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3axBaJHHIIA

Temko je omabpaTu peun 3axBaTHOCTH MOjoj MeHTOpkH, Ap Comwu Amkpadéuh, Ge3 koje HUjeaHA
CTpaHHMIIa OBE JucepTaiyje He Ou mocrojana. Xpana Tu mTo cu Me yBena y jejaH HOBU CBET, XBaja 3a
MOBEPEHE, 32 CBE YeMY CH M€ Haydwia (a y TO claja roToBO CBE IITO je MCIHCAHO Ha mpenacTojehum
CTpaHMIIaMa), 3a caTe MPOBEJICHE ca MHOM Yy JJaOOpaTOpHUjH, 3a JaHEe Y KOjUMa CH YeKalla MOje U3BEIITaje
KOjU KacHe, 3a OJITOBOpE Ha OecKpajHa MHUTamka, 32 pa3yMeBambe, CTPIUbCHE, 3a MOTJIe/ Ha JISTH TUIaBU
JlyHaB u cBe 3ajeqnuuke naHe. Hukama nehy ycrern na Tu y3Bpatum, anu HajaMm ce jaa hy ce HeKoM
apyrom Hahu kao Tu meHu.

Benuky 3axBamHOCT IyTyjeM U CBOM JAPyrom MeHTopy, npod. ap I'opany bpajymkoBuhy, 3a moapiiky
1 ToMOh y KpUTHYHUM TPEHYIIMMa KOj€ je€ OH BEpOBAaTHO 3a00paBHO aJld ja HUCAM, JOII OJ] JaBHOT J100a
MorekynapHe TeHETHKE, T1a 10 3aBpIIHUX (a3a u3paze oBe AMcepTanyje. 3axBajHa caM Ha MOBEPEHY
KOj€ jé yKa3ao MEHH U OBOj MOMajli0 HEOOMYHO] TeMU M IPHUXBATUO MEHTOPCTBO, KA0 M HA CBUM
KpUTHUKaMa U CaBeTHMa KOjU Cy JOIPUHENI KBATUTETY OBE IUCEPTALIH]C.

Taxohe orpomuy 3axBanHoct nyryjem ap 3opanu JoxueBuh-Mutposuh, 3a noBepeme u 100py BoJby
Ja M€ TIPUMH Y CBOjy JIaOOpaTopHjy, U 3a TOMOh y CBUM eTaliaMa u3pajie OBE JUCEpTallHje, y CBAKOj
CUTyallMju y KOjoj MH je moMmoh Omna morpebna. [locebHO xBama 3a caTe MpoOBEACHE cCa MHOM HaJ
panoBHMa Kao U HaJl TEKCTOM caMe Te3€, IIITO j€ 3aUCTa MHOTO JIOIPUHENIO FbUXOBOM KBAJTUTETY.

3axBanHoCT Ayryjem u npod. ap Aymanku Casuh-IlapuheBuh u npo¢. np Mapky JakoBuhy, xoju
Cy IpUXBaTUIM Ja Oyay 4YJIaHOBU KOMHCHjE 3a OLEHY OBe aucepTauuje. XBajla 32 KOHCTPYKTHBHE
KOMEHTape M NMHUTamba, 3aXBaJbyjyhu KOjuMa Cy UCHPaBJbEHN HEKU MPOIYCTH y AUCEPTAIM]H B KOJH CY
M€ MHCIUPHUCAIN Ha Ty0Jbe UCTPAKUBALE.

Takohe Benuko xBana ap Jparmum PanojkoBuh, unaHy caBerogaBHE KOMHUCHjE OBE JOKTOPCKE
aucepTalyje, Koja je momMoria y nodeTHuM (asama aeduHucama TeMe M OBOT JIOKTOPCKOT MPOjEKTa.
XBaJia Ha UCTPAKUBAYKO] CII000IM KOJy MH j€ Jlaja Ha ’beHOM MIPEIMETY y OKBUPY JOKTOPCKHUX CTyAH]ja
U CpAAYHOM OXpaOpHuBamy Ja HACTABUM OBUM ITYTEM.

Jp Jlean Kopunhanan u ap Jesenn Kakynau xBaja OHOJIMKO IMyTa KOJUKO cy OyHapa ca henujama
MOCTaBUJIE 32 €KCIIEPUMEHTE U3 OBE JHCEpTalrje, a Taj Opoj je orpoMaH. 3axBajHa caM IIITO CMO YBEK
MOTJIM J]a C€ OCJIIOHMMO Ja he HaM ImpuIpeMUTH henuje U ymyCTHTH ce ca HaMa y Hajpa3vyuTHje a
TOHEKAJl ¥ 32 IUX HOBE EKCIEepUMeHTe, 0e3 KOJux Takohe oBa aucepTaldja He OM Morja J1a MOoCTOjH.
XBana u mto cy Mu omoryhuie na ce y 1aboparopuju u 1ajbe oceham kao Ouosor.

Jp Aaexcanapu Bunormh npunana tpeha 3axBanHuna 3a 6e306pojue OyHape u ¢uackoBe U OyJTHO
KPUTHYKO OKO HaJl CBUM JielaBambuMa y henujckoj kyaTypH. Takole xBana Ha yBeK 030MIbHO] TUCKYCH]U
pe3yaTarta U eKCIepUMEHTAJIHUX 3aBp3jlaMa W CyrecTHjama BE3aHHM 3a OBY Te3y. Y3 AJekcaniapy,
3axBagHOCT AyryjeM u aAp Muaunm JosanoBuh KpuBokyhm, 3a excnepuMeHTe NpOTOYHE
nuToryopumerpuje, kao u Ap JAparanu Pobajau, koja je Ha moMaio yyJecaH HauMH IOCpeaoBaia y
0BOj TIoAo0HOCHO] capanmu ca MHEIT-om.

IIpo¢. np Anexcanapu Kopah u np Uropy I'osmmhy Beoma cam 3axBaiHa 3a npyskeHy MoryhHoct 3a
ekcriepuMenTe Ha KoHpokamTHoM 1 TEM MHKpOCKOITy Kao M 3a CBECpAHY OMOQ M CTPIIbEHE KOjy CY
MU I[IPU TOME NPYKHUIH.



3a AFM wmepema, CTpIUbEHE ca y30pluMa M ITUCKYCH]Y pe3ysiTaTta AyTyjeM BEIUKY 3aXBaTHOCT P
BopucaaBy Bacuhy. Takohe cam 3axBanHe 3a YMTame U KOHCTPYKTHBHE KOMEHTape Jiela OBE
nucepTanuje koju ce Tuue AFM-a.

3ancra BenuKy 3axBanHocT ynyhyjem konerama u3 Jene: dr Iwan Schie, dr Jan Riger, dr Abdullah
Saif Mondol, dr Clara Stebeig, dr Vera Dogandzi¢ u dr Natalie Topfer, 3a npunuky 3a Paman Mepema
Ha CHUCTEMY KOJU Cy CaMU Pa3BWJIM aJIM U 3a JaHOHOhHU pal y helujckoj KylaTypH, Kao U 3a pa3InyuTe
JpyTe eKCIepUMEHTE KOje CMO YCIYT ycrenu fa ypaaumo. Tux mect mecenn Ha IPHT Ha camom moueTky
pazna OuJI0 je 011 MPEeCyTHOT 3Havaja 3a OBy nucepTaiijy. XBana u Mojoj Ap Mapunu Ilekme3zoBuh mro
MU j€ TPY>KHJia TOTUTH JIOM U CECTPUHCKY TOPIIKY TOKOM TOT TIEpHO/Ia.

JAp Jumutpujy Crenanenky, Ap Hosuuu Ilaynosuhy u n1p bojany CrojanmnoBuhy 3axBanHa cam
Ha KPUTUYKOM YHMTamy Mpeasora pojeKkTa u TeMe OBe JUCcepTallje, Kao U Ha IIPeCIylllaBamy Mpejl jaBHe
Mpe3eHTAaIH]e, MITO je MyHO JOMPUHENIO MOJUM BEIITHHAMA MMHCakha U U3JIarama, Majia j€ Ha TOM MOJbY
JOII YBEK YT IyT IpeJia MHOM.

XBaya npujaresbuMa U KyMH, 3a Jby0aB, JIOTHCTUYKY MOAPIIKY U 332 Pa3yMeBame MOjUX 0€30pOjHUX ,,HE
MOTY, pauM" OJIrOBOpa y TPEHyIIUMa KaJ caM UM OuJia oTpeOHa.

Ha camom kpajy, ka0 mOTBp/a J1a peAociiel UMEHa y OBOj 3aXBaJIHUIIM HUje Mepa HUYHUjer JOIPHHOCA,
3aXBaJHOCT yIyhyjeM CB0OjOj IOPOJMIIM: TaTH, MaMH, TeTkH, Jaku, Mom Ciobonany, Kosu, bpanu u
Jenenn. Mehy muma u Oaku Koja BUIIE HUje ca Hama, ajld 4Yhja MU CE€ MOAPIIKA HA MOYETKY OBOT
noayxBaTta ypesana y cpue. Crapoj mopoauI 3a CBa OJpHIlaba TOKOM JYTOT IIKOJIOBama, HOBOJ
MOPOJUIIM 3a CTPIUBKUBO MOJHOIIEHE MOCIEHUX HEKOJIMKO HeMoryhux mMeceny. 3a cBe LITO cCaMO OHHU
3Hajy. 3a Jby0aB M MOJPIIKY, OJYBEK U 3ayBEK.



E¢extn HanoyecTuna CeO2 u ZnO Ha tymopcke (HeLa) u Herpancpopmucane (MRC-5) xymane
heamje in vitro mpoyyaBaHu BUOPAIMOHOM CIIEKTPOCKOIIMjOM M MUKPOCKONHjOM Ha 0a3u
aTOMCKHX CHJIAa

Caxkerak

[ToTreHujamHO MUpPOKA MPUMEHA METaI-OKCUAHUX HAHOYECTHIA YCIOBJbEHA j€ MOBOJFHHUM OJHOCOM
n3Mel)y KOpUCHUX M ITETHUX edekara Koje UcroJbaBajy Ha henmjama yoBeka. Hanouectuniama CeO2
MOCEOHOCT J1aje MPOMEHJBMBOCT OKCHJIAIIMOHOT CTama IephjymMa 3axBajbyjyhu ueMy HMHTHPAjy
aKTUBHOCT henujckux eH3uma. [IpoydaBa ce lHMXOBO CEJIEKTHBHO JI€jCTBO HA pa3IuuuTe TUIOBE hennja,
mTO BaXXW M 3a HaHodecTHile ZnO. Y 0BOj CTyaHju je TOKazaHo ja obOmarame Hanodectuia CeO:
JEKCTPAHOM JPAcTHYHO MoBehaBa HUXOBY IUTOTOKCHYHOCT. buoxemmujcke npomene HeLa u MRC-5
henuja nza3Bane nanovyecturama CeO2 (HEOOIOKEHUM U JEKCTPAaHOM 00105)keHNM) B ZnO npoyyaBaHe
cy PamaHOBOM cHekTpockomujoM KOMOWHOBAHOM ca MeToJamMa MYJITHBapUjaHTHE CTAaTHUCTHKE.
HajyneuaTspuBuje peructpoBaHe J03HO-3aBHCHE NMPOMEHE Cy MajJ MHTEeH3UTeTa PamMaHOBUX MOJ0Ba
HYKJIEMHCKMX KHCEIIMHA W MOopacT MHTEH3UTETA JMIUIHUX MOJOBA KOJ TpeTupanux hemwuja. 3a mame
omrehene henwje KapakTepUCTHUHHM CY CHEKTpPalHU MapKepu He3aCMheHWX MacTu W
dbocharunuiacepuHa, MOBE3aHU Ca PAHOM aroONTO30M JIETEKTOBAHOM KOJ OBHUX henuja. Y KacHO]
aronTO3W OMNKMCAHU MapKepu cy Mame u3pakeHd. Omnocu uHTEH3MTETa I-1270/1-1300 U I-2850/1-2930
MpeIokKeHH ¢y 3a Oyayha ncTpakuBama Ka0 KBaHTUTATHBHH MapaMeTpH YHja BPEIHOCT pacTe yclen
[IUTOTOKCUYHOT JIejCTBa HaHOYecTHIa. HeHeraTBHA aHalu3a IJIaBHUX KOMIIOHEHATa IOKa3aja ce
KOpHCHOM 3a aHanm3y henujckux PamanoBux criekTapa, a KOMOMHOBAE Pa3IMUMTHX MIPUCTYTIA aHATN3H
HEOITXOAHUM 32 aJIeKBaTHO Pa3yMEBam€ CIIEKTPATHUX MpoMeHa. MHUKPOCKONHjOM Ha 0a3u aTOMCKHX
cuiia gobujeHe cy Tonorpadceke civke henrja y BUCOKO] pe30dylUjU U onrucaHe MOpQOIIOIIKe IPOMEHE
Tpetupanux henuja. Jlepunucana je oBpUIMHCKA XpanaBOCT Ka0 KBAHTUTATUBHU ITapaMeTap KOjU pacTe
KOJI TpeTHpaHux henuja, 6e3 063upa Ha octane MOp(}OJIOIIKE KapaKTEPUCTHKE.

Kibyune peum: Hanouectune, CeOz, ZnO, HelLa, MRC-5, murorokcuunoct, PamanoBa
cnektpockonuja, PCA, mukpockomnuja Ha 6a3u atomckux cuina, AFM

Hayuna o0Jact: buosnoruja

¥V:xa nayuna objact: buoxemuja u MosexynapHa 6uosioruja



Effects of CeO2 and ZnO nanoparticles on cancerous (HeLa) and non-cancerous (MRC-5)
human cells in vitro studied by vibrational spectroscopy and atomic force microscopy

Abstract

Potentially wide application of metal-oxide nanoparticles is determined by positive prevalence of their
beneficial over harmful effects observed in studies on human cells.. The specificity of CeO2 nanoparticles
is switching between two oxidational states of cerium, which enables an enzyme-mimicking activity of
nanoparticles in the cell. Selective action of CeO2 and ZnO to different cell types has been studied. In
this study, it is shown that coating of CeO. nanoparticles with dextran dramatically increases their
cytotoxicity. Biochemical changes of HeLa and MRC-5 cells induced by CeO, (uncoated and dextran-
coated) and ZnO nanoparticles are investigated by Raman spectroscopy combined with the methods of
multivariate statistics. The most prominent dose-dependent changes that are registered include the
decrease of nucleic acids’ and increase of lipid’s Raman modes. Partially damaged cells are characterized
by Raman markers of unsaturated lipids and phosphatidylserine, correlated with early apoptosis detected
in those cells. In late apoptosis, described spectral markers diminish. The increasing intensity ratios
I-1270/1-1300 and 1-2850/1~2030 are proposed as marker for the cytotoxic effect of nanoparticles that can be
employed in future studies as quantitative parameters of this effect. Non-negative principal component
analysis appeared to be useful for the cell Raman spectra analysis and combining different approaches in
analysis was needed for comprehensive interpretation of spectral changes. High-resolution topographic
images of the cells were obtained by atomic force microscopy and morphological changes of treated cells
have been described. Surface roughness is defined as quantitative parameter increasing in treated cell,
regardless other morphological characteristics.

Key words: nanoparticles, CeO2, ZnO, HeL.a, MRC-5, cytotoxicity, Raman spectroscopy, PCA, atomic

force microscopy, AFM
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biochemistry and molecular biology



Jlucra ckpahenuna

A) Jlatunnyne ckpaheHulle, 3aCHOBaHE Ha €HTJICCKUM Ha3WBHUMa!

AFM atomic force microscopy, MUKpOCKoOTHja Ha 0a3u aTOMCKHX CHJIa

AIF apoptosis inducing factor, ¢paktop HHIYKIH]jE aronTo3€e

ATP adenosine triphosphate, ageno3un Tpudocdar

Bax Bcl-2 associated X protein

CCD charge-coupled device

CD dextran coated, o3naka 3a HaHOUYECTHIIE OOJIOKEHE IEKCTPAHOM

DLS dynamic light scattering, turamuuko pacejame CBETIIOCTH

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid, eruneniuamuHO-TeTpacupheTHa KUCSTUHA
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EM electron microscopy, ejekTpoHCKa MUKPOCKOIIH]ja

EMSC extended multiplicative scatter correction

FCS fetal bovine serum, roehu deranuu cepym

FITC fluorescein isothiocyanate

IR infrared, uadpanpsena

LD linear discriminant, nuHeapHa AMCKPUMUHAHTA

LDA linear discriminant analysis, nuHeapHa AMCKpUMHHAIIMOHA aHATHM3a
MAPK mitogen-activated protein kinases, MUTOreHOM aKTUBUpaHE IPOTEHHCKE KUHA3E
MTT 3-[4,5-mumeTrnTrazon-2-uil-2,5- tupeHnT TeTpa3oIuyM OpOMHE/T

NRU neutral red

PBS phosphate-buffered saline

PC principal component, riaBHa KOMIIOHEHTA

PCA principal component analysis, ananu3a ri1aBHUX KOMIOHEHTH

PEG polyethylene glycol, monueruien rimkon

Pl propidium iodide

PLS Partial least squares, mapiiijanHa perpecrja METOIOM HajMamUX KBaapara
ROS reactive oxygen species, peakTHBHE KHCEOHHYHE BPCTE

SDS sodium dodecyl sulfate, narpujym noneuun cymndar

SEM Scanning Electron Microscopy, ckerupajyha erekmponcka Mukpockonuja

SERS surfaced-enhanced Raman spectroscopy, moBpinHCKH mojadana PamanoBa
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TERS tip-enhanced Raman spectroscopy
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1. VBOon

1.1. HaHouecTHIIe M lbUXOBe HHTepaKkuuje ca heanjama

Jlyro je mo3Haro J1a Cy 0cOOMHE YecTHIla BEOMa MalluX JUMEH3Hja Apyraduje o1 OCOOMHA UCTOT
MaTepHjajia y BOJIyMHHO3HOM OOJIMKY. HaHOHAyka M HAHOTEXHOJIOTHja, Kao O0JIACTH KOje MpoydyaBajy
0coOMHE MaTepHje Ha HAHOMETAapCKOj CKaM IOYMIbY Jla Ce€ pa3BHjajy KpajeM aBajeceror Beka [1].
I'opune 1959. uyBenn ¢usnyap Puuapn dajuman je oapxao mpenaBame MOJA HAa3WBOM ,.Mma myHO
npocropa gone” (euri. ,,There's Plenty of Room at the Bottom®), ykasyjyhu Ha Benuku mpoctop 3a
MaHMITYJIMCAahe MAaTepUjoM Ha aTOMCKOM HUBOY. Meje M3liokeHe Ha TOM IpeAaBamy CMaTpajy ce
3a4eTKOM OHora mto he nBajeceTak roguHa MOTOM HHTCH3UBHO ITOYETH JIa PacTe Ka0 HAHOTEXHOJIOTH]ja
[2]. Manac cy HaHOMaTepujaii €0 YOBEKOBE CBAKOJHEBHIIC, IPUCYTHH Y OPOJHUM HHIYCTPUjCKUM
npou3BoauMa. bUXOB MOTEHIMjan y MEIWIIMHU je orpoMaH. JemHa oj HajBehux mpenpeka Ha
OCTBapvBamy TOT MOTEHIMjalla je HEJOCTaK MojaTaka 0 eeKTHMa HaHOYECTUIA Ha JbYACKO 37paBJbe

13].

[Toa HaHOUYECTHIIAMA CE MTOIPa3yMeBajy UecTulle yrja je 6ap jenna numensuja 1-100 nm (nekana
u 10 1000 nm). Benuku ogHOC MOBPIIKMHE MTpeMa 3alpEMHUHH J1aje UM crieruuyuHe GU3NIKOXEMHU]jCKE
ocobune [4]. Heke o1 ocobuHa ce HE MOTY ONUCATH KJIACHYHUM MOJEIHMa KOjU CE MPUMEHY]jy Ha
BOJIYMHUHO3HE Marepujajiec: KOJ HAaHOUYECTHIIA Jl0jia3e 0 M3paxkaja kBaHTHU edektu [5, 6]. Hauun
CHHTE3¢ HAHOYECTHUIIA j€ K/bYYaH 3a KOHTPOIY HUXOBHX (PU3MYKOXEMHjCKHX ocoOuHa [7]. MehyTum,
ocoOMHE HaHOYECTHIAa ONMHCaHEe y JabOopaTOPHUjCKUM YCIOBMMA HUCY jeIWHO ITO onpelyje mUuxoBe
epexTe Ha OuoyoOlIKE cHcTeMe. YJackoM y heiujy, TKMBO WM TEJIECHY TEYHOCT, Ha IOBPIIMHY
HAHOYECTHIIE ce ajacopOyjy Apyru mpucyTHU Moiekynu. HaHouectuma Tako 3amo0uja omorady, T3B.
KOPOHY, KOjU M€Ha HbeHe 0COOMHE M apUHUTET MpeMa pa3IMuyUTHM MOJIEKYJIMMa U MOKE MPEeCyIHO
yTUIATH Ha eeKTe HaHOYeCTHIa Ha Ouoomike cucreme [8]. Ykonmko ce HaHouectuiie Beh y mporiecy
CHHTE3e O0O0JIOXKe JpPYrMM MOJIEKYJIOM, TO MOXXE CHpPEYMTH aACOpIUHjy henujckux MoJsieKkysia u
MOTyJIalM]y OPUTHHAIHUX CBOjCTaBa CMHTeTHCaHnX Hanouectuna [9, 10]. HanouecTuiie ce Takohe mory
U (QYHKUMOHAIM30BaTH, BE3MBAaKEM 3a [MOBPUIMHY HaHOYeCTUIEe ofpeheHux Monekyna 3a
Mpero3HaBame, 00eNeKaBame, TPAHCIIOPT JIeKa y NUJbHO TKHWBO, UTHA, YAME ce MOTyhHOCTH MpuMeHe
HAHOYECTHI[A MHOTOCTPYKO tporuupyjy [11-13].

Mely OpojHuM HaHOYECTUIIaMa KOj€ 1aHaC MOCTOje, METall-OKCHITHE HAHOYECTHIIE CYy BEpOBATHO
HajBuIlEe KopuitheHe M HajBuIle mpoy4yaBaHe. OHe yja3e y cacTaB MHOTMX NPOU3BOJA, YKIbyuyjyhu
MEMIIMHCKA CPEICTBA M KO3BMETHKY, Kao IITO Cy KpeMe 3a 3apacTame pana (ZnO) wiu 3a 3aITUTY Of
UV 3pauema (TiO2, ZnO), 3yOoHu u komranu uMiuianta (T102), areHCH KOjU CITy’Ke Ka0 KOHTPACTHO
cpencTBo y MarHeTHoj pe3oHaniuju (Fes0s, Fe203), utn [14-17]. Mcniutyje ce bUX0BO aHTUOAKTEPHU]CKO
I€jCTBO, MOTEHIIMjANI Y TEpalkju TyMOpa M POU3BOAKBY AMjarHOCTUUKUX ceHsopa [18, 19]. Ca apyre
CTpaHe, IIOKAa3aHO je Ja CBE METaJ-OKCHUIHE HAHOYECTHIIe MOTy HMaTH LUTOTOKCHYHE U
npouHdramaropHe edexkTe, H3a3zBaHe HeoAroBapajyhum (QuU3MUKOXEMHUjCKUM ocoOMHama H
NPUMEHEHIM J03aMa, Kao U Jla ce HHUXOBU edekTu Ha paznumuure TUnoBe hemwja pasmukyjy [20].
3ajeqHruka 0coOMHA OBUX HAaHOYECTHUIIA j€ CTBApame PEaKTUBHUX KHUCEOHWYHUX BpcTa y henuju (eHri.
reactive oxygen speies, ROS), a Heke o1 BHX JeNyjy U IPEeKO METATHOr joHa Koju oTmymirajy. Oba
MeXaHU3Ma JeJI0Balba HaHOYECTHI[Aa MOTY MMaTH KopucHe u ImreTHe edekre Ha henujy [19]. ITopen



3ajeJHIYKUX, CBaKa BPCTa METAI-OKCHIHUX HaHOYECTHUIAa UMa CBOje crienn(pUIHe KapaKTEPUCTHKE, 1a
OpojHE CcTyAMje UCTUYY MOTPedy 3a MOjeAMHAYHUM UCIIUTHBAKBEM YTHIIAja Pa3IMIUTHX BPCTa METal-
OKCHJIHUX HaHOYeCTHIIa Ha henujy, OTHOCHO HeHE CHUTHATHE IyTeBe. Y OKBUPY OBE JqucepTaiyje, ouhe
ucnutuBanu edexru Hanouectnna CeO2 u ZnO nHa henuje yoBeka.

1.1.1. HanouecTHuIle HEPUjyM JUOKCHAA

1.1.1.1. OcHoBHA (pU3HYIKOXEMHjCKA CBOjCTBA

Lepujym je apyru mo peay U Haj3acTyIUCHUJU CIEMEHT W3 TpyINe JaHTaHOWIA WA T3B.
eJeMeHara peTkux 3emaba [21]. Petke 3emibe Kapakrepuiry HenonyreHe 4f opouraie, 3aKiomeHe y
YHYTPAILIKOCTH aTOMa eJIeKTpoHnMa P u d opOuTaa, IMTO OBUM EIIEMEHTHMA J1aje KapaKTePUCTUIHE
KaTaJIMTUYKE, MATHETHE U eJIEKTPOHCKe ocoOune [22]. LlepujyM je npBu y HU3Y eleMeHaTa y NEPHOJHOM
cucTeMy Koju cajapxku enextpone y 4f opouramu (Xe 4! 5d* 6s?), saxpamyjyhu uemy ce moxe Hahu y
JIBa OKCHJIAlMoOHa cTama, Ce*Tu Ce3* [2].

Oxcun nepujyma, CeOz, je mpamkacro jenumemne 01e10xkyTe 060je, HepaCTBOPJLUBO Y BOJIH; Y
dbopMu HaHOKpHUCTaNa, 00ja Mpaxa je HHTeH3UBHU]ja, a M0/ aJIeKBaTHUM yclioBuUMa Moryhe je nmoctuhu
CTOBY JICIMMHYHY pacTBOPJbMBOCT [23]. OmunKyje ra BUCOK MHJEKC MpeliaMarba, TPAHCIIAPEHTHOCT Y
BUJJbMBOj W OnKckoj HH(QpanpBeHO] 00JIACTH W OTIOPHOCT HA BHUCOKE Temmeparype. [Ipema
enekTpoHckoj cTpykrypu, CeO2 je mzomarop [24]. CeO:2 je dayopuTHe CTpyKType, 4Hja jeAMHUYHA
henuja uma Gopmyny CesOg u nmpukaszana je a ciauu 1.111 [2]. CBaku aTtoM 1iepujyma je KOOpJHHUCAH
camo 8 aroma KuceoHnuka (cinuka 1.1A), 10K je CBaKM aTOM KHCEOHHKA KOOPAMHKCAH Ca I10 YeTUPHU aTOMa
uepujyma (cnuka 1.1B).
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Camuka 1.1. Kpucranna crpykrypa CeO2 (aTomu Liepujyma cy )xyTo 000jeHH, aTOMU KHCEOHUKA IIPBEHO).
(A) OcmocTpyko KOOpAMHHUCAH aToM Iieprjyma, (b) ueTBopocTpyko KOOpIMHKUCAH aTOM KuceoHuKa, (B)
jenuuununa henuja kpucrana CeOo, rae je numensuja ceake usuiie 0,51 nm. Ipeysero u3 [2].

3aBUCHO OJ1 ycloBa cHHTE3e, jeaad KpuctaauT CeO2, OCHOBHU IpaIMBHU €JIEMEHT HAHOYECTHIIE,
ce MOJKE cacTojaTu o]l HeKOJIMKO MIJIM BeJIUKOT Opoja jenuanyHux henuja. Teopercku, Hajmambu Moryhu
kpuctanut CeOz cactoju ce o 8 jequauma (2 X 2 X 2) 1 HAHOYECTHIIA KOja Ta CaJip>Ku UMa TMMEH3H]e
(1,1 x 1,1 x 1,1) nm [25]. ¥V npakcu, Hanodectuie CeO2 ce peTKo cacToje U3 caMo jeJHOT KPHCTAIIUTa
[26]. Came nanouectuiie CeO2 ce Takohe Mory yapyx uBaTH U (HOPMHpATH arperatre pasiuduTHX
(koHTposNMCcaHuX) oOaMKa, HOp. cepe mnaum mranuhe, WIUM ce JAEMOHOBATH Ha TOBPILIMHE y BUIY
HaHo(puiama [27-29]. 360r Tora Cy pasjiMydTe METOJC MOTpeOHE 3a KapakTepu3alldjy JUMEH3HMja U
CTPYKTYyp€ HaHOYECTHIIA: PEHIreHCKa Ju(paKiMja MOKa3yje BEIMUUHY KPUCTAIUTA U TUIl CUMETpU]E,
eJIEKTPOHCKA MUKPOCKOITHja BEIMYMHY caMe HAaHOYECTHIIE, @ METO/Ia IMHAMUYKOT pacejama CBETIOCTH



JOHCKH paJavjyc YeCTHIlE, Tj. IWMEH3H]je YECTHUIle WM KJacTepa udecTuia (ako IMOCTOje) ca jOHHMa
ancopboBanuM Ha noBpiuau [30].

Kpucranmna pemerka CeOz caapxu 3HauYajHy KOHICHTpAIMjy YHyTpammux aedekara,
KHCECOHWYHMX BaKaHIH]a, KOje HacTajy ry0JberbeM jeIHOT MIIH Bullle aromMa Kuceonuka [31, 32]. VkymHo
HaeJIeKTpUCabe ce oJprKaBa OallaHCOM M3Mel)y KMCEeOHMYHHMX BakaHIMja M BaJICHIIE Lepujyma (CIuKa
1.2). Tako ce crame pemerke Mema U3 CeOz y CeO2x, Yy HCTO BpeMe ca HPOMEHOM OJHOCA
kouuentpammja Ce**/Ce®” jona. Pacmopen u xonuentparmja pexykoBanux Ce3*jona y ommocy Ha
BaKaHIMjy je jOII yBeK NpeIMeT UCTPaKUBamba, ajld je HeJBOCMUCIIEHO Ja ce koHuentpanuja Ce3t jona
U KHCEOHHMYHHX BakaHIMja moBehaBa ca cMamemeM JIMMEH3Hja HaHodecTuma [2, 26]. YmpaBo Ta
CIOCOOHOCT 11a, 0e3 HapymaBama (PIyopUTHE CTPYKType, JIAKO OTIIYCTH W3 W NPUMH Y KPHUCTAIHY
pEIIETKY aTOM KHCEOHWKA, [aje BEJIMKH KaTaJIUTHYKU MoTeHnujan Hanodectuiiama CeOz. Taj
NOTEHIIMjaJl UMa CBOjy MHIYCTpHjcKy npumeny [33], anu je kibydan u 3a Ouonomnike aktuBHOCTH CeO2
[34]. Honupame CeO2 aroMuMa APYrUX MeTalia TaKohe MOYKe YTUIIATH Ha KOHIICHTPAIH]Y KHCCOHMYHUX
BaKaHIIMja, 8 THME U Ha KaTaJIUTHYKY aKTUBHOCT HaHo4ecTHIa [35].

o +4 . +4
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Cauka 1.2. Ynpomrhenn memMaTcKu PUKa3 Mpepacioiesie HaeleKTpucama y KpuctainHoj pemerku CeOr
HaKoH (popMHUpar-a KuceoHnuHe Bakanuuje. Ca jeBe cTpaHe cy IpuKa3aHu TeTpaenapcku atomu Cet*
(HapaHaCTH KPYTOBH) Ca aTOMOM KHCEOHHKA y HEeHTpY (1pBeHu KpyT). Ca JiecHe CTpaHe je MpuKa3aHa
penykumja Ce*' y Ce®" (skyTn kpyroBu) koja mpaTH KHCEOHHYHY BaKaHIHjy (HEHCITyH-eHA IIPBEHA
kpy>xauia). CuBa cTpennia mokasyje Kpyxeme u3mel)y 1Ba nprukasana crama. [Ipeysero u3 [36].

PaszBujene cy OpojHe Merone 3a cuHTe3y HaHouectuna CeOz, on Kojux cy Hajuemihe
npeuunuranyja [37], xuaporepmanna cuHTe3a [38], camompomarupajyha cuHTEe3a Ha COOHO]
temneparypu [39], con-ren merona [40], uta. Tlonasne cymncranne cy mo npasuny n3sop Ce®* jona n
OKCHJIaHC KOjH uX KoHBepTyje y Ce**, y3 mpucycTBo cTabmimsaropa, o1 4ije KOHIIEHTpaIuje 1 0COOHa
3aBHCH (pMHAIIHA BeIMYMHA HaHovecTulle. Hajpe HacTaje pacTBop npe3acuheH joHuMa, y KOM 3all0YHbe
HyKseamuja kpucrana. CTaOuau3aTop Npekuaa peakiujy y keJbeHoM MoMmeHTy [2]. ITocroje Takohe
METO/IE CHUHTe3€ KOje IOoJApa3yMeBajy obOjarame 4YecTHlla CyINCTaHIlaMa MOMYyT LUTPATHUX jOHA,
JeKCTpaHa, TIYKO3€ WM CHHTETUYKUX MOJIMMEPa, KOjuMa ce HEeYTPaJIHIIe TTOBPIINHCKO HATEKTPHCAHE
HAaHOYECTHI]A W crhpedaBa arperanmja [41, 42]. Ha taj HaumH ce MOry JOOMTH BeoMma CTaOWIIHE
aucriep3uje HanodecTrna. [lociaenmsux roquHe pa3Brjajy ce U METOJE T3B. 3€JIeHE CHHTE3€ KaKO OBHUX,
TaKO U APYTUX BpPCTa HAHOUECTHIIA. Y TaKBUM IIpoIielypama Kao jeIHa OJ] T0Ja3HUX CYIICTaHI KOPUCTE
ce OusbKe, TJbMBE, NPUPOJIHH TojuMepu U HyTpHujeHTH [43-45]. Ha mpumep, cunterucane cy CeO2
HAHOYECTHUIle KOpHIThemeM eKcTpakTa jJucta MaciuHe [46] wiu mena [47] kao crabuimsaropa. OBakBa
CHHTE3a je eKOJIOIIKHU M ()MHAHCUJCKM 3HA4YajHO MOBOJbHM]A OJ XEMHjCKe CHHTe3e. TOKOM CHHTE3e,
HACTOjU Ce Ha CTPOroj KOHTPOJIM CBUX HEHUX KOpaka, ¢ 003MpOM Ja OHM yTHYYy Ha BEJIMYUHY U
Mopoorujy yecTuie, a THME Ha BbEHY (pe)aKTUBHOCT.

Llepujym muokcua Hasla3u MPUMEHY Y HHIYCTPHjH O] IIe3/IeCETUX TO/IMHA JBaieceTor Beka [2].
KopucTi ce 3a XeMHjCKO MEXaHUYKO MOJIMPAE ONTHYKUX €lIeMEHaTa, ICKOPATUBHUX CTaKaa, orjieaaia
[2, 48], monmapuzanujy noiaynpoBoauuka [49], 3aTuM Kao KaTaau3aTop y GHITEpUMa ayTOMOOMIaA, Te



Kataiu3yje okcuaamujy yribeH-MmoHokcuaa [50]. Takohe ce KOpHUCTH U 3a U3pajay eIeKTpoaa y TaCHUM
CEH30pUMa M Yy TopuBHUM henujama ca uBpctuM okcuauma [51]. V ouomenuimau ce nanodectuie CeO2
[pOyYaBajy ¥ pa3Bujajy Kao aHTHOKCHIaHCH [52], TekoBH 3a pa3nuyuTe O0JIECTH YKIbYdyjyhu MaTurae
[53-55], Gaktepunmmu [44], 3atum kao Hocaum JiekoBa [56], Oa3e 3a pasnuuuTe IUjarHOCTHUYKE
ounocenzope [57, 58]. 36or HaBemeHux MoTeHHHWjana, Beh moctojehe HpUMeHE M IOCIEIUYHOT
JICTIOHOBamka y MPUPOIH, Beoma je OutHO ucnutatu moryhy mretHocT CeO2 3a 4OBEKa M HHETOBY
okoimHy. BbpojHe crymuje cy mocBeheHe oBoM mpoOseMy, alu HBHXOBH pPE3yJITATH JI0 JIaHAC HHCY
ycarnamenu [59].

1.1.1.2. Mexanu3mu uHTepakumje ca heanjom

Hanouectunie CeO2 ce yHoce y henujy eHIOIMTO30M, KaKO 3aBHCHOM OJi KJIaTPHHA, TaKO H
HecrenM(UYHOM: Yy eKCIIepUMEHTHMa, Hajuemhe ce KJIacTepu HAHOYECTHIA eJIEKTPOCTATHUKU
ajicopOyjy Ha MOBpIIKUHY henuje y KyJITypH, T/ie uX IiasMameMOpana o0yxBara v YHOCH Y YHYTPAIEOCT
[60, 61]. Takohe ce mory yHeTH U macMBHOM audy3ujoM Kpo3 MeMOpany [62]. Tako yHeceHe ocrajy y
[UTOIUIa3MH, Hajuemmhe y mepuHyKJIeapHUM OOJIACTHMA, WIHM C€ €HI030MH CIajajy ca JIM3030MHMa U
HAHOYECTHUIIC JOCIIeBajy y KHCeNy JM3030McKy cpenuny [63]. Cmarpa ce ma pasmuunrta OKpYKermba
HAHOYECTHUIIA UMAjy YTUIA] Ha IbMXOBE aKTUBHOCTH yHyTap hemuje [35].

Hajume wuctpakeHa, a BepoBaTHO W HajBaXHMja aKTUBHOCT HaHodectuna CeOz vy
yHyTapheInjcKoj CpeANHHU je KaTalUTH4YKa aKTUBHOCT, IPH KOjOj HAHOUYECTHIIE MMHUTHpPAjy hemmjcke
€H3UMEe: CYIEpPOKCHJ AucMyTa3y (eHrn. -superoxide dismutase, SOD), karamazy, mnepokcuaasy,
okcuaasy, (ocdarazy, urn [34, 64]. V ucrpaxuBamuMa je moceOHo mnaxma nocBehena SOD u
KaTaja3Hoj aKTMBHOCTH, C 003UPOM Jla OBa [[Ba CH3MMa, Pa3rpamoM cyrnepokcuaHor aHjoHa (02" 7),
oaHOCHO BojoHMK nepokcuaa (H20z), mtute henujy ox okcuaarusHor crpeca [55]. Ocum eH3uMuMa
CIIMYHE aKTUBHOCTH, HaHouecTHile CeO2 MMajy CIIOCOOHOCT HEKATAJUTUYKE XEMHUJCKE PEIyKIIHje
PEaKTHBHUX KHCEOHUYHUX M a30THHUX BPCTA, I7I€ UMAjy YIIOTY PEIYKIIMOHOT CPE/ICTBA a HE KaTalln3aTropa
[65]. Mako cy eH3UMCKe W OKCHIO-PEAyKIIMOHE aKTMBHOCTH HaHouectuiia CeO2 y in vitro u in vivo
cuctemuma notephene [44, 66-68], mo3HaBame MexaHN3aMa BbUXOBOT OCTBAPHUBAHA j€ U JaJbe TIPETEIKHO
Ha HHUBOY TEOPMJCKUX XHIIOTE3a, MOCTAaBBEHMX HAa OCHOBY IIO3HATUX OCOOMHA HAHOYECTHIA U
padyHapcKux cumyaiuja [65, 69].

Ha cimmu 1.3 mpukasan je npesuioskeH Mexanu3am npeko kor CeOz ocTBapyje T3B. MUMETHUKY
(uvmurupajyhy) aktuBHOCT SOD [70]. V Kopaky (1) O2' ~ ce Besyje mpeko aBa atoma Ce' 3a mecto
kuceonndHe Bakanmuje y CeO,. [TpumameM 1Ba MPOTOHA U3 OKpyXema, jenan Ce>' ce okcnmyje y Ce,
a HacTaje u ocnobaha ce H202 (2). Tume ce oTrBapa mpocTop 3a Be3uBame HoBor O2° ~ u mporiec ce
noHaBJka (3), pesynryjyhn okcunamujom apyror Ce®* (4). 3a 1Ba OKCHI0BaHA aTOMa IIEPHjyMa ce 3aTUM
Besyje H20 (5), koju ux peaykyje mo Ce®" (6). Ocnobahamem KHCEOHHKa pereHepuine ce MoueTHa
BakaHlMja (7) U TOYUHE HOBU PEIOKC IIUKITYC.

Bomonuk mepokcua Koju HacTaje y OBOj peakiuju je Takohe ITeTaH, jep Kao CymcTpar
deHTOHOBE peakiyje naje BeoMa TOKCHYHE XUIpokcuiHe paaukaine, OH* [71]. Mehytum, HaHouecTHIIe
CeO> Ttakohe mmajy u KaTajla3Hy akKTUBHOCT, Tj. TIocpenyjy y aerpaganuju HoO2 Ha ciimyaH Ha4WH Kao
npupojHe henujcke katanase [72, 73]. [la 6u oBe aBe kataautuyke akTuBHOCTH CeO2 (QyHKIIMOHHCAIES
Ha euKacaH U KOOPIUHHCAH HAUYMH HEOMXOIHH cy oapeleHu ycioBu. [IpoMeHa BemTu4nHE YECTHIIEC,
onnoca Ce**/Ce®", jonckor cacTapa u KHCENOCTH CPEIMHE MOTY OBY PaBHOTEKY HOMEPUTH, TAKO J1a jeHa
O]l aKTUBHOCTH TTOCTaHe JoMHHaHTHA. [lokazaHo je 1a je xatanma3zHa aktuBHOCT CeO; m3paxkeHuja npu
Bumoj kounenTpamuju Ce**, 3a paznuxy ox SOD akTHBHOCTH, KOja IOl HICTMM YciloBUMa ciiabu [73, 74].
CymnpoTHO, y KHUCeo] cpenuHH, Kataia3Ha aktuBHOCT CeOz cmabu [21], a ucTo je moka3aHO U 3a
ciocobHocT enmmvuHanmje OH', mTo yka3yje Ha aHTHOKCHIATHBHY akTUBHOCT HaHodectuia CeOz y
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dbusnonomkum ycinosuma [75]. Takohe je mokazaHo fa Ko HaHodecTHIa y dochatHoM mydepy ciabu
SOD-MuMeTHuYKa aKTHBHOCT, a pacte KartanasHa [/6]. C o03upom na cy dochaTHH joHH Beoma
3aCTYIUbCHHM y YHyTaphenujckoj cpenunu, katanuThuika akTuBHOCT CeOz y henuju tume Moke OWTH
MOJTyJIHCaHa.

H\ /H
0—0 oH* 0=0
O—Ce/4+ Ee'“—o ! O= Ce/a' éeh—o
Cle“*—é)—(]ea*- —Cle"* CL‘“-&)—GeS-&)—c'e“*
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Cauka 1.3. [Ipemioxxenn mexanuzam SOD-mumernyke aktuBHOCTH HaHodectuila CeOz (npeysero u3
[70]).

OcuM 1mTo JIeNnyjy Kao aHTHoKcuancu, Hanodectuie CeO2 Mory Takole kaTam30BaTh peaxiiyje
OKCHJAIMje pa3suuuTuX cyrcrpata [77, 78]. Peakiuje nupextHe okcuparuje Hanodectuiiama CeO2 cy
takohe moryhe, a 0JJHOC aHTH- U MPO-OKcHaTUBHE akTUBHOCTU CeO2 3aBUCH Of] peOKC-TIOTEHIIH]jala
cyncrpara kao u o ogHoca Ce*/Ce®" ma moBpnmHM uecTHIle: y HEKONMMKO CTY/AHMja e MOKA3allo J1a je
cMamen ognoc Ce**/Ce3* onropopan 3a noMuHamujy okcunaTuBHUX akTuBHOCTH [35, 79]. TTokasaHo je
takohe ma Hanouectuiie CeO2 MOry OMTH OJTOBOPHE 3a MEPOKCUaAIN]y unuaa u Gpochonumnuaa [80].

Jour jenHa moTeHIMjaTHO BakHA €H3UMCKa yiora HaHodecturia CeO; je onoHamame J1ejCTBa
docdaraze, T1j. ynora y xuapoimsu ¢ochoectapckux Besa [81]. Ilokasano je mga oBaj edekar
Hanovectuiie CeO2 mMory ucnospaBaTu Ha OpojHE OMOJIOIIKE MOJEKyJe KOoju canpxe dochoecTapcKy
Besy, meljy kojuma cy JTHK, ATP, dochonporennu [69]. [Ipemioxkenu cy pa3invuTi MEXaHU3MH OBE
peakIuje, 0] KOjuX ce HeKu ocTBapyjy mocpeactsom Ce*, a mexu mocpenctaom Ce* [69, 82, 83].

Naxo, nakie, mo cBOjUM (UUKO-XeMH]CKHUM ocobrnHama HaHodectuile CeO2 MMajy MOTEHIIM]jal
MONHOT aHTHOKCH/IaHCA, IPOOKCUIATUBHO JIEJCTBO je Takole OUeKHUBaHO, a nucbananc Mely mruMa Moxke
JIOBECTH JI0 IUTOTOKCUYHUX e(pekaTa HaHouecTHIa. CMmaTpa ce Ja je IIaBHU y3poK TokcudHocT CeOz,
KOja je y HEeKMM cilydYajeBMMa IoKa3aHa y iNn VItro amu u in VIVO cTyaMjama, ynpaBO HHIYKI[H]ja
OKCHJIaTHBHOT CTpeca, Koju pe3yatyje amonro3oM [84-86]. Hussain u capaguumm [87] cy ucnuruBanu
nutoTokcnyHn edexar Hanouectunia CeOr Ha MoHomuTe yoBeka (cimka 1.4). JlerekToBaHa je
¢parmenrtanuja mosiekyna JIHK, muaykumja henmmjcke cMpTH JOMHHAHTHO amoONTOTCKOT THUIMA, Y3
JIenoJIapu3anujy MeMOpaHa MHUTOXOHApPUja M KOJOKAIHM3allM]y MPOAroNnTOTCKUX MpoTermHa Bax ca
MHUTOXOH/IpHjaMa, IITO yKa3yje Ha YHYTpallmbd (MUTOXOHAPH)CKH) MYT arnontose. Y HUCTOj CTYyAUJU
JIETEeKTOBaHa je W ayrodarvja TpeTHupaHuxX henuja, U TO HE KaOo NPOTEKTUBHHU, Beh Kao jemaH of
MexaHu3ama henmjcke cMptH, Oyayhu na je uHxubuimja ayrodaruje 3HadajHo nosehana BUjabMIHOCT



henmuja. Y npusor nHIyKOBama aronTo3e MOCpeI0BaHe MUTOXOHIpHjaMa TOBOPE U CTy/IHj€ Y KOjUMa je
nerekToBaH rmosehan HUBO nuToxpoma Ll y nuromnasmu henuja rperupanux nanouectunama CeO; [12,
88]. Y oBuM henmjama je Takole IeTeKTOBaHa MMOjayaHa aKTHBHOCT Kacmasa 3 u 9, 10K ce y CTYAHjH Ha
MOHOIIUTUMA AaKTUBHOCT OBHX €H3MMa HHje MOrjia perucrpoBaTH. llokaszano ce 1a je TOKCHYHOCT
Ha”ovectura CeO2 y BEJIMKOj MEpH 3aBHCHA O] BEIMYMHE HAHOUYECTHUIIA, IIPH YEMY Cy C€, Y OIIITEeM
Cclly4ajy, Mambe YECTHUIIE [T0Ka3aje TOKCUYHU]UM, a KPYITHU arperaTi MoTIyHO HeToOKcHYHuM [59].
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Cauka 1.4. IllemaTcku npuka3 MexaHM3ama henujcke cCMpTH HHAyKoBaHe HaHodectuiiama CeO2
(mpeysero u3 [87]). Ca neBe cTpaHe je ONUCAH MEXaHWU3aM amoNTo3¢ KOjU YKJby4yje CMambeH
MeMOpaHCKH NOTEHLHWjal, Kosokanu3anujy Bax mporemna m ¢parmentaumjy JHK, nocpenoBany
¢dakTopoM wuHAykuuje amomnrto3e, AIlF. Armonro3za je JeTeKTOBaHAa Ha OCHOBY H3Jlarama
dbocharuaunceprHa Ha CHOJbAIIKHO] CTpaHU henmmjcke MemOpaHe. Ca JecHe cTpaHe je TpHUKa3aHa
ayto(aruja, Koja pacte mpu UHXMOUIM]U TyMOp NpoTerHa pS3. 3a mokazuBame MexaHn3ama KopuiheHa
je cenekTHBHA MHXMOMIK]a ayTodaruje cyncraniom Wortmanin, nmporenna p53 cyncraniom Pifithrin-
0. U PEaKTHBHUX KHMCEOHHMYHHMX BPCTa MOPEKJIOM U3 OITeheHMX MUTOXOHJpHja CYNCTaHIIOM KaTajas3a
PEGI[87].

Melhytum, m3raena na sanodecture CeO2 Mory 0CTBapUTH aHTUTYMOPCKO JI€jCTBO M HE3aBUCHO
0]l OKCHJIOPEIYKIIMOHUX Tporieca. Y jeaHoj ctynuju, Hanodectuile CeO2 Cy AomupaHe caMapujyMoM,
YiUMe Cy U3ryOuJI€ OKCHUIOPEAYKIMOHM TMOTEHLIMjall, ajdu € HHUXOB [O3UTHBAH YTUIA] Ha
pamnocensutnzannjy HaCat kepartmHonmrta mnak 3abenexen [4]. Haumme, y henmjama omrehenum
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3pauemeM, Hanodecturie CeOz Cy JompuHENe TOHOBHOM YCIIOCTaBJbakhy KOHTPOJIHHUX Tadaka y
henujckoM HUKITyCy, y KOjMa Cy pErHCTpOBaHa HenomnpassbrBa omrehema monekyna JIHK u mokpenyra
amonTo3a ca IuJbeM enuMuHanmje omrtehene hemuje. Y npyroj crymmju cy Hanouectuie CeO:
uHXUOMpase npoaudepannjy 1 MUrpanujy hemuja Tymopa skeryla akTHBAaI|jOM ITyTa IIPEeHOCca CUrHalia
MAP xunaza , 6e3 nmpomene HuBoa ROS y henuju [89]. Mexanuamu He-pefoKC JIejCTBAa HAHOYECTHUIA
CeO2 cy u najbe HEMO3HAHMIIA, MAJIa j€ HEKOJIMKO 00jallmhemha MPeUI0KEeHO. JeTHO O/ ’bUX TOBOPH J1a
aKyMyJiaigja ariiomepara HaHodecTHia y henmjama wim opraHuMa JoBo1u 1o omtehema opranena u
ociobahama npoTeasa, Koje akTuBupajy uHbaamanujy u henujeky cmpt [59].

[Tocroje wHAMIMje Na je OKCHIATUBHO TOKCHYHO JjejcTBo HaHouecTuia CeQO; dyemhe kox
TYMOPCKHX HETO KOJ Heu3MemeHuX (HerpaHnchopmucanux) hemumja [4, 90, 91]. OBakaB edekar ce
yIJIaBHOM mpunucyje pasnunu y pH Bpennoctu usmel)y Tymopcke W HensMemeHe hemnuje, 0JHOCHO
u3Mely nm3o030Ma 1 nuTocona, Oynyhu na cy y Hekum ciaydajeBuma HaHodecturie CeO» JIoKkan3oBaHe
y Pa3IMuUTHM OJIeJbIIIMa KOJI TYMOPCKHUX M Heu3MemeHux henuja [59, 92]. Kucena cpeanna naxudupa
karanasHy aktuBHocT CeO2, Te ce Tako ¢aBopusyje okcumatuBHo nejctBo CeO2. Mnak, paznuka y
KHCENIOCTH n3Mel)y TyMopcke 1 Heu3MermeHe henuje je ynuTHa, a cBakako Huje Benuka [93], napouuro
y in vitro ycrnoBuma hemujcke KyiaType, ma je o0jalimberme Koje yKJbydyje JM3030Me BEpOBaTHH]E.
MehyTtum, OpojHu Cy U caydajeBHu ca OOpHYTHM HCXOJ0M, Tj. Kaaa cy ce Hanouectune CeO2 mokazane
TOKCUYHUM 32 HEM3MEH-CHHUCAHE W/WIM HETOKCHYHMM 3a Tymopcke hemmje [94-96]. V3 cnenuduuny
npupoay Hanouectuna CeOz, OpojHe YMHUOIIE KOju o1ipel)yjy mruxoBe ocoOnHE U OanaHcupame u3mehy
CYIPOTCTAaBJbEHUX aKTUBHOCTH HAHOYECTHIA, HE UYH IITO CYy Pa3IHYUTH CIICHAPH]H Y HHTCPAKIU]H ca
hemjom moryhu. Cee morennmjanae edexre CeOr Hanoyectuna Ha hemuje je moTpeOHO MTO OOJBE
YIO3HATH, KaKO OMCMO Ce TPUOJIMKIIIN CUHTE3W HAHOUYECTHUIIA Cca )KEeJbEHUM yJiorama U ocoOnHama.

1.1.1.3. E¢extn HanouyecTuua CeO2 na HeLa u MRC-5 henuje

300r OpojHMX MOTEHLHMjaTHUX NpuMeHa HaHouecTHa CeO2 y UHAYCTPUJU U OMOMEIUIIMHU U
HBUXOBOI MOryher celeKTHBHOT JIejCTBa, BAKHO j€ YPaJWUTH CTyauje edeKxaTa OBUX HAHOYECTHIIA HA
MojieTTMMa TYMOPCKHUX U HEU3MEHEHUX HeTpaHcPopMucaHux henurja. Y oBoj AucepTaluju cy, Kao MOJAEN
3a TyMmopcke, kopuinthene henuje kapruHoma rpauha marepuue auHuje HeLa, u MRC-5, derannu
¢bubpobnacTu miyha, kao mozen 3a Herpanchopmucane henuje. 36or Tora he y oBom noriasspy OuTH
U3JI0KEH CaKeT MperJell JIUTepaType o MPEeTXOJHUM cTyJujama epekaTta HaHodecTtula CeO2 Ha HelLa n
MRC-5 henuje.

Hela henuje cmanajy y henujcke nMHUjEe Yy KOjUMa je, MOPE 3alITUTHOT e(eKTa y yclIoBHUMa
OKCHJATUBHOT CTpeca, MOKa3aH U IUPEKTaH MUTOTOKCHYHU edekaT HaHouecTHna CeOz. Yecr je ciyuaj
7la je JeTeKTOBaHa IUTOTOKCUYHOCT oMoryheHa o0jarameM HaHOYECTUIA JPYTHMM MOJIEKYJINMa, Kao U
na je Be3aHa 3a ¢akrope cpeaune. Liu u capagnunm cy cuatetucanu Hanouectuie CeO; ca merano-
OpPraHCKMM OMOTaueM, KOje M3a3MBajy aronTo3y MyTeM OKCHIATHUBHOT CTpeca y XUIokcuyHuMm Hela
henmjama, y KojuMa je MpoaronToTCKa akKTUBHOCT HEOOJI0KEeHNX HaHodecTHIa Hucka [97]. V jenHom
HOBHJEM HUCTPaXHMBamy j€ Mmoka3zaHo jga HaHodectuile CeOz 00JI0KeHE OPraHCKUM MOJIEKYJIHMa KOjH
UMHUTHpajy cacTaB henmjcke MemOpaHe M3a3uBajy BeoMa Manu naj BujabunHoctd Hela hemuwja y
HEYTpaJlHO] CpeIuHH, Te OU ce MOorJie cMaTpaTu OMOKOMITAaTUOMIIHUM M KOPUCTHTH, Ha HpUMEp, 3a
MPOU3BO/IKbY HOCaua JIeKOoBa MM OuoceH3opa. Mehyrtum, mpu many pH cpeaune, mocrtajy BHCOKO
utotokcnude [98]. Tokcuuno mejctBo Ha Hela hemuwje je meTexkToBaHO W y Cay4ajy IMOjeIMHUX
HeoOnoxenux CeOz Hanouectuna. Ha mpumep, 103HO-3aBUCHO cMambewe BujadmiHoctu Hela henuja je
MOKa3aHO HaKOH TpeTMaHa HaHoyecTuama CeO2 CHHTETHCAHHMM Yy 3€JI€HOj CHHTE3M, KopullhemeM
mwiogoBa OaMuje 3a qo0Hujarbe CpecTBa 3a PeaAyKIHjy u cradbuiamsanujy dectuna [99]. Hanouecturie



no0OujeHe jeJHOCTaBHOM CHHTE30M, Kao IITO j€ METoa MpeIunuTaIije, oKa3ajie ¢y TOKCHIaH edekar
y3 BHCOKY IPOAYKIM]Y PEaKTHBHUX KHMCEOHWYHHX Bpcrta koj Hela hemmja, nox je xox HFL-1 henuja,
Hen3MemeHnx ¢eranHux (puodpodiacra miayha, He camMoO NUTOTOKCHYaH edekaT, HETO M CIOCOOHOCT
yiacka y henujy oBux HaHo4ecTHIla, Ouiia 3HaTHO HUKka [100].

HFL-1 hemuje cy Beoma cpogae MRC-5 henujama. O Tokcuanom aejctBy Ha came MRC-5 henmje
y JUTEepaTypu HMa 3HATHO Mame Nojaraka. Y jeIHO] CTYIOWjH je IOKa3aHO Ja MPH MambHM
KOHIIeHTpauujama HaHodecture CeOz MMajy IUTONPOTEKTHBHO, a IMpH BehMM KOHIIEHTpaIjama
nutoTokcnyHo AejctBo Ha MRC-5 henwmje, anu na je 3a 0o6a edexra HeonxoaHa oapeheHa crabuIHOCT
pacrmoiesie BeInurMHe HAHOYECTHIIA, TIOCTUTHYTA QrITprpameM aucrep3uje. Y apyroj cryauju, MRC-5
henuje HuCy pearoBaiie Ha TpeTMaH HeoOI0keHNM HaHodecTuiiama CeO2 y Tpajamy ox 72 cara [39].

OBako pa3HOBPCHU JIUTEPATYyPHH Mmojaiy o edekruma HaHouectuia CeO2 Ha henuje ynyhyjy Ha
YUIBCHHUILY Ja je MOTSHIMjaJI MPUMEHE OBUX HAHOYECTUIA Y OMOMEIWIIMHH BEIUKH, YKOIUKO CE
MEXaHU3MH HBUXOBOT JIejCTBA M ()aKTOPH O] KOJUX 3aBHCE JIOBOJLHO JI00PO yIO3HA]Y.

1.1.2. HaHouyecTHIIE IUHK OKCHIA

1.1.2.1. OcHoBHa (pU3HYKOXEMHUjCKA CBOjCTBA U MPHUMEHA

[uuk okcun (ZnO) je mpamkacTo KpUCTATHO jeAnbebe Oene 00je, HepacTBOpJbUBO y Boau. Kana
je 'y obnuky HaHOuecTHIIa (1uMeH3uja 10 100 nm), pacTBOPJEUBOCT je MOOO0JbIIaHa, KA0 U APYTre 0COONHE
ZnO, koje omoryhaBajy meroBy mmpoky npumeny [101]. ZnO je moiaynpoBOAHUK, IITO j€ jeIHO O
IETOBUX HAjKOPUCHUJUX CBOjCTaBa KajJa je MpUMEHa y nuTamy. Kol moixynpoBOgHHKA ce Mpena3u
eJIEKTPOHA U3 BaJICHTHE y NMPOBOJIHY 30HY MOTY MOOYANUTH 3pauewmheM ojpel)eHe eHepruje, yciesn yera y
BaJICHTHO] 30HU OCTa]y IIyIUbMHE. EJEKTpOHN U MIyIUbMHE c€ OOMYHO peKOMOMHY]Y Beoma Op30, ajiu
MOT'y ¥ MUTPHPATH Ha MOBPIIMHY U pearoBatu ca qpyruM mosexyauma [102]. OBaj moTeHI#jan OKCuiIo-
penykije je uckopuiiheH y GoTokaTaIuTUYKO] puMeHn HaHoudecTuia ZnO, a Takole urpa KbydHy
yJory y aenoBamwy Ha henuje [103, 104]. Haume, ko HanouecTriia ZnO U 'y O/ICYCTBY €IEKTPOMArHETHE
noOyzae MOCTOju BeNIMKM Opoj OBAaKBHUX IapoBa €JIEKTPOH-UIYIIJbMHA, jep ca MoBehawmeM ojHOca
HOBpLIMHA/3alIpeMUHA YeCTHIIe, pacTe Opoj kuceoHnuHux Bakaniwmja [105, 106]. EnextpoHu ce mnpu
TOME IOHAaIajy Kao penykyjyhe, a mynseuHe kao okcuayjyhe Bpcre. Kao pesynrar uHTEpakuuje
HaHOYECTHIla ca aTOMUMa KMCEOHHUKA, XUAPOKCUIIHUM JOHMMa U BOJIOM y henuju, Moxke ce popMuparu
YyUTaBa Kackala PeaKTUBHUX KHMCEOHWYHHUX BPCTa, KOj€ ApaMaTHYHO YTUUy Ha henujcky BHjaOMIHOCT

(cnuka 1.5) [107].

Cauka 1.5. Jeman on mexanmszama reHepucama ROS Ha moBpmman Hanodectune ZnO. XKXytum cy
MPHUKa3aHA aTOMU KHCEOHHKA, JbyONIacTUM KMCEOHUYHE BaKaHIIHM]e, 3eICHUM aTOMH IIMHKA, a TUTABUM
aToMH BojioHUKa (ripey3eto u3 [105]).



