npoayknujy ROS, takohe cmamutu

narensuretr NEToze.

Xymanu HeyTpodwmiu cy uakyoupanu 30 MUHYTa ca pa3IMuUTHM KOHIEHTpalujaMma
10-HDA (0,5MM-2mM), a 3atum crtumyiucanu ca PMA (48 nM), Hajmo3HaTHjuM
uaaykropom NEToze. Ocnobaheme NETova je kBantu(ukoBaHo mociie 4h wHKyOaruje

MepemeM uHTeH3uTetra d¢uyopecenne Pl. Kao mro ce moxe Buaetn Ha TpadukoHy 8
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nperpetMad HeyTpoduna ca 10-HDA (ImM u 2mM) 3HauajHo penaykyje ocinobahame

NETova ox cTpane XymaHux HeyTpoduna.
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I'paduxon 5. Yruunaj 10-HDA Ha untenzuter NEToze Heyrpodmuiaa. Heyrpodbumu cy
MPEUHKYOUpPaHU Y MPUCYCTBY WM OACYCTBY paznuuuTux KoHueHtpamnuja 10-HAD (0,5mM-
2mM) y tpajamy ox 30 muHyTa, a 3aTUM ctumyiucaHu ca PMA (48nM). Murtensurer
NEToze je mpouemeH Ha OCHOBY OJHOca KonuuuHe ekcrpanenynapue DNK u ykymHe
konnunHe DNK, kopuctehu ¢ayopecuentny 6ojy Sytox Green, kao MTO je TO JETajbHO
omnucaHo y naeny Merepujan u Merone. PesynraTu cy mpuka3zaHUd Kao Cpelilba BPEIHOCT

nporerTa henrja y NETozi £SD u3 Tpu excriepumenta. *p<0.05; ***p<0.001

AHTHOKCUAaTHBHA cBojcTBa 10-HDA

Cnocobnocm 10-HDA oa “xeama’ peaxmushe Kuceonuute spcme

Y mwpy ucnmtuBama criocooHoctn 10- HDA nma “xBara” peakTHBHE KHUCEOHHUYHE
BpPCTE, MU CMO KOPUCTHJIM cHcTeMe 0e3 henmja y KojuMa Cy peakTHBHE KHCEOHWYHE BPCTE
XeMHU]jCKU TpoayKoBaHe. Pesyntatu cy nokaszanu na 10-HDA y koHuenTtpanujama ox 1mM-
4mM wuma crmocoOHOCT Ja pearyje ca cymnepokcuaHuM aHjoHoMm (rpadukon 5) u HOCI
(rpadukon 6) ucrnospaBajyhu mupektHu antnokcuaatuBau edekar. C apyre crpane, 10-HDA

Huje pearoBanma ca HyO, y pacTBopy IITO je NMOKa3aHO HAa OCHOBY MCTOT WHTEH3HMTETa
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okcupanuje JymuHona oj crpane HyO; 6e3 063upa Ha mpucyctBo win ojacyctso 10-HDA

(rpadukon 7).
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I'padpuxon 6. Cnocodnoct 10-HDA na xBara cynmepoxcuanu aHjoH. O;” je cuHTeTHCAH
nomohy NADH/PMS cucrema. Crocoonoct 10-HDA na xBata 0Baj Cl0OOTHH pajvKall
KHCEOHUKA je KBAaHTH(HUKOBaHA CHEKTPO(OTOMETPHJCKH MEPEHEeM HHTEH3UTETa PeayKIluje
NBT. Butamun C je xopuriheH kao MO3WTHUBHA KOHTpoia. Pe3yntaTul cy mpuka3aHu Kao
cpeama BpeaHocT nuxuounuje (y mporentuma) peaykuuje NBT mo audopmaszana £SD u3

Tpu excriepumenTa. **p<0.01; ***p<0.001
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I'paguxon 7. Cnocoonoct 10-HDA na pearyje ca HOCI. Peakunona cmema ce cacrojaia
on crnenehux peareHaca y ¢uuanHoj 3anpemurn ox 300ul: dpocdarau mydpep (100mM, pH
7.4), 10-HDA (0,5mM-4mM), DHR (5 puM) u cBexe mnpunpemibera HOCI (5uM).
WuTten3urteT ¢uryopecieHIie je MepeH Ha YuTady MHUKpoIuioda 5 MuHyTa 1o aonaBamy HOCI,
a ButamuH C je xopumrheH kKao MO3UTHBHA KOHTpOJa. Pesynratu cy mpukasaHu Kao Cpeama
Bpennoct maxuounuje (y mpouentuma) HOCI-unaykosane oxcumanuje DHR +SD w3 tpu

excnepumenTa. **p<0.01; ***p<0.001
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I'pa¢guxon 8. Cnocodnoct 10-HDA na xBaTa BogoHuK mepokcuja. Peaknuona cmeme ce
cacrojama o ciueaehux peareHaca y ¢uHanHoj 3anpemunu on 250ul: docharau mydep
(100mM, pH 7.4), nymunon (50uM), 10-HDA (0,5mM-4mM) u 1% H,0,. Ilpomena y
MHTEH3UTETY XEMWIyMHHHUCIIEHTHOI CUTHajla je MepeHa 15 muHyTa mo nonaBawy HyO, Ha
yuTavdy 3a MUKporuioue, a BuramMuH C je kopumtheH Kao Mo3uTHBHA KOHTposa. Pesynratu cy
MPUKA3aHU Kao Cpeliiba BPEIHOCT PEIATUBHOT MHTEH3UTETAa OKCHUANN]jE IYMUHOJIA Yy OJJHOCY

Ha koHTpouy (100%) £SD 13 Tpu ekcriepuMeHTa.