VY KoJIOMAHMM PacTBOpHMMA, Ha MOBPIIMHU HaHodecTura ZNO ce XxeMucopOyjy MPOTOHH, KOJH
UMajy KJbYYHY yJIOTY Y MHTEpakiMjamMa HaHo4ecThla ca apyrum monekyiauma [102, 108]. V kucenoj
CpeAMHHU, XeMUCOPOOBAaHHM MPOTOHH /1ajy HAHOYECTHUIM TMO3UTUBHO HAGNEKTpHCame. Y HEYTpalaHO] U
0a3HOj CpeauHM, XEMHCOPOOBAaHU MPOTOHU HAIMYIITajy MOBPIIMHY HAHOYECTHUIE, OCTaBJbajyhu je
HETaTUBHO HAeNIEKTPUCAHOM. 3axBaJbyjyhu MOBPUIMHCKOM HaeJeKTpUCamy, HAaHOUYECTUIIE OCTBapyjy
enextpocrarnuke uHTepakuuje [109]. Ha dwusnonomkum pH BpeaHoCTHMA YKYITHO HAeJICKTPUCAHE
Ha"oyecturie ZnO je NO3WTHUBHO, IITO OJIaKIIaBa Be3WBame 3a (ocdarHe Tpyne MeMOpaHCKHUX
dochonunuaa u ynazak y henujy [110, 111]. JeanocTaBHa MaHuIyJIalKja XHIPOKCUIIHUM IpyraMa Ha
MOBPIIMHY HAHOYECTHIE OJIAKIIABa HEHY (YHKIMOHATW3AIHM]y M MPUMEHY Kao Hocaya JieKa WU
Ouocensopa [112, 113].
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Camka 1.6. Haunnu yHoca HaHodecTriia ZnO y opraHn3aMm 4oBeKa M MeXaHu3aM Moryher TOKCHYHOT
edekra. [Ipeyzero u moaudukosano u3 [114].

3a pazmuky on CeO2, Hanouectune ZnO cy BeoMa paldpeHe y CBaKOJHEBHO] yHoTpeOH, a
MEXaHU3MHU HBHXOBE MOTEHI[MjalTHEe TOKCUYHOCTH Cy 3HAaTHO Oosbe mpoyueHH. [IpuMena HaHouecTHIa
ZnO ce 3acHUBA Ha HHUXOBHM CIIOCOOHOCTUMA aHTHOAKTEpHjCKOT nenoBama [115], 3amtutu on
yaTpasbyoudacTor 3padema [116], TormnorHoj npoBoasbuBocTy [117], KaTaTUTHYKUM CBOjCTBHMA, UTI.
Ha cmumm 1.6 mpukasanm cy Hajuyemhm wu3Bopu HaHodectunia ZnO y cBakoaHeBuiu. CBeTcka
3[IpaBCTBEHA OpraHHU3alija O3HAYMIIA je TMPOHM3BOJE KOjU MX caapke kao Oezdemne [118]. Mehytum,
MI0CTOj€ PU3HIIK Y CIyYajy ryTamka HaHOYECTHIIA, KOje MOKE OIITETHTH YHYTpalikhe oprane [119], kao u
yaucama, Koje Takohe Moxe M3a3BaTH 000Jbema pecnupatopHux oprana [120]. V komOunanmju ca
HEKUM JPYTUM MaTepHjaMa, Kao IITO je TOJNyeH y 0ojama, yAHucame MOXe JIOBECTH /IO MCIOJhaBama
u3paxene TokcmuHocTH [121]. McrpaxkuBama cy mokasana aa Hanodectuiie ZNO He mposaze KOXHY
Oapujepy, ajii y caydajy MocTojarba paHa, MmocToju MOryhHOCT mpoupama y 1y0sse ciojese koxe [122,
123]. 30or Tako pamupeHe ynortpede, Hanouectuie ZnO ce Hajma3e y BHCOKOj KOHIICHTpAIHjU Yy
3eMJBHIITY, a MoceOHo y Boau [124, 125].

Mopdonomke o0coOWHE HAHOYECTHIA, PACTBOPJEUBOCT, IMOBPIIMHCKO HAENEKTPUCAIHE,
MOHAIIAkE y OATOBOPY HAa KUCENIOCT CPEeIUHE U CIMYHE KapaKTePUCTHKE 3aBHUCE OJ] HAUMHA CHHTE3e
gectuna. OHU ¢y y ciydajy HaHodectuia ZnO Beoma OpojHH W BeoMa JIOOPO pa3BHjeHH, TAKO Ja je
Mmoryhe nmoctuhu BUCOK HMBO KOHTpOJIe ocoOMHa HaHouecTHia [126, 127]. Y Bemukom Opojy ciryuyajeBa



MOKa3aHo je Ja BeMYMHA Kao HU o0JuK HaHodecturie ZNO Hema BEJIMKHU YTHIIa] HA TOKCHYHOCT, KOja
HajBHIIIE 3aBUCH 0]] e(hekaTa MOBPIIMHCKOT HaeleKTpucama [128, 129].

1.1.2.2. Mexanu3mu nHTepakuuje ca heamjom

OCHOBHM MexaHHM3aM IIMTOTOKCHYHOT JefoBama HaHodectura ZnO ocTBapyje ce ImyTem
OKCHIaTHBHOT CTpeca, Koju reHepuiity Hanodectuiie [102]. CtBapame OKCHAATHBHOT CTpeca U3a3uBa U
jon Zn%*, xoju ce u3/1Baja U3 HaHOUYeCTHIA Y Kucenoj cpexuanu [102, 128]. OkcHaaTHBHE CTpEC y3pOKyje
WHIYKIU]y amnomnTo3e nocpenoBane yHyrpahenmujckum curHanuma. OBaj MexaHW3aM INpPUKa3aH je Ha
cmmm 1.6 (necHo). Bynyhu na je jon Zn?* xodakTop BakHnX heamjckux eH3uMa U 1a je TIoKasaHo aa 15
% henujckux mpoTenHa UMa ClOCOOHOCT Be3UBama LIMHKA, BUCOKA KOHLIEHTpaija ZNO Moxe 10BeCTH
10 opeMehaja y akTHBHOCTH IPOTEUHA U TIpolieca Koje mporennu perynuiry [118, 130, 131].

Hako je mpema jocamalikbuM HCTPaKMBAaKUMa arionTo3a JIOMUHAHTAH MOJAIMTET hesujcke
CMpTH M3a3BaHe HaHodecTHnama ZnO, u apyru TumnoBH hemujcke cMptu cy aerektoBanu [132-134].
[lepokcumanuja MeMOpaHCKHMX JIMIIMIA M JCHATypaluja IPOTEHHA IOJ YTHUIAjeM pPEaKTHBHHX
KHCEOHUYHUX BPCTA MOXeE J0BeCTH 10 Hekpo3e [129, 135]. Ayrodaruja je neTekToBaHa Ka0 MEXaHU3aM
KOjuM ce henmuja IITUTH OJ TOKCHMYHOCTH HaHoyectuna ZNO, anu epukacHO (DyHKUHMOHHILIE [0
onpeheHor creneHa: rmojayaH MHTCH3UTET ayTodaruje JOBOAH 10 NUCHYHKIM]E TN3030Ma, ayTodaruja
ce 3aycraBiba U henuja ymupe [122, 136, 137]. Ha caunu 1.7 npukasaHe ¢y OCHOBHE KapaKTEPUCTHKE
pa3nMuuTUX BpcTa henmjcke CMpTH W3a3BaHUX HaHodecturnama ZnO. YmpaBo cy OHoxeMHjCKe U
Mopononike manudecranuje heamjcke CMpTH OHO IITO C€ HA TPETUPaHUM henrjaMa nmpoyyasa nmomohy
BHOpAIMOHE CIIEKTPOCKOIH]€E, OJTHOCHO MUKPOCKOITH]je Ha 0a3u aTOMCKUX CHJIA.

[{uToTOKCHYHM €EKTH peIaTHBHO HUCKE KOHIIeHTpanuje HaHouecTura ZnO (yriaBaoM oko 10
pg/ml) Ha eykapuoTcke henuje y KyaTypH oKa3aHu Cy MPOTEKINX HEKOJIUKO JICLICHH]a Y BETUKOM Opojy
cryauja [125, 138-141]. Mnak, nmocToje U CTyaAHje Y KOjuMa PETaTUBHO BUCOKE 03¢ HaHouecThiia ZnO
HHUCY yTHlIane Ha henujcKky BHjaOWIIHOCT, Kao HIp. ucTpaxkuBambe Reddy u capagnuka [142]. Oswu
aytopu ucnuTyjy yTtunaj mose o 400 ug/ml ZnO nHa Gaktepujcke henmje u nmumdonuTe yoBeka u
3aKJbyuyjy /Jia HAHOYECTHUIIE IeTy]y CeTIEKTUBHO Ha OakTepuje, 6e3 TOKCUYHOT yTHIlaja Ha henuje yoBeka
VY npyrum uctpaxxkupamuma, Hanouectuie ZnO cy ce mokazajie HeTOKCHYHUM 3a IpuMapHe henuje koxe
U wiyhHOT enuTena, HACYPOT TOKCHYHOM JIjCTBY Ha TUM(OLIUTE U pasnuunTte uaMemene hemmje [133,
143, 144].
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®eponrosa
ITpoMcHE Ha MHTOXOH/IPHjaMa:
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Cauxa 1.7. OcHoBHe Mopdoiomke 1 OMOXEMHUjCKe KapaKTepUCTUKE MOAaluTeTa henmjcke cMpTu
(cnuka nipeyseta u3 Ni u moaupukoBana npema [145])

1.1.2.3. E¢extn nanouectuua ZnO na HeLa u MRC-5 henuje

[TorenmujanHa cenekTuBHOCT HaHOoUecTHna ZNO mpeMa TYMOPCKUM y OJHOCY Ha HEU3MEH-EHE
henuje je nctpaxkuBana y OpojHUM CTyaujamMa Ha pa3InuuTUM henujckuM JuHMjama, Mehy Kojuma cy u
HelLa u MRC-5 henuje. [{utoTokcuuHo nejetBo cy kox Hela (tymopckux) henuja mokaszanu Sirelkhatim
u capaguuii [141], kao u Yang u capamuunu [146]. Cynpotho, koq MRC-5 (Hensmemennx) henuja je
MOKa3aHO OJICYCTBO TOKCUYHOT €()eKTa y OJJHOCY Ha HEKOJIMKO TyMOpcKkux henmujckux nunuja [147, 148].
VY nurtepaTypu HeMa mojatraka o egexTuma HaHodectua ZnO Ha oBe jaBe henujcke nMHUje, a @ cy
ynopehenu y 3aje JHUYKOj CTYIU]H.

1.2. BubOpaunoHna cnekrpockonuja heauja Tperupanux
HaHOYeCcTHIIAMA

Bubpanmona cnekTpockonuja kao MeTo/ia 3a mpoyvaBame MpoMeHa Ha henujama pasuja ce Beh
rotoBo moJia Beka [149]. 3a To mocToju HU3 pasjora: MOXe Ce U3BECTH 0€3 KOMITIMKOBAHE MPHUITPEME
y30paka, cKkyne xemukaiuje wim 60je [150]; ykonuko cy eKcriepuMeHTaIHU YCIIOBH aeKBaTHH, TOTIYHO
je HemecTpyKTHBHA 10 y30opak [151]; y3 oarosapajyhy ompemy Moske ce M3BOJUTH Ha )KMBHM henrjama
¥ MOXe€ ITPAaTUTH TPOMEHE y peaTHOM BpeMeny [152]; BuOpaunonu cniekrap jeane henuje caapxu y cedbu
nojaTke o BUOpalyjama Be3a CBUX NelMjCKUX MOJIEKyJa M ONHCYje HIMPOK CHEKTap XEMHJCKHX U
CTPYKTYPHHUX IPOMEHA, [0 YeMy OM ce OBa METOJ/ia MOrJja yOpojaTu y METOJle CHCTEMCKe OHOJIoTHje U
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NPUAPYKATH HU3Y JUCIMILIMHA KOje y UMEHY camapike ,,-omuka™ [153-155]. IIpomene BHOpaIrimoHux
MOJIOBa YKa3yjy Ha IPOMEHE HE CaMO y Ca/IpKajy MOJIEKYJIa HIIM (YHKIIMOHATHHUX IPyIa y MOJICKYJIHMA,
Beh 1 Ha BHUXOBE KOH(POPMAIIHje U MPOMEHE Y OKpYxkermy [156, 157]. BubpaiinoHoM CrieKTPOCKOIHjOM
ce MOT'y BPLIMTH aHaJIM3¢ Ha HUBOY mojenuHayne henuje (enri. single cell), mro omoryhasa nerexiujy
(buHUX TpOMeHa U J00Hjarbe TOBOJbHE KOJIMYMHE ITOIaTaKa U3 y30pKa 0J1 CBera HEKOJIUKO JACCETHHA M
HekosuKko crotuHa henuja [158].

Onwucane ocoOMHE BHOpAIMOHY CHEKTPOCKOIIMjy YHHE KOPUCHOM 3a Oa3WyHa Hay4Ha
ucnutuBama henmja. Byayhm na BuOpamMoHM CIEKTpH Caap)Ke BEIMKH Opoj MOJOBA, aHAIN3a
nHpopMalrja Koje KpHje jelaH crekrap Huje jenHoctaBHa. OHa ce MOXKE 3aCHOBAaTH Ha mpahemy
CHEKTPATHUX MapKepa, Tj. MOjeIMHUX MOJOBA WJIH IIUPHUX CHEKTPAIHUX Tpaka, KOjU Cy MPETXOIHUM
HCTpakMBabMMa IOBE3aHM ca BHOpanujama oapeheHnx Mosekysiaa wid koHpopmanmja [159, 160].
Jlpyru TpHUCTyNl y aHaIu3W KOjU He MOoJpa3syMeBa IPETXOJHO IO3HABAake MapKepa IMpOMEHa je
kinacudukanyja henuja, OJHOCHO BUXOBHX CIIEKTapa, HEKOM OJ1 METO/1a MyJITHBAPHjaHTHE CTaTUCTUKE.
TakBe mMerTone ciry’ke Kako 3a 00Jbe MpENo3HaBamke pasiauka Mely crekTpuma Koje WHaue HHUCY JIaKo
yO4WbHBE, TaKO U 3a Tpalieme Mojena Ha OCHOBY Kor he cniekTpu hennja HEmo3HATUX KapaKTePHCTHKA
OuTH mperno3HaTH Kao npumagHuiu oapehene kimace henmja [161]. Mertone knacudukanuje umajy
HApOYUT TOTEHIIMjaJl TPUMEHE y MEIUIIMHCKO]j IMjarHOCTHIIM, y pa3BUjalkby CEH30pa W ajarta 3a
npero3HaBame H3MemneHnx henuja [162-164].

Wudpaupsena u PamaHOBa cHeKTpockonuja Cy JBE OCHOBHE METOJE BHOpannoHe
CIIEKTpOCKONHje U 00e Hoce mH(pOpMalHjy O eHeprujamMa BUOPAIMOHUX Ipeia3a aHaluTa, y OBOM
ciyuajy hemmjckux monekyna. [IpBa mMeTona ce 3acHMBa Ha Mepemwy ancopOOBaHE eHepruje, Koja je
jeIHaKa eHepruju BHOPALMOHOT Tpenasza, oK PamaHOBa CHEKTPOCKOINHWja MepHu (PpPEKBEHIHU]Y
HEeJacTUYHO pacejaHor 3payerma ca BHOpalMja aHajdWTa, Ha OCHOBY KOjeé Ce M3padyHaBa €Hepruja
BUOpanmonux npenasza [151]. 300r pa3nuuuTUX MEXaHW3aMa Ha KOjuMa Ce 3aCHUBAjy, U3IJIe] OBa JIBa
CIEKTpa c€ pa3lUKyje: OHM caJpkKe pazIuuuTe BHOpALMOHE MOJOBE M JEIMMHUYHO jeJaH Jpyror
nomymanajy. Ha cmumm 1.8 mpukaszana cy aBa BuOpammona crnektpa HaCaT hemwja, mepena
uHpparpeenom u PamanoBowm criekrpockomnujom [165]. Teopujcke ocHOBE BUOpALMOHE CIEKTPOCKOIH]jE
KOjMa ce JIaTH MEXaHW3MH 00jalimaBajy JAeTaJbHUje CYy M3JI0KECHH Y TOTJIaBJby 3 OBE JAucepTaruje. Y
MCTOM TIOTJIaBJbY JIaTe Cy M TEOPHjCKa M MPAaKTHYHA OCHOBA METO/IA 33 aHAIN3Y BUOPAIIMOHUX CIIEKTapa.
VY okBHpY OBe qucepTaluje, 3a Mepeme BUOPAallMOHUX CIIeKTapa henuja TpeTHpaHUX HaHOYecTUIaMa
kopuurheHa je Mmetoia PamaHoBe crieKTpOCKONHje.

Hnudpanpsena crieKrpockonuja PamaHOBa CIIEKTPOCKOIHja
Awmun 1 PO, Amun |

| JIHK, Tyr ~ Avun 1T CH/CH,
~ 1 AG
AHK

Amup 11

l

PO, Amua Ill

|

i

] CcO CO/ i \gﬂﬂ/ﬁg{‘ ‘ _é .C_H.
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Camka 1.8. BuOpaunonu cnekrpu HaCaT henwmja, npeysern u3 paga Meade u capagnuka [165].
Jlunmnjama paznuuutux 60ja cy HpeacTaB/bEHH CIIEKTPU 100U]EHU IPU PA3IUYUTHM yCIIOBUMA MEpEha.
Crpenuuama cy obesne- *eH! HajBaKHUJU MOJIOBU M Ha3HAUEHHU MOJIEKYJIU WM Be3€ 01 KOjUX MOTHYY.
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PamanoBa crekTpockomnuja y3 aHauu3y CHeKTapa MeTojama Kiacudukaiuje Moxke OUTH of
KOPHCTH TP pa3BHjarby HOBUX BPCTAa HAHOYECTHUIIA M UCTIUTUBAY IUXOBE (TI0KEJbHE WIIH HETIOKEIbHE)
TOKCHYHOCTH Ha paznnyurte henmjcke tunoe. LIUTOTOKCHYHOCT HaHOYECTHIA ce Hajuelthe WcruTyje
NPeKo CTaHAapIHUX TectoBa henujcke BujaOwimHocTH [166], KOju 1ajy HEUCTOBETHE a HEPETKO W
KOHTpaJUKTOpHE pe3ynrare [167]. Pasjgor ToMe je mTO Ce OBM TECTOBM 0Oa3upajy Ha jEIHOM OJ
rokaszareJba IMTOTOKCUYHOT e)eKTa, Kao IITO Cy HapylleH uHTerpuTet hemujcke MemoOpane [168, 169],
CMameh¢ KOIMYMHE poTerHa y y3opky henuja [170], max akruBHocTH henujckux mutoxonapuja [171].
Tako, Ha mpumep, TecT Koju ce Oa3upa Ha omrehewuma henujcke memOpane Hehe OuTH y cTamy na
nerektyje hemmje y moueTHuM (pasama amomrTo3e H3a3BaHe HaHouectuilama [172]. 36or Tora ce
pe3yJsiTaTH jeJHOT TecTa 0OMYHO BepuuKyjy Apyrum tecropuma [173, 174]. OBakBu TECTOBH HE /1ajy
o0jalmemha MeXaH3aMa IMTOTOKCHYHOCTH, Beh IipaTe jeiaH OnmTH rmapaMerap Ha KOM Cy U 3aCHOBAHH.
3a mpoydaBame MEXaHW3aMa IUTOTOKCHYHOCTH KOPHCTE C€ 3aXTeBHHMj€ M 3HATHO CKYIUbE METOjIE
MoJiekyapue Owuonoruje [175, 176]. PamanoBa CHEKTpOCKOIHja, Kao METOAa KOjoM ce ao0uja
uHpopManrja 0 MUPOKOM OICEeTy MpoMeHa y henmuju, y TOM KOHTEKCTY UMa OYMIJIC[aH MOTEHIUjall

[177].

HcnutuBama unTepakuuja usmely henmje u Hanodectune nomohy PamaHoBe criekTpockomnuje
Hajuemthe ce 0a3mWpajy Ha TpoydaBamy yjacka HaHodecTuie y hemujy u meHe yHyTtaphenujcke
JOKanu3anyje TexHukama PamaHoBOr mamupama, IITO ce, MaK, 3acHuBa Ha npahemwy PamanoBuX
CIIeKTapa HaHOYECTHUIIA U FbUXOBOT yTHIIaja Ha hemujcku criektap [178, 179]. V nureparypwu je onrcaHo
CBera HEKOJIMKO CTyAHja y Kojuma ce PaMaHOBOM CIEKTPOCKOIIMjOM HMCIUTY]y MpOMeHe camux henuja
Tperupanux Hanouectunama [180, 181]. Melyytum, nmocroju 3uatan 6poj myOiMkaiiija Koje cy ce 6aBuie
PamMaHOBOM CHEKTpOCKONHUjoM hesuja TpeTUpaHWX APYTMM HUTOTOKCHYHMM arcHcuma [182-184].
BuxoBu pesynrtatu npyxajy yBHI y clieKTpaiHe maHugecranuje aorahaja momyT henmjcke cMpTH U
npornaaama cTpykType U pynkuuje hemujckor Matepujaia, mTO ce MOXKE KOpEJIUcaTh ca MpoMeHaMa
Y3pOKOBAaHMM TOKCHUYHHM HAaHOYECTHIIAMA.

BepoBarHo Hajuenthe youeHe cnekTpajiHe mpomeHe npu hennjckoj cMpTu TH4y ce PamaHOBUX
MOJIOBa HYKJICHHCKUX KHCEIMHA, YAjU HHTEH3HUTET ycnea ¢pparmenTaiuje monekyna JJHK omana [185].
Melhytum, y panum ¢azama arnonTo3e, MHTEH3UTET OBHX MOJIOBa MOXKe OUTH BehH HEro KoJ| BUjaOMITHUX
henuja, mTO je MoBe3aHO ca KOHJEH3AIMjOM XPOMaTHHA, OJJHOCHO 3rylimaBameM Monekyna JIHK nHa
mameM npocropy [182]. Takohe, Moke ce perucTpoBaTH UCTOBPEMEHHU MOPACT MHTEH3UTETA jeIHUX U
1ajl MHTEeH3UTeTa Jpyrux PamMaHOBUX MOJI0Ba HYKJIEMHCKUX KucenuHa y henujckom cnektpy. Haume,
mozaosu JIHK motuuy on BubOpanuja docdoamnecrapcke Be3e y OCOBUHM MOJIEKyJa, ali Takohe u oJl
BUOpAaIMja Be3a yHyTap a30THHX 0a3za, ma u o1 ne30kcuprbose [186]. Tako mopact HHTEH3UTETa MOIOBA
a30THUX 0a3a y3 majx uHTeH3urTera MogoBa okocHuie JJHK Moxe ykasuBaTu Ha Jerpananujy, 0OJHOCHO
Behy m3noxeHoCT a30THUX 0a3a ycien xuaponuse hocdoanecrapeke Bese [187].

Crnvuan cimydaj MOKE CE JaBUTH U KOJ ITPOTEHHA, MPOMEHOM OJIHOCA MOJIOBA MENTHIHE BE3€ U
cnobonHux amuHoKucennHa [187]. Kon mpoTenna cy y3 To Beoma U3pakeHe CreKTpaiHe Tpake (AMUI
I/I/11 Ha counm 1.8) Koje ce cacToje U3 MOJIOBA OCETJ/BMBUX HA MPOMEHE Y CEKYHAAPHO] CTPYKTYPH H
YHja TIPOMEHa ce Takohe MOXKe JeTEKTOBAaTH TOKOM arornTto3e W Hekpose [182, 188]. Takse mpomene
MoOTy pedeKToBaTH arperaijy heinjcKkux mpoTernHa yciaea TMcPyHKIje MeTabonu3Ma, IeHaTypanujy,
peapamkMmaH IpoTerHa henmjcke mMemOpaHe WM LUTOcKenera. J[ok ce mpomeHe KoH(popmaruje
onpakaBajy Ha PaMaHOB criekTap Ha ONMCaH HAYHMH, XUIPOJIH3a IMETITHIHE Be3e ce MOXKe MaHu(ecToBaTH
Ka0 TeHEePAHO OMaJlakhe MHTEH3UTETa MPOTENHCKUX MOJIOBA y ceKTpy. OBaKkBe MPOMEHE PErUCTPOBaHE
cy xox henwja y amomrosu [182, 189], mox cy Koa HEKpoO3e Mambe H3pake€He, BEPOBATHO YCJe.
WHTEH3UBHE arperauuje npotenHa [182, 187]. Buimm HuMBOM opraHu3anuje HYKJIEHHCKUX KHCEITUHA
Takohe ce oapakaBajy Ha onaromapajyhe cmekTpagHe MOJOBE, IITO j€ OICEXHO HCIUTHBAHO Ha
n3onosanoj JJHK u PHK [190]. Pesynratu TakBux mepema ci1abo Cy EKCTpanoJMpaHd Ha aHaIH3y
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henmujckux criektapa, Oyayhu 1a OBH MOJIOBU HHCY TOJIMKO MHTEH3MBHHU Ka0 aMUJIHE Tpake, 1a MOJIOBH
JPYTHUX MOJIEKYJIa y UCTOj 00JIACTH OTEXaBajy jeJHO3HAYHO TYMadeHhe pe3yiTaTa.

Nako mocroje 3HauajHe pasznuke u3mel)y PamMaHOBHUX CHieKTapa JIMIHIA KOJU CaIpiKE Pa3TUIHUT
caaprkaj He3acuheHux Be3a, CTEPOJIHUX CTPYKTypa uiu GocdaTHUX rpymna, pehu cy U3BEITaju 0 TOME
na je y henujckoM cnekTpy nerekroBaH mapkep oapehene rpyne smnuna [191, 192]. Muoro vemrhu je
Clly4yaj Ja ce MpaTd caMO WHTCH3HUTET HajyNeuaTJbHBHjUX JIMIUIHUX MOJOBA U TyMadd Kao MaJl WA
nopacT yKynHor caapkaja unuaa [193, 194]. Tako je nopact caipikaja Jimnuaa AeTeKToBaH ko hemnuja
y aIonTo3u U CeKyHIapHoj Hekposu [182, 185]. [lerasbHuja aHaIM3a JIMITMAHUX MOJIOBA MOTJIa OM OUTH
ol moceOHOT 3Ha4aja 3a henuje ca m3paxkeHoM ayrodarujoM, Kao u 3a henuje TpeTupane HaHOYECTUIAMA,
c 0030poM Ha Qopmupame ayTtodarozoMa, OJHOCHO €HIO30Ma M 3Ha4yajaH MopacT MEMOPaHCKHX
cTpykTypa yHyTtap henuje [136].

Y PamanoBoMm cnekTpy henuje jaBibajy ce m MojoBu mehepa, docdara, ka0 U MOjeAMHUX
cnenuPUUHUX MOJIEKYJia, TOMYT LUTOXpOMa WM XE€Ma y EpUTPOIUTHUMA, 3axBajbyjyhu moceOHOM
eeKTy KOju METaIONPOTEHHH MOTY W3a3BaTH y HHTEPAKIUjU ca moOyaHuM 3padeem [160, 195]. Ha
cmiu 1.9 gatu cy npumepn PaMaHOBHX CHeKTapa HEKUX NPEJICTaBHUKA HYKICHHCKUX KHCEIWHA,
MpoTerHa W Iunuaa. Pa3Bujajy ce M alropuTMu 3a aHAIM3y CIEKTapa Kojuma ce NelujcKu CHEeKTpH
MPECTaBIbajy MPEKO KOMOMHAIM]E CIIeKTapa MojeqUHAYHIX MOJIEKYyJa M Ha Taj HAYMH Ce€ JI0Ja3H 10
pasiiiKa y 3aCTYIIJBCHOCTH JaTHX MOJIeKyJia y pa3nnuntiM henujama [196, 197].

W3 ocHOBHE mMocTaBKke MeTo/Ie PaMaHOBE CIIEKTPOCKOIH]jE MPOM3AIILIO je& BHIIE METOJa KOje Y
ocHOBU Kkopucte edexkar PamaHoBor pacejama 3a mobujame BuOpammonor crektpa [198-201].
Kopuirhemem HeKux o1 BHX, kao mrto ¢y SERS (enru. Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) u TERS
(eurn. Tip-Enhanced Raman Spectroscopy), BuiecTpyko ce IojayaBa CHrHaj, 1To omoryhasa na ce
youe MpOMEHE MOjeIMHUX MHa4e cinado m3paxkeHux mozaosa [202, 203]. Merona SERS nozapa3ymesa
1ojayaBamkbe€ HHTEH3UTETa pacejama KopHIIhemeM IUIa3MOHCKMX HaHoyectuna. [limasmoHncke
HAHOYECTHIIE CE JOJAaTHO MOTY OOETIEKUTH HEKUM MOJIEKYJIOM KOjH CITY’KH 3a CIeNU(UIHO BE3UBAHE
LIUJBHOT MOJIEKYJIa WJIM MOJIEKYJICKe cekBeHIle y henuju. Ha Taj HaumH ce MOry CeneKTHBHO IojayaTu
CHEKTPAJITHU MOJIOBU KOJU MOTHYHU O] IIUJbaHUX MoJiekya. OBa MeTojia je 300r O0oJber 0JlHOCA CUTHAI-
IIyM ¥ MOTYhHOCTH J1a ce aHajlu3a y U3BECHOj MEpH I0jeIHOCTaBH Yelrhe KopHuiIheHa 3a HCIIUTHBAKE
henuja [204]. Takohe, 3a obOesexuBaue ce MOTYy JI0JIaTHO BE3aTH PEIOPTEPCKH MOJICKYJIH KOjU UMajy
jaun SERS curnan m mpeko mUX MOCPEAHO aHATU3UPATH IMJbaHU henujcku Mosekynu. Ha mpumep,
HemaBHO je HampaBibeH SERS censzop 3a nerekroBame nBe mmkpo PHK koje ce cmemmduuno
eKxcnpumMupajy y ¢peponrosu. [Ina3mMoHcke HaHOUYECTHIIE Cy HaHECEeHE Ha XUIpo(hoOHY XapTHjy U TaKO je
nobujen SERS aktuBHU cyncTpaT. 3a HaHOUSCTHILY ¢y 3aTuM Be3aHe kparke [IHK cekBenre, a 3a mux
MoJIeKyJ1 60je Koju J1aje jak PamanoB curnain npu aaroj ¢ppeksenunju nacepa. JJHK cexBenue cy takse
Jla C€ 3a IbUX ca BUCOKUM apuHuTeTOM Be3yjy nomenyte Mukpo PHK. Kana ce To qoroau, monexyin 60je
nonasu y KOHTakT ca SERS akTHBHHM cyncTpaTtoM U peructpyje ce nHTeH3nBaH Pamanos curnai [205].
Nnak, SERS moapaszymeBa kopuiiheme JOJAaTHHX HAHOYSCTHIIA U XCMHKAIHja, 3HATHO CIOXCHHUJU
npolec ONTUMU3AIM]E MEPEea, ajlk U pe3ysiTaTe KOju BUILE HE NMPECTaB/bajy yOIIITe Wiu 0ap He y
ITyHOM CMHUCITY ,,0THcak npcra‘ henuje. 1 mopen rope moMeHyTux MeTo1a, KOHBEHIIMOHaIHA PamaHoBa
CIIEKTPOCKOIHja 3ajjpXKaBa CBOj€ MPEAHOCTH M MOTEHIIMjajie U Kao TakBa je KopuiheHa y OKBUPY OBE
JIOKTOPCKE JIMCepTaInje.
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Cauka 1.9. [Ipumepu PamanoBux crnekrapa (A) Hykieo6asa, (b) nporenna u (B) nununa. ¥ ceum
criektpuma X oca HpeicTaBiba Tajachu 6poj (cm™) a Y oca unTensurer PamanoBor pacejama
(apOutpapue jequnuie). (A) JleBo cy npukazanu PamaHoBU CIieKTpH MOjeIMHAYHUX HYKJIeo0a3a, a
necHo criektap muxose Memasure [206]. (b) JIeBo je mpukaszaH criekTap MpoTenHa aMeIoTHHA, a
JIECHO CIIEKTap HCTOT MPOTEMHAa y MPUCYCTBY joHa Kammujyma. Omce3w TpU aMHIHE Tpake Cy
O3HAYEHU 3eJIEHOM, JbyOMUacTOM U MaaBoM 00joM (M3HaI X Oce), TOK Cy Ha CIIeKTpUMa MpUKa3aHu
MOJIOBH KOJU CauyMibaBajy OBE Tpake, a KOJU OATOBapajy CTPyKTypama o-XeJlHuKca, B-mioda u
Heypehenoj crpykrypu [207]. (B) PamanoBu criekTpH npeAcTaBHUKA YeTHPH Kiaace aunua [183].
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1.3. Mopdoonike npomeHe heuja TpeTUpaHUX HAHOYECTHLIAMA:
OC/IMKaBam-€ HA 023U aTOMCKHX CHJIA

Mukpockonuja Ha 0a3u atromckux cwia (eHri. Atomic Force Microscopy, AFM) cmana y
TEXHUKE MUKpOcKomnuje ckenupajyhom conom [208]. Cona MUKpocKoma ce mpu Mepery Hajla3u BeoMa
0613y y30pKy (Ha pacTojamy O/ HEKOJIMKO aTOMCKUX paaujyca) u Mepu oapeheHy pusnuky Benuuuny
KOja ce Mema MNpH HHTepakiuju ca y3opkoMm (ciuka 1.10A). Ha mnpumep, Mory ce MepuTh
MelyMoJIeKyJIcKe cuiie 0J10Hjama, Ha OCHOBY Kojux he ce mobutu tomorpadcka ciivka y3opka (BUIETH
nornasiee 3.10). Conpa ce kpehe n3Haj y30pKa o Mpexu Tadaka JepUHIUCAHUX KOOPAUHATA K MEPCHE
ce OJIBMja Ha CBAaKOj OJ Tayaka, 300T yera ce Kaxke Ja coHma ckeHupa y3opak [209]. AFM, kao u
ckeHupajyha TyHerncka wmukpockonuja (enria. Scanning Tunnelling Microscope, STM) [210] u
ckeHupajyha enekTpoHcka Mukpockomuja (enria. Scanning Electron Microscopy, SEM), omoryhasa
nobujarme ciIMKa BeOMa BUCOKe, Yak M cyOHaHOMeTapcke pesonyiuje [211]. CBe Tpu TEXHHUKE Ce MOTY
KOPHUCTUTH 3a OCJIMKaBame OUOJIOMIKUX y30paka, anu je mpumeHa STM orpanuueHa 300r HEONXOHE
eNEeKTPUYHE MPOBOAJEUBOCTH Y30pKa MJIM IOBPLIMHE Ca KOjOM y30paKk MOpa OMTH Y TECHOM KOHTAaKTy
[212]. Ono mTo paznukyje AFM ox enekrporcke mukpockonuje je moryhnoct AFM-a na ce nobuje
npaBa 3D cnuka y30pKa, OJJHOCHO HEroBe MOBPILIUHE, KOja je, KaJa je, Ha npumep, henuja y nuramy,
KJby4YHa 32 MHTEPAKIIMjy ca CUTHAJIMMAa U3 CIoJballkbe cpeaune. Takole, BeauKa NpeHOCT je U TEXHUKA
IpHUIpeMe y30pka, koja y ciaydajy AFM mukpockonuje henuja He nmoapazymMeBa TpeTUpambe y30pKa O1iio
KaKkBUM XEMHKajKjaMa, Koje Mory yTuiiatu Ha hemujcky crpykrypy [213]. [llTaBuiie, Mepema ce MOry
BPIIUTH U y TEYHOCTH, Y CPEJMHHU KOja je BeoMa Osincka (hPU3HOJIOIIKO]j, U Ha skuBuM henujama [209].

Camo aBe rojauHe mnomrto je HampaBibeH npBu AFM wmukpockon [214], 1988. rommue
myonukoBaHa je mpBa AFM cimka Ouoltomkor y3opka. Y muTamy cy Ouie T3B. JbyOndacte MmemOpaHe
oakrepuje Halobacterium halobium [215]. Vcnemuna cy ucrpakuBama Ha JPYrHMM OHMOJIOIIKHM
CTpyKTypaMma, ykibyuyjyhu u henuje [216]. YOp3o0 je oTkprBeHa MOTyhHOCT Mepema y MOJTyKOHTAKTHOM
peXUMY, IPU KOM Y30paK, 300 MUHUMHU3UPAHOT KOHTAKTa ca COHJIOM, IPAKTUYHO HE TpNHU omTehema,
IITO je 3a OMOJTOIIKe y30pKe BeoMa 3HauajHo [217]. Ox Taga oBa MHKPOCKOIICKAa METO/Ia HE MpecTaje aa
ce pa3BMja Kao TeXHHKa 3a npoyyaBame henuja u henujckux crpykrypa. Hajuemrhe je ynorpe6sbaBana
3a nobujame 3D ciuka henuje y pa3naMuuTUM KOHTEKCTHMMA U TOKOM Pa3IMYUTHUX Ipolieca, Kao IITO je
henujcka cmpt [218], murpanmja henuja [219], bopmupame cunarcu [220], pasrpanma ekcrpahennjckor
MaTpuKkca HpH WHBa3uju Tymopa [221], uta. Ocum Tomorpaduje, 4eCTo ce UCIUTY]y MU MEXaHHUKe
ocobuHe henuje, Kao MITO Cy €TaCTUYHOCT U BUCKO3HOCT henuje [222-224].

Kana cy y nuramy untepakuuje henuje ca nanouectumiama, AFM ocnrkaBame je KopuirheHo
yIJIaBHOM 3a TIpoydaBame yHOca HaHouectuna y hemwjy [225-228] (cmuka 1.10T°). Pasnuunti
MOJaIUTeTH henujcke CMpPTH, KOJU MOTy OUTH Y3pOKOBaHM HHTEpakuujoM henuje ca TOKCHUYHUM
HaHOYECTHIIaMa, Cy HEIITO UHTEeH3UBHU]je npoyuyaBaHu. [lomohy AFM mukpockomna Bu3yennu3oBaHe cy
pyntype Ha henujckoj MeMOpaHu y HEKPO3H, Kao M TOpE Ha JeJapHOj OBOJHUIIM Y allONTO3H, AeTpajialija
u (pparmenTanyja jeapa u popmupame anontorckux tena [218, 229, 230]. Ha AFM cnukama cy youeHe
U JerpajJallioOHe IMPOMEHE PA3NIMYUTHX MEMOpAaHCKUX MpoTpy3uja (uiionoauja, JaMeNuIoanja) u
TIIMKOKaJIMKCa, oBe3aHe ca hemujckom cmphy [224, 231].

16



close-up

1020 30 40 50
X (um)

Extrinsic Apoptosis (aFas)

0 40 80 120 160 nm
dX.77.51 nm dY.48.49.nm

Cauxka 1.10. AFM 6uonomkux y3opaka. (A) [TojenHocraBiber npukas conne AFM Mukpockona Tokom
Mepema Ha nospiinau henuje; (b) Jemna on npeux AFM criuka JTHK (mma3mu Escherichia coli) [232];
(B) Jenna on mpeux AFM ciuka henuje (eputporut woBeka) [216]; I') AFM tonorpaduja Hekommko
¢a3za mposiacka HaHouecTHile kpo3 hemujcky memOpany [226]; (1) AFM Tomnorpaduje ¥ BUCHHCKA
npoduu henwje y K0joj je anonto3a HHAYKOBaHA YHYTPANTHUM (TOPHHE YETUPH CITUKE) U CIIOJballEbHM
nyTeMm (ome uetupu ciuke) [218].

OcuM MOp(OJIOIIKOT OCIMKaBamba, UCTPaXHBawba WY W y MpaBly JepUHUCAmA MOjJeIUHUX
KBAaHTUTATUBHUX NapameTapa KOoju OM y3 CTaTUCTUYKY aHAJIU3y MOIJIM Ja CIIyKe 3a TUCKPUMUHAIH]Y
u3Mely henuja y pazauuuTuM (U3MOJIOIIKMM MM MATOJOUIKMM CTambUMa, Ha mpumep, usmelhy
BUjabuHKUX U ymupyhux henuja. Ha Taj Haunn 6u AFM mMukpockomnuja Moria ia ce KOpUCTH y IPOLIEHU
e(pUKaCHOCTH [IeJIOBakba HEKOI JIeKa, WM TOKCHYHOCTH pa3WYUTUX areHaca, mehy mwuma u
HaHouectuia [224]. Kao TakBu napameTpu Hajuelihe Cy MCIIMTUBAHE BUCHHA M TOBPITUHCKA XPAIlaBOCT
henuje. Kim wu capaguuim [233] cy ucnutuBaim Tymopcke henuje TpeTHpaHe MaKIUTaKCeIoM,
XEMOTEpareyTuKOM KOjH HWHAYKYyje aronTo3y, W YTBPIWIA TOpacT MOBPIIMHCKE XParaBOCTH
tpetupanux henuja. Mcro je moka3aHo y Ipyroj CTyAMjU HAKOH TpeTMaHa JiekcaMmeTazoHoM [234]. Su u
capagaunu [231] cy perucrpoBamu mnosehame xpamaBocti Hela henuja y HajpanujeM cTamujymy
amomTO3€e, U MPE HEeTO IITO J0he 10 ekcTepHanu3aiuje hochaTuauicepuna, U ToKazaiu Ja je nmosehame
XparmaBoCTH pe3yJITaT JecTabmim3ainyje akTuHCKor nutockenera. Kom henwja y Hekposu Takohe je
MoKa3aHa MpoMeHa MOBpIIMHCKe XpanaBoct. Ha npumep, Kwon u capaguunu [229] cy ucnutuBamu
Mop¢onorujy henuja TpeTUpaHUX IOKCOPYOMIIMHOM M eToncuaoM. JIOKCOpyOMIMH je WHAYKOBAoO
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Hekpo3y kon Behune henmja, 70K je eTOnCH I KO jeHOT MpoIleHTa henrja T0Beo 10 HEKpo3e, a KO
Ipyror a0 amomnrto3e. Y 00a ciydaja JETEKTOBaH j€ MOpPacT MPOCEYHE TOBPIIMHCKE XPanaBOCTH H
CMameHhe BUCHMHE Y OJHOCY Ha HerperupaHe henwmje. Mmak, pe3ynraté TMOjeIUHUX CTyAHja Cy Y
CYIIPOTHOCTH Ca HaBEJICHUM IIPHUMEpPHMa 1 MOKa3yjy Ja MOBPIIMHCKA XpanaBocT Ko henuja y anmonto3u
ormaja, mTo ce ofjanrmaBa XeMHUjCKUM IpoMeHaMma henujcke MmemOpaHe u mopeMehajuma IUTocKeneTa
[235-237]. HoBuja cryauja Van der Meeren u capaanuka [218] je mokasana pas3iidke y HOBPIIHHCKO]
XpamnaBOCTH U BUCHHCKOM Ipodwity henuja y pa3nuyuTuM MojanuTeTuMa henmjcke cMpTH, anu Takohe
u henmuja Kox KOjUX je MCTU MOJAIMTET M3a3BaH Pa3IMUUTUM CUTHATHUM myTeBuma (cimka 1.10]1).
Haume, xon henuja Ko KOjUX je armonTo3a WHAYKOBaHA CIOJbAILUM ITyTeM U Kol henuja y ¢hepornTo3un
npuMeheH je u3pa3uT NopacT MOBPLUIMHCKE XPAIaBOCTH, 32 Pa3JIMKy o henuja y anonto3u HHAYKOBAHO)]
YHYTpalIBUM IyTeM U henuja y HekponTosu. Mako cy ce Ha nmoBpuMHU henuja y anonTo3u MOKpEeHyToj
VHYTpPalllbUM ITyTEM MOTIJIC YOUYHMTH HETpaBWIHE CTPYKType, a KoX henuja y HEKpONTO3W Mope Ha
MeMOpaHU U 3a0KpyTJbHBame, IpoceuHa BUcHHA henuje je y o0a ciyuaja Ouna mana, ma ¢y u Kojie0ama
BHCHHE, KOjHMa je MEpEeHa XparaBocT, O1ia HUCKA.

Jenan on pasnora 3a KOHTPaJMKTOPHOCT pe3yjTaTa MCIUTHBamba MOP(OIOMIKUX Mapamerapa
BEPOBATHO JISKH y IMHAMHUYHOCTH Tporeca hemmjckor ymmpama, mpu KoM hemmja mposa3u Kpo3
paszmuunte (aze koje m3Mely pasIMUUTUX EKCIIepUMEHaTa HHUCY CHHXPOHHM30BaHe. [IOBPIIMHCKO]
XpamnaBOCTH M BUCHHH henuje Mory JonpuHeTH OpojHH (akTOpH, Kao IITO Cy MPOMEHE y IIUTOCKENETY,
nymbeme henujcke memOpane, GopMupame armoNTOTCKUX Tela U JAPYTHX MEMOpPaHCKUX CTPYKTYpa,
KOHJICH3aIMja win (parMeHTanuja jeapa, Oyopeme nuroriasme u opranena. Tpeda yzetu y o03up u
METOOJIONIKE aCMeKTe, Kao IITO Cy HAaYMHM Ha KOjU Cy MapaMeTpu H3MEpeHH, W3padyHaTH H
CTaTUCTHYKU TPOLECHCHU, KOJU HUCY Y pa3IMYUTUM CTyadjamMa HCTOBETHH. Takohe, XeMujcku
(duKcaTHBH MOTY y3pOKOBaTH MPOMEHE y CTPYKTYpH MeMOpaHe W aaxe3uBHOCTH henwmje, mTo he ce
OJIpa3WTH Ha XparaBocT hesuje yKOIUKO je pukcupame nperxoaunio mepemy [238]. 3a nanpenak Ha
M0JbY UCTPaXXKMBamkba MOP(OIOMKIX KBAHTUTATHBHUX TMapamMeTapa Kao MoKa3aTesba IIUTOTOKCUIHOCTH
noTpeOHo je jou cTynuja, koje he odyxBarutu mro Behu 6poj pa3aMuUTO TPETUPAHUX Y30paKa, y3 IITO
OTICe)KHM]y TapalleIHy KapaKTepu3aljy UCIUTHBAHUX henuja cTaHmapAHUM MeToAama LUTOJIOTHjE U
MoJIeKyJlapHe Ouosoryje.
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2. llnibeBu pajga

OBo HcTpakUBamkE MMa JBa OIIITA [[UJba, KOJU CE 3aTUM I'paHajy Ha BUlIe crieUu(DUIHUX, AU U
Mel)ycoOHO 3aBHCHUX MOAIIUIBEBA.

IIpBu onuTH UMb j€ TPOTyOJbUBaKE Ca3Hama 0 edekrruma HanodecTuia CeOz m ZnO na Hela
u MRC-5 henmje, hemujckux IMHHja KOj€ TNPENCTaBJbajy TUIHYHE TYMOPCKE, OJHOCHO THUIIMYHE
HensMemeHe henuje. OBaj IUJb c€ OCTBapyje UCIIUTUBAKEM TaTUX edekaTa momMohy:

"  CTaHIApAHUX OMOJIOUIKMX METO/a,
= PamaHOBe CIIEKTPOCKOMH]E,
"  MHKPOCKOITHje Ha 0a3u aTOMCKHX CHJIA.

[use uciuTrBamka cTaHJapIHUM OHOJIOIIKUM MeTojama je oapehuBame yoouuajeHo mpaheHux
nmapamerapa 3a MpoleHy HUTOTOKCHYHOCTH HAaHOYECTHIIA, Kao IITO Cy MpoMeHe y hemujckom pacty,
MeTaboIMYKO] aKTUBHOCTH M HMHAYKUHWjU henmujcke cMpTH, KojuMma he edexTd HaHoyecThla OUTH
OKapaKTepUCaHHW y KOHKPETHUM CITy4ajeBHMa, Tj. Y TaTHM KOMOHWHaIMjama Tuna hemuje u BpcTe u 103e
Ha”oyectuna. OBo je moceOHO 3HauyajHO 3a HaHouecTHle CeOz, Koje oUIMKYjy crnenuduyHa OKCHI0-
pPEAyKIIMOHA CBOJCTBA M YHjU Cy eQEeKTH Ha pa3IMuuTe THUIIOBE heiwja y IUTepaTypud HEPETKO
KOHTPAJUKTOPHO OIMCaHHU.

Jlpyru He Mame BakaH LMJb MCIUTHBaKba OMOJOUIKUM METOAaMa jeé MOIYhHOCT Kopelucama
OMOJIOIIKAX MPOMEHA MHIYKOBaHUX HAHOUYECTHIIaMa ca MOP(OJIOMIKAM MPOMEHaMa M MpoMeHama Y
BUOpannonumM crekrpuma henuja. Tume ce omoryhaBa yremesbeHHja U NOy3[JaHUja WHTEpIpETAIH]ja
BHOpanmnoHux crekrapa 1 AFM cnuka u TonmpruHOCH METOMOJIONIKOM Pa3BOjy MPUMEHE OBHX METOJIA Y
UCIHUTHBaky helnMjcKuX MpoMeHa (aTo MOoA APYTUM OMNIUTHM IUJbEM). Y OCTBapUBamy OBOI' I[UJba
noceOHo je OuTHa yiora HaHodectuia ZnO. Ha ocHOBY nojjataka u3 qureparype, O4eKMBaHO je lbUXOBO
LUTOTOKCUYHO JI€JCTBO, KOje BoaM Ka henmjckoj cMpTu. [loBe3uBame CHeKTpadHUX KapaKTepUCTUKA
henuja TpeTMpaHUX OBUM THIIOM HaHoYecTula he crora OUTH jeHO3HAYHHU]e U jenHocTaBHUje. Ha Taj
HayuH he ce momohu ocTBapuBame JaTe Kopenanuje W Koj henmuja TpeTUpaHUX IPYyTrdM TUIIOBUMA
HaHOYeCTHUIaMa.

HcnutuBame edekara HaHOUYecTHIAa Ha henuje PaMaHOBOM CHEKTPOCKOIHJOM, Ka0 jeTHOM O]
JIBE€ OCHOBHE METO/Ie BUOpAIIMOHE CIIEKTPOCKOTIH]je, MMa 32 IIWJb YTBphUBame JO3HO-3aBHCHUX MTPOMEHA
MHTEH3MTEeTAa U M0JI0’kaja PaMaHOBUX MOJI0BA Y CIIEKTpHMa TpeTUpaHUX henuja, Koju TOBOpE 0 MIPOMEHU
y cazpikajy oArosapajyhux mosnekyna wik pyHKIHOHAIHUX rpyna. Ipyrum peurnMa, [i1Jb OBOT acreKkTa
CTyAMje je HIEeHTH(]UKOBame ,,CIEKTPAJHOT OTHUCKA™ edekara Koje HAHOYECTHIE HCIOJbaBajy Ha
henujama, KOju MOTEHIMjAIIHO HOCH HOBE MH(OpMalMje 0 MEXaHU3MKMa JIe]CTBa HAHOUECTHUIIA.

Hws ucnutuBama AFM mukpockomnujoM je moOujame TOMOrpadCKUX CIHMKa KOj€ OMHUCY]Y
MopdoJIoLIKe TNpPOMEHE TpeTHpaHuX henwja M JeQuHHCAme MapaMerapa 3a KBaHTU(UKAIH]Y
WHIYKOBaHUX MOP(DOIIOMIKHAX TPOMEHA.

Jlpyru onimTH 1[Wb je Halpelak y METOJIOJIONIKOM Pa3BOjy BUOpAlMOHE CIEKTPOCKOIHje Kao
TeXHUKE 3a TMpoyuyaBame edekxara HaHOouecTHIla Ha henmuje. Y OKBUPY OBOT IUJba JCPUHUCAHO je
HEKOJIMKO CIeIU(UIHIX TOIIUIBEBA!

* neduHuCame NpoMeHa y PamaHOBUM crieKTpuMa Koje cy MaHudecTannja Gu3noIOIIKIX
Y TIATOJIOLIKUX Tpolieca y TpeTupaHoj henuju,
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"  HICHTU(UKOBAKE OMIITHX CIEKTPAIHUX Mapkepa henmjckux NMpoMeHa MHIYKOBaHHX
Pa3IMYUTUM THIIOBUMA HAHOYECTUIAMA,

" [IOCTaBJbAIE M TECTHPAE MOETA 32 KIaCU(PHUKALHUjy Pa3IMYUTO TPETHpaHuX henuja Ha
ocHoBY henujckux PamanoBux criekrapa,

"  HCHHUTHBAKE U NpOLeHa ePUKACHOCTH PA3IMYUTUX MaTeMAaTHYKUX METO/Ia ¥ IPUCTYTA Y
aHanu3u PamanoBux criekrapa henuja TpeTupanux HaHOYECTUIAMA.

Pan Ha mocTaB/beHUM ITUJBEBUMA OPTraHU30BaH j€ Y HeKOJIHKO 1ennHa. [IpBa, mpunpemHa nenmaa
o0yxBaTa CHHTE3y U KapaKTepu3allijy HaHOUYECTHUIIA ¥ IPOBEPY BUXOBE MHTEpHAIM3aIHje y henmjama.
Jlpyra nenwHa oOyxBaTa UCIHUTHBamE edexaTa HAHOYESCTHUIA CTAHAAPAHUM OHOJIONIKUM METOJIaMa,
Hajupe paau onapehuBama onTUMalHe 03¢ 3a Kopuliheme y EKCIIepHMEHTHMa, a IOTOM paju
JeTaJbHHjET yIIO3HaBama edekara HaHouecTuIa Ha henuje. Y cnenehy nenuHy cMernTena je Pamanosa
CIIEKTPOCKONHja TpeTupanux henuja, ykpydyjyhu pasnuuuTe METOJE U MOJAIUTETE 32 aHAIU3UPAE
CIIEKTPAJIHUX MPOMEHA, Ka0 U MOCTaBJbamke OMIITHX Mozena 3a npaheme natux npomena. [locneamy
L[EIMHY YMHU OMHCHUBame MOP(OIOIIKUX MpoMeHa TpeTupanux henuja nomohy AFM mukpockomnyje.
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3. Metone

3.1. CuHTe3a 1 KAapaKTepU3anNja HAHOYeCTHIA U lUXOBUX JUCIEP3HUja

3.1.1. Cunreza SPRT-CeO2

Camomnponarupajyhom mMetogom Ha cobnoj temneparypu (euri. Self-Propagating Room
Temperature Synthesis, SPRT) u3 uepujym HUTpaT XeKcaxuapaTa ¥ HATPHjyM XHIPOKCHIA J00uja ce
kpuctainau HaHonpax CeO» npema peakiuju:

2Ce(NO3)3-6H20 + 6NaOH + (1/2— 6)02 —2Ce02-5+ 6NaNO3 + 15H-0.

Llepujym HUTpAT XEKCaxWIpaT M HATPHUjYM XUAPOKCH] MEIIajy Ce Yy aBaHy O]l allyMHHUjyM
OKCH/Ia OKO 5 MUHYTa, JIOK MEIIaBUHA HE TOCTaHEe CBETJIO OpaoH. 3aTHUM ce cMeca Ha TPH caTa OCTaBH y
JIOIMPY Ca KHCEOHHMKOM M3 Ba3ayxa Ha COOHOj Temeparypu. HakoH peakiuje ca KHUCEOHHKOM, HacTaja
cmeca nopen CeOz canpku HaTpUjyM HUTPAT, KOjU C€ TOTOM YKJamba YETBOPOCTPYKHM HCIHUPAEmHEM
cMece Yy JIECTHIIOBAaHOj BOJM M JABOCTPYKHM HCHHpameM y eranony. [Ipu ucnupamy kopumrhena je
uentpugyra Centurion 1020D (Centurion Scientific, Benuka bpuranuja) na 3500 o0pTaja y MUHYTH.
Hcnpanu matepujan je y eraHoiry npebadeH y CymHUIly U cymieH Ha 60 crenenu. Hanompax je 3atum
JUCTIEPrOBaH Yy JI€JOHM30BaHO] BOJM Yy OAroBapajyhuM KOHIIEHTpaljama u JoOujeHe aucnepsuje cy
kopuimhere 3a TpeTMane henuje.

3.1.2. Cunteza CD-CeO2

Hanouectuiie CD-CeO; cunTeTncane cy IMpeKTHO y BOJAEHOM PacTBOPY Mpema MpoLeaypu Kojy
cy onmcanu Karakoti u capaguuiu [42]. Hajupe je nmpunpemiben 0,135 mM pactBop aekcrpana T40 y
nejonusoBanoj Boau. 3atuMm je y 50 ml mpunpemsbenor pactBopa mogaro 0,5 g uepujym HuTpat
xekcaxuapara. JJobujern pactBop koju je caapxkao Ce®* jome je 3atum oxcumosan ca 0,05 ml 30%
amMoHMjaka. PacTBop je MemaH 24 daca y MarHeTHO] MeEIIATUIH. XHIPOJMHAMHYKU paaujyc
HaHOYECTHUIa y pacTBopy je oapehen merogom DLS, na nctu Haumn kao u 3a SPRT-CeO; nHanouecrturre.

3.1.3. Pentrencka qnu)pakumja HaHOYeCTHIIA

3a morBphuBame kpucramHe crpykrype CeO: u oxapehuBame BenMYMHE KpUCTAIHTA Y
cuaterucanoMm mpaxy SPRT-CeOz, ogrocHo pactBopy CD-CeO: kopumihena je mMeTona peHTIeHCKE
madpakuuje (enra. X-ray Diffraction, XRD). Mepemwa cy BpuieHa Ha audpakromerpuma Panalytical
X’Pert Pro (Malvern Panalytical, Benuka Bpurtanmja) 3a CD-CeO2 u Siemens D-5000 (Siemens,
Hemauka) 3a SPRT-CeO; xopunthewmeM ynagHor 3padema CuKa. Y 0Boj MeTOaM ce IeTeKTyje 3pauche
pedIiekToBaHO ca paBHH KpHICTala, Ha OCHOBY KOT CE€ MOXKE OJPEIHTH II0JIOKAj aromMa y KpHCTaly,
OJJTHOCHO KpHUCTaJHa CTPYKTypa jeiumema. 3a oapehuBame BeIMYMHE KpHCTanWTa KopumheHa je
[lepeposa jennaunna [239]:

092
~ Bcos®’
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rze je d mpeYHHuK KpUCTaluTa, A TajJacHa Ay »KMHA YIaIHOT 3padciba, [ IHPHHA THKa Y AU(QPaKIIHOHOM
CIIEKTPY Ha IMOJIOBUHH BUCHHE a @ yrao usmel)y ynaaHor 3pauemha 1 HOpMajle KpucTana.

3.1.4. OapehuBame XUAPOAMHAMHYKOT PAMjyca HAHOYECTHLA Y JUCTIEP3UjH

XuapoauHAMUYKH PaJdjyC HAHOYECTHIIA Y BOJCHO] IUCIEp3Uju je ojapeheH MeToaoM
JMHAMHUYKOT pacejamba cBenoctd (enri. Dynamic Light Scattering, DLS) na ypehajy Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Panalytical). ¥ oxBupy DLS mMerone XuapoauMHaMHUYKH paadjyc ce M3padyyHaBa Ha
OCHOBY MEpeHa MHTECH3UTETa pacejamba CBETIIOCTH ca yecTulla. [0 XuapoAMHAMHUYKIM PaidjycoM ce
moJipa3yMeBa MOJMYNPEYHHK cepe KOjy YNHU YeCTHUIIA ca JOHUMA U aJIcOpOOBaHUM MoJuMeprmMa (HIIp.
JICKCTPAHOM) KOjU Cy BE3aHHU 3a y. UecTulle y Aucnep3uju cy, ycien audysuje u cyaapa ca yecTiiama
pactBapaua, y bpayHoBoMm kperamy. MHTEeH3UTET pacejaHe cBeriocTd he 300r Tora QuiyKTyupatu y
BpeMmeHy. bp3una ¢aykryanuje curnana 3aBucu of op3uHe audysuje, OJHOCHO O/ BETHYNHE YECTHIIE.
ITo je wectuna Beha, 6p3una qudysuje je mama. U3 koedunmjenra qudysuje moryhe je mpexo CTokc-
AjuinTajaoBe jennaunte [240] uspadyHaTH qujaMeTap 4eCTHIIE:

LT
H ™ 3mD’

rae je du XxuapoauHaMuuky aujamerap dectuue, K bonmanosa koHcTanTa, T ancoiiyTHa TeMIeparypa,
# BUCKO3HOCT, a D mudy3noHn KoeuImjeHT 4ecTria.

Ha Taj HaumH MOXE C€ OJPEIUTH XUAPOJWHAMHUYKHU Aujamerap (MPEYHHWK) CBUX UYECTHIA Y
pacTBOpPY M U3PA3UTH PACIOJIEIIA YECTULIA 110 BEJIUYUHU.