Edexart 10-HDA na ¢pynkuujy XxyMaHux MOHOHYKJIeapa nepudgepHe KpBu

Egexam 10-HDA na nponughepayujy xymanux aumgpoyuma

PBMNC cy crumynucane ca PHA (30pug/ml) u pasnuuutiM koHuentpamujama 10-
HDA (10uM-500uM). PBMNC ctumynucane camo ca PHA cy ciyxuie Kao KOHTpoIa.
Pesynraru npukazanu Ha rpadukony 9A nokasyjy aa jel0-HDA y xonuentpanuju og SO00uM
uHxuOupana nponudepanunjy numporura. Wuxubupana nponudepanuja Huje Ouna
nocneauna anonro3e hemmja (rpaduxorn 9B), amm je Omnma mMmoBe3aHa ca CMambCHOM

npoaykuujom IL-2 (rpaduxon 9C).
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I'padukon 9. Edexar 10-HDA na nposmudepauujy (A), anonro3sy (B) m npoaykuujy 1L-2
(C) on crpane PBMNC. henmje cy kynruBucane Tpu gaHa ca PHA wmm ca PHA u
paznmuuntuM KoHueHTpanujama 10-HDA. A) Iocnenwux 18 catu xyntuBaimje henujama je
noznat [PH]-TuMuaun, a meroa yrpafma je Mepena nomolly CIMHTHIALMOHOT GeTa Gpojada.
Pesyntatu cy mpukazaHu Kao Cpeldma BpeOHOCT HHIekca mnponudepanuje +SD u3 mer
excnepumenara. B) Renuje cy cakyrmbene, ucnpane y PBS, o6ojene ca Pl y xumoroHoM
UTPATHOM Ty(epy U aHaIu3upaHe Ha MPOTOYHOM IIUTOMETPY. AMONTOTHYHUM henrjama cy
ce cMmaTpaie OHE ca XHWIOIUIUIOMIHUM jeApoM. Pe3ynrtatu cy NpuKa3aHH Kao Cpeama
BpenHOCT TporeHTa amontoTuuHux henwja £SD (n=5). C) CynepHarantu u3 henujckux
KyJTypa Cy CaKyJUbeHHM M KopuimheHHU 3a onpehuBame koHneHTpanuje IL-2 momohy ELISA
MeTtoze. PesynTaTu Cy nmpuka3zaHu Kao Cpeiiba BPeTHOCT KOHIIEHTpaIyje uToknaa + SD (n =

5). *p < 0.05

Edhexam 10-HDA na npooyxyujy npo-ungnamamopnux yumoxuna

Ha ocHoOBY neaxomHux pe3ynraTta npoiudepanuje JuMQoruTa, MU CMO OJUTYYHITH J1a
ucrmtamo ytunaj ase konuneHtpanuje 10-HDA (50uM u 500uM) Ha mpoayKIHjy IUTOKHUHA
on crtpane PHA-aktuBupanux PBMNC. Mu cmo npBo Mepuiu MNpOAYKIH]y TpU TJaBHA

npourduamaropra murokmHa (IL-1B, IL-6 m TNF-a). Pesyntatm cy mnpukasaHum Ha
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rpapukony 10. Moxe ce Buneru na je 10-HDA y xonuentpanuju ox S00 pM 3HauajHO

cynpumupana npoaykuujy IL-1p u TNF-a.
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I'paguxon 10. Edexar 10-HDA na npoaykuujy npouH@JIaMaTOpPHUX HUTOKHHA O]
crpane PBMNC. Cynepuarantu PBMNC kynrtypa ctumynucanux ca PHA, y oxcyctBy mnun
npucyctey 10-HDA, cy cakymsbeHM mociie TpOAHEBHE KyJTHUBAalMje M KOpHUIIheHH 3a
onpehuBame konmentpanuja IL-1B, IL-6 u TNF-o momohy ELISA merone. Pesynratu cy

MIPUKA3aHU Kao cpeiha BPEAHOCT KOHIICHTpaIyje nmutoknHa £ SD (n = 5). **p < 0.01

Egexam 10-HDA na yumoxuncku Th npoghun

VY cynepnatantuma kyatypa ctumynucanux PBMNC onpehuBana je koHIeHTpaiyja
IIMTOKMHA Koje mpoayKyjy edekropckn CD4" T mumdormru: IFN-y (Thl mmroxwun), IL-5
(Th2 uurokun), IL-17A (Th17 murokun) u 1L-10 (umyHOperynatopHu utokuH). Kao mro je
npukaszaHo Ha rpadukony 11, Hucka konnenrpanyja 10-HDA He Moaynupa npoyKIHMjy OBUX
IIUTOKKHA, 0K Beha mpuMemeHa 103a oBe MacHe kucenuHe (500uM) uHXuOHpa IpoIyKIInjy

IFN-y 1 IL-5.
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I'padguxon 11. Th moaapuszauuona cnocodonocr 10-HDA. Xymane PBMNC cy tpetupane
camo ca PHA wm ca PHA u pazmuuutum konuenrpauujama 10-HDA y tpajamy ox 72h.
Konuenrpauuje IFN-y, IL-5, IL-17A u IL-10 cy MepeHe W3 cynepHaTaHaTa KyJTypa
kopuctehu ELISA metony. HuBou 1IMTOKHHA Cy MPHKa3aHH Kao cpeama Bpeanoct +SD (n =

5). *p < 0.05; **p < 0.01

E¢exar 10-HDA na xymane nenapurcke hesimje MOHOIMTHOT NMOpPeKJIa

Egexam 10-HDA na mamypayujy MoDC

Kao mTo ce moxe Buaeru Ha rpadukony 12, Hucka konuenrpanuja 10-HDA (50uM)
HUje 3HavajHo yTunana Ha matypaiujy MoDC y nmopehemy ca kontponoMm. Hacynpot Tome,
Beha konmentpamyja (500uM) je uaxudupana marypaiujy MoDC miTo je 3aK/by4eHO MPEKO
cmamene ekcrpecuje HLA-DR, CD83, CD40 u CD86 monekyna. HMcnossaBame CDS4 u
CD1a monekyna Huje ce 3Ha4ajHo npomenusio kog MoDC tpetupanux ca 10-HDA y ognocy

Ha KOHTPOJTY.
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I'paguxon 12. Edexar 10-HDA na ¢penoruncke kapaxrepuctuxe xymanux MoDC.
Hespene MoDC cy 48h tpetupane ca LPS, y oacyctBy mnu npucycty 10-HDA (50uM nnn
500uM). Maryparmuja je mpolemheHa MuToGIyOpUMETPHjCKA Ha OCHOBY Meperha EKCIPECHje
cienehux wmonekyma: HLA-DR, CDla, CD83, CD40, CD54 u CD86. Pesynratu cy
NpUKa3aHu Kao cpelme BpeaHoctd uHTeHsuteTa ¢uiyopecueniie (MFI) £ SD u3 tpu

excriepumenTa. *p < 0.05, **p < 0.01

Egexam 10-HDA na arocmumynayujcky cnocoonocm MoDC

Ha rpaduxony 13 ce moxe Bumeru ga 10-HDA y konmentpammju ox S0uM Huje
yTHLIAJIa Ha alocTuMyJanujcky aktuBHocT MoDC y nopehemy ca konTposiom. Mehytum, 10-
HDA y xonneatparuju o S00uM je 3HadajHO cMammiIa criocooHocT MoDC na crumynumry

npomudepanujy anorerux CD4" T nmuMdormTa y 01HOCY Ha KOHTPOIY.
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I'paguxon 13. Edexar 10-HDA HnHa asoctumyiaTtopHy aktuBHoct MoDC.
JIBoctpykoonazajyhe konnentpamuje MoDC cy ko-kyarupucane ca amorenum CD4" T
mamdormruma (1 x 10° henuja/GaseHy), Kao WITO je OMMUCAHO Y CeKIKji MaTeprjat u MeToze.
Iponudepariija je MepeHa Ha OCHOBY KOJMYMHe BesaHor [H]-Tumuamua koju je hemmjama
noxat 18 catu mpe ucTeka meTogHEBHE KyiTHBaiyje. Pe3ynraTu cy mpuKazaHU Kao Cpemba

BpeHOCT MHJeKca npoiudepanuje + SD u3 tpu excnepumenta. *p< 0.05, **p < 0.01

Egexam 10-HDA na npooyxyujy yumokuna o0 cmpane MoDC u na wuxosy Th
RONAPU3AYUJCKY CHOCOOHOCM

Hucka xonnentpanuja 10-HDA (50uM) Huje Moaynupaia 3HadajHO MpoayKiujy IL-
12, IL-18 u TNF-a ox ctpane MoDC, anu je penykoBana npoaykiujy IL-10 (rpaduxon 14),
mro je y3pokosaio Behu IL-12/1L-10 oxnoc (1,49) y nopehemy ca kourposiom (0,76). [Topen
tora, Tako Tpetupane MoDC cy ctumynucane npoaykuujy IFN-y, a cmamune cexkpeunjy 1L-4
on crpane anoreanx CD4" T nmumdonura. MoDC kynTuBHcaHe ca BehoM KOHIIGHTpAIUjoM
10-HDA (500uM) cy npoaykoBajie HHU)KE KOHIIEHTpAIlHje CBUX MCIUTHBAHUX nuTokuHa (IL-

12, IL-18, IL-10, TNF-0) u cnabuje aktusupaine anorene CD4" T numdormTe 1a IpoayKyjy
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IFN-y, IL-2 u IL-4. Hacynpor Tome, xonuentpanuja IL-10 y xo-kynrtypama MoDC ca

anoreanm CD4" T nmumdonuTuMa ce Huje 3HaYajHO poMennna (rpadukonnu 14 u 15).
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I'pajguxon 14. Edexar 10-HDA na npoaykuujy unuroxkuHa oa crpase MoDC. U3
cynepHaTtanara Kyiarypa MoDC tpetupanux LPS-omMm, ca unu 6e3 npucyctsa 10-HDA (50uM
wim 500uM), cy onpehuBane xonuenrpamuje I1L-12, IL-18, IL-10 u TNF-o ELISA
TecToBUMA. Pe3ynraT Ccy TpencTaB/beHH Kao CpPeOmbe BPEAHOCTH KOHIIGHTpAIja

ucnuTHBaHuX utokuHa = SD (n=3). *p<0.05, **p <0.01
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I'pa¢guxon 15. Th nonapuzanmona cnocoonoct MoDC tperupanux ca 10-HDA. MoDC
Koje cy matypupaiie y npucyctBy LPS, ca miu 6e3 10-HDA cy Ko-KyJaTUBHCaHE ca aJlOreHUM
CD4" T mumdonurrma. OcaM caTH Ipe HCTeka NeToJHeBHE MHKyOawje hemmje cy TpeTnpane
ca PMA u joHOMUIIMHOM. 3aTUM je W3 CyllepHAaTaHaTa OBUX KO-KyJTypa MepeH HuBO IFN-y,
IL-2, IL-4 u IL-10 ELISA TtectoM. PesynTtatu cy mnpukazaHd Kao Cpeame BPETHOCTH