3.2. I'ajemwe heamja y kyarypu

V onmTem ciydajy, hemuje cy rajene y dmackouma 3a henujcky KyaTypy mospmuae 25 mm?
(T-25) u 75 mm? (T-75), y 3aBECHOCTH OJ1 TIOTpebe eKCriepiMeHTa. 3a HeKke eKcriepiuMenTe hemmje cy
rajeHe y mioyama ca OyHapuma (TecTOBEe BHjaOMIIHOCTH, Pa3INdUTe MUKPOCKOIICKE TEXHHKE), ILTO je
Ha3HA4YeHO y oaroBapajyhum mormaBpuMa nocBehenum cBakoj oa metona. Kynrusamuja ce onBujana y
cTaHfapAHUM ycioBuMa 3a hemmjeky kynrypy (37°C, 5 % CO2, 95 % Bnaxnoctu). henuje cy
CyOKyJITHBHCAaHE J1Ba ITyTa HEJEJHbHO, Kajla JOCTUTHY NMpHOmmkHO 90 % nyHe koHGuyeHTHOCTH. [lpn
cyOkynruBanuju henuje cy oa mojiore ojyierubuBane momohy pacresopa 0,25% tpuncuna u 0,53 mM
EDTA y PBS-y. Uctu pacTtBop je kopuilheH y cBaKOM €KCIEPUMEHTY KOJH j€ 3aXTeBa0 OIJICIIJbUBAE
henuja ca mozsiore Ha K0joj Cy pacie.

HelLa hemuje (ATCC, CAl) cy kynruBucane y DMEM/F12 memujymy (Pan Biotech, Hemauka)
KOju cajapiku 3anpeMuHckux 10 % TorroToM nHakTHBHCAHOT roBeher ¢erannor cepyma (FCS, Sigma-
Aldrich, CAJT) u 1 % pactBopa ca anTuOnoTukoMm u antumukotrukom (Capricorn Scientific, Hemauka).
Ha oBaj maunn cy Hela henmje kyntuBucane 3a ekcriepuMeHTe ca HaHodecturama ZnO, 1ok je 3a
exciepumenTe ca CeOz kopumrhen HesnatHo npyraunju DMEM menujymy: ca cTabuiIHUM My TAMUHOM,
3,7 g/l NaHCOs3 u 4,5 g/l D-rnyko3e (Biochrom AD, Hemauka), y3 mogarak 10 % FCS (Sigma-Aldrich)
u 1 % pactBopa ca aHTUOMOTHKOM M anTUMHKOoTHKOM (Capricorn Scientific).

MRC-5 hemuje (ATCC) cy xyntuBucane y meaujymy DMEM ca Bucokum caapikajem riykose (,,high
glucose®, Sigma-Aldrich), koju caapxu 3anpemunckux 10 % tommorom nnaktuBucanor FCS (Sigma-
Aldrich) u 1 % pactBopa ca anTrOHOTHKOM M aHTUMHKOTHKOM (Capricorn Scientific).
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3.3. Tperman heuja HaHOYecTHIIAMA

Hanouectunie SPRT-CeO, cunTeTrcane y BUIy mpaxa, IMCIIeproBaHe Cy Y J€jOHM30BaHO] BOAH
3a mpuMeHy Ha henmjama. Y mpBOM KOpaky y HaHONpAax je JojaTa Majia KOJIMYMHA BOJE M CMeENIa je
yitpaconupana 1-2 munyta. OcraTtak BoJie j€ Ha UCTH HauWH J0J]aBaH Y HEKOJIMKO HapeIHUX Kopaka, ca
00aBe3HOM YJITPACOHUKAIMjOM HAKOH CBAaKOr Kopaka. Ha Taj HauMH je HampaBJbeH KOHLEHTPOBAHU
(enri. stock) pactBop ox 4 mg/ml SPRT-CeO: koju je uyBan Ha + 4°C. OBa KOHIIEHTpalldja je u3abpaHa
na Ou Omna jemHaka konueHtpanuju pactBopa CD-CeOg 1j. ma 6u y oba cimydaja henujama nomgaBaHa
jenHaka 3ampeMHHa Boje. Mcra 3ampeMuHa CTEpWIIHE JIjOHHU30BaHE BOJE JI0JIaBaHA je y MEIujyM
KOHTpOJHHX y3opaka. [Ipen Tperupame henuja, pacTBOp je yATpacOHHpaH Yy YJITPa3BY4HO] KaTuIU
HajMame 30 MHHYTa, a 3aTUM Jajbe pa3diiakuBaH y ojaroapajyhem hemujckom mMenujymy A0 KeJbeHe
KOHIIeHTpanuje. Pa30naknBame je HACTaBJHEHO Ha UCTH HAYMH KAO IITO j€ 3aII09eII0: I0IaBaHe Cy Mambe
3alpeMUHE ME/IMjyMa Y BHIIIE KOpaKa, ca KpaTKOM yJITpacoHuKaijoM uamely mux. TpeTtMmaH je u3BecH
3aMEHOM KOMILIETHOT henjcKoT MeujyMa MeIijyMOM KOJH CapyKu HAaHOYCCTHUIIC.

Hanouectuiie CD-CeOz cy Takole uyBane Ha +4°C, a 300r BUXOBE U3Y3€THE CTAOMIIHOCTH, HHjE
om0 motpede 3a yaTpacoHupameM. 3a TpeTrpame henja cy pa3onaxuBane 10 (GUHATHE KOHIICHTPAIIH]e
y oarosapajyhem henujckom mMeaujymy. PactBop je usmemian nmomohy numnere. Menujym je oacTpameH
U3 TIoCy1a Yy KOjuM Cy rajene henmje u 3aMereH HOBUM MEJIHjyMOM ca HaHOUYECTHIIaMa.

Komepuujanue wanowectune ZnO (Sigma Aldrich, kox Op. 721077), dyBaHe Ha COOHO]
TEeMIIepaTypH, pactBapane cy, kao U SPRT-CeOy, y 1ejoHn30BaH0j BOAM 10 KOHIEHTpanuje 4 mg/ml.
JloOujeHun KOHIIEHTPOBAHU PACTBOP je 4yBaH Ha Ha + 4°C, mpen1 y30pKOBamke yITpacOHUPaH HajMame 30
MUHYTa U y henujckoM Menujymy pasonaxuBaH 10 pUHATHUX KOHIEHTpanuja. Menujym y henujckoj
KYJITypH 3aMEHEH je MEIMjYMOM ca HaHOYeCTHIaMa.

'henmje cy 3a cBe eKCriepHUMeHTe TpeTupaHe HaHodecTHIaMa 24+2 caTa HaKOH 3acejaBamba.’

3.4. TpancMHuCHOHA eJIEKTPOHCKA MUKPOCKOIMja

Bennunna u  Mopdonormja HaHouecTMma onpeheHa je ca Mukporpaduja JA00MjeHUX
TPAaHCMHUCHOHOM €JIeKTpoHCKOM MukpockonujoM (TEM) na ypehajy JEOL JEM-3010 (JEOL, Jaman) ca
enlekTpoHCKUM cHonoM eHepruje 300 keV. OBa MeTo/1a KOPUCTH TPAHCMUCH]Y €IEKTPOHCKOT CHOIA KPO3
y30paK 3a Jo0ujame canke. ETeKTpOHCKH CHOII OJUTHKY]y BeoMa Hucke TanacHe xyxune (108 myra xpahe
Hero (OTOHA y BHUJJBMBOM JIeNly CIIeKTpa), mTo 00e30ehyje cyOHaHOMEeTapcKy pe3osylujy 1o0ujeHe
ciuke [241].

3a apyru cer TEM cHumama koputhen je uactpyment Philips CM12 (Philips/FEI, Xonanauja) va 60
keV, npu ueMy cy cHumane henuje TpeTupaHe HaHOYECTHIAMa y MHUJbY MOTBpJAE yHyTaphenujcke
JIOKaJM3alMje HaHoyecTua. MUKPOCKON je omnpemMsbeH AurutaaHoM kamepom SIS MegaView III

! Paan nakuier npaherma pesynTara M IUCKyCHje, y TEKCTY KOjU ciieau he ce, y cilyuajeBuMa Kaj je MOoTpeOHO
HAarJIaCHTH JI03y HaHouecTHla, Kopuctutu ckpahenune tuna: Hela-CD-400/HelLa-SPRT-400, 3a HeLa henuje
Tperupane HaHodecturama CD-CeO2/SPRT-CeO2 y mosu ox 400 pg/ml; takohe, MRC-CD-400/MRC-SPRT-
400, 3a MRC-5 henuje nznoxxkeHe aHANOTHOM TpeTMaHy. McTo Baxku U 3a TpeTMaH HaHouyectuiiama ZnO, HIp:
HelLa-ZnO-20/MRC-Zn0O-20, 3a HeLa/MRC-5 henuje Tperupane Hanouectuama ZnO y nosu ox 20 pg/ml.
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(Olympus Soft Imaging Solutions, Hemauka). Ilpunpema henmuja 3a €IeKTPOHCKY MHKPOCKOIIH]Y
oOyxBaraja je Kopake puKcHupama, IeXuapaTalrje, KaaylJbemka, ceuemha U KOHTpacTpupama. henmje cy
HAKOH MHKYyOaIije ca HaHOYeCTUI[aMa TPUIICHHOM OJUICTIJbEeHE OJ1 MOJIore, uctpaHe n8a myta PBS-om
u ¢ukcupane 2,5% rayrapangexugom y 0,1 M kakomaunmatHoMm mydepy. Renuje cy 3aTHM IOCT-
¢bukcupane 1% ocMujym TETpOKCHIOM Yy HUCTOM nydepy U JexuapupaHe y cepuju pactyhux
KOHIICHTpallMja eTaHoa. Y30puu cy 3atiM ykanyrsbenu y Epon (Agar Scientific, Benuka bpuranuja).
Tanku mpeceiy Cy npaBJbeHHU CeYeHeM ArjaManTcKuM HoxkeM (Diatome, I1IBajiiapcka), MOHTHpPaHH Ha
OakapHe MpEXKHIIE, @ 3aTHM KOHTPACTUPAHHU YPAHWII alleTaTOM M OJOBHHM IMTpaToM momohy ypehaja
Leica EM STAIN (Leica Microsystems, Hemauxka).

3.5. PamaHoBO Manupame

[Mlpu PamanoBom wmamupamy y oBoMm pany kopumhen je alpha300 kondokamnnu Pamanos
mukpockon (WITec GmbH, Hemauka) ca muoanum jtacepoM TaimacHe aykuHe 785 nm (Toptica
Photonics, Hemauka) kao uzsopom no6yze. Jlacepcku cHoI je poKyCHpaH Ha y30paK MPeKo HMEP3UOHOT
ob0jektuBa Nikon Fluor (60x/1,00 NA, WD = 2,0 mm). Bpeme ekcno3unuje je Ouino 0,5 S.
CrnextpomerpoM ca periretkom o1 300 3ape3a/mm mepenu cy PamanoBH criekTpu ca kopakom o 0,5 um
10 XOPHU3OHTAJIHOj paBHU. [Ipurmpema y3opaka 3a Mepeme Ce cacrojaja U3 HaHOIICHA CYCIICH3H]je
¢ukcupanux henvja Ha mIodnie ox Kamujym (ayopuna. henuje cy mpeTxoaHo rajeHe W TpeTHpaHe
HaHOoYecTUIaMa y (bJlackoBHMa U HAKOH MOTPEOHOT BpeMEeHa HHKYOaIlrje moMohy TpUIICHHA OJJIeTIJbeHE
ca rmojJiore u GuUKCHUpaHe.

PamanoBe Mmarme cy cBojeBpcHE ciiMke (CHIJI. IMage) y3opka 4Yuju CBAaKH IHUKCEN CapKu
nHpOpMaIIHjy 0 MHTCH3UTETY M CBOjcTBUMa PaMaHOBOT crieKTpa u3MepeHor y Aatoj Tauku. [IpBu Kopak
y nobujamy Mama je Mepeme PamMaHOBUX cliekTapa y CBako] TaUKU Y30pKa jeIHE paBHHU, MPU YEMY
BEJIMYMHY Tayke, OAHOCHO MHUKcena, onapehyje pesonyiuja ypehaja. 3atum ce y crekTpy omadepe
PamanoB Mon wim crnekTpanHa oOnacT ol MHTEpeca 3a KOjy ce M3padyHa WHTerpaiHu PamaHOB
MHTEH3UTET (MOBPIIMHA UCIOJ KPHBE) y CBAKO] MEPEHOj TauKM IMOCMaTpaHe paBHU y3opka. Ha ocHOBY
M3pavyyHaTUX UHTEH3UTETA 100Mje ce Mara, OJHOCHO CJIMKa y30pKa, Ha KOjO] J€é MHTEH3UTET 000j€HOCTH
Tayaka MpojeKIMja UHTErpaTHor PaMaHOBOr MHTEH3UTETa M3MEPEHOr y JaToj Tauku. Ha Taj HauuH,
PamanoBe marie y cebu canpike nHpopMalinjy o IpoCTOPHOM pacropeay OMOXEeMHU]CKOT cacTaBa y30pKa.

VY oBoMm pany, henuje Tperupane HaHOYECTHIIaMa Cy MalUpaHEe Yy HEKOJHWKO XOPHU3OHTAITHUX
paBuu (XY), kao u y BeprukanHoj paBHu (ZY), npu demy je y3eto Aa je xopusoHtanHa (XY) paBaH
HOpMaJIHA Ha TIpaBall yIagHoT 3payeha, I0K je BepTukainHa (ZY) paBaH mapajeiHa ca mpaBIeM YIaHOT
3padema. Motopu3oBan crounh (eHri. stage) mukpockomna oMmoryhuo je mepeme PamaHOBUX criekTapa
y MpexH Tadaka ca pazmakom o 0,5 um y XY/YZ pasau. Kondokannoct Mukpockorna je je omoryhmuia
Jla ce HaIllpaBH BMIIIE Mara ca BUIIIE PA3IMYUTUX XOPU30HTAIHUX paBHU, kpehyhu ce nmo nyOunu henuje
(z-ocm) ca kopakom 1-2,5 um.
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3.6. Tectupame heujckor pacta u BUjaOUIHOCTH

henujcku pacr je Tectupan metogom SRB (enri. sulforhodamine B) y uusby ontumusanuje 1o3a
Hanovectuia. Bujabumnoct henuja je ogpehuBana meromama MTT (3-[4,5-mumernnrraszon-2-uil-2,5
mudenni terpaszon opomua) 1 NRU (enri. neutral red).

3.6.1. SRB Tect

3a m3Boheme SRB Tecra, henuje cy rajene y miuouama ca 96 OyHapa W WHKyOHMpaHe ca
HaHouecTuiiama 48 catu. Hakon Tora cy dukcupane tpuxiopcuphetHoM kucennHoM u 6ojene 0,4 %
SRB (Sigma-Aldrich) pactBopenum y 1 % cuphernoj kucenunu. Muky6anuja ca 6ojoM je Tpajana 15
MHUHYTa, HAKOH 4era je BUIllak 00je ueTupu nmyta ucnpat 1 % cupherHoM kucenunom. boja koja je ocrana
Be3aHa 3a y30pak ekcrpaxoBana je ca 10 mM 6aszom Tris (Sigma-Aldrich). Ancop6anmna mo0ujeHor
pactBopa MepeHa je Ha 550 nm momohy cnektpodoromerpa 3a mukporuioue Wallac, VICTOR2 1420
(PerkinElmer, ®uncka), y3 pedepenTHy BpeaHocT mepeny Ha 690 nm. SRB uma Bucok apuuurer
BE3MBama 3a MPOTEHHE, Ma Ce y3uMa Jia je MPOMEHAa MHTEH3UTETa M3MEPEHOI CHUTHAJIA Cpa3MepHa
MIPOMEHH y KOJMYMHH heJTnjCKUX MpoTenHa, OJHOCHO Yy pacty henujcke kynrype. JJoOujenu monxaiu cy
aHanu3upanu y nporpamy R momohy nenapamerapckor ANOVA u post-hoc Wilcoxon Tectosa.

3.6.2. MTT Tect

MeTtabonnuka akTUBHOCT henuja TpeTupanux HaHouecThlamMa ucnutrubana je MTT tectoM. OBaj
TECT C€ 3aCHMBAa Ha CMOCOOHOCTH BHjaOmiHuX henmuja ma penykyjy MTT no spyOGuuacto obOojeHOT
dbopmazana. Konnmunna popmazana koja HakoH nHkyOanuje ca MTT-oM HacTaHe y y30pKy cpa3MepHa je
Opojy MeTaboanuky akTuBHUX henuja y y3opky. IlpucyctBo popmasana ce qeTekTyje KOJTOPUMETPH]CKH.

henuje cy rajene y mmouyama ca 96 6ynapa. Hakon 24 cara oj 3acejaBama henuja Meaujym y
OyHapuMma je 3amemeH ca 1o 100 pl ogrosapajyher meaujyma y KoM cy pacTBopeHe HaHouectule. Kako
OM ce MCKJbYUYHO YTHIIA] HAHOYECTHUIIA HAa Meperba arcopOaniie, kao ,,blank” cy mocrasseru OyHapu 6e3
henuja ca oxnrosapajyhum koHueHTpanujamMa HaHouyecTula. HakoH moTpeOHOr BpeMeHa MHKYOanuje,
MEIIUjyM ca HaHOYECTHIIAMa je YKIOWmEeH U 3aMemeM ca 100 pl menujyma koju je campxkao 0,5 mg/ml
MTT-a (Sigma-Aldrich). henuje cy ca MTT-om uHKyOHpane 2 cara y unkyoatypy (37 °C, 5 % COy),
HaKOH dvera je y cBaku OyHap momato 100 pl 10 % SDS-a (0,01 N HCI). Uuky6aruja ce HacTaBuia y
uHKyOaTopy npeko Hohu. Hapennor naHa je MepeHa ancop6anna Ha 570 NM Ha cieKTpopoTOMETpY 32
mukporutoue (Epoch, BioTek, CAJl). Bpeanoct amcopbaniie ,,blank” Oymapa omysumana je on
BPEIHOCTH aricopOaHIle TPETUPAHHUX y30paka. Pe3ynTatu cy cTaTUCTHYKH aHATM3UpPaHH y mporpamy R
nomohy jeaHodakropckor ANOVA u post-hoc Tukey tectosa.

3.6.3. NRU Tect
NRU Tect ce 3acHMBa Ha CrocOOHOCTH BHUjabwiaHUX henwja ma mpey3my u3 menujyma 00jy
,heutral red” u yrpaze je y cBoje muzo3zome. Kox Bujabunaux henmuja, 60ja duje je HETO HaeIeKTPHCAHE

npuOIMKHO jeHako Hyu npohu he henujcky MemOpany 1 yhu y HeraTUBHO HaeJIeKTpUCAHE JIN3030ME,
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rjae he u cama 3a100MTH HaeIEKTPUCAKHE U YCIIea Tora OUTH 3apKaHa y n3o3omMumMa. Y hemujama koje
HUCY y CTamy Ja oJpkaBajy PH rpaamjent y nu3zo3zomuma, 6oja Hehe outu 3anpkana. M3 Tora cinenu ga
he xonmunHa Be3aHe 6oje OUTH MPOMOPIMOHAIHA OpOjy BUjabuimHuX hemuja.

henuje npunpemane 3a NRU ecej 3acejane cy y miode ca 96 OyHapa u cyTpajgaH TpeTHpPaHE
HaHOYECTHIaMa pacTBOpeHuM y henrjckom meaujymy (100 pl pacrBopa o 6ynapy). Hakon nnkyoarmwje
on 48 caru y Oynape je momato mo 100 ul 6oje ,,neutral red“ (INC Biochemicals, CAJ]) nperxomHo
pactBopeHe y oxaromapajyhem hemmjckom meamjymy 0Oe3 cepyma, y koHmeHtpamuju 50 pg/ml u
uHKyOupaHo 2 cara y uakybaropy (37 °C, 5 % CO3). HeBezana 60ja je ucnpana PBS-om, a 3atum je y
cBaku OyHap momaro o 100 ul pactBopa 3a ykiamame 6oje (50 % eranoin, 1 % rmanujanna cuphetHa
KHCEJIMHA) Kako O ce eKcTpaxoBaja 0oja Be3aHa 3a y3opak. Hakon 10 muHyTa memama Ha ELISA
1iejkepy, arncopbaniia je Mepena Ha 540 nm Ha cnekTpodoromerpy 3a mukporutode (Epoch, BioTek).
Kao ,.blank” cy xopumrthenn OyHapu 6e3 hemuja ca oarosapajyhum KOHIIEHTpalyjaMa HaHOYECTHIIA.
Bpennocr ancop6aniie ,,blank” 6yHnapa oxy3umana je o1 BpeJHOCTH arcopOaHiie TpeTUPaHUX y30paKa.
PesyntaTi cy mpukazaHu y OJIHOCY Ha CPEIby BPEIHOCT KOHTPOJIC M CTATUCTUYKU aHAIM3UPAHU Y
nporpamy R nomohy jemHodpaxropckor ANOVA u post-hoc Tukey tecrosa.

3.7. lerekumja anonro3e: 00jer-e aHeKCUHOM V ¥ NPONUINjyM
joauaom

VY muspy peructpoBama henmjcke cMpTH 1Mo THITY anotiose, henuje Tpetupane HaHOYEeCTUIIaMa
60jeHe cy (uyopeciieHTHO 00eeKeHUM aHEeKCHHOM V U mponuaujyMm joaunom. IIporenar o6ojeHnx
hemmja je onpehuBan momohy QiryopecieHTHOT MHUKpPOCKONa W yropehuBaH ca HETPETHPAHOM
KOHTPOJIOM. AHEKCHH V je IPOTEeHH KOjU UMa BUCOK a(hMHUTET Be3nBama 3a (hochaTHUAUICEPUH, KOJU Ce
y paHoj a3y anonro3e eKCIpUMHpa Ha CIIOJballkboj CTpaHu hemujcke memOpane. Pl je dayopecuenTHa
00ja Koja ce Be3yje 3a HyKJIEHMHCKe KUCENIUHe aiu He mpojaupe y hemujy ok je hemujcka memOpaHa
HeomTeheHa. Y kacHujuM (ha3zama arnonTose, Kao U 'y HeKpo3H, henrjcka MmeMOpaHa ryOu HHTETPUTET U
a"HekcuH V u Pl npoaupy y ynytpammocT henuje. [lpousunasu aa cy henuje o60jeHe caMo aHEKCHHOM
V (anekcun V +/PI -) y panoj da3u anonrose, 1ok cy henuje o6ojeHe u anekcuaom V u Pl (anexkcun V
+/P1+) y xacHoj ¢a3u anonTo3e wiu y Hekpo3u. O00jeHOCT ce 1eTeKTyje 3axBajbyjyhu ¢yopecueHuju
PI u pnyopodope FITC koHjyroBane ca aHeKCUHOM V.

3a perekuujy amonto3e kopuiiheH je FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Pl
(Biolegend, CAJT). To je kut xoju caxpxku annexin-V-FITC, PI u nmydep koju nocnenryje Be3uBame
aHekcuHa V. [Ipahen je mportokon gar y cnenmdukanuju mpousBohaua, nmpunarohen 6ojewmy henuja
3acejaHuX Ha MUKPOCKOIICKUM MOKPOBHUM IuIoUHIama. ¥ mydep 3a Be3uBame aHeKCUHA V 10JaTH Cy
annexin-V-FITC u PI (ua 100 pl mydepa 5 pl anekcuna V u 10 pl PI). ITnounne qumensuja 20x20 mm
Ha KojuMa cy henuje rajeHe Cy HaKOH yKJIambamba Meijyma JiBa myTta ucnpane PBS-owm, a 3atum ypomeHe
y mydep ca anekcuHoM V u Pl u uakyOupane 15 MuHyTa y Mpaky Ha coOHOj Temneparypu. [TokpoBHe
IUIOYMIIE Cy 3aTUM HcnpaHe TpH nyTa ca no 1 ml PBS-a u guxcupane y 1 ml komepuujansor ¢pukcatiua
Roti-Histofix 4 % (Roth, Hemauka). Hakon 15 MunyTa nHKyOanmje, mioduie cy ucupase nsa nmyra PBS-
OM H OCYIICHE Ha Ba3ayxy. Y (MHAITHOM KOpaKy MpHUIpeMe y30paKa, TOKPOBHE MIIOYHIIE Cy MOHTHPAHE
Ha TpeAMeTHa crakia nomohy Meamjyma 3a MoHTHpamke Mowiol (SigmaAldrich). VYzopuu cy
aHanu3upanu Ha KoH(pokamHoM mukpockomny Leica TCS SPS II (Leica Microsystems), Koju caapKu
aKyCTO-ONTHUYKU MOJECUBH (QUITEp 3a KOHTpOly ekcuutauuje (eHri. Acusto-Optic Tunable Filter,
AQOTF) u akycTo-onTHYKH JeauTesb cHoma (eHriI. Acusto-Optic Beam Splitter, AOBS) 3a pa3aBajame
eKCHLTAIIMOHOT ¥ EMUTOBAHOT 3pavyera. EMUTOBaHO 3pademe pa3IMuiTUX TATaCHUX JAyKUHA CE OJIBOJIU
Ha JBe hoTomyarumrkaropeke Tyoe (ears. Photomultiplier Tube, PMD) 3a nerexnujy. Busyenu3zaruja
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je mocturnyTa ekcuuToBameM FITC-a Ar macepom tanacue myxuHe 488 nm u PI HeNe nacepom Tanacue
nyxune 543 nm. EMuToBaHa ¢uryopecueHItja je IeTEKTOBaHa Y CEKBEHIIH]aTHOM MOy MIPEKO 3eJIeHOT
(FITC) n upsenor (PI) kanana, kako 6u ce n30erio npekianame Curuaina udmehy kanana. Kao neratusue
KOHTpOJIE KOpHIINEHH Cy Y30pIM ca HETpeTUpaHuM henujama KOjU Cy MPOLUIA MOTIYHO HUCTY
nporeaypy 0ojema u npunpeme kao tpetupane henmje. Ca cBakor y30pka CHUMJBEHO j€ HajMame MeCT
BUJHUX T0Jba. Y BHMA cy U30pojaHe henmuje y paHoj amonTo3u (3elieHo o0ojeHe) u henuje y KacHoj
aroTO3W WM HEKpOo3H (L[pBEeHO 00o0jeHe). BbuxoB Opoj je u3paxkeH Kao MpoIeHaT y OAHOCY Ha yKyIaH
Opoj henmja youeH y naToM BHJIHOM TIOJbY, a PE3YJITaTH Ca CBHMX CHUMAaKa 3a jeqHy rpymy henwja cy
ycpenmenu. CTaTHCTHYKA 3HAYajHOCT pas3iIMKOBaWka TPETUPAHMX henuja y OJHOCY Ha KOHTPOITY
npoBepaBaHa je 3a cBaky rpymny CrynentoBum t-tectom (p < 0,05 je y3ero kao mpar 3Ha4ajHOCTH).
VYpaheHa cy jBa He3aBHCHA €KCIIEPUMEHTA M Y CBAKOM OJ1 FlbUX Cy ITOCTAaBJbEHA TI0 J[BAa Y30pKa 3a CBaKy
henujcky rpymy.

3.8. OnpehuBame pacnoaese hejquja nmo paszama heaunjckor nukiayca:
NPOTOYHA HUTO(IyOpUMETPHja

[IpoTouna nurodyopumeTpuja je kopumiheHa 3a oapehuBame pacnogene henmuja mo ¢azama
hemujckor nukmnyca. ¥ oBoj Meronu hemmje ce 6oje Pl koju he ce y henmju Besatu 3a Mosekyie
HYKJICMHCKMX KHCEIIMHA, a 3aTHM C€ JIETEKTYyje CHTHAJ TMOpeKIoM oja QuryopecreHmnuje BedaHor Pl.
VY30puu ce npe Tora TpeTupajy puOoHykieazama, kako 6u ce onemoryhuso aa ce 6oja Bexe 3a PHK, Tj.
Kako OW JeTeKTOBaHU cUTHAN Ouo mpornopuroHanad konmmunau JIHK y hemmju. [a 6u Pl jogun mocmeo
y YHyTpauimocT henuje, mOTpeOHO je MPEeTXOAHO NepMmeadbmin3oBatu henujcky memOpaHy, MITO ce
MOCTIKE PUKCHpameM helrja eTaHoaoM. Y 3aBUCHOCTH 011 (a3e henujckor ukiyca y Kojoj ce HajiasH,
henuja he umatu 2n (Gou G1 daza), 2n-4n (S daza) wiu 4n (G2 u M dasa) xpomoszoma, rie N 03HaYaBa
Opoj xpomo3oma xaruiougHe rapautype jenHe hemmje. Y Gi dasm, henmje pacty u cnpemajy ce 3a
permukanujy monekyna JIHK, koja ce onsujay S daszu. o kpaja S dase ce henuje he umatu gyrmpany
komanny MoJiekyina JIHK u kao takse yhu y G2 dasy, y ko0joj ce henuje npunpemajy 3a neody (M ¢aza).
henuje koje ce Hanaze y Gi1 ¢das3u henujcku mukiyc Mory yhu y dasy muposama (Go). CpazmepHo Opojy
XPOMO30MCKHX rapHUTypa Memahe ce konmunHa mosiekynia JIHK y henuju.

Hela hemmje cy 3acejane y mmoue ox 6 6yHapa y xonuentparmju 7 X 10* hermuja mo 6yHapy, a
MRC-5 y konuentpanuju 5 x 10* henuja no 6ynapy u ocraBibeHe 1a pacTy npeko Hohu. Kako 6u ce
CUHXPOHM30Ba0 henujcku pacT, HHKyOupaHe cy 24 cara y onrosapajyhem menujymy 6e3 cepyma. 3aTum
cy henuje unkyoupane 48 caru ca 10 pg/ml, 20 pg/ml u 40 pg/ml (HelLa henuje), onnocro 10 pg/ml u
20 pg/ml (MRC-5) nanouectuna ZnO, pactBopeHHX y oiroBapajyhem memaujymy. HakoH Tpermana,
anxepentHe henuje cy nomohy tpuncuna/EDTA oanensbeHe o/ mojsiore u crojexe ca henujama koje cy
TUTyTaJle y MEIUjyMy U CBe 3aje/IHO ucnpane Tpu myta y PBS. Hakon Tora cy henwmje pecycnengoBane y
70 % etanony xjal)eHOM y 3amp3uBauy U y wemy (uxcupane 1 catr Ha 4°C. Hakon ¢uxcanuje, henuje
cy ucnpane Tpu nmyra 'y PBS-y u mHapennux 30 muHyTa nHKyOUupane y Mpaky Ha 37°C ca pacTBopom 3a
0ojeme. PacTBop 3a Oojeme je canpxao 75 uM Pl, 3,3 mM narpujym nurpar, 0,1 % Triton X-100 u 0,5
ug/ml pubonyxieaze A (RNase A). Caapxkaj IHK y henuju je mepen momohy BD LSR mportounor
uuromerpa (BD Biosciences, CAJl). U3 cBakor y3opka usmepeHo je 2 X 10* nojequnaunux jporahaja.
Pesynratn mepema cy aHanmsupanu kopuihemem FlowJo codreepa (Flow Jo LLC, CAJl). Ca
xuctorpama ¢peksenimje henujckor IHK canpkaja onpehen je npouenar henuja y GO/G1, S u G2/M
¢a3u hemmjckor mukiyca. ExcniepuMeHT je oHOBJbeH 5 myTa 3a Hela u 6 myra 3a MRC-5 henmje.
Craructuyka aHanmusa pesynrara ypahena je momohy ANOVA u Tukey post-hoc recra.
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3.9. BuOpamnuoHna cneKTpockonuja
3.9.1. Teopujcka ocHOBa BUOpal[MOHE CIIEKTPOCKONMje

3.9.1.1. MouJiekyJicke BUOpanuje

BuOparnuja je BUI yHYTpalImher KpeTamba MOJICKYIa KOjU TMOApa3yMeBa MEPUOIUYHY POMEHY
PaBHOTEKHOT TOJIOXKAja aTOMCKHX je3rapa y MOJeKynly. bpoj Moryhux mpomena mosioxaja, 0JJHOCHO
crereHa ciobojae BuOpanuja, je Koj BuiearoMHux mojekyia jennak 3N — 6 (3N — 5 3a nuneaphe
Moutekye), rae je N 6poj aroma y MOJeKyy, KOPUTOBaH 3a BpeaHOCT 6 (5) koja mpencrasiba 30up 3
cTereHa cioboje TpaHcuanyje (Kperama MOJIEKyJa Kao IEJIHHE Y TPOCTOpy) M 3 CTerneHa cioboje
poraiuje (Kperama MOJICKYJIa Kao IeJIMHE OKO OCe KOja MpoJjia3u Kpo3 IeHTap mwerose mace) [151]. Kox
MHOI'0aTOMHHUX MOJICKYJIa, KAaKBU Cy OMOJIOIIKA MaKpOMOJICKYJIH, OBa KOPEKIIHja je 3aHeMapJbUBa a Opoj
Moryhux BuOparuja Beoma Benuku. Ha crmumu 3.1 mpukaszaH je jeqHocTaBaH IMpUMEpP BUOPAIMOHOT
KpEeTama TPOATOMHOT MOJIEKYJIa, MOJIEKyJia BOJIC, U HBEroBa TPU CTEINCHA CJI000/e BUOpaluja, Tj. TpU
HOpMaJHa Moja. Y HOPMaJHUM MOJOBHMA CBa je3rpa BuUOpupajy y (as3u, Tj. mposiaze Kpo3 CBOj
PaBHOTEXHH T0JI0KA] HCTOBpeMeHO [242].

@A)

)

v, (3652 cm™)

(B)

y

¥, (1595 cm’')

B)

>

v, (3756 cm™)

Ciuka 3.1. HopmanHu BHOpalMOHM MOJOBH MOJEKylia Boje: (a) CHMETPHYHO HCTe3ame Be3a, (0)
caBujame (enra. bending), (B) acumerpuuHo ucte3ame. Tpeba HAMOMEHYTH 7a, Y OIIITEM CIyd4ajy,
HOjeTMHAYHI MOJIOBH HE JIOBOJIC MCKJbYYHBO JI0 YHCTOT MCTEe3amha WK CaBHjarba Be3a, HErO YrIaBHOM
710 00€ BpCTE KpeTamwa, 07 KOjUX je jeJIHO JOMHHAHTHO (Tpey3eTo u MoaudukoBaHo u3 [242]).

OcHoBe MexaHM3Ma MOJIEKYJICKMX BHOpalMja HajjeJHOCTAaBHHJE€ C€ CXBarajy Ha IMpUMEpPY
BuOpaija ABOAaTOMHMX MoJiekyna. Kiacmuna mexaHuka jaje MojJen M0 KOM ce BuOpamuje y
JBOATOMHOM MOJIEKYJTy TIOCMATpajy Kao OCIMJIATOPHO KPETame JBE YECTHUIE MOBE3aHE eIaCTHIHOM

. . = - .
onpyrom, Ha kKoje aenyje cuna F= - kr (XykoB 3akon [243]), rae je K koHcTaHTa Ccriie (€1acCTHYHOCT

ONpyTe, Tj. jaunHa Be3e), a T YKYIHH oMepaj 00a aToMa 01 PAaBHOTEKHOT MoJIokaja (TIpoMeHa Iy KUHE

Bese). [lorenuujanna enepruja V TakBor cUCTeMa JaTa je u3pazoMm:
1
V= -ki?,
2

OBa jemnaumHa gaje mapaboily KoOja OMHCYje €HEpPrujy BHOpaldja JBOATOMHOT MOJIEKyJia Kao
XapMOHHjCKOT ocipiaTopa [244].
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PemaBamem nudepeHnmjaine jeqHaurmHe y K0joj Cy KOMOMHOBaHU M3pas3u 3a ity F matu mpexo
XykoBor 3akoHa u IbyTHOBOr 3akoHa kperama [244] noOuja ce jeqHaYMHA KOja OMKCYje KpETame
XapMOHH]jCKOT OCIIHIIaTOpa:

7 = 7, sin(2nvt + @),

rJe€ je 7y MaKCUMalHa aMILINTY 14, ¢ je (ha3Ha KOHCTaHTa, a v BuOpauuoHa Gppeksenuja. IIpexo apyror

M3BOJIa OBe jeqHaurHe 1 IbyTHOBOT 3aK0oHa KpeTama Jo0uja ce jeJHaurHa 32 BUOpaIMoHy (pEKBEHILY]Y
[243]:

1 |k
V= — |[—,
2w (U
rje {4 O3Ha4yaBa peIyKOBaHY Macy.
mym,
U= —.
my+m,

W3 jemnaunne Bumumo na he BuOpanmona (pekBeHnMja OUTH Mama KO MOJEKYJa ca jayoM BEe30M U
BehoM perykoBaHOM MacoM, Tia he ce, Ha mpuMep, y BHOPALIMOHOM CIIeKTpy henuje MepeHe Ha MoJiI03u
on CaF, MomoBU moasiore jaBjbaTd Ha MambUM TallacCHUM OpojeBuMa Hero BehuHa mMozjoBa henmjckux
OPTraHCKUX MOJICKYJIa.

[Ipema KJIaCMYHO] MEXaHHMIM, €HEPrHja XapMOHHUjCKOT OCIHJIATOpa MOXKE MMaTH OWJIO KOjy
BPEIHOCT, OJTHOCHO aTOMH Y MOJIEKYJTy MOTY BUOpUpaTh O1iIo KojoM (hpekBeHIjoM. KBaHTHA MeXxaHUKa
neduHmIIe TaYHO Oipel)eHe BUOpalmoHe eHepreTcKe HIuBoe n3Mel)y Kojux Cy J103B0JbeHH npeiasu [242].
Bpennoctu Bubpanuone enepruje cy nedunucane tanacHom pynkuujom W, koja ce 1o0uja Kao peuemhe
Ipeaunrepore jennaunue [244] u 3a naty napadoiy riacu:

EY N 8m2u
dr? h?

(E _ %k#)w@) ~0.

Jara TanacHa QyHKIM]ja onucyje BUOPAIIMOHO CTalkhe MOJIEKYJIa, a lbeHE CBOJCTBEHE BPEAHOCTH (€HIJI.
eigenvalues) npesicraBsbajy 103BOJbEHE EHEPIHje BUOPAIIMOHMX HUBOA, E,

1 1 5
Evz(v+ E)hv= (V+ E)hcv,

rze je v BUOpalMOHU KBaHTHU Opoj Koju Moxe uMaTt BpenHoctd v = 0,1,2, ..., a ¥ je TanacHu Opoj:
v

V=-.
c
W3 mpeTxoaHuX M3pasza BUIMMO J1a 110 KBAaHTHO] MEXaHUIIM BUOpallMOHA €HEeprHja MOJIEKyJia HU
. 1 . .
y PaBHOTEKHOM cTamy HUje jenHaka Hymu (Ey = > hv), Tj. MoJnieKyJ cTajHO BUOpHpa, MaKo BHOpalnja

Yy PaBHOTEKHOM CTamy HHU]€ BUOpaIja y KJIIaCUIHO-MEXaHUIKOM cMHCITy. Takohe BUaIuMo 1a je pa3inka
y eHepruju u3mel)y aBa cyceaHa BUOpalnroHa HUBOA jeHaKa hv.

VY peanHOCTH, MOJIEKYIIH Cy aHXapMOHHU]CKH ociiuiatopu. Ha ciouiu 3.2 BuOparmonu eHepreTcKu
HUBOM MOJICKYJIa Ka0 aHXapMOHH]CKOT OCIIMJIaTOpa prKa3anu cy momohy t3B. Mop3seose kpuse [243].
Omna npejicTaBJbeHA CHEPTH]Y jeAHOT (OCHOBHOT) €JIEKTPOHCKOT CTamba MOJIEKYJIa, Y OKBUPY KOT TOCTOjH
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BHIIIC BUOPAIIMOHUX HUBOA. PacTojama n3mel)y BUOpAIIMOHUX HIUBOA Tj. Pa3iIKe y lbUXOBUM €HEprujaMa
cMamyjy ce uayhu ka BehwMm eHeprujama, MTO JOBOAM A0 OJCTyNama Mop3eoBe KpuBe O] 0OJIMKa
napaboue.

Veohemwem y HlpeaunrepoBy jennaunny Mop3eose Gopmysie 3a MOTEHIMjalnHy eHeprujy [244]

V=D,(1- eFr),

rze je f Mepa 3aKpHBJHEHOCTH JHA IOTEHIMjaTHE jame, 00Hja ce

1 1\?
E, = hcw, (V + E) — heyw, (V + E) + o,

r7e jé W, KOPUTOBaH TalacHU Opoj, a Y.w, Mepa aHXapMOHUYHOCTH. M3 jenHauumHe ce BUIU Aa
BHOpAIMOHU €HEPTreTCKH HUBOM MIAK HUCY €KBUIUCTAHTHH.

HexapMOHHYHOCT 32 pa3uKy 0/ XapMOHHYHOCTH oMOTyhaBa He caMo BUOpAIMOHE Mperia3e Mpu
kojuma je Av= 41, Beh u Av= £+2,+3.. Tu ™MomoBu ce Ha3uBajy OBepTOHOBHU. Mmax,
HAjUHTEH3UBHUJU y CIIEKTPUMA Cy TpPEJIa3yu ca OCHOBHOT HA NMPBU HapeJIHU HUBO U 00pHYTO (V = 0 <
1) (bommanoBa pacniozena [244]).

max

™~

[ToTeniujamHa eHepruja

0

-1 0 1 2 3 4 5
Pacrojame m3meljy jesrapa

Cauxa 3.2. Mop3eoBa KpuBa MOTEHIMjalTHE €HEpPrHje 3a jeHO EJNEeKTPOHCKO CTamke W BHIIE
BUOpaLIMOHUX HUBOA y OKBHPY Hhera. [Ipey3ero u npunaroheno us [242].

VY BunieaToMHUM Mosiekyiauma, koju uMajy 3N — 6 (3N — 5) Hopmanuux momoBa (ciuka 3.1),
CBaKM MOJI Ce IOHallla Kao He3aBUCAH XapMOHH]CKU OCHUUIATOp (aIpOKCMMAaTHUBHO), KOME OJroBapa
onpehena ocHoBHa ¢pekBeHIrja Bubpamuje. Ta ppeksenyja je aenHrcaHa UCTUM YMHUOIIMA Kao 3a
JIBOATOMHU MOJIEKYJI, C TUM IITO C€ U3pa3 3a e(eKTUBHY Macy Y OBOM Clly4dajy A00Hja KOMIUIEKCHUJUM
pauynom [242]. Enepruja BuOpamvoHHX MOJOBa MpHKa3aHWX Ha ciaund 3.1 HasHaueHa je y BHIY
onromapajyher TtamacHor Opoja HamMCAHOT y3 IIEMATCKHM MpHUKa3 MoJiekysa. CBe TpuU BPEIHOCTH
npunanaajy vHpaipBeHoj 001acTy, a HajHWKa eHepruja oaropapa casujajyhem moxay (6). Kama ce natu
MOJIOBH PETHCTPY]y Yy BHOPAIIHOHOM CIIEKTPY MOJIEKYJa, Ha OCHOBY HUXOBHX (DPEKBEHIIM]ja/TaTacCHUX
OpojeBa Moryhe je oapeauTH (y KOMIUIEKCHHUJUM CIyyajeBHMa MPETIOCTaBUTH) OJ KOjUX BHUOpaiuja
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MOTUYY M Taj MOCTYIMAK C€ Ha3WBa acUTHaIlMja MoOJia. ACHUTHAIlMj€ C€ BpIIE HAa OCHOBY MpopadyHa
SHepTrja U paHHjer CIeKTPOCKOIICKOT MPOyyaBama, 1aTor y JuTeparypu. Ko MHOroaTOMHUX MOJIEKYIIa
Huje Moryha acurHaiuja cBake BuOpariyje, jep cy MHOroOpOjHE U JI0JIa3H JI0 lbUXOBOT CYIIEPIIOHUPAhA.
Yo6uuajeH npucTyI je acurHalyja MoaoBa rpymna, kao mro cy CHz, CHs, C=0, apomatuynu npcTeHOBH,
UT/, KOJI KOJHX I10jeITMHaYHe BUOpallrje ONMCKUX CHeprija MHTeparyjy U Kao jeTUHCTBEH MOJI C€ OOMYIHO
jaBJjbajy Ha WMCTUM IIO3MIMjaMa y CIEKTPHMa Pa3MYUTHX MOJIEKyJa Koju ux caapxke [151]. V
HAjKOMILICKCHHJUM CIIy4ajeBUMa, KaKBH Cy BHOpAIlMOHHM CIEKTPU OHMOJIOMIKMX MaKpoOMOJeKyja, a
noceOHO crekTpu henuja W TKMBA, MOJOBH Tpyla Cy HPEKIOMJbeHH U (HOPMHUPAJy KapaKTEPHUCTUUHE
CTPYKTYpe y BUIy acUMETpHYHHX Tpaka omcera u mpeko 100 cm™, kakse cy amumse Tpake y
BUOpAIIMOHUM CIIEKTpUMa IMPOTEHMHA. AMHIHE TpaKe HACTajy MEIIalkeM pa3IuuuTHX BHOpauuja y
NENTUIHUM Be3aMa U OCETJbUBE Cy Ha MPOMEHY KOH(OpMallWja IaTHX Be3a U HUXOBOT OKPYKEHa.
OO0nMK aMHJHMX Tpaka M MO3UIHje HUXOBUX MaKCHMyMa KapaKTEPUCTHYHE 3a Pa3InunTe CTPYKType
NPOTEHMHA EMIIMPHjCKU Cy onpel)eHe M KOpUCTe ce MpH acUTHAIMjU U aHaIM3M PaMaHOBHX CrieKTapa
nporenHa [245]).

3.9.1.2. OcHoBHEe MeTO/Ie BUOPAIIHOHE CTIEKTPOCKOMUje

Kperame mo3UTHBHO HaETEKTPUCAHMX je3rapa Py MOJIEKYJICKO] BUOpAIMjH yTHYE HA PACHIOIEITy
T'YCTHHE HAaCJICKTPHUCAbha SIICKTPOHCKOT 00J1aKa KOjH UX OKPYXKYje, I1a TAKO BUOpaIfja MOXKE JOBECTH JI0
MIPOMEHE MOJIApU3a0MITHOCTH MOJIEKYJIa. 3a TAKBE BUOpAIIH]je KaKeMO Jla Cy paMaHCKU aKTUBHE, OTHOCHO
Ja ce jaBJbajy Kao MoaoBU y PamaHOBOM criekTpy Mosiekyia. BuOparwmje takohe Mory IOBECTH [0
MIpOMEHe JUIOTHOT MOMEHTa. TakBe BuOpanuje najy moaose y IR crektpy u 3a mux xaxemo na cy IR
akTuBHe. KOJI TEHTPOCHMETPUYHHMX MOJICKYyJia MPOMEHA MOJIAPU3A0MIIHOCTH HCKJBYUYje TPOMEHY
JTUTIOJNA, U OOPHYTO, JIOK j€ KOJ OCTaJIX TUIIOBAa cCUMeTpHja Moryhe na BuOpanuja Oyne U paMaHCKH U
IR akTuBHa [244].

IR u PamanoBM crieKTpH Cy JIBe OCHOBHE BpCTE BUOpAIIMOHKX CIIeKTapa MoJieKyna. Mako u jeqHu
U IpyTU Kao HH(pOpMaIHjy HOCE KapaKTepUCTHUHE eHepryje BUOpAIIMOHMX ITpesia3a, MeEXaHU3MH KOjuMa
HacTajy cy pasznuuuTH. IR cnekTpu cnanajy y amcoprnipone cnektpe. 3a nmooyhuBame IR akTuBHHX
BUOpaIja KOpUCTH ce KOHTUHYyaIHO IR 3paueme. Ilpu nHTEpakuuju ca MoaeKyaoM, (POTOHH YNagHOT
3pauema urja je eHepruja jeHaKka eHepruju BUOpallMoOHUX Ipesa3a MoJIeKy1a OuBajy arncopOoBaHH, ILITO
oMoryhaBa npena3 MoJeKyJa U3 JeJHOI BUOPAIIMOHOT CTama y JPYro, Y OKBHPY UCTOI €JIEKTPOHCKOT
cTama. ANcopOOBaHO 3payeme ce JETEKTYyje TaKo LITO Ce AUPEKTHO MEPH Pa3JIMKa y eHEPTUjU Y OJHOCY
Ha yTaJHo 3pavyee, TaKo J1a y aliCOPILIMOHOM CIIEKTPY X-0ca I0Ka3yje eHeprujy ancopooBaHor (GpoToHa,
a y-oca KOJIHYMHY amcopOoBaHor 3pauewa [243]. V PamaHOBOj CrmeKTpocKomuju 3a moOyhuBame
BUOpaIja KOPUCTH C€ MOHOXPOMATCKO 3pades-e, Hajuenrhe U3 BUJBUBOT JIeNa CIIeKTpa, a IeTeKTyje ce
pacejaHo 3payeme unja ce eHepruja (ppekBeHIrja) HAKOH UHTEPAKIIMje ca MOJIEKYJIOM IIpOMeHMa. Y
OBOM CJIyuajy, X-oca TOKa3zyje MoMepaj y €HEepPruju y OAHOCY Ha (KOHCTaHTHY) €HEpPrHjy yHagHoT
3payema, KOju je 3a CBaKM MOJI JeTHAK Pa3JIUIA eHepTHja modyheHor u mouyeTHOTr BUOPAIIMOHOT CTamka, a
y-oca TIOKa3zyje MHTEH3UTET pacejama. HTen3urer PamaHoBor pacejama je KBAHTUTATHBHO TTOBE3aH ca
OpojeM 0JTHOCHO BepoBaTHONOM BHOpaIMOHUX TIpeJia3a y aHAJIMTY, ajli j€ Takohe 1Mo yTHIajeM MprUpoie
BUOpAIfje 1 HHCTPYMEHTAIHE U eKCIiepruMenTaHe mocraske [151].

Ca craHOBHILTA KBaHTHE MEXaHMKE, MHTEH3UTET BUOPAlIMOHUX MOJOBA IMPOIOPLUOHANIAH je
BEpOBaTHONM Mpernasa ca BUOpallMOHOT HUBOA M Ha HUBO N KOja je JaTa KBaJpaToM UHTerpaia
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Pm = (lp:l ﬁlqjm) ’

rie cy ¥,, u V¥, rtamacHe ¢yHkiuje BUOpanmoHUX cTama M u N, a () omepaTtop KOju OIHUCYje
neptypOarujy eneKTpOHCKOT 00Jlaka MOJIEKyJa eJIeKTpOMarHeTHUM 3pademeM. OBaj oreparop je Ko
PamanoBHX M0J10Ba MmoJjiapu3abMIIHOCT, a Ko IR oneparop enekTpuyHOr JUIMOIHOT MOMeHTa [243].

3.9.1.3. PamaHoBM BUOpAIMOHM CIIEKTPH

EnexTpomarueTHo 3padyeme KOjUM ce MOJIEKYJN o3padyje (JIacepcKo 3paderhe) OJUTHKYje jaurnHa
eNEKTPUYHOT 10Jba E koja ce Mewma y Bpemeny t:

E = Ejcos2nvt,

rae je E; ammimrtynma, a v; (QpekBeHIHja ociuiIoBama jacepa [244]. Tlpema KiIacH4HO] TEOpHjU
PamanoBor pacejama y HHTEpaKIMjU Ca MOJIEKYJIOM, 3pademhe he WHAYKOBaTH JAMUIIOTHH MOMEHT Uind,
KOjH je jeIHaK MPOU3BOJIY jaunHE eNIEKTPUUHOT 110Jba U MOJIaPU3a0HIHOCTH.

N -

Hina = aE.

[Tomapu3aObMIIHOCT je TEH30pCKa BEIMYHMHA, A CE MPEACTaBJba MATPHUIIOM 4YHja CTPYKTypa OIHOCHO
BPEIHOCT 3aBUCH OJ1 CAMETPH]je MoJieKya [243].

Kperame aToma y 0JJHOCY Ha paBHOTEKHH IOJI0Kaj Ce MOXKE IPEICTABUTH Kao
T =T15C0S2TV,,t,
T je Ty aMILTUTYAA, a Vy, (peKBeH1Inja BUubpaluje.

3a Maje aMIUTUTY/Ie OCHUJIAIM]e MOXKE CE€ YBECTH almpoKCHUMaIldja Jia je ToJIapu3a0uiTHOCT JIMHEapHa
(dbyHKIIHMja pacTojama 0/ PABHOTEKHOT TOJIOXKAja, TTa BaXKH

Jda
a = Qg + (W)O To + .ty

rje cy uHaexkcom 0 03HaYeHU MOJIAPU3a0UITHOCT U PacTOjambe, OTHOCHO MPOMEHa MOJIapu3a0UITHOCTH ca
pacTojameM KOjU OAT0Bapajy paBHOTEIKHOM TIOJIOXKA]Y.

W3 peTxo/iHe YETUPH jeTHAUYMHE U3BOM Ce jeHaunHa [244]:

fing = aoEo2mvit + L <6_a> roE, cos[2mt (v, — vy)] + L (a_a) roEy cos[2mt (v, + vp)] .
2 \or/, 2 \or/,

ITpBu u3pa3 ca JecHe CTpaHe jeHaYMHE ONMCYje pacejame Yrja je ppeKBeHIja jeHaka (GpeKBEeHIN]U

yIaJHoT 3padema. TakBo pacejame je enacTUYHO U HasuBa ce PejnujeBum. Hajseha je BepoBatHoha na

HacTaHe, Tj. HajBehu Opoj ¢poToHa he HHTEparoBaTH ca MOJIEKYJIOM Ha 0Baj HauuH. [{pyru u Tpehu uspas

ornucyjy CtokcoBo, ogHOCcHO aHTH-CToKcoBO PamaHoBo pacejame. M3 BUX BUIUMO Ja jé HEONXOAaH

YCJIOB 3a PamanoBo pacej amkeC JJa CC HOHapI/I3a6I/IHHOCT MOJICKYJIa TOKOM BI/I6paI_II/Ije MCHa:
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AKO 0Baj yCJIOB HHj€ HUCIYHEH, BUOpalldja HUje paMaHCKH aKTHBHA.

VY kiacnuHOj MeXaHHUIM PaMaHOBO pacejame ce o0janrmaBa MOy 1aldjoM (DpeKBEHIIH]E TUTTIONA
€JICKTPOMAarHeTHOT 10Jba (ppeKBEeHIIMjOM BHOpaIyja.

Ca acriekTa KBaHTHE MEXaHUKE IMPUMEHOM TeopHje mepTypOamuja noduja ce popmysa CINIHOT
00JIMKa Kao MPEeTXOoAHa (OopMyJia 3a eIEKTPUYHU JUIOIHM MOMEHT, C THM IITO yMECTO ocumiyjyher
SNEKTPUYHOT JMIIOJA M TONapU3a0MIHOCTH (DUTYPUINY T3B. TPENIa3HH SICKTPUYHH JAUNON U Mpesa3Ha
noJjapu3adMIHOCT (1O MpeNa3HUM Ce MUCIM Ha rpesa3 u3Mel)y BHOpalmoHO-eIeKTPOHCKUX CTarba
MoJiekya) [246].

Hujarpam Ha ciaunm 3.3. unyctpyje mporece PejnmujeBor m PamanoBor pacejama. Kana
CIIEKTPOMArHEeTHO 3pavyee HHTEeparyje ca eJICKTPOHMMAa MOJIEKyJa, JOJNa3d [0 IOJIaph3alluje
CIIEKTPOHA, Tj. JUCTOP3HUje EIEKTPOHCKOr o0Jlaka MoJjieKyja. HacTamo BHCOKOCHEPreTCKO CTame
MOJIEKyJa je KpaTkokuBehe M JICeKCIMTYje Ce pacejameM Ipe HEero IITO je3rpo CTUTHE Jla OJrOBOPHU
noMepameM. 300r Tora HAcTajO CTamke HE OJroBapa HHUJEAHOM CTBApPHOM EJEKTPOHCKOM CTamby
MOJIEKyJla, TMMa c€ OOMYHO Ha3MBa BHUPTYEITHHM EJIEKTPOHCKUM cTameM. CTemeH aucropsuje
eJIEKTPOHCKOT 00JIaka M €Hepruja BUPTYEITHOT HHBOA 3aBHCE O] EHEpPrHje MpenaTe MOJIEKYIy, Tj. Ol
¢dpekBennyrje xopumheHnor macepa. Ilpm neexcruTanuju, MOJNEKYI c€ MOXXE BPATUTH HAa MOYETHU
BUOpAIIMOHU HUBO U eMuTOBaTH PejnujeBo pacejame, eHepruje hv;. Y npyrom ciydajy, MOJIEKY] ce
HAKOH eKciuTaiyje Bpaha Ha BUOPAIMOHU HUBO €HEPIeTCKU BHIIH OJ1 MOYETHOT U eMuTyje CTOKCOBO
PamanoBo pacejame, enepruje h(v; — vi) . Y tpehem cimydajy, MOJIEKYJ KOjH je Mpe 03padnBama Ouo
Ha ModyheHom BUOpalliOHOM HUBOY, HAKOH arncopiiuje GoToHa AEeKCIUTY]e Cce MPelackoM Ha OCHOBHH
BHOpAIIMOHU HUBO M eMuTyje aHTH-CTokcoBO PamaHOBO pacejame, enepruje h(v; + vy ). CTOKCOBO U
anTu-CTOKCOBO pacejambe Hoce UCTy MH(popmaIijy o BUOparmoHuM (ppekBeHIInjama, ajii je Ha COOHO]
Temriepatypu aHTU-CTOKCOBO pacejame€ 3HATHO clla0ujer HMHTEH3uTeTa jep je Opoj Mojekysia Ha
noOyheHuM HHMBOMMa MHOTO Mamwu Hero Opoj Moijiekyla Ha ocHOBHOM HuBOYy (bonmManoBa
auctpudynumja [242]). 3ato ce y PamaHoBoj criekTpockomnuju Hajuenrhe ananu3upa CTOKCOBO pacejame.

AKxo je eHepruja ymagHor 3pauerma OJKcKa €Hepruju eJIeKTPOHCKOT (ArCOpPIILMOHOT) Ipena3a
MOJIEKyJa, UHTeH3UTeT PaMaHOBUX MOJIOBA je 32 HEKOJHMKO PeoBa BeIMUMHE MojadaH. Taj edekaT ce
Ha3MBa pe30HAaHTHO PamaHOBO pacejame [151]. PesonantHa PamaHOBa CHEKTPOCKOMHja C€ YECTO
KOPUCTH 3a MpoyyaBame OMOJIOIIKUX MOJIEKYyJia KOjU arncopOyjy y BHIJBMBO] 00JacTH, Kao IITO Cy
OUTMEHTH W XemomnpoTenHu [247, 248]. Ilpaktuuan mpoOjeM OBe METoJe MpeaCcTaB/ba I0jaBa
¢yopeclieHIje Koja OTe)kaBa a HeKajl U MOTIyHO oHeMoryhaBa Mepewme PaMaHOBHX criekTapa, Kao U
Jerpajanyja y3opKka y3pokoBaHa ancopmiujom. diayopecueHiyja ce jaBjba KaJla ceé HaKOH eKCLUTalnje
Ha BUIIE BUOpAIMOHO CTame MOOYylEeHOr eIEeKTPOHCKOI cTamba MOJIEKYJ Hajupe HepaaujaTUBHO
penakcupa 70 OCHOBHOI BHOpAIMOHOI CTama, Ma C€ 3aTUM EMHUCHJOM JEEKCIUTYje 10 OCHOBHOT
€JIEKTPOHCKOT CTama, MTO je mpukazaHo Ha ciuiu 3.3. Enepruja dmyopecrienije je Tako HIKa O]l
€HEepruje yMaJHoT 3pauera U JSIMMHUYHO 3aa3u y obnacT enepruje PamanoBor CTOKCOBOT pacejama.
Opnnoc unTeH3urera Quryopecuenuuje u PamanoBor pacejama 3aBucuhe o7 ocodrHa MoJieKyia u u3dopa
nobyaue dpexsennmje [243]. Ha caunm 3.3 je paau mopehema nprukasan u BHOpAMOHU TIpeia3 YHjy
eHeprujy nupektHo mepu IR cnextpockonyja.
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Cnuka 3.3. Jlujarpam BUOpallMOHMX Ipeiia3a MOJIEKyJa Koju pe3ynaTyjy PamaHoBuM pacejameMm, IR
arncopnuujoM M (QIyopecueHIHjoM. BUpPTyenHH €HepreTcKM HHUBOM Cy NPUKA3aHH HCIPEKHIAHUM
XOpU30HTAIHUM, a MpaBd IyYHUM XOPH3OHTAIHUM JHMHHUjamMa. Hanomewna: pactojama usMely
SHEepreTCKUX HHWBOA Ha JMjarpaMmy HHCY Yy peaJHUM oJHOcHMa, Beh cy mpuiaroheHa 4nmT/bHBOCTH
nujarpama. BupTyenHu HuUBOM BuOpaldja 3a HajMame jeaH pel BEIMYMHE Cy BUIIM O]l CHEpruje
BUOpalMOHUX mpena3a. McTo BaXum M 3a €HEPrujy EJIeKTPOHCKOI Iperasa, INTO jé M Ha3HauYeHO

MpeKuAMMa BEpTUKAIHUX JHMHHMja Y IpHUKa3y pe3oHaHTHOI PamaHOBOr pacejama U (piyopecueHnmje
[244].