KOHIIeHTpanja nutokuHa + SD (n=3). *p<0.05, **p <0.01
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MM je npoayKT cyOMaHIuOyIapHUX U XUIO(papUHTCATHUX JKJIe3/1a MMuelia paJninia,
KOJUM ce MaTHIla U BheHe napBe xpane. [lo3naro je ;a MM 300r cBOr 0J1aroTBOpPHOT JiejCcTBa
3ay3uMa Ba)XHO MECTO y TpaAWIIMOHAIHO] MeaunuHH. [lopem Tora, meroBd MHOroOpOjHU
(hapMaKkoJIOIIKK ¥ OHOJIOIIKK €(PEeKTH Cy IMOCIEAHNUX ABAIECET TOANHA U HAYYHO MOTBphEHH.
Haume, y OpojHuM pagoBuma je TiokazaHo Jga MM wuma aHTHOKCHIATHBHH,
MMYHOMOJYJIATOPHH,  XUMOITIUKEMHUJCKH,  XUIOXOJECTEPOJIEMHUJCKH,  XUIOTEH3UBHH,
aHTHOMOTCKH, HeypoTpodhuunu u MHore apyre edekre (Pavel u cap., 2011). C o63upom aa
MM wuma BeoMa KOMIUIEKCaH cactaB (MPOTEHMHH, JUIMIUAM, YIJbEHH XHIPATH, CIIOO0OHE
aMHHO M MacHE KHCEJIWHE, MHUHEPaJId, BUTAMUHU M TJ) HUjE MO3HATO KOja je KOMIIOHEHTA
(nnu BumIe BUX) OAroBOpHA 3a oApeheHo cBojcTBO. Jlocananima HCTpAKUBaba Cy YIIIABHOM
Oua ycMepaHa Ha eeKTe MPOTCHHCKUX M y 3HaYajHO Marmb0j MEpPH JIMIUIHUX KOMIIOHEHTH
MM, jep cy To OuonOMIKK U (papMaKOJIONIKK MTOCMAaTpaHO HajBakHUje cyncTaHue. Hajpehu
neo nunuaa MM unHEe MacHE KHCEIMHE M TO YIJIaBHOM Yy ¢i1000aHO0) dopmu, 10k oko 70%
yKynHe aunuane komrnoneHte MM uunu 10-HDA. OBa xuapokcu MoHOHe3acuheHa MacHa
KHCEJIMHA, TOpea Tora INTO je Haj3acTyIUbeHH]a, j6 M JEAMHCTBEHA jep je Yy MNPUPOIU
npoHahena camo y MM. 360r Tora cy pa3iuuuTe UCTpakMBayKe rpyrie MpeTrnocTaBuie Ja je
10-HDA onarosopna 3a nojenune epexre MM. Haume, nokazano je ga 10-HDA ucnospaBa
paznuurTa OWOJIONIKA JIEjCTBa KAO IITO CY: aHTUTYMOPCKO, aHTHOAKTEPHjCKO, E€CTPOTEHO,
npoKoJiareHo, antujaenpecusuo u ta (Zheng u cap., 2012, Li u cap., 2013). Byayhu na je
MOKa3aHO aHTHOKCHIATUBHO W MMYHOMOJYJIATOPHO JienoBate MM MU CMO y OBOj CTYIHjH

xtenu aa ucnutamo Aa mu u 10-HDA ucnosbaBa oBa CBOjcTBa Kao cacTaBHH 160 MM.

Heytpodunu cy henmje ypoheHe UMyHOCTH Koje Cy jelHE O]l HajBAXHHUJUX y TOKY
aKyTHOr 3anajbema. OBe henuje mpBe [osla3e Ha MecTO HH(QUIaMaldje U Y4YecTBY]Y y
eIMMUHALIJM  MHKpOOpraHm3ama Kopuctehu pasnuuure MexaHW3ame, Kao INTO CY
¢aronuros3a, OKCHJIATUBHY Mpacak, MPOIYKIHja aHTHOAKTEPUjCKUX MPOTEHHA U (POPMUPAHE
exctpanenynapuux 3amku (NEToza) (Kolaczkowska u Kubes, 2013). OkcuaaTuBHU mpacak,

Mporec Mpu KOME HEYTPOPHIM MPOAYKY]y CIO0OIHE KHCEOHHYHE BPCTE, MpeACTaBIba
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HajyNevyaT/buBUjU TOKa3aTesb akTuBauuje HeyTpoduiaa. CTora ¢cMO MU y OBOM Jely
UCTpakuBawy XxTenu naa carnegamo nga jgu 10-HDA yTude Ha OKCHMAATHBHM Tpacak
Heyrpobuna aktuBupanux ca PMA, opZy wmm fMLP, xopucrehu wmeromy
XeMIJTyMUHHCIIEHIIE TToMohy mymuHOMa. JlyMHHON HecremuduuHO pearyje ca pa3IuduTHM
CII000HMM KHUCEOHHUYHHMM M a30THHM BpcTaMa Koje mpoaykyjy neyrpodpuau (O, Hy0,,
HO’, HOCI, 'NO, ONOQ"), nipu ueMy eMHTYje CBETIOCT YHjH HHTCH3UTET MOXKE Ja CC MEpH
(Freitas u cap., 2009). C 063upoM Ja JIyMHHOJI JIaKO IIpoJia3u heaujcKy MeMOpaHy IOrojaH je
KaKO 3a MHTpALENyJIapHy, TaKO W 3a €KCTpaleiyJapHy ACTEKIHjy CIOOO0JHUX PEaKTHBHUX
BpcTa. Mu cmo nokazanm na 10-HDA 1mo3H0-3aBUCHO MHXUOHMpA OKCHUIAIM]Y JIyMHHOJIA OJT
cTpane HeyTpopwmia aktuBupanux ca PMA, opZy wmm fMLP. Takohe, Tpeba Harmacutu na
koHnenrpanuje 10-HDA ox 1mM u 2 mM npu kojuma ce oBU €(DEeKTH jaBibajy MOTY OWUTH

JIOCTUTHYTE Y CepyMy IpH yoOudajeHoM KoH3ymupamy MM (Sugiyama u cap., 2012a).