3.9.2. ExcnepuMeHTAIHA MOCTABKA

Cucremn 3a Mepeme PaMaHOBUX cIleKTapa KOpUINEHU y OKBHPY OBE T€3€ CHaaajy y MHKpPO-
Paman cucreme, mTo 3Ha4M /1a je ca PaMaHOBUM CHEKTPOMETPOM KYIUIOBaH MHKPOCKOII, TIPEKO KOT ce
MoOy/THM CHOII 3padema ycMmepasa Ha y3opak. Ilomro je PamanoBo pacejame crmabor MHTEH3UTETA Y
onHocy Ha PejnujeBo, 3a moOyay ce yoOu4ajeHo KOPUCTE JacepH, Tj. U3BOPU MOHOXPOMATCKOT 3payuca
BEJIMKOT MHTEH3UTETa, Kako OM 00e30e1niIy BeUKy TYCTHHY 3padera Ha y30pKy Maie nospuirHe. Ha
crui| 3.4 memMaTcKH je mpuKasaHa oIliITa CTpyKTypa MUKpo-Paman koHdurypamuje. Jlacepcko 3pademe
MIPOJIa3H KPO3 CUCTEM OTIJiefiaa ¥ COUMBA M IPEKO 00jeKTUBa ce (POKyCHpa Ha y30pak. 3padyere pacejaHo
noJ yriaom ox 180° ce mpeko ucTor 06jeKTHBa cakyIljba U OJIBOJIM Y MOHOXpoMaTop. MoHOXpomarop
calp’ku JU(paKIMOHE pelIeTKe Ha KOojUMa Ce€ 3pauemhe MPOCTOPHO pasfBaja NpemMa TaJacHUM
nyxuHaMma. Jludpakuujy omoryhaBajy 3ape3u Ha pelieTku, a OpojeM 3apesa ce peryJiuiile NoBpIInHa Ha
JIETEKTOpY Ha KOjy Majia 3padyeme, Tj. CIEeKTpaIHa pe3oyluja (BUILE 3ape3a 0 MIJINMETpY 3Hauu Behy
pesonynujy). Ca moHOXpomatopa cHom jqoias3u 10 CCD nerexropa (enri. charge-coupled device), rae
ce 0 TOJIOKajuMa Ha Koje majHe ozpelyje meroBa TanacHa ayxuHa A. Kommjyrepcku mporpam Ha
OCHOBY U3MEpEHE TaJIaCHE AYKWHE ITpepadyHaBa €Heprujy J1eTEKTOBAHOT (POTOHA, KOjy OTy3uMa (aKo ce
Mepu CTOKCOBO pacejame) of eHepruje (poToHa jacepa U Tako ce pauyHajy BHOpaimoHe GhpeKBEeHIIH]e
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aHanuta. BuOpaunone ¢pekBeHuuje ce Hajuemhe NpUKazyjy U3paKeHEe Kao TaJlacHH OpojeBH 7Y

jemuuunama cm™. Bpoj ¢poToHa Koju maaHe Ha JETEKTOp MPEJCTaBIba CE KA0 MHTEH3UTET pacejama y
apOUTpapHUM jeTUHHLIAMA.

CCD petexrop

Ap

OINTHYKH CIIEMCHTH

MOHXPOMATop O /

Cuauka 3.4. YipoutheHu memarcku nprkas cucrema 3a mepeme (CtokcoBrux) PamaHoBuX criekTapa
henuja

3.9.2.1. Ypehaj NTEGRA

PamanoBu cnekrpu MRC-5 henuja tpetupanux Hanouectunama CeOz, kao u HeLa u MRC-5
henuja Tperupanux Hanouectuiiama ZnO, mepenu cy Ha ypehajy NT-MDT NTEGRA Prima (NT-MDT,
XonaHauja) y KOH(UTYypaluju Koja oroBapa npukazaHoj Ha ciuiu 3.4. 3a ekcuuTanujy je kopuutheHo
3paueme TajacHe QyXkHHEe 532 NM Koje ce mpeko 00jeKTHBa KOH(OKATIHOI MHUKpOKona (oKycupa Ha
y3opak. CHara Jlacepckor cHomna Ha y3o0pky je omna 0,5 mW. Excniozunmja je tpajana 120 s — 180 sy
3aBHCHOCTH OJ1 KBAIUTETAa CUTHAJI/IIYM 3a JIaTy cepHjy y3opaka. [loHaBibameM Mepema y UCTOj TauKH
TECTHPAHO j€ /1a JIM Ce CIEKTap MEma, Tj. Ja JIM NPUMEHEHN EKCIIEPUMEHTAHU YCIOBH JOBOJE 10
omrehema hennja. CiekTpu cy ce MoKa3aiM CTaOMJIIHUM TOKOM YHMTAaBOT BpeMeHa akBusuiuje. Ha
MOHOXpOMaTopy je kopuitheHna pemerka o 600 3apeza/mm, koja je omoryhuia Meperma ca KOpakoM OJ1
~2,5 cm®, Cnextpu cy Mepenn y obnactu hemmjckor jenpa, a hennje Ha xojuma he ce MepUTH HHCY
OupaHe npemMa HEKOM KpHUTEpHjyMy HIp. MOpQoJoruju uim BenuyuHu Beh Hacymuuno. Ocum henwja,
Ha ypehajy cy m3mepenu u PamanoBu criektpu CeO2 u ZnO, na 6u ce MpoBeprO CBEHTYATHH YILIHB
BUXOBUX MOJIOBa y helmjcke CHeKTpe, Kao M CHEeKTpH Iapaireramolia, paid KaauOpanuje TajacHOT
opoja.

VY3o0puu cy 3a Mepeme npunpeMbeHu Ha cienehn HaumH: henuje cy rajeHe y ¢iaackoBuma y
henujckoj KynTypH, y KojuMa cy ¥ MHKyOHMpaHe ca HaHouecTuliama. HakoH ncreka nmorpeOHOr BpeMeHa
uHKyOa1uje, henamje cy TpUIICMHOM OJJIETJbEHE ca nojyiore, ucnpane PBS-oMm, ¢pukcupane 15 munyrta y
KomepuujanHoM ¢ukcatuBy Roti-Histofix 4 %, jom nBa myTa ucrnpaHe U Ha Kpajy pecyCleHJOBaHE Y
PBS-y. Henocpeano npen mepeme, PBS je nomohy nentpudyrupama oncTpameH, Kako ce Ha HOBPIIUHU
henuja He 6u (opMupanu Kpuctanu conu koju Ou omeranu PamaHoBY crnekTpockonujy, a henuje cy
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HCIpaHe U pecycreHaoBane y jaejoHu3oBanoj Boau. ITo 10 ul hemmjcke cycreHsuje je HakamaHO Ha
wiounity oa CaF2 1 ocTaB/beHO Aa ce OCYIIH Ha Ba3ayXy.

3.9.2.2. Hexomepuujanuu ypehaj 3a 6p3o0 mepeme PamanoBuX criekTapa
henuja

3a PamanoBy criekrpockonujy Hela hemuja tperupanux nanouectunama CeO: kopumtheH je
HekoMmepuujaaau ypehaj passujen Ha mHcTHTyTy Leibniz-IPHT y Jenu (Hemauka) [154]. TToceGny
npuiaroleHocT 3a Mepeme henja 0BOM cUCTeMy JAaje KopHIIheme HMEP3HOHOT 00jeKTHUBA 32 MEPEHE
henuja y Boau, unMe ce moOoJblliaBa OJIHOC CHTHAJI/IIYM, ¥ ayTOMaTH30BaHOCT IpoIieca Meperma, KOju
3ajeqHo omoryhaBajy mepeme W BUIE XWJbajJa henuja y jeqHOM JnaHy. PenaTHMBHO BelWKa IIMpHHA
JIACEPCKOT CHOTIA Ha Y30pKY, Ha ymTpO CIeKTpaiHe pe3oiyije, oMmoryhasa modyhuBame u 1eTeKIujy
PamanoBor pacejama ca unTaBe WiH roToBo unTase nospimae hemmje. Tume ce ocurypasa ga Pamanos
criekTap cBake henvje Hocu HH(OPMALIN]Y O FbE€HOM IJI00ATHOM CacTaBy.

W3riien cucrema je npukaszan Ha ciunu 3.5A. 3a noOyny 3payerma KopuiiheH je jJacep TajlacHe
ayxune 532 nm (DPPS, Lasos, Hemauka), Koju ImpeKko jeJHOMOJHOT ONTHYKOI BJaKHA JOJa3u 0
yCIpaBHOT MUKPOCKOIIA, MPOJIa3d KPo3 MOjaCHO-TIPOIYCHH (PHUITEP KOJUM ce (PUITPUPA CaMO JacepPCKO
3pauce U MPEKOo AUXPOUYHOT ,,NOtCh™ durepa pediekTyje Ha UMEpP3UOHU 00jEKTHB. 3paK ce TaJbe KPo3
COYMBO MMEP3HOHOT 00jekTHBa ca yBenuuambeM 60x (NA 1,0; Nikon, Janan) ¢okycupa Ha paBaH y30pKa.
CHara JTacepcKor CHOIIA Ha y30pKY je 6mna 50 mW, ipu uemy cHom obacjaBa ~10 pm? mospruse henje.
OBako HIMPOK JHjaMeTap CHOIla OMOTYheH je THME IITO JaCepPCKH CHOIl HE OCBET/haBa y MOTITYHOCTH
counBo obOjekTrBa. Bpeme excniozumnmje je omio 0,5 S mo ciekTpy, ogHocHO henuju. PamanoBo pacejame
ce MPHKYIJba MCTUM COYMBOM OOjEeKTHBA, MPOJa3d Kpo3 Apyru ,.notch” d¢urep rae ce omBaja of
JACepCKOT 3pauema U (HoKycHpa Mmpeko axpomarckor 60 MM codrmBa Ha MYJITHMOJAIHO je3rpo, Koje
BOJIM CHTHAII y crieKTpoMeTap ca pemerkoM o 400 3apeza/mm (IsoPlanel60, Princeton Instruments), u
nerekryje ce mpeko CCD aerexropa (DCC1645C, Thorlabs, Germany). Criektpanna pe3oyiiyja je ouia
9cm™.

AyTOMaTHU30BaHOCT Mepewma OMoryheHa je MOTOpU30BaHMM CTOYMheM MHKpOCKoma H
IporpaMMpaHuM MOCTYIIKOM 3a Iperno3HaBame henuja Ha y30pKy. Y30pak ce mocraBjba Ha CTounh Koju
je mokperan mo X 1 Y OCH ¥ MOBE3aH ca ayTOMAaTU30BaHUM Z HOcadeM Koje oMoryhasa mokperame mno Z
ocH, OJJHOCHO (hOKyCHpame CHOMa Ha y3opak. Hajmpe ce y3opak ca qome cTpaHe ocBeTsbaBa 6einom LED
ceernomthy u ,,bright-field” cnuka (omrmuka ciuka) y3opka ce jgerektyje momohy CCD kamepe.
Anroputam o6palyyje 100MjeHy CIHMKY Ha OCHOBY Koje JAeTeKkTyje henuje u 6enexu ibuxoBe KOOpAUHaTe,
npema kojuma he ce crounh Tokom PamMaHOBe CIEKTPOCKOTMH]E KpEeTaTH U pacejame ca cBake oj henuja
he outu mMepeno (ciuka 3.5b). [lerasban onuc aaropuT™a 3a aetekiujy henuja nyoiaukosanu cy Schie u
capagauny [154].
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(A)

Cumka 3.5. (A) [Tnatdopma 3a ,,high-throughput “ mepema (0p3a Mepera Ha BenukoM Opojy y3opaka)
PamanoBux criektapa henuja: (1) jennomomHO onTHuko BiakHO (eHri. single-mode fiber, (2) ynas Bnakua
y konumatop, (3) nojacHo-npomycuu dunrep (enrn. band-pass filter), (4) nuxpoudnu ,,notch™ punrep,
(5) umep3uonu 06jeKTUB (3a BOAy), (6) mocTosbe 3a y30pak, (7) Hocay 3a Z-MO3ULIMOHHpae, (§) Hocaun
3a mokpeTame 1mo X, oxHocHO Y ocw, (9) ,,notch® ¢unrep, (10) quxpouuto orienano, (11) kamepa 3a
CHUMambEe y CBETJIOM I0JbY, (12) axpoMaTcKko counBO 00jeKTUBA, (13) BUIIIEMOTHO ONITUYKO BIAKHO, (14)
cnekrpometap. (b) Cnuka nerekroBaHux henuja moj CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM; KOOPJIMHATE LIPBEHO
o0eNeXKeHNX Tayaka ce 4yyBajy U KOPUCTE 3a MO3ULUOHUPAkE Y30pKa y OJJHOCY Ha JacepCKH CHOIN NMpHU
Mepewy PamanoBux criekrapa. Ciika npey3sera u npepaljena u3 [154]).

VY30pax je 3a Mepeme npunpeMibeH Ha cienehu HauuH: henuje cy rajeHe y ¢puiackoBUMa, IOTOM
OJIJIETIJbEHE ca TMoJIore momohy TpuricuHa u (PUKCUpaHe Ha HauYMH onucaH onesbky 3.9.2.1 (PamanoBa
criektpockonuja Ha ypehajy NTEGRA). Hemocpentno npen mMepere, Ha tiouuie ox CaFz HaHeceH je
cJ10j monu-L-nmu3uHa Koju mo0oJbIaBa aaxe3u]jy hemnuja 3a moyiory ¥ HAKOH HEKOJIMKO MUHYTA, TUTOYHUIIe
cy npebaueHe y KoMopy 3a Mepeme. KoMmopa je ucnymweHa 1ejOHM30BaHOM BOJIOM, a 3aTHM j€ Ha IJI0YMIIE
10/] BOJOM IMHUIETOM NMaXkJbHUBO HaHeTa henujcka cycnensuja. Oxko 30 MuHyTa je Ouiio 10BOJbHO 1a henuje
NaJHy ¥ CTaOMIIU3Y]jy c€ Ha MOAJIO3H M y30paK IOCTaHe ClpeMaH 3a Mepewme. Ocum henuja, MmepeHu cy
1 PaMaHOBHU crieKTpu mapareramosia ¥ CBETJIOCTU KaMOpalmoHe JlaMIie, pajyd KaauOpaluje TaJacHOT
Opoja, OJTHOCHO MHTEH3UTETa helaujCKUX CreKTapa.

3.9.2.3. UuTepBaN Mepema

Crektpu cy Mepenu y omcery (68-3829) cm™, ommocro (200-3760) cm™, y 3aBucmoctn on
ypehaja Ha kKoM cy MepeHH W ymoTpeOsbeHe pemierke. CBU Cy aHAIM3UPAHH Y NPUOIMIKHO HCTHM
CIeKTpalHUM permonuma: T3B. ,fingerprint“permony, (600-1800) cm? xkox cmekrapa ca
HeKOMepIHUjanHor cuctema, ogaocHo (700-1800) cm™ kox cnekrapa ca NTEGRA cuctema, U peruony
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BHIINX TaJacHUX Gpojesa, (2600-3200) cm™ kox HekoMepiHjamHOT cucTeMa, ogHocHO (2700-3600) cm”
! xom NTEGRA cucrema. Paqu jenHocTaBHHMjer W3narama M JUCKYTOBama pesynTara, ,fingerprint“
peruoH he OUTH 03HAYEH y OBOj JUCEPTALMjU Ka0 HUCKO(PPEKBEHTHH, HACYIIPOT APYT'OM PETHOHY, KOjU
he Outn o3HayeH kao BucokoppexBeHTH. Benuka Behnna henujckux PamaHoBuX MOA0Ba, IPUIIHCAHUX
HYKJIEMHCKUM KHCEJIIMHUMA, AaMUHOKHCEIMHAMa, NPOTeMHUMa, JIMIOUIAMA UTHA, jaBjba c€ Yy
HUCKO(DPEKBEHTHOM pEruoHy, Ma Cy y HEMy OuYeKHBaHE Haj3HAuyajHHje MPOMEHE WHAYKOBaHE
nanovecturiama [160]. BucokodpekBeHTHH peruoH henmujckor PamMaHOBOr CIEKTpa CaipskKd 3HATHO
Mamu Opoj MomoBa mopekioM of Bubparnuja CH, OH u NH rpyna koju HUCY cienududHu cTporo 3a
henujcke monexyie. MehyTuMm, panuja HCTpakuBama Cy MOKasaja J1a ce OJJHOC MHTEH3UTETa MOJIOBA Y
OBOM Jieny PamaHOBOT cIleKTpa MOKE KOpeIucaTh ca OJHOCOM cajpikaja JUMHAAa U MPOTeHHA Y
henujama, ka0 M Ja OBaj PErHoH IOKa3zyje HM3BECTaH AMjarHOCTHYKMA NOTEHIMjad y PamaHoBoj
CIIEKTPOCKOMHUjH TKHBa [249].

3.9.3. O6pana PamanoBux cnekrapa heanja

Hakon mepema PamanoBHX criekrapa, HEONMXOIHO je Mpohu Kpo3 mpolece HHXOBE OCHOBHE
obpajne (eHry. pre-processing), kako OW aHanM3a cCrekrapa Owia perneBaHTHa. llenokyman ,,pre-
processing “ je pahen y nporpamy R, kopumnthemem nakera hyperSpec [250] hyperSpec je nanpaBiben
CIICIjaJTHO 32 MAHMITYJIHCAhE XUIEPCIIEKTpAITHUM noaanma. Omoryhasa 1a ce CHpOBH CIIEKTPH yBE3y
y IporpaMm u OpraHusyjy y oojexre crenududne ctpykrype. hyperSpec objekar Moxke caapKaTH jean
WJIM MHOTO CIIEKTapa KOju Jeje 3ajeAHNUKy X-0cy, y3 IpuaApyKeHe HH(POpMaIje U eKCIIePIMEHTAIHE
Oenemke. TakBa cTpykTypa omoryhaBa mnpuMemHBame OIlepanyja Ha BEIMKA Opoj CIieKTapa
HCTBPEMEHO, IITO OJIAKIIaBa MaHMITYJIMCAalke BEIMKHM ceToBuMa mnopartaka. Ctpykrypa hyperSpec
o0jexTa aTa je Ha ciuiy 3.6. Y 0BOM MakeTy HamnucaHe ¢y OpojHe (pyHKIMje U cacTaBJbeHH alIrOPpUTMHU
3a OCHOBHY 00pajy CIIeKTapa, ajli 1 3a lbUXOBY CTATUCTHUUKY aHAIM3Y.

b——nwl =8 —
| | | | | | | | |@wavelength

$x|3$y $spc @data

F— nrow =6 —

f———1ncol = 3 —

Cauka 3.6. Ctpykrypa mogataka y hyperSpec oGjexry. Ilpukasan je objekar Koju ce cacTtoju u3 6
CreKTapa, 01 KOjuX CBakH cajap:ku 1mo 8 tagaka (NWl = 8). O6jexat nma 6 peaosa (Nrow = 6) u 3 KoJIoHE
(ncol = 3). V npBe aBe KOJIOHE CMEMITEHHU CY MOAIN KOJH OMUCY]y CIeKTpe (Kao MITO CY ’BbUX0Ba HMEHa
1 JIOKAIMje ca KOjUuX Cy YYMTaHH y Mporpam), a y Tpehoj ce Hamasu MaTpuila Koja caJp>Kd HHTCH3UTETE
MOJIOBa y CIIEKTpY. JemaH pea MaTpuile HOCH MHTEH3UTETE Y CBUM TayKama 3a jelaH CIeKTap, a jeaHa
KOJIOHA HOCH MHTEH3UTETE Ha jeJIHOj TallaCHO] JYKUHHM 3a CBe CIieKTpe y 00jekry. Cinka mpeysera u3
Tytopujana 3a hyperSpec [250].

,,Pre-processing” PamanoBux criekrapa henuja je o0yxBarao: 1) ykiamame ,,criajkoBa‘“ (€HII.
spike) Tj. HeXeJbeHHX YIUTMBAa KOCMUYKE paaujanuje y PamaHOoB criekTap, 2) KaliuOpanujy TaiacHOT
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Opoja ¥ MHTCH3WTETA, 3) MHTEPIONAIH]Y, 4) yKIamamke mo3aauHcKor curaaia (enrt. background), 5)
HOpMHpamke MHTeH3uTeTa. Ha ciumum 3.7 mpukasanu cy pesynrata oOpange henmujckux PamanoBux
CIIeKTapa y Kopauuma.

3.9.3.1. Ykiaamame ,,ciajkoBa®

CrnajkoBH Cy YKIOHECHH IPOIICTyPOM KOja MoJIpasyMeBa UICHTH(UKOBAKHE U YKIIAmhakhe ITHKOBA
KOju ce o PamaHOBMX MOIIOBa pa3iMKyjy IO HW3Pa3sUTO BHUCOKOM HWHTEH3UTETY W BEOMa MaJUM
MpUHaMa, a 4dje Cy MO3UIHje Y CIIEKTPY HacyMHu4He. Tauke y crekTpy u3Mel)y KOjux je Crajk yKIOHmEH
[OBE3aHe Cy HAKHAIHO MHTepIojanujom momohy dyukiuje spc.NA.approx us makera hyperSpec.

3.9.3.2. Kaaubpaumuja

KanubOpanuja TtamacHor Opoja je BpuieHa mpeMa PamMaHOBMM CHEKTpUMa CIpaIleHOT
naprieramona (ameramuHoden, Sigma-Aldrich), a wuHTeH3uWTeTa mpeMa EMHCHOHOM CIEKTPY
kanuoOpanuone Bosndpam-xanorene samie (Kosi, CAJl). Ha moyeTky u Ha Kpajy CBAaKOT MEPHOT JaHa
M3MEPEHO je MO0 HEKOJMKO CIeKTapa Iapareramoja, OJHOCHO JamIiie. YCPEeImbCHH KaauOpalnuoHH
CHEKTpH cy KopulitheHu 3a kanuOpaiujy henujckux crekTapa U3MEepeHHX UCTOT JIaHa.
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Cauxa 3.7. Pesynratu ocHoBHe oOpage PamanoBux cnekrapa Hela henuja mepeHux Ha
HeKkoMmepuujaaHoM ypebhajy. Panu mperienHocTd mpHkaszaH je caMO HHCKO(PEKBEHTHH pervoH 50
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HAaCyMHUYHO H3a0paHuX crektapa. PamanoBu crnektpu HakoH: (A) kamuOpanuje, (b) omy3umama
no3anuHckor curHana merogqoMm EMSC, (B) cenexuuje cnektapa, (I') omysumama 0asHe JIuHHjE U
HOpMHpAmba.

[Tapareramol je HApOYHTO MOTOAAH 32 KATMOPaIlnjy KOMIUIEKCHHX CIIeKTapa jep meroB Pamanos
CIIEKTap CaAp KM BEIMKH Opoj MOJIOBA y IIUPOKOM OIICEry TaJacHUX IYXKHHA, IITO KaTHOpauuju naje
BEJIMKY TMOY3IaHOCT. Y OBOM paay je 3a KanuOpanujy kopuimiheno 17 mojoBa mapareramoina y
HUCKO(PEKBEHTHOM U 2 MOJa Y BUCOKO(PPEKBEHTHOM CIIEKTpaaHOM pervony. Kanubpamwuja je pahena
npemMa alropuTMy Koju oOyxBarta ciienehe kopake: Mepeme PamaHOBOr criekTpa mapareramoda,
BU3YCJIHY HJICHTU(PHUKALU]Y MOJOBA H3MEPEHOI CIIEKTpa ca peEepeHTHUM MOJOBHMA M3 KaTaJOIIKOT
criektpa napareramona [250], nonespuBame Ta4HOT (KaTaJOMIKOT) TAJIACHOT Opoja MICHTU(PHUKOBAHUM
MOJIOBMMA, MOJIMHOMCKY KallMOpallijy M3MEpPEHOr CIIEKTpa mapareramoia, 3aMeHy X oce hemmjckux
criekTpa X 0coM KaJaHOpHCaHOT CIIeKTpa MapareTaMolia.

KanuOpanuja mHTEH3UTETa je BpIlIeHa TAaKO IITO j€ IPBO U3MEpeH PeEePEHTHHU CIIEKTAp JIaMIIC 1
MOJIEJbCH Ca EMUCHOHUM CIEKTPOM KOjH Jaje crernuduKaimja mnpousBohava jamrme, a 3aTHM Cy
no0ujeHOM (PYHKIIM]OM MOJE/bEHN OCTAIN EKCIIEPUMEHTAIIHU CIIEKTPH.

3.9.3.3. UuTepnonanuja

Kako 0u ce Ha criekTpe MepeHe pa3InYUTOr JaHa U KaMOpucaHe y OAHOCY Ha pa3inuuute X oce
napareTraMosia MOrje MPUMEHUTH UCTe ollepalyje Yy IHby HHUXOBE aHajau3e, Ouia je HEeomxojHa
MHTEpIoJallja CBUX CIIEKTapa Ha jeIMHCTBEH MHTepBaJl TaJlacHUX OpojeBa Ha X ocu. McToBeTHOCT 1Ba
MHTEpBaJIa 3Ha4M Jla UMajy UCTH MOYeTaK U UCTH 3aBPIIETAK M Jla Cy CBE TauKe YHyTap JBa HHTepBasa
ucre. MuTepnonanuja je BpuieHa nomohy ¢ynkuuje spc.loess u3 nmakera hyperSpec. Osa pyHkuuja y3
MHTEPIIOJNAIIN]Y HCTOBPEMEHO BPIIU paBHame (€HIII. SMOOthing) criekTapa, Tj. yKIamame [ryMa. Y I1a3Hu
napameTpu QyHKIMje Cy OYeTHA U Kpajia BPEJAHOCT TallaCHOT Opoja Ha X OCH U KOpak Koju ofpelhyje
IIPOCTOPHO pacTojame u3Mel)y aABe Tauke y CeKTpy. BUTHO je 3a7aTu Kopak KOjUM Ce MOCTUXKE KEJbEHO
CMambEeHe IIyMa, ajld TaKko J1a ce He YTUYe Ha MHTEH3UTeT PaMaHOBHX MOJOBa M HE YHECY BEIITaukKe
IIpOMeHe y BUOpaIoHy MHpOpMalnjy Kojy CIeKTap HOCH. Y OBOM pajy KOpakK 3a MHTepHoJalujy je
MOCTaBJbaH TaKo Ja Oy/ie MPUOIMKHO JeIHAK CIIEKTPATTHO] PE30JIYIIH]U, T€ j€ paBHAHE OMII0 MUHUMAITHO.
TuMme je U30€THYT HEraTUBaH yTHIIA] HHTEPIIOJIAI]e, a TOCTUTHYTO j€ Jla CIIEKTPH 100HMjy JeIMHCTBEHY
OCy TajacHUX OpojeBa.

3.9.3.4. Ykiaamame N03aJMHCKOI CUTHAJIA

Y PamaHOBO] CIIEKTPOCKONHMjU OMOJIOIMIKMX y30paKa, MoceOHO KaJl ce KOPUCTE JacepcKe JIMHHje
U3 BUJJBHMBOT JIea CIEKTpa, (uIyopecleHyja je y Mamboj win Behoj Mepu He3aoOusa3aH HeXeJbeHU
edexat. Pazior je mro 6HoNOMmKH y30pIH caapxe OpojHe duryopodope, Kao mTo Cy (IaBUHCKE WU
noppupUHCKe rpyre, Koje arcopOyjy y odmactuma O1MCcKUM eHepruju noOyiHe nacepcke junyje. Mcre,
T3B. yHyTpalme (ayopodope n0BoAe OO HeXeJbeHE ayTo(iyopecleHLMje y MeToJaMa Koje ce
3aCHUBAjy Ha (IIyOopeclieHTHOM obesekaBamy, Kao IITO je MpoTouHa nuTodiayopumerpuja. 300r Tora
je, y OmmTeM ciyd4ajy, YBEK HEONXOJHO MUHHUMM3HpATH JONpHHOC QuryopecueHnuje PamaHoBUM
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crextpuMa henmja. dIyopecneHIyja 1aje CUTHAN BeIUKe IMMUpHHE (HEKOIMKO CTOTHHA CM™Y) 1 BUCOKOT
MHTEH3HUTETa KOjU C€ CIIOPO MEHa, Nla ce YOOU4ajeHo anpoOKCUMHpPA ITOJIMHOMOM N-TOT pe/ia ¥ Kao TaKBa
OIy3MMa Off OPUTHMHAIHOT CHeKTpa. Taj HauMH Oay3MMama IMO33JWHCKOT CUTHAlIa Y OBOM paay
npuMemeH je Ha crektpe mepeHe Ha ypehajy NTEGRA, u 1o 01BOjeHO HAa HHCKO(PEKBEHTHH U
BHUCOKO()PEKBEHTHU PETUOH, 300T BEMKE pa3lIMKe Y UHTEH3UTETY M OOJIMKY OBa J[Ba peruoHa. Pernon
Koju ce Hanmasu m3mel)y mBa momemyta permona, (1800-2700) cm™, je usyser u3 amamuse, momTo
henujcku criekTap y TOM peruony He cajapxu nnpopmatuBae Pamanose monoBe. [lo3aauncku curnai je
anpOKCUMHUpPaH JIMHEApHOM (YHKIHMjOM jep je Kpo3 paJoBe y OOJacTH TOKa3aHO Ja OIy3WMambe
MOJIMHOMA BHIIET peia MOJKE J1a YHECE BEHITaYKe Pa3jINKe Y eKCIIEPUMEHTAITHE CIIEKTPE.

OcumM dayopecrieHIyje, mo3aAMHCKA CUTHAJI YMHE U IpyTa HecnenupuvHa pacejama, Kao IITo je
KBa3HMEJIACTUYHO pacejare ca HAaHOYECTHIA, IITO je MOCEOHO OWII0 M3paKEHO Yy CIeKTpuMa henmja
Tpetupanux Hanodyectuama SPRT-CeO». 360r Tora je mporeaypa 3a yKiamame M03aJMHCKOT CUTHaIA
KoJ oBUX henuja npunarohaBaHa U leH UCXO/I j€ Ha CBAaKOM 00pal)eHOM CHEKTPy CTPOTrO KOHTPOJIHUCAH.

Kon crniekrapa MepeHHX Ha HeKoMeplrjaaHoM ypehajy y BomeHOj cpenuHu, ocuM (yopecleHIrje u
HecTenn(UIHOT pacejama, Je0 M03aAMHCKOT CUTHAJIa J0JIa3H U OJ1 pacejama ca MOJIEKyJa BoJie. Y OBOM
ciydajy npumemrseHa je mpoueaypa EMSC (enrn. Extended Multiplicative Scatter Correction) 3a
VKJIamame M03aJUHCKOT curHanma. OBaj METOJA je OCMHIIJBEH CIICUHjaTHO 3a KOPEKIH]y CIIOKCHOT
033 JMHCKOT CHTHaJIa y BUOpannoHum criektpuma [251]. dyHkuuja emsc je umiuieMeHTHpana y R maker
cbmodels [252]. 3acuuBa ce Ha ¢uTOBaky JHHEApHE KOMOWHAIWje yHampea AeGUuHHCAHUX
pedepeHTHHX MmoaTaka Ha OPUTHHAIHH CIICKTap METOIOM HajMambKX KBaapaTa, mo moaeny [253]:

S(H=a+b -m@+d, -+ d,  ¥2+--+ d, - 7"+ (@),

r1e je S OpUrHHAIHHU CIEKTap KOju ce Mojenyje mpema pedepeHtHoM criekTpy m(V). PedepentHu
CIIEKTap je almpoKCUMallija UIeaIHOT clieKTpa 6e3 mo3aauHckor curnaina. [lapamerap a onpehyje edexar
0a3He NMHHUjEe (3aBUCH O] JETEKTOpa), a pe3uayall € OINHUCyje HeMojenoBaHe e(dekTe, Tj. ocTale
Hecrenn(uIHe JTOTPUHOCE OPUTHHATHOM CIIEKTPY, YKJbydyjyhu u mym. Cpenumimu u3pazu dq -V +
d, - V> 4+ -+ d, - " npencTaBibajy NMOJIMHOME KOjU OMHCYjy HEKOHCTaHTHE JONMpPHHOCE 0a3HOj
JUHHUJHU, Kao mTOo Ccy (iyopecleHirja, pacejame Ha CYyINCTaHIM pacTBapaya u ci. [lapamerpu a, b u
dq ... dyce padyHajy Kao Koe(QHUIMjeHTH (HUTOBama METOJIOM HajMamHMX KBajapara. Ha ocHOBy
napamerapa oapeljeHnx u3 GpUTa OpUTHHAIHE CIIEKTPHU ce Kopuryjy y Sy ( ) mpema uspasy

S(V—a—dy - T—dy - 72— — dy - 7" — e(D)
- .

Sk(ﬁ) =

OcnoBuu Mozienn EMSC ce Moxe npoIupuTi yBoh)emheM 101aTHUX M3pa3a KOjU OMUCY]yY Apyre Mo3HaTe
M3BOpPE BapujaOMITHOCTH Mel)y ClieKTprMa HpesIeBaHTHE 3a IUJb U MIPEIMET aHau3e.

[Ipouenypa EMSC nonpasymeBa Ja Cy Mmo3HaTe KOMIIOHEHTE KOje J1ajy MO3aJUHCKU CUTHAT Y
BHOPAIIMOHOM CHEKTPY, OJHOCHO FHbUXOBH BHUOPAIIMOHM CHEKTPU. Y Ciyyajy henmjckux crekrapa
MEpEeHUX Yy BOAH, Omio je morpeOHo mpBo m3Meputu PamanoB crniektap Boze. Takohe je 3a usBoheme
npoueaype norpedaH CHeKTap 4HMCTe CyICTaHIle, KOjy OMCMO y OBOM Cyd4ajy MOIJIM Ja Ha30BEMO
uneanHom hennjom. ¥ Ty cBpxy, npso je npoueaypa EMSC u3Benena ¢utoBameM cleKTpa BOJAE Ha
OpUTHHAJHE CHEKTPE W OIy3MMameM HEroBor jgomnpuHoca. Opx pe3ynryjyhux crmekrapa, Ha OCHOBY
eMIIMPUJCKOT MCKYCTBa M3a0paH je jelaH Koju Ou OAroBapao CHEKTpy HjaeanHe henuje U o mera je
033 IMHCKU CUTHAJI TTIOPEKJIOM 0] GIIyOpecIeHITH]e 01y3eT PUTOBakEeM Oa3HE JIMHU]E TIOJTMHOMOM WJITH
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nomohy hyperSpec ¢yukuumje spc.rubberband. Taj cmekrap je o3maueH kao pedepeHTHH, Tj. Kao
arnpoKCcHMaIija CrieKTpa uaeanHe henuje. 3aTUM Cy OpUTHHAIHM CHEKTPU (UTOBAHU TOpPE OMUCAHOM
METOZOM HajMamHX KBajapara. Koeguuujentn no6ujeHn y (GUTOBamy IMOMHOXKEHHU Cy Ca CIIEKTPOM
Mo3aJIMHEe W MPOM3BOJ j€ Oy3eT O] OpPUTHMHAIHMX criekrapa. Kao pesynrar, J0OHMjeHH Cy CHEKTpU
ocnobohenu nonpuHoca Boje, GryopecieHirje u APyror HeCnenuPUIHOT pacejama.

3.9.3.5. HopmMupame HHTEH3UTETA

[{uss HOpMEpamba je Ja ce pa3iuKe y HEeOKYITHOM HHTEH3UTETY CIEKTapa Koje MOTUYy OJ1 jaunHe
CHTHAJIa, TP aHAJIM3U HE ypauyHaBajy Kao J1eo BapujabmiHocTu Mel)y criekTpuma. Y Ty CBPXY CHEKTpU
cy HopMupaHu iomohy ¢yHkmmje rowMeans, Tako MITO je UHTEH3UTET CBAKOT CIIEKTPa MOCIHEH CBOJUM
yCpEeAEeHUM UHTETPATHUM HWHTEH3UTETOM.

3.9.3.6. Cesiekumja cnekrapa

Ycnen ayroMatu3oBaHOCTH Mepema y ciydajy ,.high-throughput” cucrema, mehy hemujckum
CIIEKTpUMa IIOCTOj€ OHH y KOojuMa nomMuHupajy PamanoBu monoBu Bozae, CaF, n paznuuntux Heuncroha,
Kao0 ¥ CIIEKTPHU KOJ KOJUX j& U HAKOH 00pajie M3y3eTHO BUCOK JOMPHHOC IyopecieHIuje. 300T Tora ¢y
HOpPMHpaAHH CHEKTpU yropehern ca n3aOpaHuM pedepeHTHHM CIIEKTPOM M HAa OCHOBY HM3padyHATOT
[TupcoHoOBOr KOpenamyoHOr Koe(UIMjeHTa W3 Jajbe aHalu3e Cy HCKJBYYeHH CBH CIEKTPH ca
koepunujentom < 0,9. U3 uzabpanux crekrapa cy U3/1BajaHd HUICKO(PPEKBEHTHU 1 BUCOKO(PEKBEHTHU
PETHOH M BUXOBe 0a3He JHHHUje Cy Jajbe KOPUTOBaHE MOJMHOMOM IIPBOr pena. Pernonu cy moHoBo
CIIOj€HH TaKO J1a YuHe jesaH crnekrap. CBH clieKTpu Koju he OuTH aHanu3upaHu 3ajeIHO HOPMUPAHU CY
Ha Ha4MH ONKCaH y noriasspy 3.9.3.5.

[TomTo y cmyuajy crekrapa mepenux Ha ypehajy NTEGRA Huje xopumhen anropurtam 3a
unaeHTuukanyjy henuja, Kopak celeKIMje je BpIIEH Ipe IpoLecHupama CHeKTapa, T CIEKTpU ca
M3pa3UTO BHUCOKOM (DIIyOpECIeHIIMjOM WM W3pa3uTO BUCOKMM HHTeH3UTeTOM MozaoBa CaFz cy
WCKJbYYUBAHH OJIMaX HAKOH MEpema.

3.9.4. Anaau3a ycpeamwennx PamanoBux cnekrapa heamja: onpehusame
HHTeH3uTeTa PaMaHOBHX Mo10Ba

MonoBu y PamanoBoM ciekTpy ce yoouuajeHo MaTeMaTUyKy onucyjy JIopeHoBoM GyHKIHjoM,
T3B. JIOPEHITH]aHOM OOJIMKA:

Io

il

w— wo)z
r

I(w) =

)

1+ (

rze je I; nHTeH3UuTeT NuKa y GyHKUUjU PpeKBeHlHje w, [} MaKkcuMaaHa aMIUTUTyAa TUKa, W O3UI1ja
nuka, a [ monymmpuna [254]. Ilpu ¢puTtoBamy kpuBe PamaHoBOr criekTpa 0BOM (PYHKIIMjOM 3a CBaKu
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MOJI ce MOojeIaBajy BpemHocTH mapametapa Iy, wo u ' Mok ce He mocturHe HajOosba moryha
anpokcuMaija puToBaHe KpUBE Ca €KCIIEPUMEHTATHOM.

Onwucana merona je kopuinheHa NMpH aHAIM3W MMPOMEHE MHTEH3UTeTa PaMaHOBUX MO/OBa Y
BUCOKO()PEKBEHTHOM pETHOHY YCpeOmheHHX PamaHOBHX crekTapa. [loBpmimHa wuCHoj —KpuBe
yhUTOBAHOT MOJa y3MMaHa je Kao MHTETPaHW WHTEH3UTET Jnaror moxaa. Ha cimmm 3.8 npukasaH je
pesyarar puTOBama JOpeHIMjaHuMa KouTpoaHux crekrapa HelLa (A) u MRC-5 (B) henuja.

Bucoko(pexkBeHTHH CIEKTpadHH PEruoH HHUje OoraT MOJOBMMa Kao HUCKO(PPEKBEHTHH, a
MO3UIMj€ MOJOBa Cy YIJIABHOM M00pO TO3HATE W BU3YEIHO PEIATUBHO JIAKO YOUYJbUBE, IITO j€
00e30eauiio Moy3aaHe IMojia3He mapameTpe y mporenypu ¢uroBama. HuckoppekBeHTHH pErHoH je,
MehyTuMm, Beoma Gorar MOJOBMMa KOjU C€ Mpekiamajy, 300T dera HUje Moryhe Ha Moy3JlaH Ha4MH
U3BpIIUTH (QuUTOBake BehwmHE MOAOBAa. Y OBOM CIydajy, 3a BPEJHOCTH HWHTCH3UTETA MOJIOBA Y
YCpEeAEeHUM CIIEKTPUMA y3MMaHa je BUCHHA MTHKA.

®  yCpenmeHH ®  YCpPEIeHH
(A) 2033 cnexrap HelLa (B) 2031 cnekrap MRC-5
: ®ut nuka 1 0.016 4 2910 Dut nuka |
0.015 1 ®ut nuka 2 1 Y @ur nuka 2
®ut nuka 3 0.014 4 2879 ®ur nuka 3
. ®ut nuka 4 . 1 i @ut nuka 4
;ﬁ[ 289 —— duT nuka 5 U.l:(_i 0.012 4 : 2965 —— @uT nuka 5
o ] ®ur nuka 6 o 1 2850 4 : dur nuxa 6
£ 0010 28?5 :972 —— ®wur nuka 7 & 0.010 i —— ®ur nnka 7
5 KyMYJIaTHBHH 5 1 KyMyJIaTHBHH
g 285 pesynTar GpuTOBabA E 0.008 3002  pesyarat duTOBama
5 i 5 1 '
= £ 0.006-
= 0.005 - ~ ]
0.004
0.002 1
0.000 = i 0.000 - ; =4 .
2700 2800 2900 3000 3100 @ 3200 2800 3000 3200
Tanacuu 6poj (cm™) Tanacuu 6poj (cm™)

Cauka 3.8. ®OuroBame BHUCOKO(DPEKBEHTHOT PETHOHA CIEKTpallHE KpHBE yCpeameHUX PamaHOBHX
cnekrapa (A) HelLa, (b) MRC-5 henwyja.

3.9.5. MyaTuBapHujaHTHa CTATHCTHYKA aHAJIM3a PaMaHOBHX criekTapa

PamanoBu Mos10BM hennjckux criekrapa moTudy oJ1 BuOpaiuja GyHKIHOHATHUX TpyIia Koje yiase
y cacTaB pa3IM4YUTUX Mojekyina. Ciean a MpoMEeHa WHTEH3UTETa jeHOT MOJia MOKE yKa3WBaTH Ha
MPOMEHE y 3acTymbeHocTH Beher Opoja Moiekyna/koHpopmarrja, 10K, ca Apyre cTpaHe, MpoMeHa y
3aCTYIJBEHOCTH jeTHOT MOJIeKya/KoH(opMallije J0BOAM 0 MPOMEHA HHTEH3UTa Beher Opoja Mo 10Ba.
Takohe, Benuku Opoj MOJIOBa C€ CaCcTOjU M3 BUIIE MambUX MOJOBA PA3IMUUTOr MOPEKIIA, TaKO /1 je U3
CHeKTpa Moryhe opeiuT caMoO HUXOB 30MPHU MHTEH3UTET. 300T TOra Cy MeToj/ie MYyJTHUBapHjaHTHE
CTAaTUCTUKE 3HATHO TMPUKIATHU]E 3a aHalu3y BHOpAallMOHWX CIekTapa henwja Hero mopeheme
WHTCH3HUTETA 10jeTMHAYHUX MOJIOBA.
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Merone MynTHBAapHjaHTHE CTAaTUCTUKE aHAIM3Upajy oOO0jeKTe W Tpyme objekara Koje
KapakTepuine Behn 0poj MPOMEHJbUBUX M 32 IIMJb MMAjy W3JIBajarbe MPOMEHJPUBUX YHjE€ CE€ MPOMEHE
CHUMYJITAQHO Jemanajy. IIpomMeHe mMory OWTH TOJIHMKO Maje aMjHTyAe, Ja OM ce HUXOB 3Hauyaj 0e3
MYJTHBapHjaHTHE CTaTUCTHKE MpeBHaco. Hekum ayTtopu HaBojae JbYACKO JMIE Kao a00ap Mojen
MYJITUBapHjaHTHOT O0jekTa, oOjammaBajyhu ga aBa JbyJCKa JUIa HE MOpajy MMATH Pa3auduTy 00jy
ouMjy ¥ OOJIMK HOca Ja OM WX JIPYTrH JbyIU CaBpIIEHO pa3iukoBanu mehy cobom, Beh ce cymruHCcKa
pa3iiiKka MOXE OINIeaTH y HH3Y JPYIuX, Mame YOWbMBHX mpoMeHJbuBUX [255]. Ilpucryn
YHUBapHjaHTHE CTaTUCTUKE O OWII0 ynopehuBame jeTHOT o jeHOT yHamnpes oApeheHor mapaMmerpa,
MOYEB OJ1 HAJyNeyaTJbUBUjUX, Y LWIbY AeduHUCama pa3iuka. MylTHBapujaHTHA CTATHUCTHKA, MAaK,
aHaJIM3UpPa IPOMEHE CBHX IapaMeTapa CUMYJITAHO U Ie(UHHILE OHE KOjU YNHE PA3IIHKY.

Y cBpxy nepuHucama npomMeHa PamaHOBUX criekTapa henuja y3pOKOBaHUX J€jCTBOM
HAHOYECTHUIIA y OBOM paiy je KopuirheHa MyJITHBapUjaHTHA METOJIa AaHAIM3E TJIABHIUX KOMITOHCHTH WIJITH
PCA (enru. principal component analysys). Heke ox MeToa My ITHBapHjaHTHE CTATHCTUKE CITYKE 11 Ce
HampaBu Mojzed 3a mpenBubame NPUIIATHOCTH jeIHOT o0jekTa (HIp. cmekTpa) oapeheHoj rpymnu
o0jekaTa. Y Ty CBpXY, Yy OBOM pajy Cy KopHIIheHe JHHeapHa perpecuja MeToI0M HajMambHuX KBaapara
win PLS (enru. partial least squares regression) u jimHeapHa ITMCKpUMHHAIIMOHA aHam3a (eHri. linear
discriminant analysis).

3.9.5.1. PCA

PCA ce 3acHuBa Ha peayKUMju TUMEH3MOHAIHOCTH, Tj. Ha TpaHcopmaluju Belukor Opoja
IIPOMEHJBUBUX Y MamU Opoj HOBHUX NPOMEHJBMBHMX KOje Ha aJeKBaTaH HauuH omnucyjy cucrem. Ha
KOHKPETHOM IIPUMEpY, CBAKa OJ1 BUIIIE CTOTHHA TauyaKa jeTHOT CIIEKTpa PeACTaBiba jeIHy IPOMEHIbUBY,
aJli HUj€ CBaKa OJ] lbUX 3HA4ajHa 3a ONMCUBAmbE pasinKa n3Mely crekrapa TpeTUPaHUX U HeTPEeTUPAHUX
henmmnja. PCA yna3zHe npoMeHJbUBE NMpHUKa3yje NMPEeKo BHUXOBUX Mel)yCOOHO OpPTOTOHAIHMX JIMHEAPHUX
KOMOUMHaIMja Koje Haj0oJbe OCIMKaBajy pa3ivke u3Mel)y cBUX aHaTU3UpaHUX criekTapa. Tako HacTane
KoMmOuHanuje — riaBHe komnoHente (PC), npeacrasibajy HoBe mpomeHsbuBe. [IpBa kommnonenTa, PC1,
je AMHeapHa KOMOMHaIMja Koja onucyje HajBehu mporeHar yKynHe BapujaOuiIHOCTH Mel)y criekTpuma,
a cBaka HapeaHa PC oOyxBara cBe MamM NpOILEHAT BapHjabmiHOCTH. 300T Tora ce aHaju3a Oasupa
YIJIaBHOM Ha MIPBUX HEKOJIMKO KOMIIOHEHTH, Hajueurthe npse nse win tpu (PC1-PC3).

Teopujcka ocHoBa PCA MOKe ce M3JI0KUTH Ha TIPUMEPY aHalTN3e BUOpalmoHuX criekrapa [256].
CnexTpH Koju yna3e y aHaJIH3y MOTY ce MPEACTaBUTH Kao MaTpuia S ca M X N quMeH3uja:

di1 dip ... din
— | a a a
S = 251 252 Zn ,
dm1 dm2 -+ dmn

e je m Opoj criekTapa, a N 6poj Tauyaka (Opoj MPOMEHIBUBUX, Tj. TAIACHUX Jy’KUHA) Y CBAKOM CIICKTDY.
Bpennoctu napamerapa aijj mpeacTaBbajy HOPMUPAHU MHTEH3UTETH Y CIIEKTPY Ha ojipel)eHnM TajJacHUM
OpojeBuMa. CHHTYJIapHOM JIEKOMIIO3MIIMjOM MaTpuile S, 1o0uja ce u3pas

S=UANT+E.

Marpura U cajapsku IPBUX X CBOjCTBEHHX BeKTOpa (eHr. eigenvectors) marpune SST, koju ce y
PCA mnasuBajy ckopoBH. Marpuia V caipku NpBHX X CBOjCTBEHHX BEKTOpa MaTpuie S!S, Koju ce
03HavaBajy kao Bekropu ontepehema (enrn. loadings). ¥ mpeseHtanuju pesynrara, caMu BEKTOPH
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onTepehema ce yecTo o3HauaBajy kao PC, mTo he 6utu ciydaj u y oBoj aucepranuju’. Marpuua A
MPEeJCTaBba JMjarOHAIHY X X X MATPHILy KOja CaJp>KU MPBUX X CHHTYJIAPHUX BPEIHOCTH MaTpHIC S
(MO3UTHMBHE BPEIHOCTH KBAJPaTHOI KOPEHa CBOjCTBEHMX BpeaHoctn Mmartpuma SST uSTS). E je
pe3uayanHa MaTpUIla Koja CaAp K Je0 OpPUTMHAIIHUX TojJaTaka Koju Huje oOyxBaheH ca mpBUX X
CHHTYJIAPHUX BPETHOCTH, Tj. IPBHUX X INIABHUX KOMIIOHEHTH. M3pa3 ce najbe MOKe CKPaTUTH y

S=PLT+E,

rae P mpexacraBiba M X X marpuily ckopoBa, L mpencrasisa N X X marpuiy PC (loadings) Bekropa.
CymtuHckn, BekTOpu onrtepehema MpencTaBibajy HOBE, OPTOTOHANHE ,,MIpaBie” y MPOCTOPY
NPOMEHJBHBHX a CKOPOBH Cy OPTOTOHAITHE IPOjEKIIUje OPUTHHAIHUX CIIEKTapa Ha BEKTOpe onrepehema.
[TapameTap X je Opoj r1aBHUX KOMIIOHEHTH KojuMa he ce onucaru BapujabuiHoOCT criekrapa. Lusb je na
oBaj Opoj Oyze mTO MamK, KAaKO OM Ce TIOYETHH CKYT CIIEKTapa ca BETUKUM OpojeM Bapujadiid omucao
MIPEKO Mamer Opoja HOBUX Bapujadiiu (CKOPOBA) M TUME OJIAKIIIajia MHTEePIpeTaIfja pe3yiTaTa aHaaunse.
C npyre cTpaHe BaXHO je Jia oBaj Opoj Oyje U TOBOJbAH Ja ce 00yXBaTH IITO BehH MpoIeHAT yKYyITHE
BapHujabmiHOCTH Mel)y CBHM CIIEKTpUMA, Tj. 1a BaykHEe WH(pOpMaIije He Oyay 3aapKaHe Y pe3uIyaHOj
MaTpHIIH.

PCA cnana y T3B. HEeHaI3UpaHe METOJIe, IITO 3HAYMU JIa MPUTIAHOCT 00jeKTa, y OBOM CIIyuajy
CIEeKTpa, jelIHOj oA Tpymna objekara, HIp. TPETHPAHUM MIU KOHTPOJIHHM henujama, HUje yHaAIpen
no3Hara. [lotpeOHo je ucriuratu aa mu PC reHepucane nmpemMa MaTpHIlM Koja CaJpH CBE CIIEKTPE CBUX
rpymna, onucyjy u paznuke mely matum rpynama. OAroBop Ha TO HHTamke 1ajy CKOpoBH. CKOpPOBH
MIPEJICTaBIbajy KOOPJAMHATE CBAKOT CIIEKTPa Y HOBOM IPOCTOpY Koju popmupajy PC, ogHOCHO mTOKasyjy
MIPOCTOPHHU pacIiope]] CBUX CreKTapa y onHocy Ha aare PC. YKomuko Cy crnekTpu TpeTupaHux hemuja
JIOBOJBHO yJIaJbEHU OJ1 CIIEKTapa KOHTPOIHUX henuja, Tj. YKOJIHMKO Cy BbUXOBE OPTOrOHAIIHE TPOjeKIIHje
Ha oapeheny PC Ha IOBOJPHO BEIIMKOM pacTojamy, KakeMo na je mara PC 3HadajHa 3a pas/Bajame
henuja. OHa canpsxu uHpOpMaIje 0 PaMaHOBHM MOIOBMMA YHjH j€ HHTEH3UTET U/UJIH MO3HIIN]ja HAKOH
TpeTMaHa npoMemeH. [loctynak Tymauemwa pesynrata PCA onucan je Kpo3 KOHKpETHE PUMEPE U3 OBE
nucepTainuje y noriassby 4.5.1.2, a MHAUPEKTHO M Yy OCTAJIMM TOTJIaB/bUMA TOCJIE OBOT KOja C€ TUUY
PCA.

3a ananu3y PamanoBux cnekrtapa henmuja TpeTtupaHux HaHouectunama ZnO, kopuuiheHa je
Hecrannapana apujanta PCA, HeneratuBHa PCA (enrsn. non-negative PCA). Cranmapana PCA
pe3yiaTyje KOMIIOHEHTaMa Koje caJp)kKe Kako MO3WTHBHE, TaKO M HEeraTuBHe NMuKoBe, na jeqHa PCA
HMCTOBPEMEHO TpEACTaB/ba CYMPOTCTABIbEHE MPOMEHE y aHanu3upanuMm hemujama. C 0063upom 1a cy
MHTEH3UTETH CBUX MOJI0Ba y PaMaHOBHMM CieKTpHMa MO3UTHUBHE BPEAHOCTH, MHTYUTHUBHU]jE j€ TPOMEHE
y BUMa MPaTUTH NPEKO KOMIOHEHTH Koje Takolje MMajy caMO TO3MTHBHE BPEIHOCTH. Y TaKBUM
KOMIIOHEHTaMa JIaKIIe je MPENo3HaTH Ha KOje Ce MOJIEKYyJie MJIM KJlace MOJIEKyJa OJHOCE MpPOMEHe
oOyxBahene jennom PC. Koxa 6uosnomkux y3opaka, unju PamaHOBH cnieKTpu oOUITYjy Yy BEJIMKO] MepU
MPEKJIOIJbEHUM MoJioBUMa, HeHeratuBHa PCA ce mokazana HapouuTo KopucHoM. To je pasior mro
3aMoYHbE FheHA MPUMEHA Ha M0JbY CIIEKTPOCKOMHje Orotomkux y3opaka [196, 257, 258]. [Tpunummn oe
MeTo/ie je UCTH Kao u cranaapaHe PCA, anu ce npu pauyHamy JTUHEApHUX KOMOWHAaIMja MOCTaBJba
ycioB HeHeratuBHocTH 3a PC. HeneratuBna PCA je usBenena momohy QyHuumje nsprcomp us
MCTOMMEHOT nakera y nporpamy R [259].

2 3anpaso, PC je nuHeapHa KOMOWHAILIMja OPMIMHAIHUX MPOMEHJBUBUX, a ,,l0ading“ BexTop 4nHE KOepUIMjEHTH KOjU
nepurnnry PC xao mpasail y Ipoctopy N MPOMEHJBUBHX.
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Kama ce ananmu3upajy BuUOpanmoHM CHEKTpud henuja TpPEeTHUPAHWX pa3IMUUTHM J103aMa
HAHOYECTHUIIA WM Pa3IMYUTUM HaHodecTHiiama meronom PCA, 6mio na ce paau o CTaHIapJHOj WK
HEHETaTHBHOj BapHjaHTH, MOXKE C€ KPEHYTH OJ1 JIBa pa3inunta rnpucrymna. [Ipsu moapaszymena na ce PCA
IpUMEHN Ha CBE aHAIM3MpaHE TpyIe 33ajeJHO, a JPYrH Ja ce Tpyle aHaIM3Hupajy MO MapoBHMA,
yrnopelhyjyhu no jemHy o 103a ca KOHTPOJIOM, WK JBE pa3nuuute o3¢ uzMely cede. [IpBu npucrtymn ce
y JUTepaTypu Hekajaa o3HadyaBa Kao ,,multiway“ a apyru xao ,,pairwise” u oba cy kopuiiheHa y oBoj
muceptanju. PC nobujeHe w3 aHanmm3e pa3IUuuTUX mapoBa cy Mmely cobom ymnopehusane. I[lpu
nopehermy KOMIOHEHTH AO0MjeHUX y aHallu3aMa Pa3IMuUTUX I[apoBa HUCY PEJICBAHTHH AaIlCOyTHH
WHTCH3UTETH JIOKAIHUX MaKCUMyMa/MUHMMyMa. 3Hayaj CBake KOMIIOHEHTE 3a onpeheHH crekTap
onpeheH je BpenHomhy ckopa 3a AaTu CeKTap U ryon HH()OPMATHUBHOCT aKo C€ IIOCMaTpa BaH KOHTEKCTa
PCA y k0joj je mobujena. 300r Tora y aHaJu3| pe3yJiTata HUCY mopeheHH arcolyTHH HHTCH3UTETH, HETO
pENIaTUBHU OJTHOCH MHTEH3HUTETA MOjeTUHIX MTUKOBA Y CBAKO] 0J1 KOMIIOHECHTH.

JlBa mpuctyna cy Ttakohe kopumtheHa W mpu U300py CIEKTpaTHUX pernoHa koju he OutH
ananu3upanu meronom PCA. Heke aHanmm3e cy BpIIEHE Ha CIEKTpUMA y IIEJIOKYITHOM OIICETYy
(auckoppeKkBeHTH + BHCOK(QpPEKBeHTHH), a BehwHa mWUX 3ace0HO Ha HUCKOPPEKBEHTHOM U
BUCOKO()PEKBEHTHOM pErHOHY. BHCOKO(DPEKBEHTH pErHoH je HEKOJUKO IyTa WHTCH3MBHHUJU O]l
HucKo(pekBeHTHOr. Kama ce JBa pernmoHa aHamu3Wpajy 3ajelHO0, BHCOKO(PPEKBEHTHH PETHOH HMa
BEJIMKH YTHIIA] HA U3IJIE] TIABHUX KOMIIOHCHTH, OJIHOCHO Ha Ha4YMH Ha Koju he ce henuje y ogHocy Ha
BuX rpymucatd. OBaj peruoH, ca Jpyre CTpaHe, CaApKM 3HATHO MamM Opoj MOJI0Ba HEro
HUCKO(PEKBEHTHH PETHOH, @ MOJIOBH KOJH CE Y FheMy Hasla3e HHCY BUcokocnenuduyunu 3a henujy. Kana
ce JBa CIIEKTpaJIHA PErMOHAa aHAM3UPajy OJIBOjeHO, 00e30ehyje ce ma ce oba pernoHa KOpHCTE Kao
PaBHOIPABHU M HE3aBUCHH KPUTEPHUjYMH 32 Pa3IMKOBamke TPETUpaHUX henuja.

3.9.5.2. PLS-LDA

3a knacudukanyjy criekrapa v npeasuhame NpUnagHoCTH CIIEKTpa HEMO3HATOT MOPEKIIa JEIHO)
on rpyna y3opaka usrpahen je PLS-LDA Monen, mTo mpakTHYHO 3HAYH J1a Cy KOMIIOHEHTE I00ujeHe Y
PLS ananm3u uckopumhene 3a kouctpykiujy LDA monena.

Kao u xox PCA, mbs PLS Mertone je na mojgaTke mpeacTaBU MPEeKo Majior Opoja JMHEApHUX
KOMOWHAIHja, aji Tako Ja OHe 00yXBaTe IITO BHUILE pa3iuka u3Mel)y yHampen 3amatux rpymna [260].
300r Tora je PLS, 3a pa3nuky on PCA, Hai3upaHa MeToaa, Tj. IPUNAAHOCT CIIEKTapa MaTpHLe S jeIHOj
ol Tpyna je AepuHHCaHA Kao yJa3HU NapameTrap M IpeACTaB/beHa Kao BEKTOpP KaTeropuuKHX
IpoMeHJbUBUX y MaTpulin Y. 3anatak PLS ananuse je na Mmozenyje ogHoce usmel)y nse marpune, Su Y,
Tj. la U3padyyHa CKOPOBE M KOMIIOHEHTE U3 MaTpHule S, Tako Ja KoBapujaHca uzMely S u Y Oyzae mro
Beha. [IpomeHsbHBe U3 MaTpulie S 03HaUaBajy ce Kao MPeAUKTOPCKe TPOMEHIBHBE, jep npeaBulajy ucxon
3aBHCHUX NPOMEHJbUBUX Yy Y, IpeMa MoJeTy

Y=SB+E,

rze je B matpuna koeduijenara perpecuje, a £ matpuiia pesuayana. IlIto je 6osba npeaukiuja, To cy
pe3uayanu Mamwu. 300T TOra ce 3a pauyHame B KOpPUCTH METO/a HajMamkuX KBajapaTa, Tj. KPUTEPUjyM
MUHHMH3Mpamba CyMe KBajpara pesuayana (y3uMa ce KBaJpaTHa BpPEOHOCT Ja C€ IO3UTHBHE HU
HEraTUBHE BPEIHOCTHU pe3uayaia He Ou MOHUILITHIIE).