JIureparypuu nogamu o nenoBamy 10-HDA na mpoaykuunjy ROS cy Beoma ockyaHu.
Haume, mocroju camo jeaaH paja y KOMe je NMOKa3aHO Ja MPETPEeTMAaH XYyMaHUX JIEPMalTHUX
¢ubpodnacta ca 10-HDA cmamyje kommuuny ROS y oBum henmjama, uuja je mpoaykiugja

MH]IyKOBaHa YJITPaBHOJIETHUM A 3pauewem (Zheng u cap., 2012).

Ha mecty undnamanuje, 0IHOCHO MO KOMIUIETHO] aKTHUBAllMju HeyTpoduiaa HacTaje
Mobunu3anyja azypodhuiaHux U crnenupudyHux rpanyna. dOysuja cneunuyHUX rpaHyna ca
1a3Ma MeMOpaHOM WJIM ca MeMOpaHOM (aro3zoma y3pokyje ckianame komiuiekca NADPH
OKCHJIa3e MpU YeMy OTIIOUHHHE MPOAYKIMja PEaKTUBHUX KHCEOHNYHUX Bpcta (Amulic u cap.,
2012). NADPH oxkcunaza penykyje MOJEKYJIapHU KHCEOHHUK JI0 CYNEPOKCHUIHOT amOHa KOjU
WIN CIIOHTAHO WJIM IO/ yTHUIajeM CYNEepOKCHJ IU3MyTa3e Mpeia3d y BOJOHUK MEPOKCHUI.
Cymnepokcu Moxe Takohe ma pearyje ca a30T OKCHIOM M Jia TPaJd M3y3€THO PEaKTUBHO
jemumeme nepokcuHuTput. Hacramm H,O, mpencraBpa rnaBHu cymnctpar 3a MPO koja
katanusyje popmupame HOCI, MHOTO peakTHBHUjET jeHb-Emha 0] CYNEPOKCUIHOT aHjOHA H

H20, (Amulic u cap., 2012). Jla 6u yrBpawimu koju je ox oBux ROS ykspydeH y mporiec
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MHXUOMIIM]je OKcHIATHBHOT mpacka nomohy 10-HDA, mu cM0O KOpUCTHIM pa3iuyuTe mpoode
cneruduune 3a nojeauHe ROS. Tlpso cmo kxopuctumm NBT, cnenuduyny npoby 3a
WHTpalenyJapHy ACTeKIM]y cyrnepokcuaHor aHjoHa. Ilokazamm cmo nma 10-HDA nosno-
3aBucHO uHXuOupa peaykuujy NBT no dopmazana y HeyTpoduimma CTUMYJIHMCAHUM ca
PMA, opZy wiu fMLP. C 003upom 1a He 1ocToje mpode Koje BUCOKO CHeU(DUIHO ACTEKTY]y
uHTpauenynapay npoaykuujy HxO, u HOCI, mu cmo xopuctiinu nBe ¢yopecuentHe 0oje
DHR u DCFH-DA u4uja je 3ajeqnuuka ocobmHa ga pearyjy ca H,O,. Ilopen H,0;, koju
Ipe/icTaB/ba Haj3HAYajHU]Jy peakTUBHY BpcTy y okcuaaudju DHR y neyrpodumuma, DHR
MoOXe, y Mamoj mepu jga pearyje u ca HOCI, nox DCFH-DA cryma y peakiujy u ca
NEPOKCUHUTPUTOM M XUAPOKCHMIHUM panukaioMm (Freitas u cap., 2009). Pesynratu koje cmo
no0uny OwM ¢y UACHTUYHM | moka3aiu cy na 10-HDA y konuentpanuju o 2mM uHxubupa
okcuganjy DHR u DCFH-DA y neyrpodmnuma akruBupanum ca PMA u 0pZy, nok xon
aktuBanuje ca fTMLP moctoju craTHCTHYKK 3HaYajHa MHXUOMIIMjA U TPU KOHIICHTPAIMjH O]

1ImM.

Takole, npoba ca JTyMHHOJOM MOXKE MHAMPEKTHO na mokaxke mpoxaykmnujy HOCI y
HeyTpopmwmma mon nenoBatbeM MPO. Hamve mokazano je ma MPO-nedunmjenTHH
HEYTpO(WIN MPOU3BOJIE BEOMa MajHM XEMIJIyMUHHUCIIEHTHU CHTHall y oArosopy Ha PMA,
fMLP u opZy, ynpkoc Hopmantoj npoaykuuju O, u H,O; (Stevens u cap., 1978, Dahlgren u
Stendahl, 1983). /lo wucror 3akibyuka cy mouutd Myhre u cap. (2003) mokaszaBmmm na
Tpetupame HeyTpopuna MPO wuHXHOMTOPOM cMamyje XEMWIyMHHUCICHTHH CHUTHAJ

JIYMHUHO!JIA.

Kao mTo je paHuje cioMeHyTo, MU CMO 3a aKTUBAIM]y HEYTpo(miIa KOPUCTHIU TPU
ctumyiyca PMA, fMLP u opZy. PMA je dapmakosomku akTUBaTop npoterH kuHaze C, a
NpeJCTaB/ba W jeJlaH OJ] HAjCHAXHHjUX akTuBaTopa HeyTpodmiaa (Wolfson u cap., 1985).
fMLP je moTeHTHM XeMoOaTpakTaHT NENTHIHE CTPYKType, KOjU Ce Be3yje 3a perenTtope

noBe3aHe ca G MpoTenHOM Ha MOBPIIKMHU henrjcke MeMOpaHe U aKTUBHpPA HEYTPOPHIIE TIPEKO
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Pa3IUMIUTUX WHTpALETyJIapHUX CUTHATHHX myTeBa MOCPEIOBAHUX PEeKo
dbocharunununozuron-cnemupuyne Qochonunaze C, docharnaununnzuron 3-KuHaze,
npoTerH KuHasza aktuBupanux murorenom (MAPK) u docdonumnaze A, (Sato u cap., 2013).
[Maptukyme 3uMO3aHa TNpEACTaB/bajy JejIOBe henujckor 3uaa TIJbMBE Saccharomyces
cerevisiae, 300r 4yera ce 4eCTO KOPUCTH YIJIAaBHOM y OICOHM30BAHOM OOJIMKY y HpOydYaBamby
MMYHCKOT OJAroBOpa HeyTpoduia ¥ MOHOIMTA Ha TJbHMBE. 3UMO3aH je TMO3HATHU JUTaH] 32
TLR2 (enrn. Tall-Like Receptor 2) u nexTHH KOju c¢ Hajga3e Ha MOBPIIMHUA HEyTpoduia, a
YHyTaphelujCKi CHUTHAJ ce MPEHOCH YTJIaBHOM IOCPEACTBOM RaC2 CHUTHaIHOT MOJeKyJa
(Makni-Maalej u cap., 2013). bBynyhu na PMA, fMLP u opZy uHIyKyjy OKCHIaTUBHH IpacaKk
pPa3IMYUTUM CUTHAIIHUM MyTEBUMA, a Y CKIIAJy ca HAIllUM Pe3yJTaTUMa, MOXKE Ce 3aKJbYUUTH
na 10-HDA we monynwuie oBy (GyHKIH]y HeyTpodwmia nenyjyhu Ha crienupuvHN CUTHATHU
myT, Beh myTem XBaTama PEakTUBHUX KHUCEOHWYHHUX BpcTa. CTora cMo, nMajyhu y BUIy aa cy
rinasie ROS koje Heyrpodmwmu mpoaykyjy O,  (ca mocnemmunum dopmuparsem Hy0,) u
HOCI, ucnuramu crnoco6Hoct 10-HDA na pearyje ca oBum ROS kopuctehu cucreme 6e3
hemmja. Pesynratu koje cmo mobwmm cy mokazanu aa 10-HDA wmma crocoOHOCT na ,,xBaTa®
O, m HOCI, amu Hema yrumaja Ha komuentpauujy HyO,. JlurepaTypHux mojgaraka o
antnokcunatiuBHoM edekry 10-HDA rororo na Hema (ocuMm Beh crioMeHyTOT paja), Tako Ja
j€ OBO MpBU MYT Ja je ToKa3aH TUPEeKTHU aHTHOKcuaaTuBHU edexar 10-HDA, mro 3Hauu na
¥ OBa HAj3aCTYIJbCHHja MAaCHA KHCEIMHA YUECTBYje Y aHTHOKCHIATUBHUM aKTUBHOCTH MM, a
He caMo (peHOJIHE KOMITOHEHTEe Kao mTo ce To a0 caaa cmarpano (Melliou u Chinou, 2005,

Viuda-Martos u cap., 2008, Guo u cap., 2009).

[Ton HOpMaNTHUM yCIOBUMA, TUPKYJIUNIYhH HEYTPODHIN MMajy KpaTaK XKHBOTHH BEK
y Tpajamy o 7-12h, in vivo. Cmarpa ce 1a HeyTpodMIM WK OJT1a3e 0 CII€3HHE, jeTpe, ma U
HaTpar 10 KOCTHE Cp)KM M Tamo OuBajy yHuiutenu (Martin u cap., 2003, Fox u cap., 2010)
WIN HAMyIITajy MUPKYyJIAjy U HacTawyjy ce y TkuBuma (Fox u cap., 2010). I[To oOaBibamy
cBoje (yHKIHUje y TKHUBY, HEYTPOPHUIM TMOAJIEKY CIIOHTAHO] aronTo3H, Koja CIpeyaBa

HEKOHTPOJIMCAHO Iypeme TokcuyHor hemmjckor caapxkaja (Fox m cap., 2010). Tokom
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uH}IaMaIyje )KUBOTHU BEK HEyTpoduiia ce Mema, CMamyje WM MPOay’KaBa, Y 3aBUCHOCTH
O] MHUKPOOpTraHH3aMa M OKOJHE MHKPOCPEIHMHE Y 3amajbelby, a y LWbYy N0OOJbIIama
MMYHCKOT oJroBopa oBux henuja. [lokazano je ma mojenuHd Tpo-wHOIAMAaTOPHH areHCH
(IFNy, TNFa, LPS) (Haslett u cap., 1985, Haslett u cap., 1991, Witko-Sarsat u cap., 2011) u
mukpoopranusmu  (Chlamydia pneumoniae) 3HauajHo mpoayXkaBajy IKHBOTHH BEK
HeyTpoduna (van Zandbergen u cap., 2004). C apyre crpane, 100po je mo3nato x1a PMA, kao
u uHdexgja Streptococcus-om pneumoniae apacTHYHO CMakbyjy JKUBOTHH BEeK HEyTpodwmia,
n3asuBajyhu amonrody u NETozu (Takei u cap., 1996, Haslett, 1999, Mori u cap., 2012).
Arnonto3a  HeyTpodwia m3a3BaHa  Streptococcus-om  pneumoniae  Huje  mocieauia
onOpamOeHor MexaHu3Ma oBe Oakrepuje, Beh je TO akTMBHM Ipolec HeyTpoduna paau

noboJblama UMyHCKOT oarosopa (Haslett, 1999).