[TpBa PLS kommnoHeHTa mpejicTaBiba JTHHEAPHY KOMOWHAIM]Y NMPEAUKTOPCKUX MPOMEHIJbUBUX
KOJOM ce MocTuke HajBeha Kopenanuja MPEeJUKTOPCKUX MPOMEHJBUBHX Ca HCXOJOM, Tj. THE CY
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Kopenanuonn kKoehuiujeHTHn u3Mel)y NMPeauKTOPCKUX W HCXOJHMX TNMpOMEeHJbMBHX HajBehm. CBaka
cieneha KOMIIOHEHTa HOCH CBE Mamy KOpelamujy ca Y U IpeMa TOME je Mame pelieBaHTHa 3a
npenBubhame ucxona. PLS monpasymeBa na he 6poj kommoHeHTH KojuMa he aHanmm3a pe3ysToBaTH, Tj.
peKo Kojux he OUTH onucane pa3iuke u3Mel)y rpymna criekrapa, OuTH 3a/1aT Kao apaMerap Ha IOYETKY
aHanm3e. To ca jeJlHe CTpaHe Jaje MPEAHOCT 3HAYajHEe PEAYKIIHje TUMEH3NOHATTHOCTH, a C APyTre CTpaHe
MPECTaBJba OMACHOCT [0 MCIIPABHOCT MO/IENIa M 3aXTeBa UCKYCTBO Yy paay [260].

PLS je u3Bemena momohy ¢dynkiuje widekernelpls.fit u3 R makera pls [261]. OBa dyukumja
CaJApXXy alIropuTaMm 3a u3pauyyHaBame PLS kommoHeHTH mnpuiaroheH ciydajeBuMa kKama je Opoj
MIPOMEHJPMBHX (Ta4yaka y CHEKTpy) MHoro Behu om Opoja oOjekarta (crmekrapa), IITO j€ KIACHYHUM
AJITOPUTMOM CIIOPO M PauyHApPCKH 3aXTeBHO [262]. 3a1aTo je u3padyHaBame MeT KOMIOHSHTH, 0] KOjUX
he 3atum 3anoyetu LDA.

LDA je takole Haj3upaHa METO/1a KOja MMa 3a Kb PEAYKIU]Y TUMECH3H]a, aJId U Kiacu(uKaiujy
o0jekara, 3a 1mTa je y oBoM pany u kopumhena. LDA mozaen 3a kinacudukaiujy ce Tpaju Tako IITO Ce
onmabepe jefaH cetT nmojataka (HaCyMUIHO W3a0paHu CIIEKTPHU M3 CBAKE OJ1 IpyIia) Ha KOjUMa Ce aHalln3a
M3BOJAM M MOJEI TPEHUPA, a 3aTUM CE€ Ha CeTy MPEOCTAIMX IMojaTaka Mojaen tectupa. CBakoMm 00jeKTy
ceTa 3a TPEHUPAWkE Ce yHAmpes JojAe/byje Kiaca K0joj MpHIaaa U MPeTIoCTaBha ce Ja Cy 00jeKTH Y
kiacama pacrniopehenu y ckiamy ca ['aycoBoM (HOpMaTHOM) PacIiofiesioM, Tj. J1a UMajy YHH(POpPMHE
(cranmapau3oBaHe) MaTpulle koBapujance. Ha coumm 3.9. cy npukasane aBe rpyme o0jekara, KoJa KOjux
je yHu(hOpMHOCT KOBapHjaHCe IMPEJICTaB/beHa UCTUM OOJIMIIMMA CJIMIICOMIIHE KpUBE, a BepoBaTHOha
kinacudukanyje objexTa y jeAHy OJ rpyla npukazana je ['aycoBuMm QyHKIMjamMa y OOJHKY 3BOHA.
[TapameTpu HCIpeKHIaHe JHHUjE KOja WX Aenu (uHeapHe muckpumuHante, LD) ce mozerraBajy Ha
OCHOBY TIOJlaTaKa ceTa 3a TPEHUPAmE, TAKO Ja ce MOCTUTHE HajBeha ymasbeHOCT M3Mel)y meHTpowuna,
(4, — [i1), amu y3 mto Mamy BapujaHcy yHyTap rpymna. Ciuka 3.9A nokasyje ciiabo paszBajame nsmely
rpyna (BeJMKO Ipekianame ['aycoBuX KpuBHUX, Tj. BEJIMKY BEepOBaTHONhy morpemiHe Kiacupukanuje),
JIOK je Ha ¢y 3.9b mocTUrHyTO ONTUMATHH]E pa3/iBajamke rpymna. MaTeMaTuyku ycJioB Ja Ou ce jeiaH
objekaT KiacudukoBao y rpymy 2 (okep 0oja Ha ciuim) je ciaenehu [263]:

ot . 1 . 1 . Ny N,
X127y = ) > 5 B2 — o AT, + log (W) — log (W)
rae je N ykyman 6poj o6jexara, Nk 6poj objexara knace k, a & kopapujanca cBake kiace, Koja ce 106uja
KaJla ce cymMa KOBapMjaHCH 3a CBE KJjlace HOpMHpa y OJJHOCY Ha Opoj objekaTa u Kiaca:

K
“ 1 “
B= g ) el
k=1

AKO yCJIOB HHj€ UCITYHEH, 00jeKaT ce mpuapyxkyje kimacu 1 (raBa 60ja Ha ciauim). YKOJIUKO je Opoj
MMPOMEHJPMBHX Yy CETy Toaraka Behu ox Opoja ofjekaTa, mMTO je CiIy4aj Kaja ce aHAIN3Upa HEKOJIHUKO
CTOTMHA CIEKTapa KOju caJipike HEKOJIMKO XWJhaJa Tadyaka, MaTpHulla KOBapHjaHCE CE€ HE MOXKe
u3padyHaru ucnpasHo u LDA ce He npumemyje [264]. 360r Tora je y 0BOM pajy yMECTO OPUTHHATHUX
criektapa y3ero net PLS xoMroHeHTH, Koje 1 jecy penpe3eHTalja OpUrHHATHUX CIIeKTapa MpruKa3aHa
MPEKO TET AUMEH3H]a.
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Cauka 3.9. Knacudukanuja objekata y ABE Tpyle JHMHEAPHOM JUCKpUMHUHaArjoMm: (A) crmabuja
kiacudukanuja, 300r npeknamnama ['aycoBux pacnonena; (b) knacudukanuja onTuMu3oBaHa yBolhemeM
HOBOT TpaBla auckpumuHaimje. Ciimka npeysera u Moaudukosana u3 [263].

LDA je uzBenena nomohy ¢yukimje lda us R makera MASS [265]. 3a tectupame momena Tj.
NPEAUKIIN]Y MPUTIAIHOCTH HEMO3HATOr CIIEKTpa HEKOj oj rpyna KopuinheHa je ¢yukiuja predict us
nakera Stats [266]. Caku Tpehu criektap U3 CBUX TpyIla je U3IBOjEH Y CET 3a TECTHPamhe MOJIea.

3.10. AFM

Mukpockonuja Ha 6331 aTOMCKHX CHJIa, Kao BHJI CKeHHpajyhe mpoOHe MUKPOCKOIHje ca BeoMa
BEJIMKOM PE30JIYIIHjOM, MOXKE C€ KOPUCTUTH 32 HCIIUTHBAKE MOP(OIIOTH]E, pacTojamba y XOPU30HTAIIHO]
pPaBHU Kao U y BEPTUKAJIHOM IIpaBIly, XpalaBOCTH U JPYIMX OCOOMHA MHUKpPO- U HAHOCTPYKTYPHHX
noBpimimHa. OBaj TUN MHKPOCKOIMjE€ 3aCHHMBA CE€ Ha MeEpelmy HHTEH3UTETa CHIIe TeHEepUcCaHe y
uHTepakuuju conge AFM mukpockona u atoma y3opka. IHTEH3UTET CHIie 3aBUCH O] pacTojama u3Mely
COHJZE M Y30pKa, Tako Ja ce Moxe anpokcumupatru Jlemapa-lIloncoBom kpuBom (cimka 3.10B):
ylajbaBambeM COHJIC OJ1 Y30pKa pacTy CHIIe TPUBIIaYeHha, a NpuOInKaBameM cuie oaoujama [267]. YV
OCHOBHOM MOJy paJla, CKEHHpame j€ 3aCHOBAHO Ha OJpXKaBamy CHJIE MHTEpaKI[1je KOHCTAaHTHOM. 300T
Tora he ckeHep ca y30pKOM Jia ce MOMEpH Ha JIoJie y Cliydajy Hamjacka Ha M3004YHMHY (Ha MOBPUIMHU
y30pKa) Koja JA0BoJM 10 moBehamwa cuie. M cynpoTHO, y ciyyajy Hamilacka Ha yayOJbeme, Cuila ce
cMamYyje, Tako J1a he ckeHep y3opak nmoMeputu Ha rope. Pesyntyjyhe nomepame ckeHepa y BEpTUKATHOM
MpaBIly OJIrOBapa CIUIM MOBPIINHE Y30pKa.

Ha cmunm 3.10A memarcku cy npuka3zaHu HajBakHUju aenoBu AFM mmxpockomna. Conumy
MHKPOCKOIA YMHH TPEAUIla WM TaHKa IPeIuiia ca OITPUM BpXoM (eHrI. tip) Ha cio0OaHOM Kpajy.
[Ipeko Bpxa ce ocTBapyjy MHTEpAKIM]je ca y30pKoM. ['peaunia je ca apyre CTpaHe Be3aH 3a HOcad KOJUM
ce TMoJelaBa BUCHA COHJIE Y O/IHOCY Ha y3opak. Ha ropmy nospimny rpeauie Gokycrupas je Jjacepcku
3pak, Koju ce pedekTyje U ycMepaBa Ha 4eTBOpocerMeHTHY gotoauony. [I[pomena jaunne cuie 10BoIu
10 nedopmaiiyje rpeauie, Npu 4eMy ce ONTHUYKM IyT Jlacepa Mema, JOK JIACEPCKH 3paK Majaa Ha
paznuuuT cermeHT dotoauone. Kana rpenuia ocumiyje mo Z ocu (rope-aoie), Jacepcku 3paKk Mema
No3ULMjy u3Mel)y ropma JiBa U J0Ha JiBa CETMEHTa; Kaja Ha Ipeauily JeNyjy U JaTepajiHe cuile, 3pak
Mema Mo3UIUjy u3Mel)y J1eBUX U JecHUX cermeHara goroauoze. [Ipomena pasnuke y jauuMHU CTpyje
u3Mel)y cermeHara jiaje moBpaTHU CUTHAJN KOJU JI0JIa3H JI0 Hocaya rpeauie. Bucuna rpenuue ce 3aTUM
MOJIEIIaBa Tako Jla Ce CHIIa OJjpyKaBa KOHCTaHTHOM. Ha OCHOBY M3MepeHnX pOMEHa BIHCHHE TPEIHUIIC Ha
MpEeXH Tayaka y30pKa KOHCTPYHILE ce Mara Koja IoKa3yje BUCUHY y30pKa.

48



(A) (b)

tdoronuona
| [ nebsbuHa = 2 pm
F(z) MOTYKOHTaKTHH
3 pETHOH
KaHTHJIEBED e\ g
g |\le—
2|\ z
= :
3 Bl :
8 : —>
Lg : : &
oV — —
noBpaTHa KOHTaKTHH 6e3KOHTaKTHH
crpera peruoxn PEruoH

Cauxka 3.10. ITpuniun pana AFM mukpockona: (A) [lemarcku npukaz AFM mukpockorna, b) bounun
msrnen AFM rpenune NTEGRA NSGO1 kopumiheHor y ekmepuMeHTHMa (CIUKa Mpey3eTra of
npusBohaya u Mmonu¢ukoBana), (B) Jlenapa-IloHcoBa kpuBa Koja onucyje MpoMeHy cuiie y GyHKIHjU
pacrojama u3mel)y Bpxa rpenuiie u y3opka.

[locroju Bume pexwnma paga AFM Mukpockoma, O KOjUX Cy OCHOBHM KOHTAKTHH,
MOJYKOHTAKTHU M OECKOHTAKTHU pPEXHUM. Y OpUIMHANHOj IyOiukauuju y kojoj je 1986. roaune
o0jaBibeHo oTkpuhe AFM wmukpockomna [214] ommcaH je HEroB pajx y KOHTAaKTHOM PEXHMY.
[Togpa3ymeBa 1a ce BpX MHUKPOCKONA HaJla3d y (M3MYKOM KOHTAKTy ca MOBpUIMHOM y3opka. IlITo je
MOBPIIMHA y30pKa BWINA, Tj. OJka BPXY COHIE, CHJIC OJ0Hjama Koje JeOopMHITy TPEIUIly Cy jade.
Cursai ce MOBpaTHOM CIIPETOM JTOBOJM JI0 HOcaua IpeAMlie U MOJIEeNIaBa ce pacTojame u3mely Bpxa u
y30pKa Tako Jia ce BPEIHOCT CHJIE BPAaTH HA MOYETHY 3aaaTy BpeaHocT. [Ipomena pacrojama mzmely
BpXa MHKPOCKOIA U y30pKa, Az, TUPEKTHO je cpa3MepHa cuiu F, kao 1mTo onucyje XyKoB 3akoH: F =
—kAz (K je kOHCTaHTa €TaCTHYHOCTH TPEIHUIIE).

VY OGEecKOHTaKTHOM PEeXHUMY, BPX COHJI€ OCLWIyje HM3HaJ Y30pKa CBOJOM DPE30HAHTHOM (WK
6muckoM) ¢pekBeHjoM. Kana ce Bpx mpuOIMKHM MOBPIIMHKU Y30pKa, CUJIE MPHUBJIAYEHA MOUYUBY J1a
pacty. Mehymorekysncke cuie Ha TO] YIaJbeHOCTH Cy BeoMma ciIabor WHTEH3UTETa, alldi C€ MOTY
PErucTpOBaTH MOCPEAHO NMPEKO yTHIIaja Ha aMIUIMTYly oclmianyja rpeaune. [Ipomena ammnutyzae ce
MIOHOBO JIETEKTYj€ Ha (OTOAMOAMN M MPEKO CHUCTEMa MOBpaTHE CIipere npeHocu Ha Z nocrosbe. Bucuna
rpeauie ce npuiarohasa Tako Ja ce aMILIMTYAa OCLMIIAlMja BpXa BpaTy Ha MOYETHY 3a/1aTy BPEIHOCT.

Tpehu ocHoBHM pexkxuMm paga AFM Mukpockona je MOTyKOHTaKTHH WJIM HaU3MEHUYHM (€HTJI.
tapping wm intermittent). OBaj peskum Takohe moapasyMeBa MepErhe aMIUTMTY 1€ OCIIMIAIIN]a TPEIUIIE,
alli 3a Pa3NuKy Off OECKOHTAKTHOT, YKJby4uyje KpaTKOTpajHO OCTBapuBame (pusnukor koHrakra AFM
BpXa ca y30pKkoM (,,TanKame* moBpuInHe y3opka). M3mely Bpxa u y30pka ce ImpH TOME jaBjba IIHUPH
olcer cwia MpuBiayewma U ojdujama (ciuka 3.10B). Ocum kopumrhewma mpoMeHe aMIUIMTyae 3a
TOonmorpad)cKo OCIIMKaBame, y OBOM PEKHMY CE€ Ha OCHOBY (ha3HOT Kallllbeha OCIMIAIN]ja MOTY
WCIHUTUBATH U IPOMEHE MEXaHMUYKUX CBOjCTaBa MaTepHjaja.

Bpennoct pezoHanTHe (pekBeHIMjE, Wy, oapeheHa je KOHCTAHTHOM €JIaCTUYHOCTH M MacoM
rpeauie, m:
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Jla Ou ce permcrtpoBaje pasiuke y cliabuM MehymosiekyJackuMm cuiama, IoTpeOHO je Ja ce
BpenHocT K y jenHaunHu XyKoBor 3akoHa MuHHMU3upa. Ca qpyre crpaHe, Kako OM ce CIIpeYHo YTHIIA]
aKyCTHYHUX Tajlaca M BHOpalMja, pe3oHaHTHA (pEeKBeHIM]ja Tpeba Ja OCTaHE BHUCOKA, Tj. OTPEOHO je
MUHUMH3MpATH Macy rpeaune [267]. 30or Tora rpenuia Mopa OMTH MHUKPOMETApCKHX AMMEH3Hja U
cnernuduanor oonuka (ciuka 3.10B).

Y oxBupy oBe amcepranmje, cBa AFM cHumama henmuja TpeTupaHUX HaHOUYECTHIIAMA H
KOHTpOJIHUX henuja u3BeieHa Cy y TOJIyKOHTaKTHOM pekuMy. Mepema cy BpiieHa Ha ypehajy NT-MDT
NTEGRA Prima mox amOujeHTanHuM ycioBuMa (BiaakHocT Bazayxa 30-40 %). Kopumthenu cy
NSGO1(NT-MDT) BpxoBu ca korcTanToM cuie kK = 5,1 Nm™ u TunmdasoM pe3oHaHTHOM (pEeKBEHIIHjOM
150 Hz. Cnuke cy noOujaHe Ha JBa HAUMHA: MEPEHEM MIPOMEHE CUJIe, OJJHOCHO pacTtojama AFM Bpxa
o y3opka (2D u 3D tonorpaduje), u Takohe MepemeM aMIUTUTYIE OCIUIAlI]ja TPeIuIle.

Ocum 3a ocnukaBame, AFM je xopumihen u 3a oapehuBame nBa MopdoolIKa MmapaMmerpa:
MOBPIIMHCKE XPAIaBOCTH U MpocevHe BUCHHE henmje. Bucuna henmje je m3mepeHa Ha MpeXd Tadaka
MPEKO YMTaBe MOBPIIMHE helnje U u3pakeHa Kao Cpe/ilba BPEIHOCT Mepera. [1oBpIIMHCKa XpamnaBocT
je u3payyHaTa Kao cpejiibe KBaJpaTHO ojIcTyname kopeHa (enrii. Root Mean Square Deviation, RMSD)
BUcHHE henyje:

e je z; BucuHa cBake on N Tayaka Ha y30pky [268].

VY onmrem ciydajy, AFM Mukpockonuja He 3axTeBa crnequUUHY MpUIPEMy Yy30paka 3a
Mepeme, 1a je TakaB cilydaj U ca MepewmuMa Ha henujama. HeLa u MRC-5 henuje cy 3a AFM rajene Ha
MOKPOBHHUM CTaKajuMa npeynnka 10 mm, cMemreHuM y miode ca mect OyHapa. HakoH moTpeGHOT
BpeMeHa HHKyOallije ca HaHoYecTUIlamMa, MeIUjyM ca HAaHOYECTHIIaMa j€ YKIIOWkEH U henuje cy J1Ba ImyTa
ucnpane PBS-om. 3atim cy 15 MuHyTa nHKyOupane y 'y komepuujanHoM ¢ukcatuBy Histofix u Hakon
Tora jBa nmyta ucrnpane PBS-om. Crakanua ca henujama cy 10 nodyerka mepemwa uyBana Ha 4°C y PBS-
y. Hemocpenno npen mepeme, PBS je oncrpamen, henuje cy nBa myrta mcripaHe BOJAOM M OCYIICHE Ha
COOHOj TeMIepaTypH.

50



4. Pesynratu

4.1. CuHTe3a U KapaKTepu3aluja HAaHOYeCcTUIa

Hakon cunteze SPRT-CeOz camonponarupajyhom metoiom Ha cooHoj Temnepatrypu u CD-CeO-
JMPEKTHOM METOJIOM Yy PacTBOPY Yy HPUCYCTBY MOJIEKylia JekcTpana mosekyscke mace 40 kDa,
yclenuia je KapakTepusamnuja 1ooujeHux uectunia. Kapakrepusamnuja je oOyxBaraja mOTBphUBame
kpucraiae crpykrype CeO, oapehuBame BeTHMUMHE KPUCTAIHMTA, BEIMYMHE came 4ecTule (3pHa) y
JUCTIEP3U]jH, Ka0 ¥ TeHICHIIM]€ HaHOUeCcTUIIa 1a popMupajy arsomepare. Hanouectune ZnO kopunihene
y OBOM pajly cy HabaBJbeHE KOMEPIIMjalTHO, T€ CYy HUXOBE KapaKTEepUCTHKE TO0OHjeHe 0o/ Impu3Bohaua
yHarpe Ouiie mo3Hare.

4.1.1. IloTBpAa KpHUCTAJIHE CTPYKTYPe HAHOYECTHUIA PEHTT€HCKOM
Au(ppaKunjom

Pentrenckom nudpaknujom Ha mpaxy SPRT-CeO» u Bumecnojaom pazmazy CD-CeO» nobujern
Cy IU(PaKIMOHU CIEKTPU HAHOYECTHIA, TpUKazaHU Ha ciauiy 4.1. OHU Cy MNpelNCcTaB/bEHU Kao
WHTEH3UTET 3padciha PeIICKTOBAHOT ca y30pKa y (GYHKIHMjU yriia u3Mely mpasiia mpoCcTHpama yIaJ JHoOT
3pauca W HOpMaJie Ha MOBPIINHY y30pKka. CBaKH KK Y CIICKTPY MPEACTaBIba pacejarbe Mo 1 oapeheHum
yIJI0M, 1e(UHUCAHUM KPHCTAIHOM CTPYKTypoM MaTepujana. [lonokaj mukoBa, lUXOB UHTCH3UTET U
HIMpuHa Aajy audpakimoHu oopasail KpucTaia. bpojeBruMa n3Ha1 MMKOBA O3HAYEHA je KPUCTAIHA PaBaH
ca Koje je 3paveme pedIeKTOBaHO.

(1“) —SPRT-CEO2
——CD - CeO,
3
=
=
™
5 (220)
=
= (311)

20 (%)

Cauxka 4.1. XRD cnextpu SPRT-CeO: (pBeno) u CD-CeO; (3eneHo) HaHOUECTHIIA

JloOujenn audpakuoHu CHekTpu cy ynopehenu ca nmureparypaum crnektpuma CeO:z u3 6ase
nojaTaka 3a coprBep u norsphena je ¢yoputna Fm-3m kpuctanna crpykrypa CeO2 ko obe Bpcte
Hanouectuia. Huzak narensuret cnekrpa CD-CeO;3 je mocnenunia mane mace CeO: y y30pKy, ¢ 003upom
na ce cuate3oM CD-CeO; nobuja pactBop koHueHtpanuje 4 mg/ml, nox je SPRT-CeO2 mepeH kao uuct
HaHomnpax. [Ipumenom IllepepoBe jemHaunne u3padyHara je BenmuunHa kpuctamuta CeOz o 4 nm ko
SPRT-CeO2wu 3,5 nm xox CD-CeO: [239].
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4.1.2. OnpehuBame XuAPOAHHAMUYKOT paaujyca meroaom DLS

Mepewmnma meronom DLS mokaszano je na je xuapoannamuuku paaujyc SPRT-CeO, 3naTHO
Behu Hero mTo cy JAMMEH3Wje Kpucranuta ojapeheHe peHtrenckom mudpakmujom (Tabenma 4.1). On
panuje je mozHaTo aa je BenmunHa vyectuiie SPRT-CeO; Beha ox BenmuumHe KpucTalnTa, OJHOCHO Ja
BUILIC KPUCTAINTA YMHU jenHy dectuny [269]. MonenoBamem PamaHOBHMX MOOBa M3padyyHara je
BenmunHa vyectuie 8-10 nm [269, 270], nok je ca AFM mukporpaduja ountana BeiauyuHa 10 20 nm
[271]. Takohe je panumje momohy TEM moka3aHo ma oBe uecTUIC MMajy TEHICHLHU]Y (OpMHUpama
arjomMepara MUKPOHCKHMX TuMeH3uja [272]. XumpomuHaMudku paaujyc of 849 nm no0HjeH MeToI0M
DLS y oBom paaxy notephyje nocrojame kpynaux arinomepata SPRT-CeO2 y Bonenom pactopy. Kako
Ou ce pellyKoBao CTEIIEH arjioMepaliyje, Iucrep3uje OBUX YeCTUIa Cy HeMOCPEAHO Mpe TpeTMaH henuja
yJITpacoHupane Hajmame 30 MUHYTA.

Ta6ena 4.1. Kapakrepuctuke Hanouectuna oapehene merogama XRD (Bennumnna kpucranuta) u DLS
(mpocevHn XUAPOANHAMUYKHU PAH]yC YECTULIE)

HanouecTnna Benuuyuna kpucraanra XuIpoaAMHAMUYKH Pagujyc
(XRD) (DLYS)
SPRT-CeO; 4 nm 849 nm
CD-CeO 3,5nm 47 nm

3a paszmuky ox SPRT-CeO2, xugpoaumnamuuku panujyc CD-CeOz ox 47 nm cBemoun na
JIEKCTPaHOM OOJIOXKEHEe HaHodecTulle He (Gopmupajy arimomepare, Tj. a Cy 3HATHO CTaOWIHHjE Yy
BOJIEHOM pacTBOPY 0] HeoO1okeHUX yectula. Kako Ou ce 1o1aTHO McnTala BEIMYMHA U arjioMepanuja
oBux yectuila, ypaherna cy TEM mepema CD-CeOs. Jlobujere mukporpaduje cy mOTBpIUIIC J1a Cy OBE
HAHOYECTHIIC Y JUCIIEP3UjH CTAOWIIHE Kao MOjeIMHAYHE YEeCTHIC U Ja BeaudyrnHa dectuiie (oko 4 nm)
MPHUOIMKHO OJIrOBapa BeTMYMHU KpUCTATUTA n3padyHatoj mpeko XRD (ciuka 4.2).

Cauka 4.2. TEM mukporpaduja CD-CeO; HaHoUecTHIIA
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4.2. OnpehuBame ynyrapheiaujcke jokajaun3amnuje HaHOYeCTHLA

[IpucyctBo Hanowectuna y henujama yrBphuBano je xopumhemeM aBE TeXHUKE: PamaHoBOT
Manupawa 1 TEM ocnukaBama.

PamanoBum Manupamem 6uiio je moryhe nokaszaru npucyctso SPRT-CeO; yayrap Hela henwuja,
1ok npucyctBo CD-CeOg, 300r Manux IUMeH3Hja HAHOUYECTHUIA U BbUXOBE PACIIPIICHOCTH Y PacTBOPY,
HUJe MOTJIO OMTH JIETEKTOBAHO Ha Taj HaYuH. M3 uctor pasnora HUje 6uno Mmoryhe nodutu HU Pamanos
cnekrap camux CD-CeO; uectuna Ha ypehajy koju je kopuirheH y 0BOj CTyIH]jH.

3a npobujame PamanoBux Mama Hela hemuja tperupanux SPRT-CeO. nanouecTuiiama
KopuIIheHu Cy MHTErpaaHi PaMaHOBU MHTEH3UTETH (MIOBPIIMHA HCIIO/ CIIEKTpalHe KpUBE) y o0nacTu
(400-500) cm, xojoj mpunana HajuHTeH3UBHU{U Mo PamaHoBor criektpa SPRT-CeO: (cimka 4.3) n'y
K0joj ce He I0jaBibyjy KapakTepucTHuHHM henmmjckm Monosu, W obmactu (1400-1500) cm™, kojoj,
CYNpPOTHO, TpHIMaga TUNUYaH Moj mnopekioM on BuOpamuja CHz m CHsz rpyna y mporemHuma u
JTUOUAMMA, TPUCYTaH y cBUM henujama, qok MoaoBu SPRT-CeOz y TOM cCHEKTpalHOM pPETUOHY
OJICYCTBY]y. PamaHoBe marie cy KpenpaHe Ha pa3u4uTUM ayouHama henuje momepameM 00jeKTHBa ca
kopakom (0,5-5) um.

453

PamMaHOB MHTEH3UTET

N

300 600 900 1200 1500

Tanact 6poj (cm'I )

Canka 4.3. Pamanos criektap SPRT-CeO2 HanouecTuia

(1400-1500)
cm -1

(b) B

(400-500)
em !

Cauka 4.4. Pamanose mane Hela henmja tperuparnx SPRT-CeO; HanodecTuIiama y KOHIIEHTPAIHjH
400 pg/ml: (A) marre XY paBHu 10o0OHjeHe Ha OCHOBY UHTeH3HUTeTa henujckor Pamanosor moaa; (b) mare
XY paBHH noOmjeHe Ha ocHOBY MHTeH3uTeTa PamanoBor moma CeOy; B) mane ZY paBHm noOujeHe Ha
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OCHOBY MHTeH3uTeTa henujckor PamanoBor moma; ') mane ZY paBHH 100MjeHE HA OCHOBY MHTEH3UTETA
Pamanosor moja CeOp.

Cnuka 4.4A npencraBiba PamanoBe mare henuja y XOpU30HTAIHOM IPECEKy Ha Pa3IMuUTHM
yAaJbeHOCTHMA OJ1 I0JIa3HE PaBHU y KOjOj je HalmpaBJbeHa mpBa henujcka Mama (o3HayeHa Ha ciuiy ca ()
pm), nok crnuka 4.4B npencrasiba Many henvje y BEpTUKAITHOM MpeceKy. Marme nprka3aHe Ha CluKama
4.4b u 4.41" nokasyjy Aa ce y 4YMTaBOj 3anpeMuHu henuje, Tj. Ha pa3IMuuTUM nyOuHama henuje, Moxe
netexroBatu npucycTBo PamanoBor moga SPRT-CeO,. Umajyhu y Buay KOHPOKATHOCT CUCTEMA, MOXKE
ce cMaTpaTu Jia Cy OBHM MepemHMa JeTeKTOBaHe HAaHOYECTHIIE YHYTap helvje a He camMO Ha HEHO]
MOBPIIMHY, Tj. ]a OHE, YIPKOC TOME IITO Je0 4yecTula (GopMupa KpymHE arjomepare, AOCIEBajy Y
henujcKy yHYTpalmboCT.

TEM ocnukaBame je TOTBPAWIO MPHUCYCTBO Mamer Opoja kpymHux ariomepata SPRT-CeO:
Hanouectuna y HelLa hennjama u nmokasaino na cy oHe JonMpaHe JOMUHAHTHO y 00JacTUMa IUTOIIa3Me
y3 jeapo, Kao 1 Ha MOBPIIKMHU hemnyje.

Cauka 4.5. TEM cnuxke nBe Hela henuje Tpetupane nHanouectuniama SPRT-CeO:

4.3. Edexar nanouectnua CeOz Ha pact u BujaduiaHoct hennja

4.3.1. Edpexart nanoyectuna CeO2 Ha pact heamja: onTumu3zanmja n1o3a

HakoH mTO Cy HaHOYeCTHIIE CHHTETHCAaHE M OKapakTepHcaHe, Tpebamo je m3abpatu 103y
HaHOYECTHI]a M BpeMe MHKyOauuje uuju he HUTOTOKCHMYHM eQeKkTH OUTH NpoydyaBaHM PamaHoBOM
CIIEKTpOCKONHjoM. Y Ty CBpXY IpuMemeHa je SRB merona 3a npahemwe nmpomena y henmjckom pacry.

4.3.1.1. OnTumu3amnuja no3a Hanodecruna CeO23a Tperman Hel a henuja

Hajnpe je onpehuBana ontumanna no3a HaHodectuna CeOz 3a tpetupame Hela hemmja. V
JUTEpaTypH MOCTOJU HECKJIA Yy TEPMHHOJOTHUJH KaJl Cy Yy MUTAmky PE3YJITaTH KOje OBaj TECT naje: y
Pa3NIUYUTUM ClIydajeBUMa ce HaBOJM Jla ce BbUMe TecTupa henujcka BUjabUIHOCT, rycTuHa henuja unn
henmujcku pact [273, 274]. Mepehu penatuBHy KonuuuHy nporenHa, SRB Tect He mokasyje aa jau cy
azixepeHTHe henuje y KynTypu BujaOuiHe wiu cy Beh y HekoM cTagujymy henujcke cMpTH, Tj. HE NpaTu
cTame nojequHavyHux henuja, Beh cratyc henmjcke xynrype y nenuan. 300T TOTa je TEPMUH ,,helujcku
pact®, omHOCHO pacT henmjcke KynType, u3adpaH Kao HAjUPHUKIATHUJU 3a Mpe3eHTAlH]y pe3ylrara
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nobujernx SRB meromoM y oBoj cryauju. OBUM TecTOM je ofpeheHO Koja je m03a HaHOYECTHIIA
notpe0Ha J1a ToBeJIe /10 3HaYajHUX MpoMeHa y henrjckom pacty, o1HOCHO y Opojy henuja y KyaTypu.

[loueTHe no3e W BpeMe HHKyOamuje W3adpaHe Cy Ha OCHOBY JIMTEPAaTYpHHX IOJaTaka 3a
nanouectuiie CeOy. Y mpBom ekciepumenty Hela henuje cy 48 catu nHKyOupaHe ca HaHOYECTUI[aMa
CD-CeO:> (cruka 4.6 neBo) u SPRT-CeO2 (ciuka 4.6 necHo) y konuerrparujama 40 pg/ml, 100 pg/ml
u 400 ug/ml. 3nauajan man henujckor pacra usmepet je koxa henuja HeLa-CD-100 (79 %) u HeLa-CD-
400 (36 % y onmnocy Ha koHTpoiuy). Ucre noze SPRT-CeO; Hucy mu3aszBaie CTaTUCTUYKU 3Ha4yajHE
nmpoMeHe y helrjckoM pacTy, Majia je i3BeCTaH TPEH/I Oaiama heujckor pacTa perucTpoOBaH U ca OBUM
HaHOYECTHUIAMA.

CD-Ce0, SPRT-CeO,
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Cauka 4.6. LlutoTokcnyan edexar pa3nuunTiX KoHeHTpanuja Hanouectuna CD-CeOz (1eBo, muiaBu
rpaduxon) u SPRT-CeO: (necHo, upsenu rpaduxon) Ha HelLa henuje ucnuruBanu tectom SRB. Bpeme
uHKyOammje je Omio 48 catu y o06a ciydaja. [logamm Cy mpeicTaB/beHH Kao Cpellba BPEAHOCT +
CTaHJIap/iHa TpeIIKa, IPH YeMY je cpelirha BPeAHOCT 32 KOHTPONIHY rpymy y3eTta kao 100 % a Bpennoctu
3a TpeTUpaHe TPyIe U3pakeHe MPOLEHTYAIHO Y OJIHOCY Ha KOHTpoy. CTaTHCTHYKH 3HaYajHA pa3jinKa
y OJIHOCY Ha KOHTPOJTy 03Ha4eHa je cumoOoom * (p < 0,05). ExcriepumeHT je ypaljen y met moHosaka (N
=5).

VY npyrom eKcriepuMeHTy puMerbeHa je camo qo3a o1 400 ug/ml o6e BpcTe HaHOUYESCTHIIA ATTH Y
Tpajawy on 24 u 72 cara. HakoH 24 cara perucTpoBaH je JpacTHyaH mopact y heaujckoM pacTy Koj
HelLa-SPRT-400 (cuka 4.7A, b, npBeHa KoJi0Ha) Y OJHOCY Ha KOHTpoy. HakoH 72 cara, lUXOB pacT
je 610 3HayajHO HMXKM Hero pact henuja koHTposiHe rpyne. Mcro Baxku u 3a pact henuja HelLa-CD-400.
MelhyTtum, 1o UCTeKy 72 cara pacT KOHTPOJHUX henmuja je HajMammo omnTtuMaiad 0poj y hemmjckoj
KYJITYpH, T€ Ka0 TaKBe HE MOT'Y OMTH CMaTpaHe Perpe3aHTUTBHUM BHjaOmiIHUM henujama. YKonuko o6u
ce henuje mpuIMKOM MOCTaBbamka EKCIIEPUMEHTA 3acejalie y Mamb0j TYCTHHH, TaKO J1a KOHTPOJIE HAKOH
72 cata ocTtaHy Ha onTuMyMy henujckor pacrta, 6poj henuja HelLa-CD-400 ne 6u 6uo noBoJbaH 3a
oarosapajyha ,,high-throughput” mepema PamanoBux criekrapa, mITO je ¥ EKCIIEPUMEHTAITHO MOKa3aHOo.

55



(A) (b)

KOHTpPOJIa
200 600 |
B CD-CeO» 500
2 = SPRT-CeO, ° 400
100 4 [ | 300 ook I i
0 " w200 e [+
5 il Ed > ol lal I
0 ] o M
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

Cauka 4.7. Edekar Bapupama Bpemena nukyoanuje Hela henuja ca nHanouectuiiama CD-CeO2 (aBo)
u (upBeHo) y konueHtpanuju 400 pg/ml ucnuruan recrom SRB. [loganu cy npencTaB/beHH Kao Cpeimba
BpeAHOCT * crangapaHa rpemka. (A) Cpenma BpeIHOCT 32 KOHTPOJIHY TPYIy (CHBO) MpHKa3aHa je Kao
100 % a BpenHOCTH 3a TpeTUpaHe TpyIe U3paXkeHe MPOIEHTYaTHO Y ogHocy Ha KoHTpoiy. (b) Cpeama
BPEIHOCT 32 KOHTPOJIHY TpyIly HakoH 24 carta (cuBo) npukasana je kao 100 %, 70k cy BpeIHOCTH 3a CBE
ocrajie TpyIie y3opaka, yKJbyuyjyhu u KoHTpoJie HakoH 48 u 72 cara, u3paxeHe MPOIEHTYaTHO Y OTHOCY
Ha KOHTPOIy HAaKOH MpBOT AaHa. CTaTUCTHUKU 3HAa4YajHa pa3jifKa Yy OJHOCY Ha KOHTPOJy O3HA4YeHa je
cumboimma *** (p < 0,001) u * (p < 0,05). Excriepumenr je ypahen y ocam nmonoBaka (n = 8).

Jo3za on 400 pg/ml o6e BpcTe HaHOYECTUIIA M BpeMe MHKyOanuje o1 48 caTu n3abpaHu Cy Kao
OIITUMAJTHH 32 TIPUMEHY y eKcliepuMeHTHMa Pamanose ciekTpockonuje. I1og 0BIM eKCriepuMEeHTaTHUM
yCIIOBMMA JI0JIa3M JI0 3HauYajHOr cMmamema pacta HelLa-CD-400 henuja, He monasu 10 MpeKOMEpPHOT
YMHO)KaBama KoHTposiHuX henuja, nok je kox hemmja HelLa-SPRT-400 naznaveH anu He U MOTBpheH maj
y henujckom pacry.

Ha cnunu 4.9 npuikasaH je MUKPOCKOIICKHM U3rjel henuja y KyiaTypu mpe U HakoH 48 caru
unkyoanuje ca 400 pg/ml CD-CeOs.
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Camka 4.9. Usrnen Hela henuja npe (A) u Hakon 48 catu nnky6anuje ca 400 pg/ml CD-CeO: (b),
CHUMJBEH I10]] 00JE€KTHBOM CBETIIOCHOT MHKPOCKOTIA.

Kako 6u ce moTBpInIIo Ja je UToToKcH4aH edekaT nHykoBaH HaHodectuiiama CD-CeOo, a He
caMuM jekctpanoM, Hel.a henuje cy TpeTupane BoieHUM pacTBOPOM JIEKCTpaHA y KOJIMYMHHU y KOjoj je
caJp)kaH y oaroBapajyhoj 3ampeMHWHH HaHOYECTHUIIA. TpeTMaH JACKCTpaHOM HHje MMao edexra Ha
henujcky BHjaOMIIHOCT, IpOCEYaH arcoilyTHU Opoj henuja y KyaTypu, Kao HU Ha oJUIeTlJbuBame hennja
ca mojyIore.
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4.3.1.2. Ontumu3anuja no3a Hanodecruna CeO23a tperman MRC-5 henuja

3a tperman MRC-5 henuja nanouectuiiama CD-CeO, y SRB ekciepumenTy uzabpane cy 103e
Koje cy y ciny4ajy Hela henuja ocrBapuie nutotokcuunu edexar (100 pg/ml u 400 pg/ml) u yeenena
nonatHa no3a usMely mux (200 pg/ml) (cnuka 4.10 neso). IMomro ce koq Hela henuja mokaszano ga
nanouectuiie SPRT-CeO; octBapyjy Beoma cnab edexart, npu tectupary MRC-5 henuja yBenene cy
koHtenrpanuje oa 200 ug/ml u 600 pg/ml a emuvunucane xonnentpammja ox 40 ug/ml u 100 pg/mi
SPRT-CeO> (cmuka 4.10 necHo).
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Cauka 4.10. LutoTokcnuHu edekar pa3IMuUTUX KoHIEeHTpauuja HaHodectuina CD-CeO: (yieBo) u
SPRT-CeOz2 (necno) ucnmtuBanu rectoM SRB Hakon 48 catn naky6anuje ca MRC-5 henujama. [ogann
Cy MpeACTaB/bEHH Kao Cpelmha BPEeIHOCT * cTaHjAap/Ha Ipellka, Ipu YeMy je Cpelrmba BPEeIHOCT 3a
KOHTPOJIHY Tpy1ty y3eta kao 100 % a BpeTHOCTH 3a TpETUPAHE TPYTIE U3PAKEHE MPOIEHTYAIHO Y OJTHOCY
Ha KOHTpony. CTaTHCTHYKK 3HAa4YajHA pa3liMKa y OJHOCY Ha KOHTPOIy O3HaueHa je cumbonuma ** (p <
0,01) u * (p < 0,05). ExcriepumeHT je ypaljeH y net nonopaka (n = 5).

Hanouectunie CD-CeO2 npumereHe y koneHTpanuju 200 ng/ml cmamwyjy pact MRC-5 henuja
Ha 67 %, nok y kourenrpanuju 400 pg/ml apactuuno penykyjy henujcku pact Ha 29 % y omaHOCY Ha
koHTpoiy. SPRT-CeO2 Hu y jeiHO) 011 IPUMEHEHUX KOHILIEHTpAIija He I0BOJIE 710 CMambema henujckor
pacra. [Topenehu Ha ocHOBY SRB Tecta edekre nBe Bpcre Hanouectuiia CeO» Ha iBa Trra henwmja, Mmoxe
ce yBuzaetu aa Hela henuje nmokasyjy Behy ocetsbuBocT Ha 06e Bpcre yectunia Hero MRC-5 henuje
(Mama 103a je moTpebHa J1a J0BeJe 10 IIUTOTOKCHYHOT e(hekTa), Kao U Ja oba Tuma hemuja mokasyjy
Behy ocetsbuBocT Ha CD-CeO2 Hero Ha SPRT-CeO2 HanouecTH1IE.

Ha cmumu 4.11 mpukasan je mukpockorcku nirien MRC-5 henwnja y xyntypu nipe v HakoH 48
catu uHKyOanuje ca HaHouectuama CD-CeO2 u SPRT-CeOso.
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Cauka 4.11. M3rnex MRC-5 henuja npe (koHTpona) U HaKOH MHKyOaruje ca HaHouecTuiama CeOo ,
CHUMJbCH 1101 00jeKTHBOM CBETIIOCHOT MHKPOCKOIIA.

Ha ocHoBy pesynrata SRB Tecra, konunentpaiija ox 400 ug/ml CD-CeO; u Bpeme nnkyoaruje
on 48 caru cy 3aapkaHu kao ontuManHu 3a TpetMaH MRC-5 hemmja, 306or moryhnoctu nopehema
edekara UCTOr TpeTMaHa Ha JBa paznuuurta Tumna hemuja. 3a Tperman HaHouecTuiiama SPRT-CeO;
NpeIOKEHa je KOHISHTpAIMja BUIlA OJ1 UCIUTHBAaHUX Y oBoM Tecty: 800 pg/ml.

4.3.2. Edpexart Hanovyectnna CeO2 Ha MeTaG01MuKy akTUBHOCT hesnnja

Kako 6u ce edextn HaHouecTuna Ha henuje 60Jbe yrno3Haiu a pe3yaTatu koju he 6urnu nodujeHu
y eKcrepuMeHTUMa PamMaHOBE CHEKTPOCKONHWje M MHUKPOCKOIMje Ha 0a3W aTOMCKHX CHJIa MOTJIN
YCIIEUTHHj€ KOPETUCATH ca M3a3BaHNM OMOJIONIKMM IPOMEHaMa, HCITMTHBAH j€ YTHIIaj] HAHOYEeCTHUIIa Ha
Metabonmnuky aktuBHoctd hemuja (MTT Ttect) um unaykuujy hemmjcke cmptu  (koHdokadHa
¢yopeciienTHa MUKpOCKonHja hienrja 60jeHrXx aHeKCHHOM V, BHIeTH moriasibe 4.3.3).

Kan cy y nuramy Hanouectuie CD-CeO: (cimka 4.12A), MTT TecT je moka3ao 3HaudajaH Haj
BujabuwiHoctn HeLa u MRC-5 henuja Ha 1o3u ox 200 pg/ml manodectuna (66 % xon Hela, 31,6 % xox
MRC-5, y ogHOCY Ha KOHTPOJTY), a joI apacTHuHuju Ha go3u ox 400 ug/ml (7,6 % xox HelLa, 9,6 %
konq MRC-5). Ha najmamoj mo3u, 100 pg/ml, Bujabunnoct 06a Tuma henuja je Ouna Onaro amu
CTaTUCTHYKH 3HA4YajHO MOBHIIIEHA Yy o HOCY Ha KoHTpony (115,8 % xox HeLa, 109,4 % xox MRC-5).
VY1unaj Hanouectuna SPRT-CeO2 na BujadbunHoct Mmepeny MTT Tectom je xox oba Tuna henuja 6uo
3HaTHO ciabmju y onHocy Ha HaHodectuie CD-CeO; (cimka 4.12 B). Kox Hela henuja no3a ox 800
pg/ml je 6una noTpeOHa 1a 10Be/Ie 10 3HAYAJHOT CMamberba BUjaOHIHOCTH M TO camo 10 83,3 % y ogHOCy
Ha koutpony. Kox MRC-5 henuja, mo3a ox 400 ug/ml je nosena no mama Bujabunaoctu Ha 91,4 %, a
no3a ox 800 ng/ml no nana BujaduiaHOCTH Ha 87,6 %, Y OHOCY Ha KOHTPOIY.
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Cauka 4.12. lHurorokcnunu edekar Hanouectuna (A) CD-CeO: u (b) SPRT-CeO; na HeLa u MRC-5
henuje ncnutuBan MTT Tectom. Pesynratu cy mpukazanu Kao cpeliba BpEIHOCT + CTaHAapIHa IPemiKa
Y U3paXCHHU IPOLEHTYATHO y OAHOCY Ha KOHTpoy. CTaTUCTHYKM 3HAYajHE pa3jivKe u3Mely cpeamux
BPEIHOCTH 32 PA3JIMYUTE KOHIICHTPAIMje HAHOYSCTHIIA O3HAuYeHEe cy cumbonoma *** (p < 0,05).
ExcriepuMeHT je moHOBJbeH 3 myTa y 1o 3 moHoBka (N = 9).

4.3.3. E¢exar nanouectuna CeO2 Ha HHAYKIIUjYy aNlONTO3€e

Jla Ou ce uciMTano aa Jin HAHOYECTHUIIE I0BO/JIE 0 MHAYKIIMjE allonTo3€e y TpeTUpaHuM henmjama,
henuje cy HakoH TpermaHa Oojere annexin-V-FITC-om u Pl, HakoH yera cy mocMaTtpaHe IO
(bayopecueHTHUM KOH(pOKaTHUM MUKpockoroM. CHUMIbEHE MUKporpaduje cy npuKa3zaHe Ha cIukama
4.13 n 4.14. Ha ciuum 4.13A u I nprkas3aHu Cy CHUMIIM KOHTPOJIHUX y30pakKa, Ha KOjuMa, Kao LITO je
OUYEKMBaHO, HAKOH 00jema HUje AeTeKTOBaH ¢uryopeciieHTHU curHai. Ha ciumm 4.13b u B npukazanu
cy caumi Hela henuja tpetupanux Hanouectuama CD-CeOz, ok cy Ha ciuim 4.13 1 u E npukasane
MRC-5 henuje TpeTrpaHe ucTuM HaHOYecTUIIaMa. MOXKe C€ YOUUTH Jia CE TP HIKO] KOHIICHTPAIUjH
HaHovectuia (200 pg/ml) curnan nopexiom ox annexin-V-FITC-a kox 06a tuna hesnuja nojassbyje, anu
na je camo ko Hela henuja nerekroBan u curnan Pl. [Ipu Bumioj konentpanuju Hanouectuna (400
pg/ml), youen je Benuku 6poj u HeLa u MRC-5 henuja y kojuma je IeTEeKTOBaH CUTHAII IOPEKJIOM O]
o0e ynotpebsbeHe 0oje, ykasyjyhu Ha BHCOK MpolleHaT hendja y KacHOj aronTo3W WM HEKPO3H.
I'paduxon Ha cnuim 4.15 nokasyje kBaHTH(UKaLK]y TpoMeHa y Opojy henuja y paHOj OTHOCHO KacHO]
armonTo3H, 3a 103¢ o1 400 pg/ml nanouecruna. Kox o6a tumna henuja tperupannx ca CD-CeO: Bucok je
npoleHar henuja y KacHOj alonTo3M UM HEKPO3H, ajli Uiak 3HaTHO BulM koj Hela (80 %) Hero kox
MRC-5 hemmja (55 %). Bpoj henmja y paHOj amonTo3u HUje CTAaTUCTHYKW 3HAa4YajHO Behw HEro y
koHTponHOj rpynu (CtyaentoB t-tect). Ca cHuMaka je Takohe yousbuBO J1a cy oBe hemnmje Mamux
miMeHn3nja o henmja Tperupannx Hanouectuiama SPRT-CeO; (ciuke 4.14 u 4.15).
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Cauka 4.13. Jlerexnuja anonrrose kox (b, B) HeLa u ([, E) MRC-5 henuja Tpetupanux aBema qo3ama
Ha”oyectuiia CD-CeO; HakoH 60jema annexin-V-FITC-om u Pl. henuje obojene 3eneHo cy y paHoj
¢a3u anontose (anexkcud V +/PI -), a henuje kKo KOjUX je BUAJBHB U IPBEHO 000j€HO jeIpO CY Y KaCHO]
armonto3u win Hekpo3u (anekcuH V +/Pl +). Kox nerperupanux hemuja (A, I') HHUje nerekToBaH
(yopecueHTHU curHai kopuiheHux 0oja.

Cnuka 4.14 noka3zyje na ce u koj henuja Tpetupanux HaHouectunama SPRT-CeO2 nerekryje
onpehen 6poj henuja y henujckoj cmptu. Mehytum, kana ce 6poj TakBux henuja u3pasu y 0JHOCY Ha
ykynaH Opoj henuja y y3opky, nobuje ce na je nporenar kako Hela, tako u MRC-5 henuja y anonrto3u
WJIM HEKPO3H BeoMma Hu3aK (HajBuiie 2 %) U J1a 10 OBOM KPUTEPUjyMy HE ITOCTOjU CTATUCTUUKH 3HaYajHa
pasnuka usmely nBa tuna henuja (cnuka 4.15). Mnak, Moxe ce KOHCTaTOBATH J1a je Koz o0a Tuna henuja
npoueHaT henuja y paHoj amonTo3W CTaTUCTHYKHM 3HAYajHO HIDKM OJl IpoleHTa henMja y KacHO]
aronrro3u/Hekpo3u (CTyIeHTOB t-TecT, pe3ynTar HHje PUKa3aH Ha CITUIIN).
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Cauka 4.14. Jlerexuuja anonro3e koA (A, b) HeLa u (B, I') MRC-5 henuja tpetupanux n1Bema go3ama
nanouecturia SPRT-CeO; Hakon 6ojema annexin-V-FITC-om u Pl. henuje o60jeHe 3eneHO ¢y y paHoj

dbasu anontose (anekcud V +/Pl -), a henuje ko KOjuX je BUIJBHUB U LPBEHO 000jE€HO jeIpo Cy y KaCHO]
aronTo3u Win HeKpo3u (aHekcuH V +/Pl +).
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Cauka 4.15. I'papuuxku npukaz npoueHta HelLa u MRC-5 henuja y amonTo3n MHIYKOBaHO]
Ha"ovecturiama CeO: (6poj anmonToTckux henuja y ogHoCy Ha ykynaH Opoj hendja y BUIHOM HOJBY).
[lomanum cy natu kao cpelma BpeAHOCT + cTaHaapaHa naeBujauuja. Ha ymerHytom rpaduxy paau
IperyiieAHoCTH je yBehaHo mpukazaH pesyarar 3a hemuje Tpetupane HaHodectuiiama SPRT-CeOo.
Cumbosnom (*) mpuKa3aHO je CTATHCTHYKU 3HAYAJHO Pa3IMKOBAWKE Y OJHOCY HAa KOHTPOJHY TpPYITy
(Crynenros t-tect, p < 0,05).
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4.4, Edexar nanodectuna ZnO Ha pact u BUjadouiaHocT henuja

4.4.1. Edexar nHanoyectuna ZnO Ha pact heauja: onTumMu3zanmja g103a

Kako 6m ce omabpane moze Hanouectunia ZnO kojuma he ce henuje tpetupatun y PamanoBum
eKCIIepUMEHTHMA, U Y OBOM CIIy4ajy je, kao u koa Hanodectuna CeOz, ynorpedssen SRB tecr.

4.4.1.1. Ontumu3anuja no3a Hanodecruua ZnO 3a Tperman Hel a heuja

Ha ocHoBy nuteparypHux nomaraka oapehene cy goze ox 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml u 100
pg/ml 3a Tperman henuja y Tpajamy oxn 48 catu, jep je panuje youeHo aa Beh mose ke oxn 50 pg/ml
nojeiMHUX BpcTa HaHouectuiia ZnNO u3asuBajy naa BujabmiHoctu HeLa u MRC-5 henwmja [134, 147].
SRB TecT je mokazao cmameme henmjckor pacta Ha 45 % y ogHOCy Ha KoHTpoy ipu 40 pg/ml, oqHOCHO
Ha 35 % y oxHocy Ha koHTpoiny mnpu 100 pg/ml Hanowectuna ZnO. Mame n03e HUCY JAOBele 10
CTaTHCTUYKY 3HAYajHOT CMamema pacta. Ha ocHoBy pesynrara SRB tecra, omadpane cy KOHIIGHTpAIHje
0120 pg/ml u 40 pg/ml ZnO 3a xopumniheme y Pamanosum excriepumertuma: 40 pg/ml 36or morsphene
uToTokcnyHocT, a 20 pg/ml kako Ou ce WCIUTANO IMOCTOje JIM MPOMEHE Koje ce PamaHoBOM
CHEKTPOCKOIHUjOM MOTY JIETeKTOBAaTH Beh Ha TO] KOHIIEHTPALIU]H.
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Cauka 4.16. LlutoToKCHYHM edekaT pa3IMnYUTUX KOHIeHTpaluja HaHodectunia ZnO Ha pact Hela
hemmja ncnutuBan SRB Meromom. Pe3ynraTu cy nmpeacTaB/beHu MPOIEHTYATHO Y OJTHOCY Ha KOHTPOIY,
IpH YeMY je CTATHCTHYKH 3HAYajHO Pa3IMKOBAKE 0J] KOHTpOJIe 00enexeHo cumbonom *** (p < 0,001).
Excrniepumenr je ypaljen ABa myTa y o 4YeTHUpHU TOHOBKA.

4.4.1.2. Ontumu3anuja no3a nanodecrnua ZnO 3a tperman MRC-5 hennja

Hcte noze nanouectuna ZnO npumemene kox Hela henuja npumemene cy u Ha MRC-5 henyje.
Jlobujenu pesynrata SRB Tecra, npencraBpenn Ha e 4.17, nokasyjy cy MRC-5 henuje Beh na 20
pg/ml Hanouectrna ZnO oroBOpUIIEe CTATUCTHYKU 3HAYaJHUM CMamemheM pacta Ha 84 % y ogHOCy Ha
KOHTpOJTY, JIOK je mo3a o1 40 pg/ml cmamuia pact Ha yak 19 %, a mo3a ox 100 pg/ml wa 26 %. dpyrum
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peunma, MRC-5 henuje mokasyjy Behy oceTJbHBOCT Ha TpeTMaH HaHodecTuiama ZnO nero Hela henwje.
TO ce MOXke YBUIETH M TOCMATpamkeM NeijCKuX KyaTypa Mo/ CBETIIOCHUM MUKPOCKONIOM (ciuka 4.18).

MRC-5 ZnO

Cauxka 4.17. lluroTokcnyHu edekaT pa3IuInTUX KOHICHTpanuja HaHnodectua ZnO ua pact MRC-5
henuja ucnutuBan SRB MeTonoM. Pesynraru cy npencraB/beHH IPOLIEHTYAIHO Y OJJHOCY HA KOHTPOJLY,
[P YeMY j€ CTATUCTHYKH 3HAYajHO Pa3IMKOBAmE O] KOHTpoJie obenexkeno cumboimmma ** (p < 0,01) u
*** (p <0,001). ExcniepumeHT je ypahen aBa myTa y 1o 4eTUpH IOHOBKA.

KOHTpoOJa Zn0O 10 pg/ml Zn0 20 pg/ml Zn0 40 pg/ml

MRC-5

Cimka 4.18. Ontuuke mukporpaduje HelLa (ropwu pen) u MRC-5 (nomu pexn) hemuja tpetupanux
pa3IMYATIM KOHIICHTpaIjama HaHouectuna ZnO y tpajamy ox 48 catu; yehame 20x.

Ha ocnoBy pesynrara SRB Tecta, 3a nmpumeny y PamanoBuM excriepuMeHTHMa omabpaHe Cy
kourenrpandje ox 10 pg/ml, 20 pg/ml u 40 pg/ml: 20 pg/ml u 40 ug/ml xako 6u ce edekT HA THM
KOHIIEHTpalljaMa MOTJIM ynopeauTu Mel)ycoOHo u ca epekTrMa ncTHX KoHIeHTpanuja Ha Hela henyje,
a 10 pg/ml xako O ce MCMHTANO MOCTOjE JIU MPOMEHE Koje ce PamMaHOBOM CIIEKTPOCKOIHjOM MOTY
JEeTeKTOBaTH Beh Ha TOj KOHLIEHTPALU]jH.
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4.4.2. Edpexart nHanoyectuna ZnO Ha MeTa00 UMUKy aKTUBHOCT hesuja

Merabonuka akTHBHOCT henrja HakOH TpeTMaHa HaHouectunama ZNO ucrnutuBaHa je MTT
TECTOM, Y3 KOjH je pajau JeTajbHUjer yBuaa y edpekat Ha BujadmnHoct goaat 1 NRU rtect. [Ipumemene
Cy HMcTe KOoHIeHTpanuje kao 3a SRB u momara konmentpanuja ox 30 ug/ml. SRB Tect je mokasao
apacTuuHy pasnuky y pacty HelLa-ZnO-20 u HelLa-ZnO-40 henuja, na je no3a ox 30 pg/ml yBenena
Kako OW ce MCIMTAJIO Ja JIU IMOCTOjU KPUTHYHA KOHIIEHTpaIlfja Koja JOBOAU A0 HArjor majaa hemmjcke
BUjaOMITHOCTH.

Pesynratn NRU Tecra npukazanu cy minaBoM nuHHjoM Ha ciaunu 4.19A 3a Hela u 4.19b 3a
MRC-5 hemuje. Onu noka3syjy aa ce BujabmiaHoct HelLa-ZnO-10 u HeLa-ZnO-20 auje mpomenwmia y
OJTHOCY Ha HeTpeTupany KoHTpoury. Bujabumnoct Hela-ZnO-30 henuja je 3HauajHo cMameHa (53,4 +
6,2 % y olHOCY Ha KOHTpPOIY), a koJ HelLa-Zn0O-40 BujabuiHocT ce roToBo notnyHo ryou (2,1 = 0,8 %
y ogHocy Ha KoHTpoiy). Kog MRC-5 henuja, NRU Tect peructpyje apactuyan naj BujabuiHocTy Beh
ko henmuja MRC-Zn0O-20 (6,1 £ 0,6 % y oaHOCY Ha KOHTPOIY), OK je KOJ BHIIUX KOHIIEHTpAaIuja
HAHOYECTHUI[A BUjaOMITHOCT HA TPAHHIIN JACTEKIIH]E.

(A) HelLa 120 (B) MRC-5
1201 —=—NRU | —=—NRU
100 1004
% 80* g 80_
£ £
&
S 60- £ 60
= g
S 40- S 40-
= =
204 204
0 0-

konrpona 10 pg/ml 20 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml KOHTIpOJ'Ia 10 ulg/ml 20 plg/ml 30 ulg/ml 40 ].ng/ml

Cauka 4.19. Hurotokcuynu edekar Hanouectuna ZnO Ha (A) HelLa u (b) MRC-5 henuje ucnurusan
NRU u MTT tecroBuma. PesyntaTu cy mpHKa3aHu Kao CpeAma BPEIHOCT + CTaHIapAHa Tpelika H
M3paKeHU MPOLEHTYaTHO Yy OAHOCY Ha KOHTpoay. CTaTUCTUYKHM 3HayajHe pasiuke usmely cpenmux
BPEIHOCTH 32 Pa3JINYUTE KOHLIEHTPAllMj€ HAaHOUECTUIa O3HaueHe cy cumbonuma ** (p < 0,01) u *** (p
< 0,001). MTT ekcriepuMeHT je MOHOBJbEH 3 myTa y 1o 5 monoBaka (N = 15), a NRU 3 nyra y mo 3
nonoBka (N = 9) 3a HeLa u 2 nyra y mo 3 nonoska (n = 6) 3a MRC-5 henuje.

Pesynratu MTT Tecta npukaszanu cy 3ei1eHoM JuHHMjoM Ha ciuiu 4.19A 3a Hela u 4.19b 3a
MRC-5 hemmje. OBaj TecT je Moka3ao MajM ajld CTATHCTUYKW 3Ha4ajaH ImaJl MeTaOOJIMIKe aKTHBHOCT
HelLa-ZnO-10 (85,3 £ 0,7 % y oxHocy Ha koHTpoay) 1 MRC-ZnO-10 hemuja (93,9 £ 1 % y onHocy Ha
koHtpoiy). Kon Hela henuja, no3a ox 20 pg/ml moBoam 10 maga MeTaboIuyKe akTUBHOCTH Ha 73,6 +
0,7 %, noxk je max kox no3a ox 30 pg/ml u 40 pg/ml apamatuyan (6,1 % = 0,1, omrocHo 3,0 % = 0,08).
Kao u SRB u NRU, MTT Tect nokasyje Behy ocerspuBocT MRC-5 henmja va Hanouectune ZnO, ma Tako
MeTtabonmuka aktuBHOCT MRC-Zn0O-20 u3nocu 9 £ 0,9 % y omHOCY Ha KOHTpOIy. Builie koHIIeHTpaIuje
Ha"ovectura ZnO najke cMamyjy BHjaOMIIHOCT Ha JI03HO-3aBHCcaH Ha4ywH, gonazehu koq MRC-Zn0-40
1o BpenHoctu 0.
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4.4.3. Edexart nHanovyectuna ZnO Ha HHAYKUHUjY anonTo3e

Ha coumu 4.20 mpukaszane cy duyopecuentHe wmukporpaduje HeLa m MRC-5 henuja
nHKyOupanux 48 catu ca Hanouectunama ZnO u motoMm 60jeHe annexin-V-FITC-om u Pl. V ckiany ca
TECTOBUMA BHjaOMITHOCTH, 00jeme anonToTckux henuja nmokasyje Behy ocersbuBoct MRC-5 nero Hela
henuja na Hanouectune ZnO: no3a ox 20 pg/ml ZnO kon Hela henuja He OBOAM /10 TTOjaBe amonTo3e
(cnuka 4.20A), 10K ce Ha MCTO] KOHIIeHTpaluju HaHouectua kog MRC-5 nerektyje BUCOK mpolieHar
henuja y panoj anonrosu (86 % oz ykynHor 6poja henuja y BunHoM noswy, cinuka 4.20B). [lo3a ox 40
pg/ml ZnO nosoau xox Hela henuja 1o nmojase pane anonrose (7 % henuja, cnuka 4.20b), nok je ucra
no3a kogq MRC-5 nosena o cmptu 96 % henwuja, u To mpoceuno 55 % henuja no pane anonrose u 41 %
710 KacHe arnonTo3e uiu Hekpose (cnuka 4.2007). Ha koHTposHuM y30punMa, Kao HU Ha y3opuuma Hel a-
Zn0-10, aucy nereroBaHe henuje y anmonto3u (HUje MPUKA3aHO HA CIUIIN).

HelLa MRC-5

O

ZnO 20 pg/ml

ZnO 40 pg/ml

Cauka 4.20. [lerekunja anontose kox (A, b) HeLa u (B, I') MRC-5 henuja Tpetupanux asema gozama
Ha”ovectula ZnO HakoH 6ojewma annexin-V-FITC-om u Pl. henuje o60jeHe 3eneHo cy y panoj dazu
armonro3e (aHekcuHn V +/Pl -), a henuje o0ojeHe 3eeHO U IPBEHO y KACHO] aroNTO3HM MM HEKPO3U
(anexcun V +/Pl +).

Ha cnunu 4.21 rpaduuku cy nprkazaHe pa3jivKe y 0jaBU arnornTo3e KoJl pa3IuyuTo TPETUPAHUX
HeLa u MRC-5 henuja. Pa3nuke cy kBaHTH(uKOBaHe OpojameM 00o0jeHHMX henuja y CBakoM oA
MOCMaTpPaHUX MHUKPOCKOICKHUX BHJIHUX Mosba (6-10 mojba CHUMIJBEHO MO Y30PKYy) M H3pa)kaBambeM
nobujeHor 6poja henuja y BUIy IpoIeHTa O YKYNHOT O6poja henuja y BUHOM MOJbY.
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Cauxka 4.21. I'padpmuku npuka3 nporerara HeLa u MRC-5 henuja y paHoj (3e51eH0), OJHOCHO KacHO]
arnonTto3u (IPBEHO) UHAYKOBaHO] HaHoUYecTHIIaMa ZNO (Opoj anonToTckux henvja y oJHOCY Ha yKyIHaH
Opoj henmuja y BumHOoM moswy). Ilomamu cy matu Kao cpelba BPEAHOCT + CTaHIap/HA JCBHUjalyja.
CumbosioM (*) HpHKa3aHO je CTATHCTHYKH 3HAYAJHO PA3]IMKOBAKE Yy OJHOCY HAa KOHTPOJHY IPYIy
(Crynenros t-Tect, p < 0,05).

4.4.4. E¢exar nanouectuna ZnO na pacnogeny HeLa u MRC-5 hexnuja no
(¢azama hesmjckor nukiayca

VY mmspy masber mcnutuBama edekara HaHouectnna ZnO W Kopenammje ca MHpOpManujama
N00MjeHNM K3 BHOpallMOHMX CHeKTapa TpeTHpaHux henuja, mpomeHe y henmjckom nukiaycy Hela u
MRC-5 hemuja Tperupannx Hanodectunama ZnO UCHHUTHBAaHE Cy MPOTOYHOM ITUTOQIYyOPHUMETPH]jOM.
Ha ocHoBy curnana nopekiom of Pl, ognocHo xonuunne JIHK y henuju, oapehena je pacronena no
(dazama henmjckor nukiryca henmja Hakon 48 catu uHKyOanuje ca HaHouectunama. Kox henuja Hela-
Zn0O-10 u HelLa-ZnO-20, xao u kogx MRC-ZnO-10 henuja, HUje NeTEKTOBaHAa 3Ha4YajHa MPOMEHA Y
henwjckoM 1UKIyCy y oaHOCYy Ha oxaroBapajyhe kontpone (cmuka 4.22). OBUM je TIOKa3aHO Jaa
Ha”oyectuiie ZnO y naTuM eKCIiepMMEHTAIHUM yCJIOBHMA HE JIOBOJE /10 3aJip)KaBama heimja y HeKoj
ol ¢a3za henujckor nukiyca. Ha Bummm no3ama Behuna henuja je Beh y npouecy henmjcke cmptu. Te
henuje ce o3HauaBajy kao subG0/G1 henuje, jep cagpxe < 2n xpomosoma, Tj. Mame Hero GO/G1 henyje.
300r TOra Ipv BUCOKUM KOHIIEHTpallljaMa HaHOYeCTUIa HUje Omino Moryhe 100MTH KapaKTepUCTUYaH
u uH(opmMaTuBaH npo¢ui heaujckor HUKIyca.
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Camka 4.22. Edexar nanodectuna ZnO Ha pacnioneny (A) HeLa u (b) MRC-5 henuja no dazama
henmujckor mUKITyca WCHOUTHBAH NMPOTOYHOM IHUTO(IyopuMeTpHjoM. EKCriepuMeHT je u3BeieH Ha S
y3opaka Hela henmja (n = 5) u Ha 6 y3opaka MRC-5 henuja (n = 6). Pe3ynratu cy uspaxkeHu Kao
NpOIeHAT O]l YKyNHE henmjcke Tomynandje W TNpUKa3aHd Kao Cpela BPEAHOCT + CTaHIapIHa
JieBHUjaIyja.

4.5. PamaHoBa cnekTpockonuja hejimja TpeTupaHuX HAaHOYeCTHLIAMA

4.5.1. PamanoBa cnektpockonuja HelLa hequja TpeTupannx HaHoyecTuliama
CeO2

PamanoBu cnexktpu Hela henuja Tperupanux nanouectnnama CeQOz MepeHH cy Ha
HeKoMmeplMjaaHoM PamanoBoM ypehajy, kKoju Cy Kpeupaiu UCTpakMBayH rpyne 3a MyJaTUMOAAIHY
uHcTpyMeHTauujy Ha JlajonunoBom unctutyty IPHT y Jenu, rae je u usBeneH oaj cer PamaHoBux
excriepuMenTa.Ypehaj je HampaB/beH Tako Aa Oyne moceOHO mpuiiaroheH 3a Mepeme OHOIOIIKUX
y30paka U omoryhaBa Mepeme HEKOIMKO Xusbada PaMaHOBUX clieKTapa 3a CBera HEKOJIMKO JIeCeTHHA
muHyTa. Octasin PamMaHOBM €KCIEpUMEHTH HU3BEICHUM Cy Ha KOMEpIHjaHOM ypehajy, Ha KoM je
kopuirheHa ayXka eKCIIO3UIMja HEro Ha HEKOMEPLHJaTHOM, IITO je HEraTUBHO YTHUIIAJIO HA BPEMEHCKY
e(pUKaCHOCT Mepema, AJIM Cy U3MEPEHH CIEKTPHU OWJIM MHTEH3UBHUJU U OOJBET OJHOCA CUTHAI-IIYM.
PamanoBu criekTpu u3MepeHu Ha oBa JBa ypehaja HuCy Mel)yCOOHO yHmOpeauBU y CMHCIY J1a C€ MOTY
KOPUCTHUTH Y 3aj€JTHUYKO] aHAJIN3H, aJld 3ajeTHO Jajy YBUJ Y YTHIA] IOCTAaBKU MEPEHha Ha KBAJUTET U
ocoOuHe hennjckux crekrapa.

VY excnepumente PamanoBe cnektpockonuje Hela henuja tpetnpannx Hanouectuiama CeOz
Oune cy ykibyueHe Tpu rpyne henuja: henuje 48 catu nnky6upane ca 400 pg/ml nanouecruna SPRT-
CeOy, hemuje 48 catm nakyoupane ca 400 pg/ml Hanodyectuiia CD-CeO2 u koHTpONHE (HETpEeTHpaHe
henuje). 3mepenu crnektpu cy oOpal)eHn Ha HaYMH omnucaH y nornasipy 3.9.3. CBe HapenHe aHAIU3e
oOyxBaTtasie Cy JBa n3abpaHa CIIEKTpaJlHa PEerHOoHa y KOojuMa ce jaBjhba HajBehm Opoj hemmjckux
PamanoBux Mojosa: (700-1800) cm™? (mmckodpexsentHu permon) wu (2700-3200) cm’t
(BUCOKO()PEKBEHTHU PETHOH).
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4.5.1.1. Ananu3a ycpenmenux PamanoBux cnekrapa Hela heauja
TpeTupaHux HaHovectunama CeO2

Hajnpe cy onucanu ycpeameHH CIIEKTPH 3a CBaKy OJI TPH TpyIlie, MpUKa3aHu Ha ciaunu 4.23
PaMaHOBY MOIOBY MPUCYTHH Y CIICKTPUMA CY O0CJICKEHHN UCITPEKUAAHUM JINHU]aMa, & FbXOBU TaJacHH
OpojeBH Ha3HAYEHU Y3 OJroBapajyhy MCHpeKuaaHy JIMHH]Y. AcurHanuje PaMmaHoBUX MOJOBa jaTe Cy y
Tabenu 4.3 (nornasibe 4.5.5).

gt ae s

~ ~ >~ — — — — p— N~ )
L I 11 [ IIN 1 1 1
H L I Igllg : 1 :

[ [}

KOHTpOJIA HeEl.a il i N
CD-CeO, o o
I 1 1
——— SPRT-CeO, ' !
1
1
1

=
==
o0
(o}
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1 !
'
1
1
1

ﬁ = .|

Pamanos uuTeH3uTer

1
1
1
1
1
b
|
!
1
1
1
1
A
1
1

i A
I
|
1
1
1
1
[
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

|
|
|
|
f
i
1
L

I I I
1200 1400 1600 2800 3000

Tanacuu 6poj (cm™)

I I
800 1000

Cauka 4.23. PamaHoBM CcHeKTpU KOHTpoJiHUX henuja (upHO), henmuja TpeTMpaHUX HaHOYECTHUIIAMa
SPRT-CeO2 (upBeno) u henuja tperupanux HaHoyectunama CD-CeO: (rumaBo), mpeacTaB/beHH Kao
Cpelma BpeAHOCT + cTaHaapAHa Aesujanuja. CriekTpu TpetupaHux henuja cy BepTUKaIHO TpaHCIUPaHU
y OJTHOCY Ha KOHTpOJIHE CeKTpe Aa Ou ce omoryhmiia Beha nperie1HocT Ha rpagKOHY, TaKo Ja pa3jiuKe
y BUXOBUM MHTEH3UTETUMA HE MPECTaBIbajy peasiHe pasnuke. PamManoB UHTEH3UTET y peruony (2800-
3200) cm™ nomHoxen je kon cBe Tpu henmjcke rpyme ca dakropoM 1/3 Takohe pamu mobpe
IPErjaeJHOCTH 00a CIEeKTpaIHa PEeTHOHA.

V peruony (700-1800) cm™ cBux ycpenmeHHX CHeKTapa MO MHTEH3UTETY Cy HajyOuJbHBHjH
tunuyen henujckn PamanoBu MOZOBU: MOJT TOpEeKIIoM oJ1 BuOpanuja ¢pennnanannnaa (Phe) ma 1003 cm’
! ammmme Tpake: amun I, y o6mactn ~ (1230-1270) cm™, u amuz |, y o6mactu ~ (1600-1700) cm™?,
3atuM o6mact ~ (1270-1370) cm™ y xojoj ce jaBsbajy 6pojHE MOIOBM HOPEKIIOM Ol IPOTEMHA, JTUIU/A 1
HyKJIEMHCHX KHCEIIMHA, Kao M MoJl Ha 1448 cm™, koju Takohe y ceOu campku BUIIIE MOJIOBA TIOPEKIIOM
on BubOpanuja CH/CH2/CH3 rpyna nperexxHo smnua u nporerHa. Hemro cy Mame yO4bHBU MOJOBU
KOj! ce ToBe3yjy ca BHOpamujaMa HyKJIEHHCKHX KrucenmHa: 726 cm™, 785 cm™, 1092 cm?, 1585 cm™.
Peruon (2700-3200) cm™ ce cacToju u3 HeKOJIMKO MIUPOKKUX MOJIOBA KOjH BOJie TIOPEKIIO O BUOpaluja
paznuuuTUX rpyna junuga u nporeuHa (Tabenma 4.3, mornasiee 4.5.5). OHU Cy Hpeko TpHU IyTa
MHTEH3UBHU]JU OJ1 HAJUHTEH3UBHUjX PaMaHOBHUX MOJI0Ba Y HUCKO()PEKBEHTHOM CIEKTPAIIHOM PETHOHY.
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4.5.1.2. PCA PamanoBux cnekrapa Hel a hesamja Tperupanux
HaHoyectunama CeO:

PamanoBu cnextpu HelLa-CD-400 u HelLa-SPRT-400, 3ajeqHo ca crekTpuMa KOHTPOJIHHUX
henmja, anamusupanu cy PCA metonom. JBa crexrpansa pernona, (700-1800) cm™ u (2700-3200) cm
! ¢y crojena n aHanmu3upaHa Kao jexHa nenuHa. Ipee Tpu PC kojuma je pesynrosana ananmmsa (PCI-
PC3) 3ajeqno objammaajy 26,6 % Bapujanuje mehy crnexkrpuma (13,8 % + 6,8 % + 6,0 %). [Ipojekmuja
jenHor criektpa Ha jeaqny PC koMImoHeHTY naje KoehHUIIMjeHT KOju ce Ha3uBa CKop. Pa3zmarame jeqHor
cnektpa Ha cBe PC KOMIIOHEHTE [aje HH3 CKOpPOBa KapaKTePUCTHYHUX 3a Taj CIEeKTap.
JIBOAMMEH3HOHATHY TPaUKOHU Ha KOjUMa Cy KOOpIWHATE CBake Tauke ojpeheHe BpemHoctuma PC
cKkopoBa 3a nBe onabpane PC xommoHeHTe mpukaszaH je Ha ciaunu 4.24. LlpHe Tauke mpeacTaBibajy
cneKkTpe KOHTpostHuX henuja, npBene tauke crekrpe HelLa-SPRT-400, a miiaBe npencraBibajy CreKTpe
HeLa-CD-400 henmja. YcpenmeHe BpPEIHOCTH CKOpOBAa CBUX Tadaka jeJHE TPyNe O3HA4YCHE CYy
LHEHTPOUANMA, KPYIMHHUJUM YOKBUpPEHMM Kpykuhuma ojarosapajyhe Ooje. Mcmnpekunane muHH]je
O3HayaBajy KoopAMHATHE modeTke. Buaumo na ce mo PC1 u3aBaja npBeHN EHTPOUA, OHOCHO Ja OBa
KOMITOHEHTA MOKa3yje CIeKTpaiHe KapakTepuctuke no kojuma ce HeLa-SPRT-400 henuje pa3nukyjy o
koHTponaux henwja, amm u ox HelLa-CD-400 hemumja. 3a oBaj nentpoun Bpemnoct PCl ckopa je
HeraTvBHA (Mama oJ HyJie), IITO 3Ha4YM Ja he ce MO3UTUBHY MUKOBH (JIOKaJTHH MAaKCUMYMH ) KOj€ CaJIp KU
PCI tymauntn xao majx mHTEH3UTeTa oAroapajyhux PamanoBux mozgosa y cnekrpy HelLa-SPRT-400
henuje, nok he ce HeraTUBHU MUKOBH (JIOKaJTHM MUHUMYMH) Koje caapxku PC1 TymaunTu kao mopact
WHTEH3UTeTa oaroBapajyhmx PamanoBux momoBa. PC2 He mokasyje 3HA4ajHO pa3/iBajame Tpyrna
criekTapa (cBe LieHTpouze oOyxBarajy HyJTy BpenHocT koedpuuujenta 3a PC2), noxk PC3 nokasyje
pazmuke usmely kontposie u HeLa-CD-400 henuja. HeLa-SPRT-400 henuje mo BpenHOCTH CKOpOBa 3a
PC3 cy usmely kontpone u HelLa-CD-400 henumja: mpuOmmkHO MOJOBMHA OBUX henmuja Onmxka je
koHTpoHEM henmjama, a npyra nonoBuHa HelLa-CD-400 henujama. ¥V ciygajy PC3, BpenHoctr ckopa
3a TpeTupaHe henuje cy y mpoceky mo3uTuBHe, Te he ce mo3utuBHU MUkoBU PC3 TymaunT kao mopact
MHTEH3UTeTa oJiroBapajyhux PamaHoBHX MO/I0Ba y ClIEKTpUMa TPETUPAHUX henuja, a HeraTuBHU MUKOBU
Kao maj oArosapajyhux momosa [275].

Uako ce y obmnactu (700-1800) cm™ ko PC1 He u3aBajajy NUKOBM BUCOKOT HHTEH3HTETA, MOKE
CE YOUHTH HEKOJMKO CJIA0Hje WHTCH3UBHUX JIOKATHNX MaKCHMyMa U HEIITO WHTECH3WBHUJUX JIOKATTHIX
MuHUMyMa. CBU MaKCHMYMH MOTY Ce ITOBE€3aTH ca BHOpallijama MoJieKyja HyKJIEHHCKUX KhcenuHa: 785
cm je TumIyaE Mapkep HYKIEMHCKHX KHCENHHA, HCTOT Cy Mopekiaa PamaHoBu Monosu Ha 726 cm™
Ha 1372 cm™, mon Ha 1092 cm™ noTtnue Takohe 01 HyKJIEMHCKUX KHUCEIHHA alli KOHKPETHO O] BUOpaIija
dochommecrapcke Bese, 10K ce Mox Ha 1422 cm™ moxe moBesaTn ca nesoxcHpuO030M. JIoKamHHM
munumymu PC1 jaBieajy ce Ha 756 cm?, 1003 cm™?, 1125 cm™, 1402 cm™, 1448 cm™, 1670 cm™.
PamanoBH Moz1oBH Ha 756 cm™ i 1003 cm™ pesynrar cy Bubpanuja y apoMaTHIHIM aMHHOKHCETHHAMA
tpunrodany, ogHocHo penunananuny. Bubpamuje CHz rpyna nporeuna pesynryjy PamanoBum mMomiom
Ha 1402 cm™, mox Mo Ha 1670 cm™ npumnaza amuy | Tpamy U moBe3aH je ca IPOTEMHCKOM CEKYHAAPHOM
ctpykTypom. IIpeocrana asa murumyma y PC1, ma 1125 cm™ u 1448 cm™, mory ce nosesaru kako ca
MPOTEHHCKAM TaKO W ca JIMIMUJAHAM PamMaHOBMM MOJOBHMMA. Y3€BIIH y OO3UpP CBE ITMKOBE KOJH CE
1n0jaBibyjy y peruony (700-1800) cm™ y PC1, mMoske ce KOHCTaTOBAaTH Ja 0Ba KOMIIOHEHTa yKa3yje Ha
oIaJiamke cajipikaja HyKJICHHCKUX KUCEIMHA, a IOPacT caapikaja nunuaa u nporenna y HeLa-SPRT-400
henujama.

V peruony (2700-3200) cm™ HajuspakeHmja cy 1Ba WHTEH3WBHa M INMPOKA IHKA, ca
MuHEMyMEMa Ha 2883 ¢cm™ u 2933 cm™. Ouu Takohe yxasyjy Ha mopacT HOHNPUHOCA JHMUIHHX M
MPOTEHHCKUX MosioBa y Pamanosum ciektpuma Hel.a-SPRT-400.
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Cauka 4.24. I'padpuxonu PC ckoposa 3a npse Tpu PC npoucrexie u3 PCA PamanoBux cnekrapa Hela-
SPRT-400 henuja (upBeno), HeLa-CD-400 (ru1aBo) u ciektapa KOHTpoJIHUX henuja (pHO). Y OKBUPEHH
KpY>XUhHU MpencTaBibajy HEHTPOUIE - CPEImhe BPETHOCTH CKOPOBA 3a CBaKy OJ TpH rpymne hemuja u
BUXO0BE 00je cy yckiaheHe ca 0ojama oaroBapajyhux ckoposa.
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Cauxka 4.25. Tlpse pu PC (PC1-PC3, omo3no Harope) nobujene uz PCA henuja Tpetupanux apama
tunoBuMa Hanouectunia CeOz u kouTponaux hemuja. M3naza cy npuka3zanu qudepeHInjamTHl CIIeKTPH
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T00HjeHH Oy3UMamkEeM YCPEIHEHOT CIieKTpa KoHTpoaHux Hela henuja ox ycpenmenor ciektpa Hela-
SPRT-400 hemuja (D1, upBeHo) u omy3uMameM ycpeameHor criektpa Hela xontponnux hemuja of
ycpenmenor crektpa HelLa-CD-400 hemuja (D2, nnaBo). Tamacau OpojeBu nmukoBa y PC omHOCHO
PamanoBux MonmoBa y audepeHLHUjaIHUM CIEKTpHUMa O3HAueHH Ccy OpojeBUMa y3 BEpTUKAIHE
UCIIPEKHUIaHEe JIMHKje, a HAjUCTAKHYTHjH MUKOBH/MOJOBH OCCHUYCHU CY IUIAaBOM 00jOM Y TO3aMHHU.
XOpU30OHTATHE WCIPEKHIAHEe JMHUjEe O3HAauaBajy HYJAT€ BpPEAHOCTH HMHTEH3UTETa 3a CBaKy
PC/nudepenujanau crexrap.

CynpotHo ox PCl1, PC3 kao jokanHe MMHMMYyME CaJp>KHM NHMKOBE IOBe3aHE ca PamaHOBUM
MOJIOBMMA HYKJIEHHCKHMX KHCEIMHA: Ha TaJacHUM OpojeBuMa 785 cm™, 1092 cm?, zarum Hemto
cnabujer unTensutera Ha 1372 cm™ u 1422 cm, kao u 1Ba nuka koju ce Hucy japbanu y PC1, na 1488
cm™u 1574 cm™. Mehyrum, npoceuan PC3 ckop 3a HelLa-CD-400 hernuje je mo3uTHBaH, Tako J1a M 0Ba
komnoHeHTa, kao U PCl, yka3syje Ha cMmameme cajpxaja HyKIEHHCKUX KHCEIIMHA Yy TPETUPaHUM
henujama. Makcumymu y PC3 koju ce jaBibajy Ha 756 cm™, 1003 cm™, 1402 cm™ u 1630 cm™ mory ce
MOBE3aTH ca BUOpamMjaMa y TPOTEMHUMAa M 33jeJHO yKa3yjy Ha TOpacT cajpikaja MpPOTCHHA Y
TpetupanuM henujama. Pamanos moj Ha 1630 cm?, xkao u mox Ha 1670 cm™, npunazna amun | Tpamu u
yKa3yje Ha pa3Jiike y MpoMeHaMa CeKyHJIapHe CTPYKType npoTerHa n3Mely henuja tpetupanux qsama
tunosuMa Hanodetuna CeOy. Pamanosu mojosu Ha 1125 cm™ u 1448 cmL, xoju ce Takohe jaBibajy kao
makcumymu PC3, Mory ce mpunucaty ¥ IpoTeMHUMA U JIUITHIMMA, IITO MOYKE YKa3UBATH J1a je CaAPKaj
UM, @ HE caMo npoTerHa, nopuiieH y HelLa-CD-400 henujama.

Peruon (2700-3200) cm™ PC3 caapsu ucre nukose kao oarosapajyhu peruon PC1, anu cy onu
cynpotHor 3Haka. ITuk xoju je y PC1 ounran ma 2933 cm™ y PC3 je momepen Ha 2924 cm™. Haxko ce
cBY PaMaHOBM MOJIOBH Y OBOM PETMOHY MOTY IOBE3aTH U ca IIPOTEHHUMA U ca JIMITUIUMA, cMaTpa ce Jia
je Moz Ha 2924 cm*/2933 cm™ nperexno npoTenHcky, 10K je Moa Ha 2883 cm™ mperexHO MMIMAHOT
MOpEKIIa.

Kana ce ynopene rnmaBHe KOMIOHEHTE ca IU(pEepeHIUjaIHUM CIIEKTPUMA, IPUKA3aHUM Ha CIULH
4.25 UpBEHOM W TUTaBOM JIMHUjOM, MOXKE ce yBHIeTH Benuka ciuaaoct uzmel)y PC1 u D1, moGujeHor
OJly3UMambeM YCpPEeAHmEHOr CIeKTpa KOHTpoiaHuX hemuja on ycpeameHor crnekrtpa HelLa-SPRT-400
henuja, kao u m3mely PC3 u D2, nobujeHor ogy3uMameM YCpeamEeHOT CIIeKTpa KOHTPOHUX henuja ox
ycpenmweHor crekrpa Hela-CD-400 henwja.

4.5.1.3. Knacupukaunuja HelLa hesmja tperupannx CeO2 HaHouecTHamMa:
PLS-LDA monen

PLS perpecrnona anaimsa je mpuMemeHa 3ajeJHo Ha koHTpoiHe Hela henuje, HeLa-SPRT-400
hemnje u HelLa-CD-400 hemuje. Ha cnumu 4.26A npukaszaH je rpagMKOH BpEIHOCTH heHjcKux
PamanoBux crekrapa 3a npee nBe PLS kommonente, PLS1 u PLS2. On moka3syje Beoma J00po
pa3zBajame eKCIepUMEHTAHUX TpyIia T00MjeHO OBOM Ha/3MpaHOM MeTo oM. [IpBUX MeT KoMIIOHEeHaTa
je mame ymotpedspeHo 3a LDA, y kojoj je macymumunmx 360 cmekrtapa, mo 120 u3 cBake rpyrme,
ucKopHIINeHo 3a TpeHUpame Mo/IeNa, 0K ¢y peocTtana 323 crekTpa KopuiiheHa 3a TeCTUpambe MoJIeNa.
Tectupame je mokazano Ja je CEeH3UTHBHOCT MpeauKIje mojena (6poj henmmja yuja je mpumagHOCT
oapeheHoj kiacu ucnpaBHO ojapeheHa y ogHocy Ha ykymaH Opoj henuja) Hajmame 88 %, A0k je
cneruduaHocT Mozena (6poj henuja yuja je HempunagHOCT ofpeheHo] Kimacu ucrpaBHO oapeheHa y
OJIHOCY Ha yKynaH O0poj henuja) Hajmame 92 %.
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Cauxa 4.26. (A) PLS anammsa: rpagukon ckopoBa npBe aBe PLS komnonente. LlpHe Tauke
npencraBibajy cnektpe Hela kontpomrmx hemuja, npeene tauke cnektpe HelLa-SPRT-400 henwja,
iaBe Tauke crekrpe HelLa-CD-400 henuja. Cpeame BpelTHOCTH CKOPOBA 3a CBaKy IpyIly (LEHTPOUIH)
O3HAuY€HE Cy YOKBUpPEHUM Kpyxuhuma onrosapajyhux 6oja. (b) LDA: rpadukon npojekunja hemujckux
crniekrapa Ha npBe 1Be LDA komnonenre. Illema 60ja kao oz A.

4.5.2. PamanoBa cnektpockonuja MRC-5 heauja TpeTupannx HaHoYecTHIAMA
CeO2

PamanoBu cniekrpu MRC-5 henmja Tpetupannx Hanodectumnama CeO2, MepeHH cy, Kao M KOJ
HeLa henuja, y oncery (700-3200) cm™. 3a pasnuky ox HelLa henuja, y oBoM ciyuajy cy aHamu3upaHa
3aceOHO fBa crekTpamHa permona, (700-1800) cm™ m (2700-3200) cm™, kako 6u ce mcrmrane
MOTYhHOCTH CBaKOT O JIBa peruoHa y KiacupukoBamy TpeTupanux henuja nomohy PCA u kako 6u ce
y PCA m36erna momusamuja permona (2700-3200) cm™ umju je maTemsurer 3matHO Behm. [lpyru
HCKOpakK y oAHocy Ha aHanu3y Hela henuja je yBoheme qoaTHUX KOHIIEHTpanyja HaHoyectuna: 200
pg/ml CD-CeO2 u 800 pg/ml SPRT-CeO», y 1iusby npoydaBarma J03HO-3aBUCHHUX pa3iinka y PaMmaHOBUM
CIIEKTpUMa TpeTUpaHux henuja.
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4.5.2.1. Ananu3a ycpenmenux PamanoBux cnekrapa MRC-5 heauja
TpeTrupaHux Hanoyectunama CeO2

Ha ciunm 4.27A nipukaszanu cy ycpenmeHn PaMaHOBH CIIEKTPHU ca CTaHIapIHUM JIeBHjalljaMa
n3mepenn Ha MRC-CD-200 (tamuomnase nunuje) 1 MRC-CD-400 (cBetnomnase nunuje) henujama. Y
BUMa CE€ MOy peructpoBatd PamaHOBM MOJOBH TOpEKIOM oJ BuOpamnuja y henujckum
MakpomoJiekynuMa (Bunaetu Tabemy 4.3, mornasise 4.5.5). MuHUMaNIHE pa3liuKe YCPEAHEHUX CIIeKTapa
Tpetupanux hemuja y OJHOCY Ha KOHTPOJY C€ MOTY YOUUTH W 0€3 MYJITUBApUjaHTHE CTATHCTHYKE
aHanM3e: maj MHTeH3uTeTa MonoBa Ha 785 cm™, 1095 cm™ um 1337 cm™, ca Tpu momesana ca
HYKJIEMHCKUM KHUCEJIMHaMa, Kao M MopacT MHTEH3UTETa MOIoBa Ha 1264 cm?, 1448 cm™ u 1657 cm™?,
MOBE3aHUX Ca JINMUIUMa U iporenHuMa. CBe HaBeIeHe MPOMEHE Cy U3paKeHH]je KoJ1 henrja TpeTupanux
jayoM J1030M HAHOYECTHIIA, KOJ KOjUX je MOCCOHO M3pakeH W MOPACT JHUIHUIHOT PamaHoBOT Monia Ha
1310 cm™. Taxolje ce youaBa mHMpOK OICET CTaHAp/IHE AeBUjanuje ycpeamenor cnekrpa MRC-CD-200
henuja, ykasyjyhu na cy mpu oOBOj 03U paznuuute henuje M3MemeHe Yy pa3IudyuTOM CTeneHy. Y
creKxTpanHoM peruony (2700-3200) cm™ youaa ce mopacT mpeTexHO JTHIMIHIX MOI0Ba Ha 2850 cm™
u 2880 cm™, moce6HO u3paxkeH kog MRC-CD-400 henuja, ko1 KOjUX je JOJaTHO PETUCTPOBAH M Maj
MHTEH3UTETA IPETEXKHO NPOTEHHCKOT Moia Ha 2930 cm™t. Mehytum, ¢ 063upoM Ha Benmky 6poj Mo10Ba
y CBaKOM CIEKTPY ¥ YHILEHHILY Ja MHTEH3UTETH TOTOBO CBAKOT OJI HbUX IMOJICKY Mamoj Win Behoj
MIPOMEHH, TPOOJIEMATUYHO j€ OJPEANTH MOJ] y CIIEKTPHUMA KOjU C€ MOKE CMaTPaTH HEIIPOMCHJbUBUM H
y OJIHOCY Ha Kora Ou TpeOasio MOpeAnTH MPOMEHE MHTEH3UTETA JAPYruX MoJ0Ba. 300T TOTa je HaKOH
aHaJM3e pasiifKa y ycpenmeHnM criektpuma ycaenmia PCA, kojom he nate mpomeHe OUTH MOy3aHHje
U JIeTaJbHH]jE OKapaKTEPUCAHE.

VY PamanoBum cniektpuMma henuja Tpetupannx Hanouectunama SPRT-CeOz, koju cy npukaszaHu
Ha ciouuu 4.27b, cMep mpoMeHa HHTEH3MTETa MOJ0OBa cllabuje KOpeNuIle ca IOopacToM J03€
nanouectuia. Koq MRC-SPRT-400 henuja youaBa ce majg PamaHOBHX MOJIOBa HYKJICHHCKUX KHCEITMHA
Ha 785 cm?, 1337 cm™ u 1580 cm™, kao u nopact pochomunumnor moxa Ha 1065 cm™, ok ce koxn
MRC-SPRT-800 henuja youasa nopact nuaTeH3uTeTa Mojia Ha 1310 cm™. V permony (2700-3200) cm™?
ko1 MRC-SPRT-400 henuja Genesxu ce HOpacT MHTEH3MTETa JIMIUAHMX MojoBa Ha 2850 cm™ u 2880
cm™, nok ce kom MRC-SPRT-800 henuja mopact numuaanx PaMaHOBHX MOJI0BA BHIIE HE yOUaBa, aily
ce OeslexH 1]l MHTEH3UTEeTa MPETeKHO IPpoTenHCKor Pamanosor moza Ha 2930 cm™. JIpyrum peunma,
OJTHOC MHTEH3UTETA JIMIHIHIX U IIPOTENHCKUX MOJIOBA Y OBOM JIENTy CIIEKTpa moBehaH je mpumMeHoMm obe
HaBe/leHe /03¢ HaHoyecTula. Takohe ce MOXke YOUHTH Ja je CTaHJapJHa JeBHjallja OKO Cpeame
BpEIHOCTH MoBehaHa KoJ1 00 mpUMemkeHe 03¢ HAaHOYECTHIA y OJHOCY Ha KOHTPOIY, MajJia y HEIITO
Mamw0j Mepu Hero ko MRC-CD-200 henwja.
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Cauxa 4.27. PamanoBu cnektpu MRC-5 henmja tperupanux nanodectunama (A) CD-CeO: y nBe
pasnuunrte koHueHtpauuje u (b) SPRT-CeOz, Takohe y aBe koHLeHTpanuje, ynopeheHu ca cnekTpuma
Herpetupannx MRC-5 (upro). CBH CHEeKTpH cy NpHKa3aHH Kao yCpeImeHH PamaHOB criekrap =+
cTanfapAHa Aesujaudja. Tunuunu henujcku PamaHoBH MOJJOBH 03HAU€HH Cy MCIIPEKHIAHUM JIMHUjaMa
y3 KOj€ Cy 3alucaHy OJroBapajyhu TajacHu O6pojeBH.
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4.5.2.2. PCA PamanoBux cnektapa MRC-5 hesanja Tperupanux
HaHoyectunama CeO:
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Cauka 4.28. PCA pernona (700-1800) cm™ PamanoBux criekrapa MRC-SPRT-400, MRC-CD-400 u
KOHTposHUX (HeTpetupanux) hemuja. (A) I'papuxon PC1 u PC2 ckopoBa: xoHTponHe henmje cy
o3HaueHe npHoMm, MRC-SPRT-400 hemuje npenom, a MRC-SPRT-400 minaBom 0Oojom. Hymre
BPEIHOCTH Ha OcaMa O3HAauyeHe Cy MCIPEKHJAHUM JIMHHMjaMa, a CPeHhe BPEJIHOCTH CKOPOBA 3a CBAKY
Ipyly O3HauYeHe Cy YOKBUpEHUM Kpyxkuhuma oxarosapajyhux 6oja. (b) PC1 noOujena y ananusm, ca
O3HAYEHUM Haj3HauajHUjUM TUKOBUMA.
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PCA je najnpe mpumemena Ha cnektpe MRC-SPRT-400 u MRC-CD-400 henuja (ciauke 4.28 u
4.29), xako Ou ce pe3ynTaTu MOTJIH YIOPEAUTHU ca pe3ysiTaTuMa aHanorae ananuse Hela henmja (cnuke
4.24 u 4.25). Pesynraty cy NMoKa3aly Ja y crekTpaaHoM pernony (700-1800) cm™ PC1 uma Hajsehn
MOTEHIMjall pa3[Bajamba TpeTupaHux hemuja ox KoHTponHuX (cnuka 4.28A). Mehytum, mo TOj
koMmrioHeHTH je Moryhe pazasojutu jeauHo MRC-CD-400 henuje, nok ce MRC-SPRT-400 henwuje na
OBaj HaYMH HE MOTY pa3NuKoBaTu o1 KoHTpoaHuX. PC1 nobujena y oBoj ananus3u ofjammana 51,99 %
yKyIIHe BapHjaHce Mely criekTpuma. Y criekTpanHoM pernony (2600-3700) cm™ mopen PC1, Ha cinmdan
HaunH PC2 pa3nBaja cnektpe TpeTupanux henmja ox koHtpoiHux (cimka 4.29b6). PC1 u PC2 u3 ose
aHamM3e 3ajeHo 00yxBarajy 95,8 % ykymHe BapujaHce Mel)y criekTprMa y OBOM CIIEKTPAITHOM PErHOHY.

PC1 noGujena y aHanu3u HUICKOGPEKBEHTHOT CIIEKTPATHOT PeTHOHA MprKa3aHa je Ha ciunu 4.28b.
[Tpoceuan ckop MRC-CD-400 henuja 3a 0By KOMIOHEHTY je mo3uTuBaH (ciuka 4.28A), U3 yera cinenu
na sokanHu makcumymu PC1 moka3zyjy mopacT mHTeH3uTeTa oAroBapajyhux PamaHoBux MomoBa y
oqHocy Ha KOHTpoiy. CympoTHO, JOKaTHM MHHMMYMH TIOKa3yjy THaJ MHTEH3UTETa OAroBapajyhmx
PamanoBux momoBa. Mely PamanoBuM MOqoBHMa 4YMju MHTEH3UTET OMajia HajOPOJHHUJH Cy MOJOBH
MOBE3aHU ca BHOpalyjaMa y HyKJICHHCKHM KucenuHama: 730 cm?, 785 cm™?, 1100 cm™, 1180 cm™,
1337 cm™?, 1375 cm™* u 1574 cm™. [Ipeocranmu MonoBH, Ha 942 cm? 1237 cmtu 1690 cm? MOTy ce
MOBE3aTH Ca MPOTEHMHHMMAa W YKa3WBaTH Ha MPOMEHY Yy HHXO0BOj KoH(opmaruju. CBH NMUKOBH Ha
no3uTuBHO] cTpanu PC1 (j1okanHu MakcuMymM) oAronapajy PamaHoBuM Mo0BMMA JIMIIUAA, TOCEOHO
dochommnuma. Hapouwto je ymaajpuBa CIMYHOCT OBE KOMIIOHEHTE ca PaMaHOBHM CHEKTpOM
dbocharuauicepuna [196].
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Cinka 4.29. PCA peruona (2600-3700) cm™ Pamanosux cnexkrapa MRC-SPRT-400, MRC-CD-400 u
KOHTposHUX (HeTpetupanux) hemuja. (A) I'paduxon PC1 u PC2 ckopoBa: koHTposnHe hemuje cy
o3Hauene 1paom, MRC-SPRT-400 henuje npsenom, a MRC-CD-400 nmitaBom 60jom. Hynte Bpennoctu
Ha OocaMa O3Ha4yeHe Cy HCIPEKHJaHWM JMHHjaMa, a CpPeIme BPEAHOCTH CKOpOBa 3a CBaKy IpYITy
O3Ha4YeHEe Cy YOKBUpEHUM Kpyxuhuma oarosapajyhux 6oja. (b) PC1 (upuo) u PC2 (cuBo), nobujene y
aHaJIM3M, ca O3HAUEHUM Haj3HAYaHU]UM MTUKOBHMA.

O6e KOMITOHEHTE M3 aHaIM3e CIeKTpaTHoT pernoHa (2600-3700) cm™ 3magajHe 3a pa3aBajame
henuja, PC1 u PC2, umajy nozutuBHe BpeaHoct ckopoBa kop crekrapa MRC-CD-400 henuja (ciuka
4.29A). Taxo PC1 yka3yje Ha mopacT IpeTexxHO JUIHIHNX MoaoBa Ha 2850 cm™ n 2883 cm™, ok PC2
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yKa3yje Ha Maj MPeTexHO MPOTEeMHCKHX Moaora Ha 2939 cm™ u 2980 cm™ kox MRC-CD-400 hennja
(couka 4.29B).

4.5.2.3. PCA ,,y napouma“ PamanoBux cnekrtapa MRC-5 heanja
TpeTupaHux HaHovyectunama CD-CeO2

[Tomro PCA wu3BeneHa Ha OBE €KCIIEpUMEHTAJHE TPyINe YeCTO MMa KamaluTeT Ja JeTEKTyje
pasnuke Mehy BuMa Koje HUCY Oniie JeTeKTOBAHE 3ajeIHUYKOM aHAJIM30M CBHX I'PyIa HCTOBPEMEHO, Y
HapeIHUM eKcrepuMeHTHMa HacTaBibeHa je PCA crekrapa Tpetupanux henuja mo naposuma. [Tapose
Cy YMHHWJE KOHTpOJHA Tpyna W Tpyna henmuwja TpeTHpaHUX jeIHOM OJ OJa0paHHMX J03a U BpcTa
Hanovectuna. Ha cnmukama 4.30 u 4.31 npukasanu cy pesyntatu PCA naposa kontpoia:MRC-CD-200
n koHTpona:MRC-CD-400, y muckodppexBenTHOM (ciuka 4.30) u BucokodpekBeHTHOM (ciuka 4.31)
CIICKTPAITHOM peruony. Pesynratu koju ce omnoce Ha MRC-CD-200 mpukaszanu cy TaMHOILIABOM, a
pesyatatu koju ce ongHoce Ha MRC-CD-400 cBetiomiasom 6ojoM. Y 06e ananuze PC1 je kommnoneHnTa
KOja HajOOJBE MPECTaBIba pasuKe Mel)y TpeTupaHUM U KOoHTposHUM henujama. Pa3aBajame je O6oJbe,
OJTHOCHO pa3lIMKe oJ KOHTpoiie cy Behe, kox henmja TpeTHpaHUX BHIIOM J1030M HAHOYECTHLA (CIIUKE
4.30b u 4.31B). Kox ananuze henuja TpeTupaHux HIXKOM KOHIIGHTPAIIMjOM HAHOUYECTHIIA, Pa3/IBajarbe
Koje ce noctike npexo PC1 nako je Mame, CTaTUCTUUKH JeCTe 3HaYajHo.

Ha ciutm 4.30B npeacrasisene cy PC1 noOujeHe y aHanm3u HUCKOQPEKBEHTHOT CHEKTPATHOT
peruona kox naposa koutpona:MRC-CD-200 (tamuuje mnaBo) u koutposna:MRC-CD-400 (cBernuje
1aBo). tbuxoBOM ynopeHoM aHATM30M MOJKE C€ YBHJIETH BEJIMKA CIMYHOCT U3Mel)y 1B€ KOMITOHEHTE,
aJTy ¥ TIOCTOjambe PasiIfKa y PelaTHBHOM OHOCY MHTeH3uTeTa nukoBa. Kox PC1 nmpoucrekie u3 ananuse
koHTpona:MRC-CD-200 hemuja Mory ce yo4ywTH THKOBU KOjU YKa3yjy Ha ONaJame caapxkaja
HYKJICMHCKUX KHCEJIMHAa M TIOpacT cajapikaja JUNuAa, 1Mo PamMaHOBOM CIEKTpy BeOMa CIMYHHUX
dbocharununcepuny. Jlunumuu neo PCl mpoucrekiie w3 aHanusze henuja TPEeTUPAHUX BHILIOM
KOHIIEHTPALlMjOM HaHOUYeCTULA (JIOKAJIHU MAaKCUMYMH) jeé Malbe HHTEH3UBaH Y OJIHOCY Ha JIe0 TIOBE3aH
ca HYKJICMHCKHM KHCelTMHaMa (JIOKaJTHH MHHUMYMH) U 110 OJTHOCY WHTEH3UTETA MMUKOBA Marhe CIMYaH
Mouekydty ¢ocharumuncepuna. Takole, omHocu nHTeH3uTeTa MHUKOBA l1270/11300, K20 U l1657/11440, KOjH CE
cMmarpajy Mapkepuma HezacuheHocTH aunuia, Buiy je y PC1 nobujenoj n3 ananuse henuja TpeTupaHux
HID)KOM KOHIICHTPAIlMjOM HaHOYECTHIIa.

Ha cnunm 4.32 npuka3zana je PC1 no6ujena anann3oM HUCKO(PPEKBEHTHOT CIIEKTPATHOT PErHoHa
napa MRC-CD-200:MRC-CD-400. IIpoceunu ckop 3a oBy kommnoneHty kox MRC-CD-400 uma
HeraTuBHY, a koJ MRC-CD-200 no3utuBHy BpeaHOCT (HMje MpHKa3aHO), HITO 3HAYU Ja MAaKCUMYMHU
npesncraBibajy Pamanose monose unju mHTeH3UuTEeT Ko MRC-CD-400 omana y omnocy Ha MRC-CD-
200 (HykJeMHCKe KUCeNUHe), IOK MUHUMYMH Tpe/cTaBibajy PamMaHoBe MOJOBE UMjU MHTEH3UTET KOJ
MRC-CD-400 pacte y ogaocy Ha MRC-CD-200 (umum).

PC1 nobujene ananu3oM BUCOKO(DPEKBEHTHOT crieKTpaiHor pernona cnekrapa MRC-CD-200 u
MRC-CD-400 hemuja roroBo cy maeHtuune (ciwmka 4.31B). V o6a cinydaja, PC1 omucyjy mopact
TIpeTeKHO MMIHAHUX MoaoBa Ha 2850 cm™ u 2883 cm™, y3 Mame usparkeH naj mpeTexkHO NPOTEMHCKUX
MozoBa Ha 2948 cm™ u 2978 cm™t. Mehyrum, y aranmsnu criekrapa MRC-CD-400 henmja cTaTuCTHUKH
3Ha4ajHO pa3/Bajame CIeKTapa TpeTHpaHuX henMja y oJHOCY Ha KOHTpOJIHE Ao6uja ce u peko PC2. Y
0BOj KOMITOHEHTH IIOCeOHO je HarnameH JOKaTHM MHHEUMYM Ha 2939 cm™, moxemauehm man
IPOTEMHCKUX MOJI0Ba y PamanoBuM cniekTpuma henuja TpeTupaHuX BUILIOM J1030M HAaHOYECTHUIIA.
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(A)

M xoHTpoOIa

V¥ CD-CeO, 200 pg/ml

(b)
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Cinka 4.30. PCA peruona (700-1800) cm™ Pamanosux cnekrapa MRC-5 henuja Tpetupanux asema
KoHIeHTpanujama Hanouectra CD-CeO2 u kouTponuux (Herperupanux) hemumja. (A) I'padukon PC1
u PC2 ckopoBa nobujen y PCA mapa kontpona:MRC-CD-200 henuja. (b) I'paduxon PC1 u PC2
ckopoa a06ujeH y PCA mapa kontpona:MRC-CD-400 henuja. Hynre BpenHocTr Ha ocama o A u b
O3HAYeHE Cy MCIPEKHUJIAaHUM JIMHUjaMa, a CpeAhe BPEIHOCTH CKOpOBA 3a CBAaKy I'PYIy O3HadYeHE Cy
yOKBHpeHNM Kpyxuhuma onrosapajyhux 6oja. (B) PC1 nobujena y PCA mapa xontpona: MRC-CD-200
henuja, onHocHo koHTposna:MRC-CD-400 henuja, ca 03HaueHUM Haj3HAYAHUJUM ITUKOBHUMA.
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Cauka 4.31. PCA peruona (2600-3700) cm™ Pamanosux crexrapa MRC-5 henuja Tpetupanux asema
koHIeHTpanujama HaHouectuila CD-CeO:2 u koHTposHuX (HeTpetupanux) henuja. (A) I'padukon PCI
u PC2 ckopoBa nobujen y PCA mapa xontpona:MRC-CD-200. (b) I'papukon PC1 u PC2 ckoposa
nobujen y PCA mapa xontpona:MRC-CD-400. Hynte Bpeanoctu Ha ocama nog A u b o3Hauene cy
WCTIPEKUIaHAM JIMHHjaMa, a CPelibe BPEJHOCTH CKOPOBA 3a CBAKy IPYyIy O3HA4YEHE Cy YOKBHPEHHM
Kkpyxkuhuma oaronapajyhux 6oja. (B) PC1 nobujene y PCA mnapa kontpona:MRC-CD-200, onHocHO
koHTpona:MRC-CD-400 henuja, ca o3naueHuM Haj3HadanujuM nrkoBuMma. (I)) PC2 nobujena y PCA
napa koHTpona:MRC-CD-400 henuja, ca 03HaueHUM Haj3HaYaHU]UM THUKOBUMA.
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Cuauka 4.32. PC1 nmapa MRC-CD-200:MRC-CD-400 (neraruBna Bpeasoct ckopa kog MRC-CD-400)

45.2.4. PCA ,,y napouma“ PamanoBux cnexkrtapa MRC-5 heanja
TpeTupanux HaHovyectuuama SPRT-CeO2

PCA PamanoBux criekrapa henmja tpetupannx sanouectuama SPRT-CeO; takohe je n3Benena
3ace6bHo 3a mapoBe koHTpona:MRC-SPRT-400 u xontpona:MRC-SPRT-800, ozaBojeno 3a
HUCKO(peKkBeHTHH (cnuKa 4.32) U BUCOKO(PPEKBEHTHH CIIEKTPATHUA PErHoH (ciuka 4.33).

VY HUCKO(PEKBEHTHOM CIIEKTpasiHOM peruony, Pamanosu ciektpu MRC-SPRT-400 henuja mory
Ce ca CTaTUCTUYKOM 3HauyajHOILINy pa3/BOJUTH O] CIIEKTapa KOHTPOJIHUX henuja momohy KOMIOHEHTe
PC1, xoja oOyxBata 40,19 % ykynHe criektpanHe Bapujabminoctu mehy henmjama (cnuka 4.33A). PC1
¥ y OBOj aHAJIM3W Kao JIOKAJTHE MaKCHUMyMe CaJp>Kd NMUKOBE acolMpaHe ca JUMHUIHUM PamMaHOBHM
MOJIOBMMa, a Kao JIOKaJHE MHHHMMYyME IMKOBE acollMpaHe MpeTeXHO ca PamaHOBUM Moj0BUMa
HYKJIEMHCKUX KucenuHa (cnuka 4.33B). JlunuaHu 1e0 KOMIOHEHTE W Y OBOM CIy4ajy TMOKasyje
cIM4YHOCT ca PamaHoBUM criekTpoM (ocdaTtuauiceprta U yKasyje Ha IOBHUIIIEH MpolieHaT He3acuheHnx
munuaa y TperupanuM henujama. Mehyrum, anammsza MRC-SPRT-800 henuja naje Hemro npyraunje
pesyatare. Y oBoM ciydajy, PCl xoMIoHeHTa HUje 3HayajHa 3a pa3/Bajambe TPETHPaHe OJ KOHTPOJIHE
rpyne. Pa3aBajame je unak omoryheHo HapenHoMm kommnoHeHToM, PC2 (cnuka 4.33B6). PC2 u3 ose
aHanM3e npukaszaHa je Ha ciauuu 4.321 u ynopehena ca PC2 noOujeHoM M3 aHanM3e caMuX KOHTPOJIA.
JIBe KOMIIOHEHTE Cy BeoMa CIHMYHe, IITO 3HAa4YM Ja NpPEICTaBJbajy M3BECHE pa3IMKe KOje MPHPOTHO
nocroje Mehy henmnjama. PC2 nobujena y aHain3u KOHTPOJIHUX U TpeTUpaHUX henuja unak rnocenyje u
onpeheHe KapakTepUCTHKE Koje omoryhaBajy pasliBajarbe€ OBUX JBajy Tpymna. YOUJbHBE Pa3jIUKE CY
MO3aJMHCKU cUrHan y peruoHy (750-850) cm™, mopeknom BepoBaTHO o1 pacejama Ha BEIMKHM
KJIacTepHMa HaHOUYECTHIIA, U3 KOT ce MCTHUy mukoBr Ha 785 cm™ n 880 cm™, kao u pasmmaut o6k
aMuaHuX pervona. Y amun |1 Tpanu nojassbyje ce JokanHu MakcumyM Ha 1267 cm™, a'y amun | Tparm
muHEEMyME Ha 1630 cm™t 1 1690 cm™, 1ok je makcumym ca 1650 cm™ momepen Ha 1657 cm™,

VY BucokodpekBeHTHOM criekTpaiHoMm peruony hemmje MRC-SPRT-800 (cnuka 4.34A), xao u
hemje MRC-SPRT-400 (cnuka 4.34B), mory ce pa3BojuTu o1 KOHTpoiaHUX henuja momohy PC2. PC2
y 0a ciTydaja caapxu MEHEMYM Ha 2842 cm™ u makcumym Ha 2939 cm (cuka 4.34B), ykasyjyhu Ha
nosehame ofjHOCA ca/ipkaja UMK IIpeMa CcaapkKajy MPOTEeHHA Y TpeTupaHuM henujama y OJHOCY Ha

80



I2842/12939, KOja yKa3yje Ha HE3HATHO BUILK OJHOC JIUMHKIA IpeMa nporenHuMa y henujama MRC-SPRT-

koHTpoiy. PC2 noOujene y ABe aHaiu3e cy TOTOBO MACHTUYHE, CA MUHUMAJIHOM PA3IMKOM y OJHOCY
400.
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KoHIeHTpanujama HaHodecTna SPRT-CeOz u xonTponmnux (Herperupanux) hemumja. (A) 'padukon
PC1 u PC2 ckopora nobujen y PCA anammsu napa kontposia: MRC-SPRT-400. (b) I'padukon PC1 u
PC2 ckoposa nobujenux y PCA ananusu napa kontpona:MRC-SPRT-400 u koutpona: MRC-SPRT-

Ciuka 4.33. PCA pernona (700-1800) cm™ Pamanosux cmexrapa MRC-5 hemuja TpeTHpaux asema
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800. Hynre BpegHocTr Ha ocama 1o A u b o3HaueHe cy HCTIpeKUIaHUM JIMHU]aMa, a CPEIibe BPEIHOCTH
CKOpOBa 3a CBaKy IrpyIly O3Hau€HE Cy YOKBHpPEHUM Kpyxuhuma onrosapajyhux 6oja. (B) PC1 gobujena
y PCA anamm3u mapa koHTpona:MRC-SPRT-400. (I') PC2 nobujene y PCA anamusm mnapa
koHTpona:MRC-SPRT-800, ognocno y PCA ananu3u camMux KOHTpOJHMX henuja, ca O3HAaYeHUM
Haj3HAYaHWjUM ITUKOBHMA. .

M xouTpOIa V¥ SPRT-CeO, 400 pg/ml V¥ SPRT-CeO, 800 pg/ml
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Cauka 4.34. PCA perunona (2600-3700) cm™ Pamanosux crexrapa MRC-5 henmja Tpetupanux asema
KoHIeHTpanrjama HaHodecTra SPRT-CeOz u xonTponnux (Herperupanux) hemuja. (A) 'padukon
PC1 u PC2 ckopoBa nodujer y PCA mapa xontposa:MRC-SPRT-400. (B) I'paduxon PC2 u PC3
ckopoBa nooujen y PCA mapa xonrpona:MRC-SPRT-800. Hynre Bpennoctu Ha ocama mogq A u b
O3HAYeHE Cy HCIPEKHIAHUM JIMHUjaMa, a CPeIhe BPEIHOCTH CKOpOBA 3a CBAaKy T'PyIy O3Ha4YeHE Cy
YOKBUpPEHUM Kpykuhuma onrosapajyhux 6oja. (B) PC2 nobujene y PCA mapa xonrpona: MRC-SPRT-
400, omHocHO mapa koHTpona:MRC-SPRT-800, ca 03HaueHNM Haj3HAYaHUjUM IMHKOBUMA.
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Ha ciaumu 4.35 nmpukazana je PC2 nmobOujeHa y aHanu3u BHCOKO(PPEKBEHTHOT CIIEKTPATHOT
peruona napa MRC-SPRT-400:MRC-SPRT-800. ITpoceuan ckop 3a oBy kommonenty kogq MRC-SPRT-
400 uma mnosutuBHy, a kox MRC-SPRT-800 HeratuBHy BpEeIHOCT, IITO 3HA4YU Ja MHUHUMYMH
npencrasibajy PamanoBe momoBe umju ce unHTeHsuter kox MRC-SPRT-800 moehaBa (mperesxHO
JUNAIHU), a MakcuMyMu PamanoBe momoBe umju ce uHTeH3uTeT Koj MRC-SPRT-800 cmamyje
(mpeTexHO TPOTEMHCKH). AHalu3a OBOT Mapa, Jakie, IOoKa3yje Ja Cce OJHOC JHMIUIHOT IpeMa
nporerHckoM caapxkajy kog MRC-SPRT-800 nmosehasa y oqnocy Ha MRCSPRT-400.
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Cauka 4.35. PC2 BucokodppekBentHor peruona napa MRCSPRT-400:MRC-SPRT-800 (aeraruBHa
Bpennoct kog MRC-SPRT-800)

4.5.3. PamanoBa cnexktpockonuja HelLa m MRC-5 heauja Tperupanux
HaHoyecTuama ZnO

PamanoBu cnektpu HeLa 1 MRC-5 henuja Tpetupanux HaHodectramMa ZnO MepeHH ¢y y OIcery
dpexsenmmja, (700-3200) cm™, ca ncrom macepckom nuaMjoM (532 nm).

Haxon 48 catu unky6Oaruje HelLa henuja ca 20 ug/ml u 40 ug/ml wanouectua ZnO u MRC-5
henuja ca 10 png/ml, 20 pg/ml u 40 png/ml manouecruna ZnO, mepenu cy PaMaHOBH CLIEKTPHU TPETUPAHHX
henuja, kao 1 HETpeTHpPaHUX KOHTposa. CriekTpu cy oOpal)eHn Kako je omucaHo y noriasiby 3.9.3 u kao
TAaKBH aHAIM3UPaHH 3aceOHO y JBa creKTpanHa perroHa: (600-1800) cm™ (HuckodpekBeHTHH PErtoH)
1 (2600-3700) cm™ (Bucokodpexsentrn peruon). Takohe je u3Mepen PamaHoB criekTap HAHOYECTHIIA
ZnO (ITpusor 1) kako O ce MOTao EMMUHHUCATH HETOB €BEHTYAIHU JOMPUHOC helnjcKUM CIIeKTpuMa.
Mepewe je u3BENeHO MOJ HCTHM YCIOBHMMAa Kao M Mepeme henujcKux crekrapa. Y H3MEpeHHM
henujckum criekTpuMa HHje yTBpheHo npucyctBo PamanoBux MomoBa HaHouectua ZnO.
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4.5.3.1. Ananu3a ycpeamenux PamanoBux cnekrapa HeLa u MRC-5 heanja
TpeTHPaHUX HaHoYecTUama ZnO

Ycepenmwenu PamanoBu cniektpu Hela henmnja tpetupannx HaHouectuniama ZnO npuka3zaHu Cy
Ha ciukama 4.36A (muckodpexkBentHu peruoH) u 4.36b (BucokodpexkBeHTHH peruoH). Jluauja
ycpenmeHor crnektpa 3a hemuje HelLa-ZnO-20 (3ermeHa) roToBO MOTIYHO €€ TOKJamna ca JUHHjOM
YCpeImEHOT CIeKTpa KOHTpoiHuX henuja (1pHO), Tj. u3Mel)y oBa JBa criekTpa ce He 3amaxajy pasjinke
y uHTeH3uTeTy PamanoBux mojoBa. Y cnekrpy henuja HelLa-ZnO-40 (raBa 60ja) yodyaBajy ce pa3iiuke
y nojeauHuM PamaHoBUM MopoBuUMa. Y HUCKO(PPEKBEHTHOM CIIEKTPAIIHOM PETMOHY TO Cy Ipe CBera
MOJIOBH TIOBE3aHH Ca HYKJICMHCKUM KHCelInHama: 787 cm?, 1337 cm?, 1580 cm™. Beoma W3PaXKEH j€ U
I0pacT UHTeH3UTeTa Mojia Ha 1444 cm™, koju MOKe MOTHIATH O] PA3IHYUTHX OUOJIOIIKUX MOIEKYJIa.
Takohe ce youaBajy npomene y o6umky amuane Tpake | (~1600 cm™ - ~1700 cm™) u 111 (~1200 cm™ -
~1280 cm™) .Y BHCOKO(PEKBEHTHOM CIIEKTPATHOM PETHOHY 3aMaka ce IOpacT MHTEH3UTa MOJOBA HA
2855 cm™ u 2875 cm™ u nan untensutera Moxa a 2933 cm™. I'padukonu Ha cauuu 4.37A uaycTpyjy
3a0ene)xeHe TMpOMEHe y HMHTeH3uTeTy PamanoBux mopoBa Tpetmpanmx Hela hemwmja. MuTeH3uTer
OYMTAaH Ha HAJBHIIIOj TAYKHU JaTor PamanoBor Moia KOHTposiHUX henuja npencrabibeH je kao 100 %, pok
Cy MHTEH3UTETH OJiroBapajyher Moia KoJ TpeTHpaHUX y30paKa U3pakeHH MPOLEHTYAIHO y OAHOCY Ha
KoHTpoiy. Ha cimumm 4.37b mpuka3ane cy mpoMeHe MHTEH3UTETa MCTUX PaMaHOBUX MOJ0Ba KOI
tpetupanux MRC-5 henmja. [Tomanu Ha rpadukoHMMA Cy TPYIMUCAHH TAaKO J1a MOJIOBU Y TIPBOM peIy
yKa3yjy Ha MpOMeHe y HYKJICHHCKUM KHCEIHMHAMa, y JAPYroM peay ¢y PamMaHOBU MOJIOBH TIOBE3aHU ca
JTUMHAIIMA ¥ IPOTEHHUMA, a y TpeheM MOJO0BU M3 BUCOKO(PEKBEHTHOT CIIEKTPAIHOT PETHOHA, Takohe
MOBE3aHHU Ca JUIHUIUMA U TIPOTCHHUMA.
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Cauka 4.36. Ycpenmenu Pamanosu cniektpu henmja tperupannx HaHouectunama ZnNO U KOHTPOIHUX
henuja. Paznuuure KOHLEHTpalMje HAHOYECTHUIIA Cy O3HAa4YeHe pa3nuuuTuM Oojama: 10 ug/ml upseno,
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20 pg/ml 3eneno, 40 pg/ml mmaBo, MOK Cy KOHTpoOJe NpeAcTaBibeHe IpHO. Pernon (600-1800) cm™
ycpenmenux PamanoBux cnekrapa (A) HelLa u (B) MRC-5 henuja tpetupanux Hanodyectunama ZnO;
peruoH (2600-3700) cm™? ycpenmennx Pamanosux ciekrapa (b) HeLau (I') MRC-5 hennja TpeTupannx
Hanovecturiama ZnO. Youwsusu henujckn PamaHOBH MOZOBM O3HAYEHU Cy MCHPEKUJAHUM JIMHHUjaMa,
ca oaronapajyhum tajacHUM OpOjeBUMa HAITUCAHUM Y3 JIMHHU]E.