Mu cmo mokazamm nga 10-HDA opnmaxke cmontany amonTtody Heytpodmia. Opaj
pesynrat takohe morBplhyje anTHOkcmmatuBHa cBojctBa 10-HDA ¢ o63upom nma cy ROS
OJI'OBOPHU 3a CHOHTaHy amonto3y Heytpodmna (Kasahara u cap., 1997, Scheel-Toellner u
cap., 2004, Xu u cap., 2010). Haume, Scheel-Toellner u cap. (2004) cy mokaszamu ma
HarommiaBarbe ROS yHyTap HeyTpodwmia y3pokyje CTBapame IepaMuja, KIACTEPHUCAE
CD95 mornekyna HE3aBUCHO O] Be3MBama JUTaHAa M akTUBanMjy kacmaze 8. CBu OBH
norahaju yBoae henwjy y amonTo3y. OcuM TOra, aHTHOKCHJAaHCH Kao mTo cy N-ametw-
IIUCTeNH W JecepruoKCaMUH CIpevaBajy CIOHTaHy amonTo3y HeyTpodwmia, mTO camo
notBphyje ynmory ROS y oBom mpomecy. Takohe, Heyrpopunu aedpuuujenran y NADPH
okcuaasu cnopuje nouiexy armonro3u (Kasahara u cap., 1997), a u unkyGanuja HeyTpoduia

y XHIIOKCHYHUM yClIoBUMa nHXuoOupa amonrody (Mecklenburgh u cap., 2002).

Hamm pesynraru cy mokasamu na 10-HDA mopen crioHTaHe WHXHOHMpaA W armomnTo3y
unnykoBany ca PMA, fMLP u opZy. Cmarpa ce ha u KOI MHAYKOBaHE arolTO3¢ IIIaBHY
ynory urpajy ROS (Simon u cap., 2000, Maianski u cap., 2004, Witko-Sarsat u cap., 2011).

Csa TPHU IIPHUMCHCHA CTUMYJIYCAa Ha pPa3jiMYUTC HAYMHEC W Yy Ppa3iIfduTUM BPEMCHCKUM
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MHTEpBaJIMMa CTUMYJUINY arnonto3y Heyrpoduia (Colotta u cap., 1992, Takei u cap., 1996,
Kettritz u cap., 1997, Schwartz u cap., 2012) Takei u cap. (1996) cy mokazanmu na PMA y
MPBUM caTHMa CTHUMYJIalljeé MHAYyKYyje CMpT HeyTpodmia koja ce y oapeheHom mpoieHTy
pasnuKyje OJ KJIacHYHE amomnTo3e HM HEeKpo3e, a mnpaheHa je I10jaBOM EKCTCH3WBHE
MHTpAleNyJapHe BaKyOJM3alldje W MELIameM jelapHOT M LUTOIUIa3MaTCKOT MaTepujaja
(kacHmje je ycraHoBibeHO na je To mpouec NEToze (Brinkmann u cap., 2004)). 360r oBux
Pa3IMUUTHX UHTpPALETYJIapHUX POMEHA TEIIKO jeé MEPUTH aIrloNTo3y HeyTpo(duia Ha OCHOBY
MOp(}OIOUIKKMX MPOMEHa y jelipy y NpBUM caTuMa HakoH ctumyianuje ca PMA. Crora je,
npema jureparypuum noxanmuma (Fadeel m cap., 1998, Freitas u cap., 2013), HajOoosbu
NoKa3aTesb arnonrto3e HeyTpodmia crumynucanux ca PMApano ucnospaBame (ocdarummn
ceprHa. MU cMO eKCIpecHjy OBOT MOJIEKyJa Ha HOBPLIMHU HEYTPO(UIa 1MOCe JBOYACOBHE
uHkyOanuje ca PMAnerekroBanu nutoduiyopumerpujcku kopucrehn aneksin V alexa fluor
488/PI. Tlokazamu cmo ma 10-HDA no3Ho 3aBucHO wHXHOMpa ekcrpecujy Qocdarummi
cepuHa MHAyKOBaHy zenoBateM PMA, mpu yemy Hajpeha npuMemeHa KOHLEHTpaluja
CMamyje HCIoJbaBamke OBOT MoJjekyia 3a oko 30%. PMA wu3a3uBa amonTto3y HeyTpoduia
MexaHu3MoM Koju 3aBucu o npoaykije ROS (Fadeel u cap., 1998). Haume, mokasaHo je 1a
AHTUOKCUJIAHCH: TNHPOJMANHTHOKapOamar, N-aleTHINUCTenH, pEeIyKOBaHH TIyTaTHOH U
mumetuntuoypeja (Takei u cap., 1996, Fadeel u cap., 1998), kao u cnenubudHn HHXHOUTOP
NADPH  okcumaze, audeHuIeH-joOJOHUjyM, HHXHOWpajy  amomroly  HeyTpodmia
crumynucannx ca PMA (Fadeel u cap., 1998). Koxa ocoba koje 0oiyjy On XpOHUYHE
rpaHyjomMaTo3He 0osnectu rae noctoju ypohenu nopemehaj y akrusnoctu NADPH okcunase,
PMA Huje y ctamy Ja HHIyKyje ekcnpecujy docdatuaun cepuHa, OAHOCHO Ja MHAYKYje
armonro3y (Kasahara u cap., 1997). IIpema Tome, moxke ce pehu ga 10-HDA ucnospaBa cBoj
epexar Ha PMA uHaykoBaHy amonTo3y HeyTpodmia myteM cakymbakha ROS u cmamema

IUXOBE KOHIIEHTpAIIH]e.