(A) HeLa (b) MRC-5
.% Eg 110 .:;140 ) 120_
120
.% 1004 . .% 110- v
8 1007 e % 100' E *odok
=4 1 90 M. op 100 -
g 80 g( {0 _
EE 60' kK 80' E 60, e 90_
g 407 S 401 -
5 20 701 =
5 5 201
o e T k0 O 70
+ + 787 1337 1580
%\ 130 %\ 1404
Eq 1204 E.. 1201
g 1104 g 100+
= = 804
g 100 s
= g = 60
§ § 40
80- |
§ 70 §4 “
i i) 0_
= a0, 1305 1444 1659 = 1305 1444 1659
e 2 180] \
E 160 5 160
(] [5) 1401
E 1401 E .
m 1201 w1001
: s Y
= 100 s 601
3 = 40
Ay 801 A~
= = 207
Q60 g 0
a 2855 2875 2933 E 2850 2932 2879
g B KOHTpOJIA 2  [Jxonrpoma m Zn0 10 pg/ml
g 20 pug/ml ZnO 340 pg/ml ZnO g mm /nO 20 pg/ml M 7n0O 40 pg/ml

Cuanka 4.37. Pasnuke y untensurety PamanoBux mooBa (Y oca) Ha oxpelenoM tamacHoM 6pojy (X oca)
3a (A) HelLa, onnocHo (b) MRC-5 henuje, Tpetupane paznuuutuM no3ama Hanouectuia ZnO. [onamum
Cy MpEACTaBJBCHU Kao CPEIbe BPEIHOCTH ca CTaHmapaHuM neBujaijama. Cumbon (*) o3HauaBa
CTaTHCTHYKU 3HA4YajHy PasjMKy y OJHOCY Ha KoHTpoay: * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001),
nporemeny nomohy nenapamerapckor ANOVA Tecra.

Ycepenmenu Pamanosu criektpu MRC-5 henuja tpetupannx HaHouectriiama ZnO npuka3aHu cy
Ha cnukama 4.36B (auckodpexkBeHTHH pernoH) U 4.361° (BUCOKOhPEKBEHTHU PErroH). YouaBa ce 1a cy
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y cnektpuMa KoHTpoiaHux MRC-5 henuja M0om0BH HYKIEMHCKHX KHCEJIMHA Mamkbe HM3PaKEHU HETro y
cnektpuma koHTponHux HelLa hemmja (Ilpmwor 2). ¥V cmexktpuma MRC-5 henwmja tperupanum
HaHodectriiama ZnO 3amaxkajy ce MpoMeHe Y MHTEH3UTETY UCTHX MOJOBA Kao Koj Tpetupanux Hela
henuja, amu u moza na 1305 cm™ unju unTensuTer pacte u Ha 1659 cM™, uuju unTeH3UTET ONAAA (CIIMKA
4.37B). IIpomene cy npumetrHe Beh ko HelLa-ZnO-20 (3enena nuauja Ha ey 4.36) U 3aapikaBajy ce
kon HelLa-ZnO-40 hemwuja (mnaBa nuauja Ha couny 4.36). Crnekrap HelLa-ZnO-10 henwja (upBena
nruHUja Ha cui| 4.36) ce Beoma Majio pa3iiMKyje 0/ ClIeKTpa KOHTpoJIHUX henwrja (IjpHa JIMHKWja Ha CITUIN
4.36), anu ce uIak HeKe Majie pa3JiuKe yodaBajy. JemnHa oj] lbUX, opacT MPeTekHO TUIUAHOT PamMaHoBoOT
Moza Ha 1305 cm™, mokasana ce cTaTHCTHUKM 3HAaYajHOM NPOMEHOM y OJHOCY Ha KOHTpony. JloxaTHo,
Ha OCHOBY IpOMeHe 00nHKa crekTpanor pernona (1280-1360) cm™ unmykosane Hanouectuiama Zn0O,
youeHa je Kopenaiuja usMel)y maga uateHsurera mojaa Ha 1337 cm™ u mopacta MHTEH3UTETa MOJIa Ha
1305 cm™, kako xox HeLa, tako u kox MRC-5 henuja. [IpoMena ojHOCA HHTEH3UTETA OBA J[BA MOJIA j&
KBaHTU(UKOBAHA U PE3YJITATH CY MpelicTaB/beHn Ha ciuiy 4.38. Takole cy KBaHTU(DUKOBAaHE U TPOMEHE
y onHocuMa ligso/l1444 1 1-2855/1-2933, KOj€ yKa3yjy Ha IPOMEHE y OJHOCHMA Cajipkaja MPOTEHHA IpeMa
callpkajy JIUIKIA, OJJHOCHO cajpkaja JIUMKIA IpeMa cajipikajy nmporenHa. [IpomMeHa y cBa Tpu ojHOCa
WHTEH3UTETa Cy nmokazane kox HelLa-ZnO-20 henuja (cnuka 4.38A), kao u kogq MRC-Zn0O-20 u MRC-
Zn0-40 henmja, 6e3 cCTaTUCTUYKY 3HAYajHE paznuke u3mel)y aBe npumemeHe no3e (cnuka 4.38b).

(A) L (b)
1.4 -Kou'rpona HeLa - 20 pg/ml ZnO “ - koHTposa MRC-5 - 10 pg/ml ZnO
’ B 40 pg/ml ZnO [ 20 ng/ml ZnO [ 40 pg/ml ZnO

1,24

2

1.04 *dk
0,84
0,64

0,41

OHOC MHTEH3UTETA +/- CTAHJAP/IHA JeBHjaluja
OHOC HHTEH3HTETA +/- CTaHAap/Ha JIeBHjarHja

Laa/Tis0s Dieso/liaas lasso/laosy

I1337’/11305 11659“1444 I2855/]2933

Cauka 4.38. IlpomeHe y ojHOcMMa HHTEH3HTeTa oJabpaHMX PaMaHOBHX MOJ0Ba Y3pOKOBaHE
tpermaHoM (A) HeLa u (b) MRC-5 henuja nanodecturiama ZnO, npencTaB/beHN Kao CPEIhe BPETHOCTH
ca cTaHIapaHUM JeBujandjaMa. CTaTHCTHYKK 3HAYajHE pasiiuke obernexeHe cy cumbonom (*): * (p <
0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001), Ha ocHoBy Henapamerapckor ANOVA Ttecra.

4.5.3.2. PCA PamanoBux cnekrapa HelLa u MRC-5 henuja Tpernpanux
nanouecrunama ZnO: pernon (600-1800) cm!

PamanoBu criektpu KoHTposHUX M Tpetupanux HeLa m MRC-5 henuja moaspraytu cy PCA
OIBOjEHO y JIBa CIIEKTpalHA pErmoHa: HuckodpekBeHTHOM (600-1800) cm™ u BHCOKO(DpEKBEHTHOM
(2600-3700) cm™. Cnexrpu cy ananusupanu cranaapasoM u HeneratusHoM PCA. Henerarusna PCA
je nmaja KOMIIOHEHTe y KOjuMa Cy Ce JIaKIle Ipero3HaBajieé KapaKTepUCTHUKE CIeKTapa oipeleHux
OMOJIOIIKKX KJIaca MOJIEKYJIa, 11a je OBa MeToja n3abpaHa Kao MOroJHHja 3a Kopuiheme.

Ha ciumu 4.39 npukazanu cy pesyntati HeHeratuBHe PCA 3a HUCKOQPEKBEHTHH CIIEKTPaTHU
peruon HeLa henuja Tpetupanux Hanouectunama ZnO. I'padukoHu ckopoBa 3a MpBe TPH KOMIIOHEHTE
(cmuka 4.39A u b) mokasyjy ma moctoje pasznuke m3mely kortpomaux hemmja u HeLa-Zn0O-40 henyja.
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Ha ciumu 4.391 rpaduiku cy npeactaBibene cpeame Bpeanoctu PC ckopoBa v 03HaU€HE CTaTUCTUIKH
3HavajHe pasnuke n3mehy mux. PC1 3a Tpetupane henuje nma no3uTHBaH NpeA3HAK, A MUKOBU KOje
OBa KOMIIOHEHTA CaJ[pXH IPEJCTaB/bajy nopacT MHTEH3UTeTa orosapajyhux PamanoBux MooBa Koz
tpetupanux henuja. Mcto Baxku u 3a PC3, nok PC2 mma HeratuBaH MNpen3HaK, Ma NHUKOBU OBE
KOMIIOHEHTE I10Ka3yjy IaJl UHTeH3UTeTa oaropapajyhux PamManoBuX MOJI0Ba y CIEKTpUMa TPETHPAHUX
henuja. [IpBe Tpu KomMmoHeHTe 3ajeaH0 onucyjy 74,11 % on ykynHe BapujabmiHocTu Mel)y ciekTpuma.
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Cauka 4.39. Henerarmsra PCA wunTtepsama (600-1800) cm™ Pamanoemx cmekrapa HelLa hemmja
Tpetupanux HaHouectuuama ZnO. Ha rpadukonuma ckoposa 3a (A) PC1 u PC2 u (b) PC2 u PC3
Cpeime BPeTHOCTH CKOPOBa 32 KOHTPOJIHY TPYITy Cy NMpHKa3aHe IMPHUM KBanaparom, 3a HeLa-ZnO-20
Ipyny TaMHO3EJIEHUM KpyroM, a 3a HeLa-ZnO-40 rpyny henuja TaMHOIUIaBUM TPOYTIIOM, HA KOjUMa Cy
XOPHU30HTATHUM M BEPTUKAITHUM JIMHHjaMa Ha3HaueHe CTaHaapAHe aesujaruje mo X, ogHocHo Y ocu. (B)
ITpse Tpu PC, noMHOXeHe ca nmpea3HakoM oJroBapajyher mpoceuHor ckopa 3a Tpetupane henuje, paau
nakmer npahema cmepa npomene untensurera. (I') [Ipoceune BpeaHocTn ckoposa 3a nmpee Tpu PC, ca
HA3HAYEHUM CTaHJApJHUM TpelIkaMa U CTaTUCTHYKOM 3HauyajHoIIhy pasiuke y 0JHOCY Ha KOHTPOIY:
*** (p <0,001).

PC1 nobujena y anamm3u Hela henunja tpetupannx Hanodecturiama ZnO cajipXu TUKOBE KOJU
NPETeXHO oAronapajy PamanoBum momoBuma nunuia (cnuka 4.39B, TaGena 4.3). Mely muma ce kao
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moce0HO 3HAuajHH WCTUYY BHCOK OMHOC WHTeH3uTeTa l1270/l1300, Ka0 M HHM3aK OIHOC WHTEH3HUTETA
Li657/T1440, KOJU Ce cMaTpajy Mapkepuma HezacuhenocTu ymmua. [lpousunasu na HeLa-ZnO-40 henuje
OJNTUKY]€ TIOPACT CapiKaja He3acHNeHUX JIMITUA Y OTHOCY Ha KOHTPOITY. YIaJbHBa j¢ BEIIMKA CITMYHOCT
oe PC1 ca PamanoBum criekrpom pocharuamicepuna (cnuka 4.40).

nnPCl HelLa I
tdochaTununcepun
nnPC1 MRC-5

HHTeH3nTeT

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Tanacau 6poj (cm™)
Cauka 4.40. Heneratrusue PC1 noOujene u3 anammse Hela (mmaBo) u MRC-5 (upseno) henwmja

Tpetupanux Hanodectunama ZnO, ymopehene ca PamanoBuM crniektpoMm (ocdatuamicepura (IpHO).
Cnekrap dhochaTuamicepuna npeyset y3 ponymrreme Kirsty Milligan [196].

PC2 noOujena y ananusu Hela henuja tpetupanux Hanouectunama ZnO cacToju ce U3 MUKOBa
koju Hajpehum nemom oxarosapajy PamaHoBHM MOmoOBMMa HYKJIEMHCKHX KucenuHa (cimuka 4.39B): 733
cm!, 787 ecm!, 1337 cm™,1485 cm!, 1574 cm™'. TTukoBH moBe3anu ca MPOTEHHUMA CY Takohe IpUCyTHU
y 0B0j komnonenty: 1001 cm™, 1210 em™, 1237 cm!, 1685 cm™'. 360r HeraTuBHOTr Npea3HaKa CKOPOBA
HeLa-ZnO-40 henuja 3a PC2 (cnuka 4.39T°), oBa koMIlOHEHTa ykasyje Ha maja PamaHOBUX MOJ0Ba
MOPEKJIOM O]l HYKJIEMHCKMX KHCEIWHA M TPOTEHHA, OJHOCHO Ha CMAmEHEe KOJMYMHE HYKIEHHCKHX
KHCEJIMHA U TPOTeHHa Y TpeTupaHuM henujama.

PC3 u3 ucre ananuse (cnuka 4.39B) cBOjUM LIETOKYITHUM H3IVIEIOM HE MOXKE CE€ TOBE3aTH ca
PamanoBum crnektpoM Hekor ozapeheHor henmujckor Monekyiaa HMTH ofpeheHe Kiace MoJeKyrna.
HajuspaxeHHju MIKOBH KOje 0Ba KOMITOHEHTA CajIpKu Cy peructposanu Ha 1046 cm™, 1360 cm™, 1405
cm™?, 1553 cm™u 1598 cm™. PamaHOBHM MOIOBHM Ha CBUM HABEICHUM dbpexBenjama ocum 1046 cm*?
MOTy ce 1oBe3aru ca amuHokucenuHama (Tabena 4.3, noriasibe 4.5.5). PC3 ckopoBu MMajy O3UTUBAH
npensHak 3a HeLa-ZnO-40 henuje (cmuka 4.3910).

Pesynratu neneraruBHe PCA 3a cmekrpanau peruon (600-1800) cm! MRC-5 henuja
TpeTHpaHux HaHouectuama ZnO npukaszanu cy Ha ciauiu 4.39. AHanu3za je nokasaja Ja ce Ha OCHOBY
IpBe TpU KoMIoHeHTe Mory pa3inukoBatd MRC-ZnO-20 u MRC-ZnO-40 henuje ox koHTponHuX henuja
1 MRC-ZnO-10 henmja (cnuka 4.39 T'). MehycoOHo ce He mory paznukoBatt MRC-Zn0O-20 u MRC-
Zn0-40 henuje, kao =1 MRC-ZnO-10 ox kouTponnux henuja. PC1 uma no3uTHBaH npeazHak cKOpoBa
ko MRC-Zn0O-20 u MRC-Zn0O-40 hennja, nox PC2 u PC3 nmajy HeraTuBaH npea3Hak KoJ| HaBeIeHUX
rpymna henmja.
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Cauka 4.41. Heneratusna PCA wmutepBana (600-1800) cm™ Pamanoeux cmektapa MRC-5 henmja
Tpetupanux HaHouectuuama ZnO. Ha rpadukonuma ckoposa 3a (A) PC1 u PC2 u (b) PC2 u PC3
Cpele BPETHOCTH CKOPOBA 32 KOHTPOJIHY IPYITy Cy IIPUKa3aHe LIPHUM KBajipaToM, 3a rpyny MRC-ZnO-
10 tamHOLPBEHUM poMOOM, 3a rpyny MRC-ZnO-20 japko3eneHuM Kpyrom, a 3a rpyny MRC-Zn0O-40
henuja TaMHOMIABUM TPOYTJIOM, Ha KOJUMa Cy XOPHU30HTAJIHUM M BEPTUKAIHHUM JIMHHjaMa Ha3HaueHe
crangapaHe nesujanuje mo X, omHocHo Y ocu. (B) IlpBe Tpu PC, momHOXeHe ca mpea3HaKoM
onromapajyher mpocedHor ckopa 3a TpeTupaHe henuje, paau Jakmier mpahema cMmepa MpoMeHe
unrensurera. (I') IIpoceune BpemHocTH ckopoBa 3a mpBe Tpu PC, ca Ha3HAUYEHHM CTaHAApIHUM
rpeiikaMa ¥ CTaTUCTHYKOM 3HadajHorrhy pasmuke: ** (p < 0,01 y omHocy Ha KoHTpoay), *** (p < 0,001
y oHOCY Ha KoHTpouy), ## (p < 0,01 y omHocy Ha Tpetman mo3oMm 10 pg/ml).

PC1 nobujena y nenerarusnoj PCA nuckodpexkenTHor pernona PamanoBux crnekrapa MRC-5
henmja omnucyje 48,92 % ykymHe BapujadunHoctn Mel)y crnektpuma. [IukoBH Koje caapku onroapajy
PamanoBum monoBuma nunuaa (cnvka 4.41B, Tabena 2). tbuxoBu Tanacuu 6pojeBu cy uctu kao y PCI
nobujeHo] m3 aHajorHe a”aim3e Hela henwja, anmm ce OAHOCH WHTEH3UTETAa TOjEAMHUX IHUKOBA
pa3nuKyjy. YredarjbuBa je pasiuka y oqHocuMa nHTeHsurera li270/11300 koju je Mamu u lies7/11440 KOjH je
Behu Hero kon Tperupanux Hela henuja. Tako oBa PCl mma Mame u3paxeHe KapaKTEpUCTHKE
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He3acuhennx munuaa. llemoxyman wmsmmen PCl1 Takohe mame moaceha na PamanoB crekrap
docharuauncepuna Hero mTo je To 6wo cimydaj kox HelLa henuja. Ha ciiunm 4.42 ynopehene cy PCl,
nooujene u3 anaym3e HelLa m MRC-5 henuja tperupanux HaHouyectunama ZnO, ca PamanoBum
CIEKTpUMa THNWYHE 3acuheHe (CTeapuHCKEe) M THUMHYHE He3acuheHe (OJEHHCKE) MacHE KHCEIHHE.
[Topehemwe moTBphyje BulM creneH 3acuheHOCTH JUIKA YHje ce calpikaj moBehaBa Ko TpeTHUpaHHUX
MRC-5 henuja, y oqHOCY Ha TUNHIC YHju ce caaprkaj moBehasa kox Tperupanux Hela henmja.

nnPC1 HelLa i

OJIEHHCKA KMCEMHA i
CTeApHHCKA KHCETHHA
nnPC1 MRC-5

HMuTen3urer

T T T T ™ T .
600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Tanacuu 6poj (cm™)

Cauka 4.42. Heneratrusue PC1 noOujene u3 anammse Hela (mmaBo) u MRC-5 (upseno) henwmja
Tpetupanux Hanouctuiama ZnO, ynopehene ca PamanoBum ciekTpuMma cTeapuHCKe KucenuHe (I[pHO) U
oJienHCKe KucenuHe (cuBo). CIIeKTpH CTeparHCKe M OJIEMHCKE KMCEIMHE Mpey3eTu y3 aomnyinreme Kirsty
Milligan [196].

Kako 6u ce ncriuraie HXEpEHTHE pa3iIuKe y JUIMHIHOM caapkajy kontponaux HeLa m MRC-5
henuja, npumemena je HeHeratuBHa PCA Ha PamanoBe cmekTpe oBe JBe rpymne henuja 3ajegHo.
Pesynraru cy npukazanu Ha cimnm 4.43. [Toka3aHo je 1a mocroje pasznuke uzMely nBa tumna henvja xoje
ce 0a3upajy Ha HBUXOBOM JIMIMJIHOM CacTaBy, a npejacTaBbeHe cy komrnoHeHToM PC1 (cnuka 4.43B).
OBa KOMITOHEHTa MMa M3paXKeHe MapKepe He3acnheHOCTH JIMIUAA W To3uTHBaH npea3Hak 3a MRC-5
henuje (cnuka 4.43A), ykazyjyhu TuMe Ha BUILIM cajip)kaj He3acuheHux aunuja koa KoHtpoiaHux MRC-
5 henmja.

PC2 nobujena y neneraruBHoj PCA anamm3u MRC-5 henmja (cnmka 4.41B) nokasyje Benuky
cimyHocT ca oaronapajyhom PC2 nobujenoj y ananusu Hela henuja. Ona omucyje npomeHe y maay
MHTEH3UTeTa THIMYHUX MOJOBA HyKJIEeHMHCKUX KucenuHa (724 cm™!, 785 cm!, 1337 cm™!, 1485 cm,
1574 cm™) u npotenna (1001 cm™!, 1210 cm™, 1237 cm!, 1685 cm™') kox Tpetupanux henuja u 06yxsara
23,24 % yxymnHe BapHujaHce Mel)y ciekTpuma.

PC3 npoucrekina u3 HeneraruBHe PCA ananmuze MRC-5 henuja canpsxu nukoBe KOju 0AroBapajy
PamanoBum Mog0oBMMa TUTIHIA M HYKJIEMHCKUX KucenuHa. [lokpua 5,77 % Bapujance melyy criekTpuma.
C o063upom Ha HeratuBaH npensHak, PC3 yka3syje Ha omajiame cajap)kaja HyKJIEHMHCKHUX KHCEIHWHA U
Tunuaa koJ Tpetupanux henuja. Jlunuae Ha ymje je onajgambe OBOM KOMIIOHEHTOM YKa3aHO KapaKTepHIle
BUCOK yz1eo Hezacuhenux Besa. [Ipousunaszu qa PC1 u PC3 komruiemMeHnTapHO ykazyjy Ha Behu cazipikaj
3acuheHuX, OJHOCHO MamH canpkaj Hesacuhenmx mununa konq MRC-5 hemmja Tpermpanum
Hanouectuiama Zno.
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Cinka 4.43. Henerarusua PCA kontponaunx HeLa u MRC-5 henuja. (A) rpadukon ckoposa PC1:PC2,
ca CpellbUM BPEIHOCTUMA CKOpoBa o3HadeHuM 1pHuM (Hela) u cuBum (MRC-5) kpyrosuma. (b) PC1
MIPOHUCTEKIIA U3 aHAIIU3E.

4.5.3.3. PCA ,,y napoBuma“ PamanoBux cnexkrapa MRC-5 heanja
TpeTHpaHux HaHo4yectuuama ZnO: (600-1800) cm

Kako 6m ce 6oJbe ucuTase 103HO-3aBUCHE ipoMeHe y Pamanoum cniektpuma MRC-5 henmja
TpeTupaHux HaHouyectuiiama ZnO, npumemeHa je HeHneratuBHa PCA Ha mapose rpyna: kouTpoia:MRC-
Zn0-10 (cmuka 4.44A), xourpona:MRC-ZnO-20 (cnuka 4.44B) u xontrposa:MRC-ZnO-40 (cnuka
4.44B). Ananusa je npuMer-eHa Ha crieKTpaiau peruos (600-1800) cm™. Pasjpajame uzmel)y KoHTpose
u MRC-ZnO-10 hemuja HM Ha oBaj HayuH HUje mocTturHyto (cnuka 4.44B). YV mapoBuma
koHTpona:MRC- ZnO-20, cnuka 4.43b, u koutpona:MRC-ZnO-40, cnuka 4.44B, cTaTUCTHYKH 3HAYAJHO
pasznBajame je omoryheHo Ha ocHoBy PC1 u PC2. OBe naBe xoMmoHeHTe, 10OMjeHE M3 aHAJIM3a JIBa
pa3nuuuTa napa, Cy KoMnapaTHBHO OKapakTepucaHe (ciuka 4.45).
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[7] xonrpona ’ 10 pg/ml O 20 pg/ml A 40 pg/ml
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Cauxka 4.44. TI'papuxonun PCI1:PC2 ckopoBa nobujenn y HeneratuBnoj PCA mapoBa: (A)
koutpona:MRC-Zn0O-10, (B) konrpona:MRC-ZnO-20, (B) kontpona:MRC-Zn0O-40. Cpeame
BPEIHOCTH CKOPOBA ITPHKa3aHe Cy IPHUM KBaJpaToM (KOHTpoJia), TaMHOoupBeHNM pombom (MRC-ZnO-
10), ramuozenenum kpyrom (MRC-Zn0O-20) u ramuoruiaBum tpoyriom (MRC-Zn0-40), ca o3HaueHOM
BpeaHOIIhy cTaHapHe IeBUjallH]e.

PC1 mpoucrekine u3 ananuze naposa koHTposna:MRC-Zn0O-20 u xontpona:MRC-Zn0-40 cy y
oba cilydaja JHMIUHE KOMIIOHEHTE, Koje ce Mel)y coOOM HE3HATHO pasHKyjy y pelTaTHBHUM
MHTEH3UTETUMA MOjeJMHUX MHUKOBA, KA0 M y IPUCYCTBY HEKOJIHMKO MUKOBa y peruony (900-1000) cm™
(cmka 4.45A). naTensurern mukosa Ha 1270 cm™ i 1657 cm™, kao 1 orocy uaTensureTa l1270/11300 1
l1657/11440 HUXHM cy ko1 mapa koHTpoia:MRC-ZnO-40 uero kox mapa koutposna:MRC-ZnO-20 (ciuke
4.45A u B). [Ipouswunasu xa cy omunuan unju caapxaj kogx MRC-Zn0O-40 pacte mame HezacuheHU HETO
JMIUAN Yuju caapxaj pacte ko MRC-Zn0O-20 henuja. Onnoc unTeH3ureTa l1os7/11743 , KOjU MO3UTHBHO
KOpEeJUIIIe ca Ty>)KHHOM JTUIUIHOT JaHia, Bul je y PC1 mapa kontpona:MRC-Zn0O-40 (cmuke 4.45A u
B). Moa Ha 1744 cm™ je me camo Mame u3paskeH, Hero u momeped Ha 1747 cm™ y PC1 mapa
konTpona:MRC-Zn0-40. Konauno, PC1 mapa xoutpona:MRC-Zn0-20 canp:xu nukose Ha 916 cm™ u
965 cm, xoju ce He jaBsbajy y PC1 napa xontposna:MRC-ZnO-40.
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Cauka 4.45. (A) Henerarueae PC1 noOmjene y ananmmsu mapoBa koHTposia:MRC-ZnO-20 (3enena
muauja) U KoHTpona:MRC-Zn0O-40 (mnaBa nuHHMja), ca 3aCEHYEHMM HajBaXHUjUM mukoBuMa. (b)
HenerarnBae PC2 noOujene y anamm3u mapoBa koHTpona:MRC-ZnO-20 (3ermena nwmHHja) U
koHTpona:MRC-Zn0O-40 (mnaBa nuHMja), TOMHOXEHE ca MpeI3HaKoM oOAroBapajyher ckopa 3a
Tpetupane henuje, ca 3aceHUeHUM HajBaXXHUjUM NukoBuMa. (B) OxgHocu unrensurera nukosa y PC1 u3
aHanu3e napoBa KoHTpoda:MRC-ZnO-20 u xontpona:MRC-Zn0O-40, koju yka3yjy Ha He3acHheHOCT
JUMHIA U AYKUHY JTUTHATHOT JIAHIIA.
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Kana ce ynopene PC1 noGujene y anaymsu mapoBa HeLa m MRC-5 hemmja, ounrnenna je
ciimynoct PC1 u3 anammse maposa konTposna:MRC-Zn0O-20 u xontpona:HelLa-ZnO-40. 36o0r tora je
nonatHo ypahena ananusa mapa HelLa-ZnO-40:MRC-Zn0O-20 (cnuka 4.46), koja je mokasaa J1a ce oBe
ase rpyne henuja He paznukyjy no PC1 (p = 0,81 npema nenapamerapckom ANOVA Tecry).

@ MRC-520 ug/ml A HeLa 40 pug/ml
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Cauka 4.46. I'padukonu PC1:PC2 ckopoBa nobujenn y neneratusHoj PCA mapa MRC-Zn0O-20:HeLa-
Zn0-40, Cpenme BpEIHOCTH CKOpOBa MpHKazaHe cy TamHoseneHuM kpyrom (MRC-ZnO-20) wu
TaMHoImIaBuM Tpoyriom (HelLa-Zn0O-40), ca o3naueHoM BpenHolihy craHAapAHe eBUjallH]e.

PC2 nobujene u3 anammze mapoBa koHTpona:MRC-ZnO-20 u xontpona:MRC-Zn0O-40 wuaxo
BEOMa CIIMYHE, TI0Ka3yjy U3BECHE pasiMKe y pPelIaTHBHOM OJHOCY MHTEH3UTETa NMUKoBa (ciuka 4.456).
[TukoBu moBe3anu ca PamaHoBUM Moj0BMMa npoTenHa (942 cm™, 1003 cm™, 1030 cm™, 1234 cm™,
1683 cm™) cy xox mapa xorTpona:MRC-Zn0O-40 Buie H3paskeHH HETO THKOBH MOBE3aHH Ca MOJIOBHMA
HYKJIEMHCKUX KHcenuHa. CynpoTHo, ko napa koHTpoia:MRC-ZnO-20, Buiie cy u3pakeHd MOJOBU

HYKJIEMHCKHMX KHCEIMHA Y OJIHOCY Ha MOJIOBE MPOTEHHA, TOceOHO Ha TamacHuM 6pojeBnmMa 1385 cm™n
1574 cm™,

4.5.3.4. PCA PamanoBux cnekrapa HelLa u MRC-5 henuja Tpernpanux
nanouecruuama ZnO: pernon (2600-3700) cm-?

PCA peruona (2600-3700) cm™ Pamanosux criektapa Hela henuja TpeTupanux HaHOYECTUI[AMA
Zn0O je nmoxkazana paznuke m3mely HelLa-ZnO-40 u kortponnux henuja (cnuka 4.47A u Bb). Paznmuke cy
OIKCaHe MPBOM U JPyTroM KOMIIOHEHTOM, IpH yemy je PC1 nmo3utuBHOT npea3Haka 3a Tpetupane henuje
v ipencrasiba 18,36 % ykymHe BapujabMIHOCTH, 10K je PC2 HeraTuBHOT npea3Haka u nmpeacTtasba 7,11
% ykynHe BapujabunHoctu Mehy hemmjckum cnektpuma (ciuka 4.4700). V PC1 nomuHupajy nMKOBU
KOju ofiroBapajy mperexHo yumamaEaM (2855 cm™ u 2893 cm™), a y PC2 mpeTexHO MPOTEMHCKAM
PamanoBum Monosuma (2948 cm™ u 2978 cm™) (ciuka 4.47B). Ipousunasu na PC1 u PC2 3ajenHo
onucyjy nopehame TUMUIHOT U CMakEHhe TPOTEUHCKOT caipikaja, OMJHOCHO moBehame o/tHOca caipxaja
JUNHJA IpeMa casipkajy nporentna y HelLa-Zn0-40. Kao u y citydajy HUCKO(DPEKBEHTHOT CIIEKTPaTHOT
peruoHa, HA y OBOM PETHOHY HUCY youeHe mpomerne y Hela-ZnO-20 hemujama. PC1 Ttakohe campxu
muk Ha 3016 cm™, koju je y muTepaTypu o3HaueH Kao Mapkep He3acMNEHOCTH NHITHAA y OBOM
CTIEKTPATHOM PETHOHY.
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Cinnka 4.47. Heneratusna PCA wunteppana (2600-3700) cm™ Pamanosux crnektapa HeLa henuja
Tpetupannx Hanouectunama ZnO. Ha rpadukonmma ckoposa 3a (A) PC1 u PC2 u (b) PC2 u PC3
CpeAme BPEIHOCTH CKOPOBa 3a KOHTPOJIHY I'PYIy Cy IPUKa3aHe LIPHUM KBaJlpaToM, 3a rpyny HelLa-ZnO-
20 TamHO3eeHUM KpyToMm, a 3a rpymy Hela-ZnO-40 henuja TaMHOIIIaBUM TPOYTIIOM, Ha KOjuUMa Cy
XOPU30HTATHUM M BEPTUKAIHUM JMHHjaMa Ha3HaueHe cTaHaapAHe aesujanuje no X, oqHocHo Y ocu. (B)
[IpBe Tpu PC, moMHOXeHE ca mpei3HakoM oAroBapajyher mpoceuHor ckopa 3a Tpetupane henuje, paau
nakuier npahemwa cmepa npomene nntensurera. (I') [Ipoceune BpenHocTH ckoposa 3a npse Tpu PC, ca
HA3HAYEHUM CTaHJAPJHHUM TpelIkaMa U CTAaTHCTUYKOM 3HadajHOIIhy pasifke y OJHOCY Ha KOHTPOIY:
*** (p <0,001).

PC1 nob6ujena y ananmsu Pamanosux cnexrapa MRC-5 henuja tpetupanux Hanouectuiiama ZnO
y peruony (2600-3700) cm™ pasgsaja MRC-Zn0O-20 u MRC-Zn0O-40 henuje (cnuka 4.48A), mana je
pa3aBajame CTaTUCTUYKH 3HadajHo camo kKoag MRC-Zn0-40 (cnuka 4.480). OBa KOMITOHEHTa CaApPKH
JIOMHHAHTHO JumuaHe MojoBe (2850 cm™ u 2883 cm™) u nokasyje nopact oarosapajyhux Pamanosux
MOJIOBa Yy CIleKTpuMa TpeTtupanux henmja (cnmka 4.48B). OOyxBarta 78,62 % yKymHe cHeKTpaitHe
BapHjaHce.

PC2 canp:u npeTesxHo npoTenHcke Pamanose Mozose (2948 cm™ 1 2978 cm™, cnuxa 4.48B) u
CBOjUM HETaTHBHHUM ITPEI3HAKOM IMOKa3yje CTATUCTUYKY 3HAYajaH naj y caapxajy nporenna MRC-ZnO-
20 1 MRC-Zn0-40, ve pasznukyjyhn oBe nBe rpyne mehycoono (ciuka 4.48A, b u I'). PC2 oOyxBara
14,84 % ykynHe BapHjaHce 3a 0Baj pernoH PamaHoBoOT criekTpa.
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PC3 je jennna kommoHeHTa Koja rokazyje npomerne y MRC-ZnO-10 henujama, mopea mpomMeHa
y henmnjama TpeTupanumM BUIIUM Jo3aMa HaHouyectuua (ciuka 4.48b, I'). OBa KOMITOHEHTa MOKa3yje U
CTaTUCTUYKHU 3HauajHy paziauky usmehy MRC-ZnO-10 u MRC-Zn0O-20 henuja. PC3 caapxu npeTexHo
nunuad Pamaros mox Ha 2850 cm™ 1 m3parken nosaguHcky curnan y peruony (3100-3300) cm™ (cnmka
4.48B). Onucyje 2,14 % cnexTpanHe BapujadmiHocTi Mel)y ucnuTuBaHuM henujama.
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Cinka 4.48. Henerarusna PCA untepsana (2600-3700) cm™ Pamanosux cnekrapa MRC-5 hemuja
Tpetupanux Hanouectunama ZnO. Ha rpadukonmma ckoposa 3a (A) PC1 u PC2 u (b) PC2 u PC3
Cpeame BPETHOCTU CKOPOBa 32 KOHTPOJIHY IPYIy Cy IPUKa3aHe LIPHUM KBajipaTtoM, 3a rpyny MRC-ZnO-
10 TamHOMpPBEeHUM pombOM, 3a rpymry MRC-Zn0O-20 japkosenernm kpyrom, a 3a rpyny MRC-ZnO-40
TaMHOIUIABUM TPOYIJIOM, Ha KOJUMa Cy XOPH3OHTAJHUM U BEPTUKAJIHUM JIMHHjaMa Ha3Ha4YeHe
craggapaue naeswjanuje nmo X, ogHocHo Y ocu. (B) Ilpe tpu PC, momMHOkeHe ca mpea3HakoM
oarosapajyher mpoceyHor ckopa 3a TpeTupaHe henuje, paau jakumer npahema cmepa mpoMeHe
untensuteta. (I) [Ipoceune BpemHocTu ckopoBa 3a mpee Tpu PC, ca HazHaueHUM CTaHAApIHUM
rpenkamMa u CTaTUCTHYKOM 3HauajHoInhy pasnuke: ** p < (0,01, y ogHocy Ha KoHTpomy; *** (p < 0,001
y ofHOCY Ha KoHTpony), ## (p < 0,01 y ogHocy Ha TperMan go3om 10 pg/ml).
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454, EdexT pa3umyMTHX THUNOBA U 1032 HaHo4ecTHa HA MRC-5 heauje:
MO/IeJIOBa-€ 3ajeITHHYKHX MpoMeHa y heiujckum PamanoBuM ciekTpumMa

4.5.4.1. UcninTHBambe KopeJanuja BpeaHocTu napamerpa li27o/l1300 ca
npoMenama hesimjcke BUjaOHIHOCTH

N3 cBake PCA ananmuse mapoBa Tpetupanux u koHTponHuX MRC-5 henmja m3pauynara je
BpenHoct napametpa l1270/l1300 y PC1. Anicostyte BpemHocTu oBor nmapamerpa ynopehene cy mel)ycodHo
U ca oaropapajyhum Bpennoctuma henujcke BujadmmHoctu nooujene y MTT Tecty (cnuka 4.49). Lusb
nopehera je Mo ucuTaTy Aa Jiu je TpeH 1 mpomene oanoca l1270/l11300 y Kopenaiiuju ca TpeHI0M TPOMEHE
hemujcke BujabumHocTH. Ilokazano ce ma Bunly BHjaOWIIHOCT henvja mpaTH BHIIA BPEIHOCT OAHOCA
11270/11300, OJTHOCHO BHIM cTeneH HesacuheHocTH, ocuM y ciaydajy MRC-SPRT-400 henuja, umja je
BUjaOMITHOCT €KCTPEMHO BHCOKa. Tpeba HarjacuTu ja je naTh napamerap ynopehen camo 3a no3e Ha
kojuma je PCA moxka3zana na ce Tpetupane henmje cTaTHCTUYKH 3HAYajHO PA3JIMKYjy O]l KOHTPOJIHHUX U
3a KOje je MoKa3aH Makap MUHUMAaJaH aji CTaTUCTUYKY 3HauajaH maj BUjaOUITHOCTH.

OnpehuBame BpeaHocTu mapametpa li270/11300 32 Hela henuje tpetupane Hanouectuiiama CeO2
HUje 6uo moryhe 300r crabujer ogHOCa CUTHAI/IIYM Y BB HXOBUM PaMaHOBHM CIieKTpHUMa, y3pOKOBAHOT
KpaTKuM BpeMeHoM ekcrnozuinuje. Ctora je nopeheme mgaro Ha cimunu 4.49 ypaheno camo 3a MRC-5
henuje. Takole, BpeaHoctu napamerpa l1270/11300 ko HeLa 1 MRC-5 henwuja nucy mehyco6Ho mopelene,
jep je pa3nuuuTuM henujcKUM THUIIOBMMAa WHXEPEHTHa pa3lidKa y CTeNeHy 3acMheHOCTH henujcKux
JUTHA.

100

—B—1 ,5y/1 1550 ¥ PC1 13 oarosapajyhe PCA
sujaduanocT onpehena MTT Tectom

80

60

40 -

204

anconyTHa BpeaHocT L 5,/1 5, moMHuosKena dakTopom 10/
% BHjAOMIHOCTH Y OJHOCY HA KOHTPOTY

ZnO
40 pg/ml

Cauxa 4.49. Bpemnoctu l1270/l1300 y PC1 xommnonentama gobujernm y PCA mapoBa TpeTHpaHHUX U
kouTporHEX MRC-5 henwuja (1ipHa muaMja). Ynopeno cy npukaszane oarorapajyhe Bpennoctu henmjcke

ZnO
20 pg/ml

CD-CeO,
400 pg/ml

BujabuinHocT oapehene MTT tectom (cuBa nuHuja).
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4.54.2. PLS-LDA monen 3a kinacupukoBame pa3auduTo TPETHPAHUX
MRC-5 heauja

Pagu ucnutuBama moryhHoctu kinacudukanuje Pamanosux cnexrapa MRC-5 henuja Ha ocHOBY
Pa3IMUUTHX TPETMaHa HAHOYECTHIIaMa, OJJHOCHO e()eKaTa Koje Cy TPeTMaHH W3a3BaJiid, KOHCTPYHCaH je
PLS-LDA monen. LDA mozen je u3Benes nonasehu ox ner PLS koMoHeHTH. AKIIEHAT je CTaBJbEH Ha
CIIEKTpaJIHy O0JIaCT KOja cagpH Mapkepe He3acuheHOCTH Tumnmjaa, 300r yera je aHanu3a paleHa Ha
peruony (1200-1800) cm™. Banuumarmja Mozena je mokasana BHCOKY TauyHOCT KIacH(HKAIHje 3a CBE
ucnutuBane rpyne henuja (Tabena 4.2). Hajsehu Opoj norpemno kinacupukoBanux henuja je u3 rpymne
MRC-Zn0O-20, koja je mo cteneny omrehema n3mely HajomreheHujux u Hajmame omTeheHnx rpymna
henuja.

Tabena 4.2. Bamumpmamuja PLS-LDA wmonena 3a kmacudukoBambe MRC-5 henmja tpetupanmx
HaHOYECTUI[aMa

bp. bp. tauno | Taunoct | CensutuBHOCT | CrienuuuHOCT
I'pyna TecTupanux | rpynucanux | (%)* (%)** (%)***
MRC-Zn0O-10 20 19 93 95 93
MRC-Zn0O-20 20 10 84 50 93
MRC-Zn0O-40 20 14 89 70 94
MRC-CD-400 20 17 97 85 100
MRC-SPRT-400 21 21 97 100 96
uir + MH
*TauHoct = * 100
YKyIaH Op. TeCTUpaHUX W3 CBUX Tpyma
4001
**CeH3UTHBHOCT = * 100
yKyIaH Op. TECTUPAHUX U3 JaTe IPpyIie
UH

**CneunpuaHoct = * 100, npu uemy cy:

YKyTaH Op. TECTUPAHUX U3 OCTAINX Tpyma

UII - ucTHHCKY MO3UTUBHU: OpOj Ta4HO KIIACU(UKOBAHUX Y AaTOj TPYIIH;
WH - uCTHHCKM HereTamBHM: OpOj TAauyHO KIACU(HUKOBAHHX Ja HUCY Y JaTOj TPYIH, YaK ¥ aKO Cy IMOTPENIHO
KJ1acu(h)MKOBAHU IITO CE HHXOBE TPYIIE THYE.

IIppa LDA xommoHeHTa OBOr Mojena IMoKazyje pasnuke usmely henmja TpetupanHux
Ha"Hovyecturiama CeO; um hemuja Tpetmpanmx nHanouectnnama ZnO. JleTekToBaHe pa3iHKe HUCY
nocjenuIa pearHux edekara HaHodecTHIa, Beh HecmennuIHUX paznuka u3Mel)y pazaInuuTHX ceToBa
Mmepema. Hapenne aBe koMHnoHeHTe cajipke HH(popManuje Koje ce MOTy CMaTpaTH peaHo TOBE3aHHM ca
epextrma Hanouectuna. ['padpuk LD2:LD3 ckopoBa Ha cmumm 4.50 mokasyje yCIENIHO pa3/iBajame
Hajmame omrehennx (MRC-Zn0O-10 1 MRC-SPRT-400) ox Beoma omrrehennx henmuja (MRC-Zn0O-40 u
MRC-CD-400), nox ymepeno omrehene henuje umajy HajIIupy AUCHEpP3Ujy — HEKE O]l HHUX CY
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rpymnucane ca omreheHujuM, Heke ca Mame omreheHnM henmjama. YmpaBo oBe JBe€ KOMIIOHEHTE U
caJip>ke Mapkepe HezacuheHOCTH JUmua.

MRC-Zn0O-10 MRC-CD-400
® MRC-ZnO-20 @ MRC-SPRT-400
® MRC-Zn0-40

) LD2

Cauka 4.50. Tectupame PLS-LDA moaena 3a knacudukaiujy paznuuuto tperupanux MRC-5 henmja:
npojeknuje Tectupanux henmuja Ha LD2 u LD3. EnuncoMm je BuzyenusoBaHa o0nact ca MUHUMAIHO 80
% objexara.

4.5.5. Karanoru3anuja heaujckux PamanoBux M0o10Ba YHju ce HHTEH3UTET
HAKOH TPeTMAaHA HAHOYECTHLIAMA MeHa

Ha ocHoBy pesynrtara ananuze PamaHoBuX crnekrtapa henwja M mojaraka M3 JHTEpaTtype,
HalpaBJbeHa je Tadesa Koja caap Ky TajgacHe OpojeBe U 03Hake PaMaHOBHX MOJIOBa YHjU C€ MHTEH3UTET
Mema koJ henuja Tpetupanux HaHouyectunama (TaGena 4.3). V npBoj kojoHU Tabene Jare Cy TauHe
MO3MIIMj€ MOAOBA MIIM Y>KA PETHOHH y KOjUMa j€ JTaTH MOJI PErHCTPOBAH Y Pa3IMUUTHM YCPEIHCHUM
PamanoBUM cniekTprMa WiM riaaBHUM KoMmiioHeHTama PCA ananuse criekrapa. Y Ipyroj KOJOHH je Ha
OCHOBY TIOJ[aTaKa W3 JIMTEPAType JaTa XeMHUjcKa Be3a W/WIM MOJISKYJI ca YMjUM ce BHOpalrjama J1aTtu
MOJIOBH MoOry noBe3atu. Y Tpehoj koioHHM Tabese je Ha3HayeHo KoJ Koje henujcke NuHUje U KO KOT
THTIa TPETMaHa je TPOMEHa JJaTor MojIa 3adanexena, npu yemy cy HelLa m MRC-5 henmuje tpetupane
Hanouecturiama CeO; o3naueHe kao HelLa-CeO;, omnocHo MRC-CeQO2, a henuje Tperupane
Hanouecturiama Zn0O xao HelLa-ZnO, ogaocHo MRC-Zn0. V ciyyajeBuma kajia ce mpoMeHa oapeheHor
MoOJIa jaBMJIa UCKJbY4MBO KoJ henuja Tpetupanux Hanouectunama CD-CeOz a ne u SPRT-CeO2, nnu
o0pHyTO, Y cKpahenumy je HarnameHa u Bpcra Hanodectuina CeO koja je m3aszpana npomeny (MRC-
CD-Ce02, MRC-SPRT-Ce0O2). MonoBH y3 Koje HeMa 03HaKa oAiroBapajyher TpeTMaHa cy perucTpoBaHU
y PamanoBuM henujckum cniekTpruMa ainu BbUXOBa POMEHA HUje yTBpleHa, Te ce HaBOJIU CaMO HUXOBO
MPETHOCTaB/LEHO MOPEKJIO.
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Tabena 4.3. Pamanosu monosu HelLa u MRC-5 henunja tpetupanux nanouectuniama CeOz u ZnO u
HUXOBO MPETIOCTABIHLEHO TOPEKJIIO (aCHTHAIH]A)

Tanacan I'pyna heauja y unjum ce
opoj (cm™) Moryhe nopex:io Buopanuje CIEKTPHMA jaBJba
666 I'yanun, TumuH (npcten) [160] MRC-ZnO
674-677 I'yanun (npcren) [276]
722-733 AJnleHuH, HYKJIEUHCKE Kucenune [276, 277] HeLa-CeO;, MRC-CeOs,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
746 Tumun (npcten), mutoxpom L [160, 278]
751 Trp, AHK [160, 279]
756 Trp [160] HeLa-CeO2, MRC-ZnO
785-787 VYpauun, TumuH, 1uto3uH; PO2” HyKIIEHnHCKIX HeLa-CeO,, MRC-CeO»,
kucenuna [160, 280] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
813 PHK (dpocdoamecrapcke Bese) [277, 280] MRC-CeO2
840-844 | (Ilonmm)caxapunu, dhocdaruauiaceput, ukoreH [160, MRC-CeOs,
196] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
850 Tyr, Pro, Val [281, 282]
860 Tyr, pocharununcka kucenuna [160, 283] HeLa-CeO>
872-875 Pro, Val, Trp, (monu)caxapuau, pocharuauicepun MRC-CeOs,
[160, 196, 284] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
880 npoteunu [159] MRC-SPRT-CeO:
916-921 I'myko3a, pubo3a, Pro, mukorex [160] MRC-SPRT-CeO,, MRC-ZnO
938-942 C-C ucresame y nporenHuma [285] HeLa-CeO2, MRC-CeO,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
965-968 Jlunuau, nuroxpom 1 [278, 286] MRC-CeO2, MRC-ZnO
973-975 [Iporennu, pudo3a [160] HeLa-ZnO
1001-1003 Phe [287] HeLa-CeO2, MRC-SPRT-
Ce0,, HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1025 I'mukoren, yrisenu xunparu [279] MRC-ZnO
1030-1033 Phe [288] HeLa-CeO,, MRC-SPRT-
CeOy, MRC-ZnO
1046 PO4> [289] HeLa-ZnO
1065-1067 C-C nununa, macHe kucenune [276, 283] MRC-CeOs,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1078-1082 ®ochomunuau, pocharuauncepun [160, 290] MRC-CeOg,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1092-1095 PO> (DNA), Phe [277, 280, 291] HeLa-CeO2, MRC-CeO2
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1100-1112

Hyxnenncke kucenune, Phe, yrisenu xunparu [160]

MRC-CeO,,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO

1125-1135 | C-N nporeuna, C-C nununa, C-O yribeHux Xxuapara, HeLa-CeO;, MRC-CeOa,
rMKoreH, ruroxpom 1 [278, 284, 287, 292] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1150-1155 I'mukoren, nporennu, kaporeHouau [160] HeLa-CeO»
1163 Tyr [288] HeLa-ZnO
1167-1170 Tyr, munuau [286, 288] MRC-SPRT-CeO>
1180 wuTo3un, ryanuH, agenuH, nutoxpom I [160, 278] | MRC-CD-CeO,, MRC-ZnO
1210-1213 Phe, Trp, Tyr, nykneoruau [ 160, 281] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1226-1236 Awmup 11, PO, HykinenHckux kucennna [281, 292] MRC-CeOa,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1246 Awmmun 11, uro3un, ryanun (NHz) [160]
1250-1264 | Amuna I, nunuau, HykinenHcke kucenune [281, 286, HeLa-CeO,, MRC-CeO,
291]
1267-1270 Tunmanan dpocomumuan, C=C mumuaa [286] MRC-CeOg,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1277-1280 | Amup III (o), HyknenHcke kucenune, pocdaru [160] HeLa-CeO»
1300-1310 Mache kucenune, pochoaunuau, TPUTITALECPUIH, HeLa-CeO2, MRC-CeOs,
uuroxpom L [160, 278] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1314 Jlunmuu, nmpotennu, utoxpom 11 [160, 278] MRC-SPRT-CeO;
1320 I'yanun, npotennu [285] HeLa-CeO»
1337 JHK, CH npoteunna u nunua, rukoreH [287] HeLa-CeO2, MRC-CeO,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1360 AMMHOKHUCENNHE, ryaHuH [160] HeLa-ZnO
1372-1377 CHs, nykiienncke kucenuse [291] HeLa-CeO,, MRC-CeO,
HeLa-ZnO
1385 Hyxneuncke kucenune, CH3z [283, 293 ] MRC-ZnO
1402-1405 CH3 npotenna, Arg, His [294] HeLa-CeO2, MRC-SPRT-
Ce0O,, HeLa-ZnO
1412 COO [160] MRC-ZnO
1422 Hyxnenncke kucenune, ne3okcupudosa [291] HeLa-CeO2
1430-1433 CH», CH3 nununa [295] MRC-SPRT-CeO»
1440 Hedopmanuje CH; y nporennuma u nunuguma [276]] MRC-CeOs,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1444 [Mporennn, munuau [160, 286]
1448 CH/CH>/CH3 npoteuna u nmununa [159, 283, 285] HeLa-CeO,, MRC-CeO,
1460-1463 Jlunmuau, mpotennu [160] MRC-SPRT-CeOa,
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HelLa-ZnO, MRC-ZnO

1485-1488 I'yanun, anenus [276] HeLa-CeO2, MRC-CeOa,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1495 CN, CH [160] MRC-SPRT-CeO»
1507-1515 AJIeHWH, TUTO3MH, KapoTeHouau [160] HeLa-CeOa,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1548-1555 Trp [294] HeLa-CeO,, HeLa-ZnO
1574 Hyxkneuncke kucenune, npotennu [296] HeLa-CeO,, MRC-CeO»,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1580-1587 Hyxkneuncke kucenune, nutoxpom L [278, 287] MRC-SPRT-CeO>
1598-1600 C=C y nununuma, Phe, Tyr, HyKJIeHHCKE KUCEITHHE HeLa-CeO,,
[160, 297, 298] HeLa-ZnO, MRC-ZnO

1610 [uro3un [291] MRC-SPRT-CeO,

1613 Tyr, Trp [280] MRC-ZnO

1630 amup I, C=C y munuauma [160, 281, 297] HeLa-CeO,,

MRC-SPRT-CeO>

1638 Amun I (o u B) [160] MRC-ZnO

1653-1657 Awmun I (o), C=C nmununa, JIHK [281, 296, 299] Li MRC-CeO,, HeLa-ZnO,
2015] MRC-ZnO

1661 Amun I (B) [281]

1670 Awmun I (B, momumponus I1) [281] HeLa-CeO»
1678-1680 Awmun I (meypehena crpykrypa) [160] HeLa-ZnO
1682-1690 | Amun I (meypehena crpykrypa, nonunponus II), C=0 MRC-CeOg,

[160, 281] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
1726-1747 C=0, munu, pochomumuam [159, 160, 296]3 HeLa-CeO2, MRC-CeOa,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO

1762 C=0, bochomumuau [159, 300]

2842 Jlumm [286] MRC-CeO2
2850-2855 CumerpuuHo ucredamwe =CHz y munuauma [292] MRC-CeOs,

HeLa-ZnO, MRC-ZnO
2875-2893 Acumerpuuno ucrezawe CHo y ninuanma u HeLa-CeO,, MRC-CeOs,
nporenHnma [ 160, 292] HeLa-ZnO, MRC-ZnO
2924-2933 | AcumerpuuHo ucre3amwe CHz, cMMeTpUUHO UCTE3ambE HeLa-CeO,, MRC-CeOs,
CH3 nperexHo y nporennuma [301] HeLa-ZnO

2939 CH y nmunuauma n nporennuma [ 160] MRC-CeO2

2948-2950 | CH nporeuna u nunuaa, CH, nununa, acCHMETpUIHO MRC-CD-CeOa,

ncresame =CH3z mumnmma [160, 292]

HeLa-ZnO, MRC-ZnO
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2970-2972 Acumetpuuno ucre3ame CH3 [160] HeLa-CeO>
2978-2980 [Iporeunu [302] MRC-CD-CeOg,
HeLa-ZnO, MRC-ZnO
3002-3016 CH nununa, =CH [160, 286] HeLa-ZnO
3060-3062 C=CH, npoteunu [302, 303] HeLa-CeO2, MRC-CeO,
MRC-ZnO
3320 OH [160] HeLa-ZnO, MRC-ZnO

4.6. MuKpockonuja Ha 6a3u aTOMCKHMX CHJIa
4.6.1. AFM ocimkaBame Hel a heauja Tpernpanux Hanoyectunama CeO2

Mopdonomrka cBojctBa Hela-CD-400 u Hela-SPRT-400 henwuja, ka0 W KOHTPOJIHHX
(nerperupanux) henuja ucnurtuBana cy AFM ocnukaBaweM. Ha ciuuum 4.50 npukasane cy 2D (npsa
kosioHa ciea) U 3D Tomorpaduje (apyra KoyioHa), Kao U CIIMKe aMIuaTyae ocumianuja AFM rpenune
(Tpeha komona). Y 4eTBpPTOj KOJOHM Cy Aare Tomorpadcke Cimke ca MHBEPTOBAHUM KOHTPACTOM. Y
MIPBOM peay cy MpuKa3zaHe KoHTpousiHe henuje, a y HapeaHa aBa henuje TpeTupaHne HAaHOYECTHIIAMA.

2D Tonorpaduja 3D Tomorpaduja amMILIMTyaa HUHBEp3HA Tonorpad.

HeLa xonTpona

HeLa CD-CeO,

HeLa SPRT-CeO,

Cauka 4.50. AFM cnuke Hela henuja: kouTposne henuje (npBu pen), henuje TpeTupane HaHOYeCHIIaMa
CD-CeO> (apyru pexn) u hemuje tperupane nHanodectuiiama SPRT-CeO; (rpehu pen). [Ipsa u apyra
KoJIoHa cnieBa npukasyjy 2D (A, [, 3), onnocuo 3D (b, B, 1) Tonorpadcke cauke henuja. Tpeha konona
npukasyje hemuje ociaukane Ha ocHOBY amruutyzae ocumianuje AFM rpeagune (B, E, J). ¥V uetBpToj

102



KOJIOHH cy Torniorpadcke cinuke henuja ca maeproBanum kouTpactoM (I, 2K, K). Ckane Bucune henumja:
(A) 1000 nm, (1) u (3) 700 nm.

Ha tomorpadckum cinukama koHTponHux henmja (ciauke 4.50A u b) Moxe ce youutu na je
BUXOBa IOBPIIMHA IJIATKa, jeAPO W jeAaplie KOMIIAKTHH M HM3PaXEeHH, a helnjcke KOHType H
namenumnoauje jacHo nepunucane. Ha ronorpadujama henuja tperupannm Hanodectuniama CD-CeOz
u3ries hemuje je mpoMemeH: jenpo BUIIE HHje jacHO aeduHMcaHO, jemapania cy ¢parMeHTHCaHa, a
noBpiHa henuje je xpamnara, ca Opojuum yneruyhuma y hemujckoj memOpanu (ciuka 4.50/] u b).
Konauno, henuje tperupane Hanoudecturmama SPRT-CeO: cy mnpekpuBeHe KpyIMHHUM KilacTepuma
HAHOYECTHIIA, UCTIOJI KOjHX CYy BUAJbHBA yierHyha Behux qumensuja, 10K ce jepo U jemapiia yoITe He
youaBajy (ciuka 4.50 3 u 1).

Vnernyha memOpane TpeTupanux henuja jacHuje cy BuasbuBa Ha ciaui 4.51. Ha ®oj cy
npukazane 3D AFM Ttonorpaduje Bucoke pe3onyuuje 1o0ujeHe cuumameM Mainux obnactu (500x500
nm?) ua nospmmnu henuje. Ha ciumu 4.51A Moke ce BUIETH TIaTKa MOBPIIMHA W IpaHysiapHA
CTpYKTypa MeMmOpaHe KOHTpoiHuX henuja, kojy gopmupajy Opojua mcmymuema. Cnuke 4.51b u B
Mokasyjy na Ha MeMOpanu henuja Tpetupanux HaHouectunama CD-CeO; u SPRT-CeO: necrajy
UCIyIMUeHa, YMECTO KOjuX ce hopMupajy yayossema (aemnpecuje) nujamerpa 50-100 nm.

Cnuxka 4.51. 3D Tonorpadcke AFM cnuke Bucoke pesonyuuje (A) koutponnux Hela henuja, (b) HelLa
henuja Tperupanux Hanouecturiama CD-CeO: u (B) henmja tperupannx nHanovectunama SPRT-CeOx.
Ckane BucuHa cy 20 mm (A), 16 mm (b) u 15 mm (B). Jlokanne nenpecuje (ynernyha y henujckoj
MeMOpaHH) O3HAUCHE Cy CTpeJHiama.