Mu cmo, Takohe, mepunm anonrto3y HeyTpoduia mocine 24h unkybanuje ca PMA y

npucyctsy unu oncyctsy 10-HDA, wmopdomomkomM MeTogoM moMohy CBETIOCHOT
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MUKpockorna OojemeM henuja pactBopom Tiirck-a u  payoponMTOMETpHjCKM METOJIOM
JETEKTOBaWka XUIOAUIIOUIHOT TTuKa 0ojemeM henuja Pl. Pezynratu cy nmokaszanu na je PMA
nocie 24h wmukyOanuje wHAykoBao ckopo 100% amomTo3y Heytpodwmia, 6e3 oO3upa Ha
npucyctBo mwim oncyctso 10-HDA. Oso je 6mmo odekuBano jep PMA m3y3eTHO CHa)KHO
nenyje Ha HeyTpodune uzasuBajyhu okcumatuBHu mpacak, NETozu u amontosy. Hamwme,
MOKa3aHO je Ja He IMOCToje BHjadWiaHM HeyTpopwin mocie camo 6h mnakyOamuje ca [IMA
(Takei u cap., 1996). Ilpema Tome 10-HDA tokoM Tako myre mukyOarmje ca PMA nuje y
CTamby Ja HHXuOHpa edexaT oBOr (papMakoJIOUIKOr areHca, Beh JomnpuHocH OosbeM

npeXrBJbaBamwy henuja y npBuM caTuMa HHKyOarwuje in Vitro.

3a pasmuky on PMA, fMLP Huje um3a3Bao amonro3y Heytpodmia mocie 4-6h
nHKyOanuje 6e3 o03upa Ha mpucyctBo wim oacyctBo 10-HDA. OBu pesynratu cy y
carmacuoctu ca Kettritz u cap. (1997) koju cy mokazamu ga fMLP wuszasuBa amomnrtosy
HeyTpodmiia y KyATYypH Koja je MoBe3aHa ca BehoMm MpOAyKIMjoM CYNEPOKCHIIHOT aHjOHA.
MebyTtum, fMLP He n3a3zuBa anonTto3y HeyTpoduia y NIpBUM caTuMa WHKyOaluje, Kao 1ITo je
To ciaydaj ca PMA wu opZy, Beh pasnuka y amonTo3u u3Mel)y CTUMYyJIHCAaHUX H
HECTHMYJIUCAHUX HeyTpoduiaa mounibe Tek mocie 12h, a 3nauvajua je Tex Hakon 24h. Bpxwu
ylazak y amonro3y ‘“‘octapenux HeyTpoduia je oOjammeH BehoM KOHIEHTPAlWjoM
Cymepokcuaa, jep je mokasano ga SOD wmuxubmpa ymaszak neutrofila y fMLP uraykoBany
amonrro3y (Kettritz u cap., 1997). Takohe, apyru aytopu cy mokasaiau aa N-aneTui nucTenH
KOjU MMa CITIOCOOHOCT CaKyTlybama cyrnepokcuaHor aHjona (Villagrasa u cap., 1997, Allegra u
cap., 2002, Stolarek u cap., 2002), maxubupa amonro3y HeyTpoduiaa uza3Bany ca fMLP
(Milara u cap., 2012, Kose u Naziroglu, 2015). IIpema tome, moxe ce pehu ga 10-HDA

uHXUOUpa anonTto3y HeyTpoduia nzazsany TMLP npeko cakyrsbama CylnepoKCHIHOT aHjoHa.
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Ha ocHoBy no0ujeHux pesynrata Moxkemo 3akjbyunTh 1a 10-HDA:

— CMamyje CTeleH OKCHUJATUBHOI TMpacka XyMaHUX HeyTpoduna mnepudepHe KpBHU

crumysiucanux ca PMA, fMLP u opZy

— omnaxe Kako croHrany, Tako 1 PMA, fMLP u 0pZy uHAIyKOBaHy amonTo3y XyMaHHX

HeyTpoduiia nepudepHe KpBU

— wucrnosbaBa MHXMOUTOpHU edexkar Ha NETOzZU xymanux HeyTpoduiaa nepudepHe KpBH

ctumynucanux ca PMA

— Y MWIMMOJIApHUM KOHHCHTpaL[I/IjaMa, HCII0JbaBa NUPCKTHO AHTHOKCHIATUBHO )IejCTBO

MyTeM CIIOCOOHOCTH Ja pearyje u Heytpanuiie cynepokcun 1 HOCI

— y Behoj koHleHTpauuju uaxubupa nponudepanujy xymanux PBMNC ctumynucanux ca

PHA, xao u npomudepanujy anoreanx CD4™ T numponuTa y kokyarypu ca MoDC

— y Behoj KOHLIEHTpALUju UHXUOUpPA MPOAYKLUU]y MPOoUH(pIaMaTOPpHUX LUTOKKHA, |L-1B u

TNF-a, y kyntypu PBMNC ctumynucannx ca PHA

— y Behoj konnentpanuju (500uM) unaxubupa matypanujy MoDC crumynucanux ca LPS,

kao u ponykuujy IL-12, IL-18 u TNF-a ox ctpane oBux henmja

— y HIKOj KoHUeHTpanuju (S0uM) ctumynuine Thl, a uaxubupa Th2 umMmyHCKH 0aroBOp Ha
mozeny unTepakimje MoDC u CD4" T mumdormra. Mehytum, y Behoj KOHIEHTpauuju
cynpumupa Thl u Th2 umyHCKH oAroBop, Ha MCTOM Mojeny Kao M Ha mojaeny PHA

ctumyaucanux PBMNC
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