Crnuke noOujeHe Ha OCHOBY aMmIutuTy e ocwianuja AFM rpeaune npukazane Ha ciauru 4.50. y
Tpehoj kojgoHu MOTBphyYjy CTPYKTYpHY YHH(OPMHOCT MOBpIIMHE KOHTPOJHHUX henuja, HAPOUUTO Y
obnacTu jempa, HaCynmpoT HaOOpaHOj MOBPIIMHM TpeTupaHux henuja. Ha oBum cimkama ce Takohe
youaBajy JAedUHHUCAHE JaMeNuIoauje KoJ KOHTponHux henuja. Kako Ou ce jacHuje mnpukasane
namenunoanje u ,,usuie” hemuja, 3D Tonorpaduje cy MHBEp3HO KOHTPACTHPAHE M Ka0 TAKBE MTPUKa3aHe
y 4eTBpTO] KosioHu cieBa Ha ciuuu 4.50. Ha cnumu 4.501° Moxxe ce youutu mpexa MeMOpaHCKHX
yetkacTux u3pamnraja (eHri. cell brushes) kox xonTpomHux henmja, koja kon henmja TpeTHpaHHUX
Hanouecturiama CD-CeO; mounme na ce pparmentuine (cauka 4.50K). UeTkacTu u3pamTaju ce BUIIE
HE MOTY YOUHTH Ha ciukama hemuja tperupannx Hanouectunama SPRT-CeO; (cimka 4.50K). Ymecto
TOTa, y OKOJIMHU OBUX hesHja youwbHUBH Cy OpOjHU arjoMepaTH HaHOYECTULIA.

Y uwby kBaHTH(UKalMje MOBPIIMHCKE XpamaBOCTH henuja, MepeHa je BHCHHA henuje u
U3pauvyHaTO cpe/ii-e KBaJpaTHO O/ICTYyIIake BUCHHE, KOje je y3eTo 3a Mepy XpanaBoctu henuje. Ha cimnuun
4.52b rpaduuku je mpencTaB/beH U3padyHaAT MMOPACT XpanaBoCTH heldja TpeTHUpaHWX HaHOYEeCTHUIaMa
CD-CeOz2 (13 nm) y onHocy Ha koHTpoiy (8 nm). [Tomto cy henuje Tpetupane Hanoyectuniama SPRT-
CeO2 npexpuBeHE KPYITHUM arjioMepaTiMa HaHOYECTHIIA, y FbHXOBOM CiTy4ajy oapehuBame BUCHHE, 1A

103



TUME W TIOBPIIMHCKE XPanaBOCTH, Ha OBa] HAYMH HE OW OMJIO aZieKBaTHO. Y TOM CIIy4ajy M3MEpEeHa je
caMo BHCHHA Ha HAjBUIIIOj TaYKK henmjckor jeapa u ynopehena ca koHTposiom u henyjama TpeTupaHuM
nanovectuiia CD-CeO2 Ha cioumu 4.52A moske ce BUJIeTH Ja BUCHHA henuje Ha Ta) HAYMH U3MEPEeHA

CTaTUCTHYKU 3HAYajHO OMaJia HAKOH TpeTMaHa o0emMa BpCTama HAaHOYECTHUIIA, Y OJHOCY Ha KOHTPOILY
(jemrnodakropcku ANOVA Tecr).

(A) (b)
1000 =
800 E )
) CD-CeO, g ‘
E 2
5 600 s 101
: :
£ 400 g
<
=
S 200 £,
Q
=0
KOHTpOJIa SPRT-CeO, kouTpona CD-CeOQ,

Cauka 4.52. Mopdonomke npomene Hela henuja y3pokoBane Tpermanom HaHouecTuilama CeOp,
anammsupane AFM-om: (A) Bucuna henmje, (b) moBpmmHCKa XpanaBocrT.

4.6.2. AFM ociimkaBame Hel a hesuja Tperupanux Hanoyectunama ZnO

AFM cnuke Hela henanja cHuMibeHe IIpe U HAKOH TpeTMaHa HaHodecTuliama ZnO y nosu ox 40
ug/ml npukaszane cy Ha ciaunu 4.53. O6nuk henuje 1 Mopdosonike KapakTepuCTUKE YHyTap rpyrie
Tpetupanux henuja Bapupajy. Jeqna cyO-nomynamnuja henuja je oBajJHOT 00JIMKa U 100pO M3paKEeHOT
jenpa u jepapriera, a TaMe U Behe CITMIHOCTH ca KoHTpotHuM henmjama (ciuka 4.53/1-)K). Nnak, o6k
henuje oacTyna oj BpeTeHacTOr KOju JOMUHUPA KOJ] KOHTPOJIE, MOBPLIMHA j€ HepaBHHUja U TPaHHULIE jesipa
cy ciabuje nepunucane. ['panuiie untaBe henuje cy Takohe HepaBHU]E, MITO Ce TOCEOHO MOXKE BUJIETH
Ha ciMKama J00MjeHHM Mpeko aMIumTyne ocuunanuje rpeaune (ciauka 4.53B u 4.53E). Ilpoceuna
BHCHHA TpeThpane henuje je Beha, U TO HE caMO Ha jepy, HETO W Ha ocTajoM jaeny hemmje. pyry
henujcky cyO-momynanujy HpeAcTaBbajy 3a0KpyrjbeHe henMje, Mamer aujamMerpa M BHCHUHE HETro
W3IyXKeHe, ca JISTMMUYHO JIETPaJAUpPaHUM JeTapHUM caJip>kajeM U 0e3 youJbUBOT jenapiiera (ciauka 4.53
3-K). V3 henujcky meMOpaHy ce yodaBajy CTPYKTYpe MamuX JUMeH3Hja oJ henuje, koje noacehajy Ha
KpyITHH]a alloNTOTCKA TeJia Takohe y mpoiiecy aerpaaamuje.

MehyTum, npobiem y oBom cety AFM ekcriepumenara je mTo ce U KOJ KOHTPOJHUX U KOJ
TpeTupanux henmja youaBajy OpojHa yayOsbera Ha MOBPIIMHK hemuja, Koja Cy BEpOBAaTHO MOCIEIUIA
yTuiaja ¢uxcaruBa Ha henmjcky mMemMOpaHy WM HeaJekBaTHE (ukcamuje. YOpKoc ToMe, Kaja ce
KBaHTU(HKYje NMPOCEYHA MOBPIIMHCKA XPaaBOCT KOHTPOJIHUX U TpeTupaHux henuja (6e3 o063upa Ha
MOpGOJIOTH]Y), BUAMMO J1a OHA KOJI TpeTHpaHux henrja 3HavajHo pacte (cnuka 4.54).
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2D Tonorpaduja 3D ronorpaduja aMIUIUTYJA HHBep3Ha Tonorpad.

10 um

HeLa xonTpona

(OK)

HeLa ZnO

Cauka 4.53. AFM cnuke Hela henuja npe u HakoH TpeTMaHa HaHouecTuiama ZnO: koHTposnHe henuje
(mpBu pen) W aBe paznuunte Moppdosoruje TpetupaHux henuja (M3AyXKEHE Yy IPYroM pemy,
3aokpyribeHe y Tpehem peny). [IpBa u apyra xonona cnesa npukasyjy 2D (A, I, 3), omnocuo 3D (b, b,
W) Tomorpadcke crnuke henmja. Tpeha komona mpukasyje henwje ocnmkaHe Ha OCHOBY aMIUTHTYIE
ocumnanuje AFM rpeauue (B, E, J), 10k cy y uerBpToj Tonorpadcke ciuke henuja ca HHBEpTOBaHUM
kontpactoM (I, K, K). Ckane Bucune hemnuja: (A) 1200 nm, (JI) 1600 nm u (3) 1200 nm.

+ =) el =
o (=] o o

2
<o

MOBPIHIMHCKA Xpanaroct (nm)

<

KoHTposia  ZnO

Cauka 4.54. IlospimHcka xpanaBoct Hela henuja npe n HakoH TpeTMaHa HaHodecTHama Zn0,
ananusupana AFM-owm.
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5. JluckycwHja

Mertan-okcuHe HaHOYeCTHIIe, Y Koje cranajy Hanodectuie CeOz m ZnO, ynasze y cacraB
NpoM3BO/A KOje caBpeMeHH 4oBek Beh eneHujama cycpehe y cBakogHeBHOM XuUBOTY. MoryhHocTi
BIXOBE PUMEHE Cy HeymnopeauBo Behe ol 10 caja MCKOPUIThEeHUX M WHTEH3UBHO CE MPOYyYaBajy y
OpojHuM cTyaujama. BakaH acrekT TUX CTyAMja je HCIIMTHBAKE MOTCHIMjATHUX edeKaTa pa3IuuauTHX
METaJI-OKCUJIHUX HaHOYeCcTHIIa Ha henuje yoBeka.

Y 0BOj CTyauju HCOUTHBaH je yTuiaj nBe BpcTe HaHodectriia CeOz (HEOOIOKEHUX |
JEKCTpaHOM 00JIoKeHUX) U HaHouyecTua ZnO Ha pact u BujabminHOCT Tpetupanux HeLa m MRC-5
henmnja xopumheweM CTaHAapIHUX OHOJOIIKMX METOJa, Kao M MOTEeHIMjan BUOpamuoHe PamaHoBe
cnektpockonuje 1 AFM Mukpockonuje y peructpoBamy OMOXEMHjCKUX M MOPQOJIOIIKUX MpPOMEHA
HacTanux kox Tperupanux HeLa u MRC-5 henwuja.

Pamu mpouiene edekara Hanouectuna Ha henuje paheHu Cy cTaHmapAHU OHOJIONIKU TECTOBH.
[{use oBUX ekcriepuMeHara je OMo JIBOCTPYK: HAjIIpe, Ja ¢ OJpe/e J03¢ HAHOYECTHUIA KOje YTUIy Ha
henujcky BUjaOMITHOCT, KaKO OW c€ FhXOBUM KOPUIITNEHEM Yy JajbeM paay UHAYKOBaHE IIPOMEHE MOTJIe
npatuta PamanoBoM criekTpockonujoM 1 AFM MHKPOCKOIIH]jOM, a TOTOM, JIa C€ CTEKHE IITO 00JbU YBUJL
y edekTe M MeXaHW3Me KOjUMa HAHOYECTHIE Neiyjy Ha hemuje, kKako OW ce pe3yiaTaTH JoO0ujeHU
PamanoBom criekrpockonujom 1 AFM-om Morim 0oJbe KOpenucatd ca OHOJIONIKMM IPOMEHama y
henujama.

SRB tect je usBenen Ha HeLa henujama tpetupanum CeO2 (HeLa-SPRT u HeLa-CD), nakon
kor je mo3a ox 400 pug/ml u Bpeme mHKyOamuje ox 48 caru m3abpaHo 3a kopumheme y PamanoBoj
cnekrpockonuju 1 AFM-y. PesynTaTu oBor Tecta HUCY MOKa3ajdd IOCTOja€ CTATUCTUYKU 3HAYajHO
cMameme henmmjckor pacta kon hemmja tpetmpanux HaHodecturnama SPRT-CeO. Tect je wumak
HaroBeNITaBao Jia MOCTOjH omnajajyhu TpeHa hemujckor pacta U KoJl TpeTMaHa OBUM HaHOUYECTHIIAMA,
KOjU 300T BUCOKE BPEIHOCTH CTAaHJApJHE JIeBHjalllje Y OJHOCY Ha Opoj y30paka HHUje CTaTUCTHUKU
3Haydajad. 300r Tora je HajBUIIA J03a TECTUPAaHA Y OBOM TECTy M3a0paHa 3a MpPUMEHY, Kao J03a Koja
nooau (kogq CD-CeOz), omrocHO motenujamHo nooau (kogq SPRT-CeO»), no cmamema pacta Hela
hennja u yjenqHo omoryhaBa mopeheme edexra HCTe 103€ IAEKCTPAHOM OOJIOKEHUX U ,,dUCTHX
Ha"ovectuia CeOz.

OnTtumusanyja no3a Hanodectuia CeOz 3a Tpetupame MRC-5 je Takole uzppiiena nomohy SRB
tecta. Tect je mokaszao na je go3a ox 200 pg/ml CD-CeO2 noBosbHa Ja A0BEE 10 3HAYAJHOT CMAmbEHha
pacta MRC-5 henuja y onHocy Ha koHTpoiy. Kon henmja tperupannx Hanouectuama SPRT-CeO2 vu
no3a on 600 pg/ml HHUje moBena A0 cMamema henmjckor pacta. YMeECTO TOra, CBE MPUMEHCHE J103€
u3asBaje cy Ojary, alnu CTaTUCTHYKHM HenoTBpheHy ctumynanujy hemujckor pacta. 3a kopuutheme y
excriepuMeHTMa PamaroBe criekTpockonuje u3adpane cy po3e o1 200 ug/ml u 400 pg/ml CD-CeOq, na
Om ce ucruTalle J03HO-3aBUCHE CIeKTpaliHe pazimke Mehy henujama. ¥ ciydajy SPRT-CeO; 3aapxkana
je mo3a o 400 pug/ml, kako 6u ce moriu yropeautu epektn ucte go3e CD-CeO2 u SPRT-CeO, na Hela
u MRC-5 henuje, omHOCHO Ha BUXOBe PamaHoBe criekTpe, U npeayiokeHa no03a o 800 ug/ml, Bumma ox
HajBHUIIE 103¢ TpuMemeHe y SRB Tecty.

ExcniepumeHTH KOjU Cy MMailM 3a IWJb Ja ce edexktu HaHodecTHua Ha henuje Oosbe mpoyde
pahenu cy y3 momoh KOHBEHIIMOHAIHUX Ononomkux merona. Ilpeu ox wux 6uo je MTT Tect, koju je

106



ypahen Ha HeLa u MRC-5 henmmnjama tpetupanum Hanouectuniama CD-CeO, u SPRT-CeO.. Pesynratu
oor Ttecra mokaszamu cy ga 100 pg/ml CD-CeO2 moBoau mo Oiiare ainw CTAaTHCTUYKH 3HAYAjHE
CTUMyJalyje MeTabolMyKe akTHBHOCTH 00a Tuna hemwja, A0k naske moBehame m03a JA0BOIU 10
JAPAacTHUYHOT OIaJama META0OIMYKe aKTUBHOCTU. Y JHMTEpaTypu IOCTOje MOJAalM Ja HUXKE 03¢
Hanouecturie CeO2 crumynumry nponudepanujy u audepeHujanujy MpUMapHUX OcCTeo0nacra u
¢ubpobracTa mumia, 10K moBehame q03e ucror Tumna HaHodecTua CeOz Mame CTUMYIIHIIE U KOHAYHO
uHxubupa npoaudepanujy u aupepennujanujy henuja [68, 304]. Ctumynanuja nponudepaimje ce
o0jamimaBa JUPEKTHUM aHTHOKCUAATUBHUM cBojctBUMa CeQO2, anM W aKTUBALMjOM CHTHAJTHUX
OpOTeMHAa W TPAHCKPHUILMOHUX (aKTOopa KOjU perynuiry npoiudepanujy H  eKIpecHjy
AHTUOKCHJIATUBHUX €H3MMa, LITO 3ajeHO CMamyje OKCHJIATHBHH CTpec W moBehaBa MeTabOIMYKy
aktuBHOCT henuje [305]. Ha Bucokum nmosama Hanouectuma CeQz, kako oOjamimaBajy POpov u
capaJIHUIM, 300T BeOMa BUCOKE aHTHOKCHIATUBHE aKTUBHOCTH, KoHIIeHTpanuja ROS y henujama mana
UCro (pU3HOIOIIKOr HUBOA KOjH je HEOImXoAaH 3a GpyHKInoHucame heaujckor metadbonusma [304].

Ogne Tpeba HarmomeHyTH aa je y SRB tectupamy ypaheHoMm Ha caMOM MOYETKY eKCliepriMeHaTa
y HuJby ONTUMHU3aLMje 103a, pacT Hela henuja nakon 24 cata Tpermana Hanovectuama SPRT-CeO;
0mo 3Ha4YajHO 1MoBehaH y 0JTHOCY Ha KOHTPOJTY, Ja Ou y HapeaHa 24 cata 3HATHO OI1ao, a HaKOH 72 caTa
WHKyOaIMje 1mao WCIOJ[ HUBOA pacTa KoHTpoie. J[akiie, © y OBOM CIIy4ajy jeé perucTpoBaH edekar
CTHMYJIaIyje mpoiudepalje, and He Ha HUCKUM J03aMa, kao ko CD-CeO», Hero npu kpahem Bpemeny
nHKyOamuje. Moryio Ou ce MPeTHoCTaBUTH JIa TOCie AyXKe WHKyOalrje, OJHOCHO BHUIIE J03¢, yOop3aHa
nponudepanuja nokpehe amontosy [306], wnu cynportHo, aa je yOp3aBame nposndepanuje henmja
MHIYKOBAHO armonTo3oM mruMa cyceanux hemuja [307, 308], kao u ma ce paau o moMepamy paBHOTEKE
nzehy pasnmuuuTEX MexaHW3aMa JI¢jCTBA HAHOYECTHIA. 3a MPOBEPY HABEACHHUX IPETIOCTABKH
HEOITXOJIHA CYy JI0JIaTHA HCIIUTHBAbA.

Edexar nanouectunia SPRT-CeO2 na HeLa u MRC-5 henuje peructpyje ce MTT tecTom Tek Ha
no3u ox 800 pg/ml 3a HeLa, onnocno 400 pug/ml 3a MRC-5, u ucnospaBa Kao CMamemhe METa0O0INUKe
akTUBHOCTH henuja Ha Hemto Bume of 80 % y oxHocy Ha koHTpoiy. Kona kpymHux arperara u
arjomMepaTa CMameH j€ OJIHOC NOBpIIMHE M 3allpeMUHE, a THME U PEaKTUBHOCT Y OJHOCY Ha
Hearperupane HaHouectune [35]. OBa y juTepaTypu oOIMcaHa IojaBa MOXE OOjaCHUTH H30CTaHAK
epexta SPRT-CeO2 nanouectuna. Mnak, npu BUCOKUM Jl03aMa PETHUCTPOBAH je HEraTWBaH YTHIlA] HA
henujckn mMerabonmzam. He moxe ce ca curypHourhy OArOBOPUTH HAa MUTamE Ja JU OH MOTHYE Of
He3HaTHOT Opoja HAHOYECTHIIA KOj€ U Mope]] arJioMepaliije 0cTajy MambuX TMMEH3H]ja, WM je MOCIeInIia
HEKOr Jpyradujer eexra Koju KpynHU ariiomepatu octBapyjy. Konauno, pesyaratu MTT tecra cy
nmokasanu jaa je uzbop moza ox 400 pg/ml m 800 pg/ml SPRT-CeO; 3a tpetman MRC-5 henuja y
eKcriepuMeHTiMa PaMaHOBE CIIEKTpOCKONHje ompaBjaaH, nako SRB TecToM HHCY NOKa3aHW HHXOBU
edeKTu.

W3BecHe pasnuke y pesdyntrarumMa SRB u MTT tecta cy mpumerHe. Konx MRC-5 henyja,
pe3yaTaTu oBa JBa TecTa MOKa3yjy MCTH TpeHa mpomeHa, ¢ TuM mro MTT perucrpyje nmpomene u y
ciyyajeBuMa y kojuma ux SRB Tect He peructpyje. To je ciydaj kox henmuja MRC-CD-100, kox kojux
MTT tect nokasyje mopact MeTaboJIMUYKe aKTUBHOCTH Y OJHOCY Ha KOHTpoiy, U koxa hemuja MRC-
SPRT-400 u MRC-SPRT-800, xox kojux MTT TecT nokasyje naj MeTaboIMuKe aKTUBHOCTH y OJHOCY
Ha KoHTpouty. [TomrTo oBa Ba Tecta He Mepe UcTe mapamerpe y hennjckoj KyaTypu, HUje 3auyhyjyhe aa
MOKa3yjy Ha OBaj HAYMH pa3IMYUTE pe3yJiTaTe, Tj. Aa ce MPOMEHe Y MeTaboINYKO] aKkTUBHOCTH hennja
MOTY PErHCTPOBATH IIPpe HEro IITO Ce UCIOJbU BUX0B edekar Ha henmujcku pact. Koj pesynrara rectoBa
3a Hela hemmje cutyammja je yHekonuko cioxeHuja: MTT tect Ha mo3u ox 100 pg/ml CD-CeO;
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MOoKa3yje 3HavyajaH MmopacT MeTa00JIMUKe aKTUBHOCTH, JOK SRB TecT mokasyje cTaTUCTHUYKHM 3Ha4yajaH
naj; MeTaboInuKe akTHBHOCTH Tpetupanux Hela henuja. ['megano ca cranoBuInTa Aa je CTUMYJIATUBHU
OJTHOCHO MHXMOMTOpHHU moTeHIHjan HaHnouectuna CeO2 oapehen paBHoTexkoM m3mely HHUBoa ROS u
kourenrpauuje CeO2 y hemuju [304], ka0 W aHTHOKCHIATHBHE M NPOOKCHUIATHBHE AKTHBHOCTU
nanovecturia CeO2 [4], BepoBaTHO je Ja MOCTOje Mpeia3He KOHICHTpallkje Ha KOjuMa Ce pasInduTh
epexTn cycpehy. Morno Ou ce MPETIOCTaBUTH /a y MPECEKy pasIUuuTHX ederaTa MOKe HacTaTu
CUTyalldja y KOjOj YHEKOJIMKO cMameH Opoj hemuja y kyatypu mokasyje moBehaHy merabonmuky
akTUBHOCT. Panuje cryamje cy takohe mokasane Heckiaze y mpoueHu edekra nHanouectuna CeO:
u3BezieHe KopuinheweM paznununtux Merona [309]. Konauno, MTT Tect nokasyje na cy MRC-5 henuje
HEIITO oceTJbuBHje HA 00e Bpcre HaHodectuna CeO; Hero HelLa hemwmje, nok pesynratu SRB Ttecra
yKa3yjy Ha cynpoTHO. Pa3nuke y WHTepakiiji HAHOYECTHULIA Ca Pa3IMYUTUM THIIOBUMa henuja, Koje cy
Takole y IuTepaTypu MHOTO ITyTa OIHMCAaHe, MOTY Ha PAa3JIMYUT HaYMH yTUIATH HA CUTHAJHE MyTEBE Y
hennjama ¥ aKTUBUpATH PA3IMUUT clieq norahaja xkoju he ce AeTEeKTOBATH MPUMEHCHUM TECTOBHMA.
Kpajwu ucxon xoju rnokasyjy 06a Tecta Ha BUIIUM KOHIIEHTpallljaMa HAaHOYECTHUIIa, KOje Cy U ofabpaHe
3a kopumheme y JajbuM eKCIIEPUMEHTUMA, j€ HCTH: BEJTUKHU U JJO3HO-3aBUCAH IOPACT HIUTOTOKCUYHOCTH
HaHOuecTHIla Ha 00e Bpcte henuja.

Pagu Oosper ymo3HaBama edexaTa HAHOYECTHIIA Ha henije W EBEHTYaIHOT ITOBE3MBAba
OMOXEMH]CKUX TPOMEHA KOje Cy JeTEKTOBaHe y PamMaHOBHM EKCIEpUMEHTHMa ca OMOXEMH]CKUM
KapakTepucTHuKama Moaanutera hemujcke cmpru, henmje Tperupane Hanouectuama CD-CeOz u SPRT-
CeO2 cy 6ojene annexin-V-FITC-om u Pl, a obojeHoct henuja ananusupana moja ¢yopecieHTHUM
KOH(OKaTHIM MUKPOCKOIIOM. Y OBOM EKCIIEPUMEHTY aHaM3upaHe cy hennje Tpetupane no3zama ox 200
pg/ml u 400 pg/ml CD-CeO2 u nozama ox 400 pg/ml u 800 pg/ml SPRT-CeOs.

Ha nuxoj no3m nHanouyectuna CD-CeOq, kox manor 6poja henuja u jegHor u Apyror TUIa,
peructpoBaHa je henujcka cMmprt, anu ce y ciayyajy MRC-5 pagu o paHoj, a y ciydajy Hela henuja o
KacHO] amonTo3u/Hekpo3n. Ha Bumoj mo3u Hanodectuna CD-CeOp, peructpoBaHa je KacHa
armornto3a/Hekpo3a kox 06a tumna henuja, anu y 3HatHo Behoj mepu kog MRC-5 wero kon Hela henuja.
OB excniepuMeHTH, kao 1 SRB Tect, ykasyjy aa cy y cMuciy unaykuuje anonrose Hela henuje Hemro
ocetsbrBHje Ha CD-CeO2 nero MRC-5 henuje. 3a 60sbu yBUI y eeKkTe HAHOUECTHIA HA UHIYKIH]Y
arnonTose, a ¢ 003UpoOM Jia ce 10 TpeHyTKa Oojema jesan Aeo Beh MpTBHUX henuja ojienyo ca moJyiore,
Ousio OM ymyTHO OBaj €KCIEPUMMEHT W3BECTH W HAKOH Kpahux MHTepBasia MHKyOauuje hemmja ca
HaHouecTHama (24 wunmm 36 catm). Mehytum, c 003upoMm na cy y ekcrnepuMeHTHMa PamaHoBe
CHEeKTpocKonuje kopultheHe nckibyunBo henuje koje cy HakoH 48 caTH 0/ TpeTMaHa OCTalle 3aJIeTJbeHe
3a MOJUIOTY, Pe3yJITaTH KOje CMO JOOMIM OMiK cy JOBOJEHU 32 KOPETHCAE Ca CIIEKTPAITHUM MOJaluMa.

VY cnydajy tpermana HaHouyectunama SPRT-CeOz y mosu ox 400 pg/ml, ¢gayopecueHTHOM
KOH(OKATHOM MUKPOCKOMH]OM je peructpoBa Beoma Manu 6poj HeLa u MRC-5 henuja (oxo 2 %) y
KaCHOJ aronTo3u WM HEKPO3H, AJIK je MPOMEHA UIaK CTATUCTUYKU 3HaYajHa y OJJHOCY Ha KOHTPOITY, Y
K0joj ce obojeHe henuje yomre He youaBajy. Tperman go3om ox 800 pg/ml nanouecturia SPRT-CeO»
JI0BO/IM Takole 710 MojaBe KacHe aronTo3e Wi HeKpo3e Kol Maor 6poja henuja, koju a1 kox HeLa Hu
ko1 MRC-5 henuja Huje craTucTUUKY 3Ha4ajHO Behu Hero y ciydajy go3ze ox 400 pg/ml.

Ontumuzanyja no3a ZnO HaHOUecTUIa 3a KopulTheme y ekcriepuMeHTHMa PaMaHoBe crieKTpocKonuje
u AFM u3Bpiena je momohy SRB Tecrta. 3atum cy epextu Hanouectrna ZnO Ha HelLa u MRC-5 henuje
ucnutuBand MTT u NRU tecrom.
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Ceu npumemenu ouosomku TectoBd, SRB, MTT u NRU, y nporienu edekxara HanHouectuia ZnO
Jaly Cy pe3ysTaTe KOju Mpare MCTe TPEHJO0BE MPOMEHA: CBa TPH MOKa3yjy M03HO-3aBUCHO CMambeHe
henujcke BujabumHOCTH 00a THA henvja u cBa TpH HEIBOCMUCIICHO yKa3yjy Ha Behy ocersbuBocT MRC-
5 henuja. OBO 3amakame C€ MOXKE JJOBECTH y B3y Ca NIPETHOCTAaBJbEHHUM Mame KOMIUIEKCHUM
MEXaHHU3MOM JIeJIOBamka HaHodecTHla ZnO M HBHUXOBOM BHCOKOM LUTOTOKCHYHOIINY, IITO je U OHO
pasior 3a u36op ZnO 3a Tperman henuja y oBoj ctynuju. Hamme, momTo cy aUTepaTypHU MOJAIH 32
UTOTOKCUYHOCT HaHouecTHna CeOz pa3nuUuTH M 4YECTO ONPEYHH, pagd OoJber TyMadyema
CIIEKTPOCKOIICKMX II0J]aTaka M EBEHTYaJIHOI u3rpahjuBama ommTer Mojeia 3a NpoleHy edekara
pa3NMYUTUX TUIIOBA HAHOYECTHIIA Ha hemwje, y cTyaujy je OMiI0 MOTpeOHO YKIbYYUTH jOII jelaH THII
HAHOYECTHIIA YHja je BUCOKA IIUTOTOKCUYHOCT HECyMbUBO noTBpheHa. Takohe, 3ajeqanuko 3a MTT u
NRU, a genumuuno u SRB Ttecr, je 1a Ha oapehenuM korHmentpanujama ZnO henujcka BHjaOUITHOCT
HArJIo oraja.

MTT Tect ce moka3ao HajOCETJFUBHjUM Ha MPOMEHE M3a3BaHe HaHouecTunama ZnO, jep je, 3a
pa3iuKy OJ ApyTa JBa TecTa, perucTpoBao mnaj Metabonnuke akTuBHOCTH Tpetupanux HelLa u MRC-5
henuja Ha cBuM Tectupanum pozama ZnO. OBu pe3ynTaTd ykasyjy Ja je TyOUTak MUTOXOHJpHjaTHE
akTUBHOCTH, Ha KOjy MTT ykasyje, ako He OCHOBHH, OHJ[a jeJaH OJ] IIABHUX YHMHUJIANA IIATOTOKCUIHOT
edexra Hanouectnna ZnO. To je y ckiamy ca MpeTXOAHMM HCTPaXKMBamkUMa, KOja Cy IMOKa3ana Ja
Ha"ovectuie ZnO HHIYKY]y MpeKkoMepHo cTBapame ROS, mro noBoau 10 omrehema METOXOHIpH]a 1,
KoHa4HO, henujcke cmprtu [134, 310, 311].

Kao u y ciyuajy CeO2, henuje Tpetupane HaHouectuama ZnO cy 6ojene anekcuHoMm V u Ply
LIUJbY NpOLIEHE CTENeHa MHAyKOoBama amontose. M oBa merona nokasyje Behy ocerspuBoct MRC-5
henuja, KoJ KOjUX je 3a MHAYKLH]y arnonTose norpebHa Hmka no3a ZnO Hero xox Hela henmja. 3a
pasnuky ogx MTT u NRU rtecra, oBa MeTozia noka3syje 1 HecyMmHBe paznuke n3mehy HeLa u MRC-5
henuja TpeTupanux HajBuIIOM M030M HaHouectuna ZnO (40 pg/ml): kog HelLa henuja peructpyje ce
caMmo paHa arnonTosa, a kogx MRC-5 u pana anonro3a u KacHa anornrto3a/Hekpo3a. Mely pesynratuma
KOj€ je Jajia 0Ba METO/a MPHUBJIAYM NMaxby YHbeHUIa J1a je kox ZnO henuja Tpetupanux 1o3oM ox 40
pg/ml unak mporeHTyanHo Manu Opoj henMja Ko KOjUX je JeTeKTOBaHa paHa aronTo3a y OJHOCY Ha
ykynas 0poj henuja (~7 %), ynpkoc ToMe IITO Cy APYre METOo/ie MoKa3aie BUCOKY IIMTOTOKCUYHOCT OBE
no3e. OB pe3ynTaTu 0TBapajy MpPOCTOp 3a HUCTpaKUBame U APYrux mMojanutera cMptd Hela hemuja
n3a3BaHuX HaHovecTuama ZnO, Koje He OJUTMKYje eKcTepHanu3anyja pocharuauncepuna. Mehy muma
cy eporroza u ayrodaruja. deponroza WHAYKOBaHA HaHouecTHamMa ZnO je y HajHOBHjUM
HCTpaXMBamkUMa MOTBpleHa KO HEKOJIMKO THMoBa henuja kapuuHoMa rpaunha matepuile, meh)y kojuma
cy u HelLa henuje [312], nok je ykibydeHOCT ayTodaruje y MexaHiu3Me IIATOTOKCHYHOCTH HaHOYECTHIIA
ZnO nokasana kox Apyrux hemujckux tumnosa [313, 314].

Amnanuza henujckor mukinyca 6ojemeM PI u mpotounom nuroduyopumerpujom HelLa u MRC-5
henuja HMje mokasaja Ja MOCTOje NMpoOMeHe Yy pacrmozenu ¢aza hemujckor HLUKIyca WHAYKOBaHE
HaHoyecTullama. TakaB pe3yirar mokasyje na HaHouectuue ZnO He OCTBapyjy CBOj IUTOTOKCHUYHU
edexar myreM OJoKHparma helujcKor IUKIIyca y HEeKOj Off leroBux (asa, Beh Apyrum MexaHu3MuMa
noBojie 10 henujcke cMpTH, yCiell KOjuX ce MOXKe JETeKToBaTH jenuHo noBehan 6poj sub-G henuja (<
2n xpomo3oma). OBaj mojaTak je oj 3Hayaja 3a aHaau3y PamMaHOBHX cliekTapa TpeTupaHux henuja, Tj.
TyMademe npoMeHa y PamanoBuM Moi0BUMa roBe3aHuM ca Mosiekysiom JJHK.

Ientpannu neo oBe aucepranuje je mocBehen PamaHOBOj cekTpockonuju aBe Bpcte henmja
tpetupanux CeO; nu ZnO HaHovecTHiama. [ maBHa 3amucao je Ouna nma ce usmepe PamaHoBH criekTpH
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tymopckux HelLa u nensmemennx MRC-5 henuja tpetupanux Hanouectuniama CD-CeQO,, SPRT-CeO2
u ZnO, Kao ¥ KOHTPOJTHUX (HETpeTHpaHuX henuja); 3aTHM Ja ce aHAIM3HPAjy CIEKTPAIHE Pa3IIUKe
MHIYKOBaHE MPUMEHOM Pa3IMYUTHX BPCTa M 1032 OKCHJIHUX HAHOYECTHIIA; U Ha Kpajy Ja ce UCIHTA
MOTEHIIMjaJl OBE METOJIe Y Kiacu(pukoBamy TpeTupaHux hemnmja.

CBu PamaHOBM CHEKTpH Cy aHAIM3HPAHH y MNPHOJIMKHO UCTHM CIEKTPAIHUM PErHOHHMA:
nuckodpekxBentaoM (Fingerprint) u BucokoppekBeHTHOM peruony. Y obnactu u3mel)y oBa aBa pernoHa
~(1800-3200) cm™ ce He jaBipajy ce mMomoBM y PamanoBMM crekTpuMa hemmja, ma oBa o6JacT HHje
aHaJTM3UpaHa.

Y morpasu 3a IOjeJMHAYHUM MapKep-MOJOBMMA yTHUIAja HAHOYECTHIIA, AHAIU3UPAHH CY
MHTEH3UTETH MOJIOBA y YCpeAmeHHM PamMaHOBHMM criekTpuMa pa3inuyutux rpyna hemuja u nmopehenun
MehycoOHo. Mmak, HajOUTHU]E W HajpelieBaHTHUje pe3yJTaTe Jaja je MyJITHBAapHjaHTHA CTATUCTUYKA
anann3a PamaHoBuX criekTapa, kKojy cy npencrassbaie meroqe PCA, PLS u LDA.Y myntuBapujaHTHO]
CTaTHCTUYKO] aHAJIHM3H UCITUTaHE Cy MOTYNHOCTH BUILIE IPUCTYIA JOOUjeHUM mojanuma Tj. PamanoBum
cnektpuMa henuja: aHanm3upaHa cy 00a CIIEKTpajdHa PETHOHA 3ajeJHO, alld W OJBOJEHO CBAKU O]
peruoHa; aHaimsa je BpiieHa Ha BeheM Opojy pa3InduTo TpeTUpaHuX henujckux rpyrma, ainu Takohe u Ha
napoBuMa rpyima, nopeaehu jesiHy mo jefiHy rpyiy ca KOHTPOJIOM.

Pamanoru criektpu Hela henuja tpetupanux jeqaakom go3om (400 pg/ml) nanouecruna CD-
CeO2 u SPRT-CeO; cy m3mepeHn 1 aHAJTM3UPAHU 33j€/THO ca CIIEKTpUMa KOHTPOJIHUX henuja. 3atum cy
usMepenu criektpu MRC-5 henuja TpetupaHux UCTHM HAHOYECTHIIAMA Y HUCTHM J03aMa, y3 Koje je
yBeJIeHa jOIII 110 je/IHa T0JIaTHA J103a 3a CBaKH THIl HaHouecTuua. [Tpu ananusu cnekrapa MRC-5 yBesneHn
je takohe u mpuctyn PCA mo mapoBuMa (KOHTpoJia M jeJHa TpeTHpaHa rpymna), mopes 3ajeJHHYKe
aHaJIM3€¢ HEKOJIMKO TpyIIa.

N3mepeHo je mo Hekonuko cTtoThHa PamaHoBux crnekrapa 3a cBaky Hela hemmjcky rpymy
(xonTposie, HeLa-CD-400 u HeLa-SPRT-400), ox xojux je HakoH oOpaje U on0alyBama CIeKTapa ca
JIOIIMM OJHOCOM CHTHaN/myM 3a aHanmu3y npeoctano 200-250 no rpynu. Y mopehemy ca apyrum
nyOJIMKOBAaHUM CTyJIjamMa OBOT THIIA, MOXKE CE CMaTpPaTH Jia je TO HeyoOHuajeHO BEIUKH Opoj y30paka,
KOJU aHAJIM3U J1aj€ 3Ha4ajHy CTATUCTUYKY MO0Y3/1aHOCT.

Busyennum nopehemem ycpembeHIX ClieKTapa CBe TpU IpyIle yOUJbHBE Cy BEOMa Majle pa3jinKe
Mehy muma. OHe ce orjenajy jeMHO y MPOMEHH PEeIaTUBHOI OJHOCA UHTEH3UTETAa M0jeMHUX MOJIOBA,
Kao U y BpeIHOCTH CTaHAap/AHE JeBHjalllje y 10jeAMHUM obacTuMa uiu MojoBuma. [lokaszano je na je
CTaH[ap/IHA JIeBHjalllja CPEIIbET CIeKTpa y obaacTu Moaa Ha 785 cm™ memro Beha kon henmja Hela-
CD-400 mero xon koHTpoie. M3 Tora ce mMoxke najbe 3aKJby4WUTH Jla ce OBe hemmje Mo calpixkajy
HYKJIEMHCKMX KHCEIMHA pa3liiKyjy Mel)y coOoM BuIle Hero mro ce KoHTpoijHe henuje mehy cobom
pasNuKyjy, OAHOCHO Jia je TPeTMaH JI0OBEO JI0 CMambeHha CapKaja HyKJIEMHCKUX KHCEINHA Y U3BECHOM
nporeHTy henuja. Takohe, BpemHOCT WHTeH3UTETa PamMaHOBOT MO/Ja c€ MOXKE OYMTATH M3 THKOBA
MO3UIMOHUPaHUX Ha 785 cm™ (Mox myknemHckmx kucemuna) u 1003 cm™ (mporemncku moxm) n
M3padyHaTH Ja je BUXoB pernatuBHU oaHOC Kox HeLa-CD-400 henmja HIKM y OJJHOCY HAa HCTH OJTHOC
Ko/ KOoHTpoJie. To MOXe yKa3uBaTH Ha MPOMEHY y PeNaTMBHOM OJHOCY MPOTEWHA U HYKJIEMHCKHX
KHCENMHA KOJ| TpeTupaHux henmja (cMamemy caapiaja HYyKIEMHCHX KHCeNWHa W/Wiu mnoBehamy
caJip>kaja mpoTenHa). MelyTum, 300r npekianama MoJIoBa Ha OJIMCKUM NOJI0XkKH]jaMa, 32 BehuHy MozoBa
aHAJIM30M yCPEeIH-EHIX CIIEKTapa He MOKE Ce YTBPIUTH jaCHA aCHTHAIIHMja MOJI-MOJIEKY.

VY PCA ananus3u PamanoBux crnekrapa HeLa henuja tpetupanux Hanouectuiiama CeO2 (SPRT-
CeO2 u CD-CeO2) HuCKOPPEKBEHTHH U BHUCOKO(PEKBEHTHH PETHOH Cy aHAJIM3UPAHU 33j€HO, Kao
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[eJIMHA Koja Jaje MOTHyHY CIEKTPOCKONICKY HH(OopMaIjy 0 UCTUTHBAHUM henrjama. Y 0BOj aHAIHM3U
MMOCTUTHYTO j€ pa3aBajame y 0HOCY Ha npBYy U Tpehy PC koMmoHeHTy.

PC1 xommoHeHTa HUje 3HauajHa 3a pasnukoBame crekrapa HelLa-CD-400 henuja ox xoHTpoUte,
anu 1o0po onmcyje pasnuke udmely cnekrapa HeLa-SPRT-400 u cnektapa konTponnux hemmja. Ona
jacHo mokasyje na Pamanose ciektpe HeLa-SPRT-400 henuja y HUCKOGPEKBEHTHOM PETHOHY OJTUKY]je
cnabuju MHTEH3UTET MOJOBAa HYKJIEWHCKUX KHCEJHHA, Tj. Ja oBe henmje cajpxe Mamy KOIHMYUHY
HYKJIEMHCKHX KHCeJIMHA Hero KoHTpoie. Mako ce y nurepatypu HEKU O MOJOBa UACHTU(DUKOBAHUX Y
PC1 neperko o3HauaBajy kao PamanoBu monoBu JIHK, To ce He moxxe TBpautu. PamaHoBHU cniekTpu
m3osnoBanux JIHK u PHK cy mHOro myra MepeHu u y JuTepaTypd ONKMCAHHU, NPU YEMY HUXOBE
KapaKTepHUCTHKE (MO3UIMje MOJI0Ba) Bapupajy. OBe BapHjalyje MOTHYY IMPETEHKHO OJ Pa3TUIUTHX
MPOCTOPHUX KOH(OpMaIFja KOje OBU MOJIEKYJIU 3ay3UMajy, OAHOCHO O]l UHTpa- U MHTEPMOJIEKYJICKUX
HEKOBAJICHTHHMX Be€3a KOje rpaje, a He o tora Aa ju je y nutawy JIHK wim PHK. Unak, Heku aytopu
HaBOJIE J1a O3MIje MoIoBa y peruony (700-850) cm™ pasmukyjy oBa 1Ba MoeKya H MOceGHO HCTHUY
Mmoj Ha 813 em™ kao crieriuuyan 3a PHK [277, 280]. Mehytum, nasenenu peruon koa PC1 cagpxu
caMo MoJI Ha 756 cm'l, KOjU HE MOTHYE OJ1 HYKJIEMHCKUX KUCEIHNHA, U MOJIOBE Ha 726 cm™tu 785 cm™,
KOJU C€ jaBJbajy KOJ CBUX HYKJIEMHCKUX KHCETHHA. 300T cBera HaBEJCHOT, HE MOKEMO OJIPEIUTH KOje
Cy TO HyKJIeMHCKe Kucenune kojux y HeLa-SPRT-400 henujama uma mMame Hero y KoHTpoiaHuM. [Tpu
okcuaatuBHOM omrtehemy henuja monasu no Ppparmenranuje u aerpaganuje JJHK, mro Moxe cMamuTu
nHTeH3uTeT PamanoBor pacejama ca JIHK. Ca apyre crpane, cMameHa MeTa0OIMYKa aKTUBHOCT OBUX
henuja, mokazana MTT Tectom, ycnoBuhe u cmameme cuntese PHK. Tpeba HanomenyTr u 1a y henuju
Behu macenu nponenar ornana Ha PHK (~20 pg mo henuju kox cucapa) nero Ha JIHK (~7 pg o henuju)
[315]. PamanoBu crnektpu henuja y 0BOj CTyAHju MEpEHH Cy y PErHOHY jenpa u Tpebayio Ou na ce
nH(popManrja Kojy Hoce y HajeeheM JIely OJHOCE Ha jeIpo U MaJIH JIC0 MUTOTUIA3ME OKO mhera. Y jelpy
je mokammzoBano 10-20 % yxymue hemujcke PHK (2-4 pg), Te HM mO TOM KpUTEpHjyMy HHje
3aHeMapJbuBa BepoBaTHoha Ja ce peructpoBaHe mpomeHe y PamaHoBuMm cnextpuma hemmja omHoce
nemuvuaHo U Ha PHK [316].

PC1 rakole nokasyje 1a PamaHoBH MO/I0BM IIOBE3aHHU ca MPOTEMHUMA pacTy y criekrpuma HeLa-
SPRT-400. Jenan oy IPOTEMHCKMX MOJIOBA KOjH pacTe IpeMa mo3unuju Ha 1670 cm™ ynasu y cacras
amun I Tpake. Y PaMaHOBUM crieKTpHMa NPOTEMHA, oL CTPYKTypa pe3ylryje MoioM Ha ~1650 cm™, nok
B cTpykTypa jAaje MOJOBE HAa HEINTO BHIIMM TajJacHHM OpojeBuma: ~1665 cm™ (ammmme rpyme y
yHyTpammocTH B nanana) u (1670-1680) cm™ (kpatke nenTune cekBeHIle Koje NPUMaajy MPOTEHHAMA
OpraHU30BaHUM Yy [} TJIoYe aJli HUCY Y HbHUXOBO] YHYTPAIIHKOCTH Beh cy clob00gHE Yy TPOCTOPY).
[osunuja Ha ~1670 cm™ Takohe ce nosesyje u ca T38. nonunposus 11 korpopmarujom [281], a Tanacuu
6pojeBn mpeko 1680 cm™ ca HeypeheHMM NPOTEHMHCKHM CTpyKTypama. 300T TOra He MOXEMO ca
curypHouihy oJIpeauTH Ha KOjU HauWH ce KOJ TpeTUpaHux henuja Mewma CTPYKTypa NMpOTEeHHa, alu
MOKEMO MPETIIOCTABUTH Ja TopacT Moaa Ha 1670 cm™ ykasyje Ha mpoMeHy y pacrojiena pasuauTHX
crpykrypa mehy nmporennnma y HeLa-SPRT-400 henujama, u T0o y cMepy cMambema yJiena o CTpykTypa
y OIHOCY Ha JPYTH THIT WJIM THIIOBE CTPYKTypa. Hekum ox MpOTEMHCKHX MOJIOBa HA YHjU TOPACT
vHTeH3uTeTa yKasyje PC1 mMory notumaty u ox munuza. To je ciaydaj ca Mogosuma Ha 1125 cm™ u 1448
cm™ u moce6HO ca MOIOBHMMA Y BHCOKO(DPEKBEHTHOM CIIEKTPATHOM perioHy, Ha 2883 cm™, 2933 cm™,
2970 cm™ 1 3060 cm™. [TommTo je MHTEH3UTET CBUX MOJIOBA BUCOKO(pPEKBEHTHOT pernoHa y PC1 Mamu
0]l HyJIe, OH TIOKa3yje MIOOaHO ToBehame yiena JUNUAHUX U MPOTEMHCKHX MojaoBa y PamaHoBuUM
cnektpuma HeLa-SPRT-400.

PC3 y 3nauajHOj Mepu ocnukaBa pasznuke u3mely crnekrapa Hela-CD-400 u KOHTpOIHHMX
henuja, anmu y3 To nokasyje aa ce cnektpu HeLa-SPRT-400 y onnocy Ha PC3 paznukyjy npuOiamxHO
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jennako ox koHTpose u og HeLa-CD-400. Ipyrum peunma, PC3 onmcyje mpoMeHe n3a3zBaHe TpeTMaHOM
HaHouecTHuIama koje cy kogq HeLa-CD-400 u3pakenuje Hero koa HeLa-SPRT-400 henuja.

HajyneuatssuBuju nukoBu y PC3 oxaroeapajy PamanoBuM MOJ0BHMa HYKJIEHHCKUX KHCEIIMHA.
Onu cy y 0BOj KOMIIOHEHTH H3paxeHUju U Opojumuju Hero y PC1 u yka3yjy na je HajOMTHHja OAIMKA
HelLa-CD-400 henuja mag canpkaja HykinewnHckux kucenumHa. HeLa-SPRT-400 cagpke HemTo Behy
KOJIMYMHY HYKJIeMHCKUX kucenrnna Hero HeLa-CD-400, anu mamy Hero HeTpeTupane henuje. To ykazyje
Ha aerpananujy JJHK xox HeLa-SPRT-400, nako y mamoj mepu Hero kog HelLa-CD-400. PC3, xao v
PC1, ne caapxu mukoBe KOju OM MOINHM Ja YKaKy Ha KOjy ce crenu(uyHy KJ1acy HEYKJIEHHCKUX
KHCEJIMHA IPOMEHE OJIHOCE.

PC3 takohe yka3zyje Ha mopact caapskaja nporerHa koa HeLa-CD u HeLa-SPRT henuja, mro ce
BU/IM M3 HEKOJMKO TUIIMYHUX PaMaHOBHX MOJI0Ba aMHHOKHUCEIHNHA, Kao ¥ aMuIHe Tpake. O6muk amun |
TpaKe pa3jnyuT je y OHOCY Ha UCTy aMuaHy Tpaky y PC1: oBzie je oHa mmpoka u ca MAaKCHMYMOM Ha
~1630 cm™, mana oOyxBara u mof Ha ~1670 cm™. PamanoB mox Ha 1630 cm™ Moke ce moBe3atH ca
BUOpanyjaMa KapOOHWJIHHMX Tpyna NMPOTeHHa y J00pO OpraHW30BaHMM [3 CTPyKTypama, ajh U ca
aMHIHUM Be3aMa y JPyrdM MPOTeHMHCKUM cTpyktypama [160, 281, 317]. PC3, nakie, cyrepuiie aa
HeLa-CD-400 henuje onmnmkyje mopacT caapikaja MpOTEWHA, ajld HEHITO JApyrauje CeKyHAapHe
ctpyktype Hero HeLa-SPRT-400 henuje. Moryhe je na ynyhyje na Behy ypehenoct f ctpykrypa xoja
je Tmocienuiia BUILET CTEINeHa arperaiuje nporenHa [317].

PamanoBu MozoBu Ha 1125 cm™ u 1448 cm™, xao u Mo10BU BUCOKO(PEKBEHTHOT PETHOHA, MOTY
MOTHUILIATH HE caMo O] MpoTernHa, Beh u oa nunuaa, u cyrepuiry aa je ko HeLa-CD-400 u y nemro
Mamoj] Mepu kon HelLa-SPRT-400 hemmja TpermMan HaodecTuiiama J0BeO 10 TNoBechama mumumgHOT
caapxkaja. ToM 3aK/bydKy y HPUIOT HJE MPUCYCTBO Moza Ha 1730 cm™, Tumuanor 3a numuze, Koju je y
PC3 ycnmexn BucOKOr HHBOA IllymMa JUCKyTaOWJIHOT MHTEH3UTETa, ajli j€ JacHO NPUCYTaH Yy
IUQEpeHLINjaTHOM CIIEKTPY HACTaJOM OAY3MMAameM YCpelmeHOr PaMaHOBOI clieKTpa KOHTpOJIE OJ
ycpenmeHor PamanoBor criektpa HelLa-CD-400 henwmja.

Y uenunu carnenano, PCA PamanoBux cnekrapa HeLa-CD-400, Hela-SPRT-400 wu
KOHTPOJHUX henuja je mokazana cMameme cajpikaja HyKISHMHCKUX KUCeNIMHa Kol TpeTupaHux henwuja,
noceOHO M3paXeHO HAaKOH TpeTMaHa HaHodecTullama CD-CeO2, kao u noBehamwe cajpikaja aunujga u
IpoTenHa KoJ henuja TpeTHUpaHUX WM JEJHUM U JAPYTMM HaHouecTHIlama. Takole je mokaszaHo ga je
CeKyHJlapHa CTPYKTypa MPOTEHHA U3MEHEHa Y OJIHOCY Ha KOHTpoJHe henuje, alny Ha HEeIlITO pa3IuyuT
HaunH ko HeLa-CD-400 wero xom HeLa-SPRT-400 henmja. Kog HeLa-CD-400 nomuuupa obmact
amujHe Tpake | moBeszaHa ca no0po ypehenum B cTpykTypama, Maja je yneo M OCTalIMX THUIIOBa
CTPYKTYypa (0. XeTHKC, HeypeheHe CTpyKType), MpuKa3aH BUCOKUM HHTEH3UTETOM YHTABE aMHJIHE TPaKe
I, Bemuxu. Kox HeLa-SPRT-400 henuja ce moBehaBa MHTEH3UTET yKer Aena amuaHe Tpake | koju ce
moBe3yje ca cTpykTypama Behe nHeypehenoctu.

bynyhu na je PCA nokasana noteHuujan rpynucama henuja tpetupanux Hanouectunama CeOz
W TIOMOTJIa Jla C€ OKapaKTepuIly OMOXEeMH]CKE pasiuke Mely mbHuMma, OWIo je YIyTHO METOIy
HAQJIOTPaUTH JPYTUM MeTojlaMa MYJITUBapWjaHTHE CTaTUCTHKE Koje Ou MMaie 3a b (hopMupame
Mozena 3a kinacudukaiujy henja Ha ocHoBy PamanoBux cniekrapa. TakaB mojen 6u yoyayhe Pamanose
crniekTpe henuja TpeTHpaHUX HaHOYecTHIAMa KIacu(UKOBAO Yy jeqHY oA MocTojehux rpymna u Ha Taj
Ha4YMH NpolemhuBao edexaT HaHOoUecTHIIa Ha henuje. Y Ty cBpxy kopuurthene cy metone PLS u LDA.
PLS je ycmemHo reHepucaia KOMIIOHEHTE KOjUMa C€ IMOCTHXE BeoMma J00po pas/Bajame yHarpen
nepuHucaHuXx henujckux rpymna. 3aTuM cy KoMIoHeHTe aooujene y PLS ananusm uckopuunihene 3a
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mrpanwy PLS-LDA mogena. Jlobujenn Mozen je MmoKa3ao BUCOKY CEH3UTHBHOCT (HajMame 88 %) u
cneruduaHOCT (HajMame 92 %) 3a cBaky henujcky rpymy. To mpakTH4HO 3Ha4M Ja je y Hajmame 88 %
TECTUPAHUX CITy4yajeBa MOJIEJ YCIIeo Ja crekTap (Mojeiny) Heno3Hare henuje ucnpaBHO Kiacu(ukyje y
jemHy of rpymna, OJHOCHO Ja je y 92 % ciy4ajeBa HCIIpaBHO OAPEINO Ja CIIEKTap HE MPUTIaIa jeTHO] OJ1
henujckux rpyna, TO YAHHA 0Baj MOJIEN 3a70BOJbaBajyhuM.

[Ipomene y uHTeH3uTeTHMa PamanoBux momoBa MRC-5 henmja TpeTupannx HaHOYECTHIIAMA
CeO2 rakohe cy ananm3upane Ha JiBa HAUMHA: IPEKO ycpeameHnx PamanoBux cnekrapa u nomohy PCA
aHaJm3e.

VY ycpenmenum PamanoBuMm cniektpuma MRC-5 henuja tpetupanux Hanodectuiiama CD-CeO»
yIeyaTJbuB j€ MajJ WMHTCH3WTETa MOJOBA IOBE3aHUX Ca HYKJIEHMHCKMM KHCEIMHAMa, y OJHOCY Ha
koHTposiHe cnekrpe. [1an je m3paxkenuju kog MRC-CD-400 nero koqg MRC-CD-200 hennja. Kom MRC-
CD-400 hemwmja je Takohe moceOHO M3paKEH MOPACT MHTEH3WTETA JIMMUIHUX MOJIOBA, KA0 U HEKUX
MOJI0Ba HUCKO(PEKBEHTHOT PETMOHA KOjH MOTY MOTHIIATH U O] JINIHAA ¥ off TpoTerHa (1264 cm™, 1448
cm™ u 1657 cm™). MehyTum, mopact HHTEH3UTETa IPETEKHO IMITHAHX MOJOBA Y BUCOKODPEKBEHTHOM
PErHoHY y3 TaJ MHTEH3UTeTa PETEKHO IIPoTenHCeKor Moaa Ha 2930 cm™ npenusHuje yxasyje Ha 103HO-
3aBHCHO ToBehame 0JHOCa JIMITHTHOT TIpeMa IPOTEHHCKOM CajpiKajy TpeTupaHux henuja.

Kon ycpenemenux cnekrapa MRC-5 henuja tpetupanux nHanouectuiama SPRT-CeOz takohe je
yOWwbHBO NIOBehame 0JHOCa TUMH/IA TIPEMa TPOTSHHUMA, aJIH j€ OH KOJI Pa3IMYUTUX 1032 HAHOYECTUIIA
IpeJCcTaBJbeH pa3nuuuTuM MonoBuma: ko MRC-SPRT-400 ce jaBiba mopact MHTEH3UTETA JIMIUIHUX
momoBa Ha 1065 cm™, 2850 cm™ u 2880 cm™, nok ce kom MRC-SPRT-800 HHTEH3UTET JaTHX MOIOBA
HE MEHa, aJTu ce OeJIeXKu MopacT MHTEH3UTETa JTUIuAHOT Mojia Ha 1310 cm™ v man MpoTEenHCKOT Ha 2930
cm™. Untensutern MomoBa HyKIEHMHCKHX KucenuHa cy koa MRC-SPRT-400 HukH HEro Koj
KOHTpOJHUX henuja, anu oBa pasznuka He nocroju usmehy MRC-SPRT-800 u xonTposnHux henuja.
JloGujenu pesynratu cyrepumry na ce kogq MRC-5 henuwja tperupanux manodectunama SPRT-CeO»
JaBJbajy MOJaTHU e(EeKTH HaHOUECTHLA, KOJU HapyllaBajy J03HO-3aBUCHY NHpaBMIIHOCT. Edextu mory
OWTH MOBE3aHM Ca M3PA3UTO KPYITHUM KJIACTEPHUMa HAHOUECTHIIA Y BUCOKO] KOHIIEHTPAIIH]jH, aTd MOTY
OUTH U caMo apTe(aKkTH Mepema: 0ly3UMambe M03aAMHCKOT pacejamka MOPEKJIOM O] HAHOYECTHUIIA, KOje
j€ HapOYHTO M3PAXKEHO Yy PETHOHY Y KOM C€ jaBJbajy KapaKTEPUCTUIHH MOJIOBH HYKJICHHCKHX KHUCEITIIHA
(10 900 cm™), Moxke oTexaTn nopelere THX crekTapa ca Apyruma.

IIpomene y PamanoBuM criektpuma henuja y3pokoBane HaHouectuiama CeQOz aHanu3upase cy
3atuM mMetoaoM PCA. PCA ananusa y K0joj yuecTByje BETUKU Opoj Tpyna MOxe OMTH KOMIUIMKOBAaHA
3a TyMauewe aji U HEeI0OBOJFHO aJieKBaTHA: Mako reHepucane PC nokasyjy pasnuke usmel)y HajBuie
M3MEHEHE TPYIIe M KOHTPOJIE, T€ pasiiiKe HeKal Hehe Ha aJleKBaTaH HaYHMH MPECTaBJbaTH U IPOMEHE Y
Mame m3MemeHnM rpynama [318, 319]. Crora je PCA mpumermeHa Ha Tpu omabpane rpyme henuja:
MRC-CD-400, MRC-SPRT-400 u konTpomnHe henuje.

PCA nuckodpexBentHor perunoHa PamanoBux cnekrtapa MRC-CD-400, MRC-SPRT-400 u
koHTpoTHKUX henrja mokaszyje 1a ce MRC-CD-400 3Ha4ajHO pa3uKyjy 01 ocTalie Be rpyre hemuja, 10k
ce MRC-SPRT-400 ne pa3nukyjy ol koHTpoJie. KommoHeHTa Koja HajBUIlIE TONPUHOCH Pa3IMKOBaby
MRC-CD-400 je PCl. PCl yka3yje mpeTekHO Ha OIajgare WHTEH3UTETAa MOJOBAa HYKJICHHCKHX
kucenuna kog MRC-CD-400. 3axBasbyjyhu 6055€M 0JJHOCY CUTHAJI/IIYM, Y OBOj KOMIIOHEHTH MOTY C€
jacHMje BUJIETH MOJCTPYKTYpE Y OKBHPY IIMPHX MOJIOBA, T1a Tako ¥ Mox Ha 813 cm™, y Buay ,,pamena‘
MHTeH3UBHHUjer Moja Ha 785 cm™. Mox na 813 cm™, mosesan ca ucresamem GochoauecTapckux Bes3a
pubo3a y PHK manmy, ykasyje ma kom MRC-CD-400 henwmja omana caapxkaj PHK, mana ce tTume He
UCKJbyuyje cMameme caapxkaja JTHK.
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PC1 Takohe mokasyje cMamerme HHTeH3uTeTa PamanoBor Moza Ha 1690 cm™, mro ykasyje Ha
npoMeHy y nportenHckoj cTpykrypu kog MRC-CD-400 henuja, m TO HajBepOBaTHHje HA CMambCHE
Heypehenoctn [160]. Mehyrum, maTeH3uTeT nmuka Ha 1657 cm™, Koju mpUNaza ¥ IMIHIHOM H
npotenHckoM PamanoBom criektpy, y PC1 pacre. He Moxe ce ofpeIuTH KOJIHUKH j€ y1€0 MPOTEHHCKIX
BHOparyja y oBoM Moay. Moryh 6u 1o ciyuaj 1a mpeactaBiba HCKJbYUHBO MoBehame capikaja munuia,
1 1a 61 y cilydajy Ja ce JUIHMAM He Memajy, oBaj muk y PC1 610 ucTor 3Haka kao muk Ha 1690 cm™.
30or Tora ce He Moxe ca curypHomhy pehu ma nmu PCA ykasyje Ha cMmameme yaena oapehene
MPOTEHHCKE CTPYKTYpPE WM Ha TEHEPATTHO CMambembe caapxaja nporernna kog MRC-CD-400 henwja.

Kao mTo cy y nerarusnom aeny PC1 nako npeno3HaribuBu PamMaHoOBH MOJIOBH HYKJIEMHCKHUX
KHCEJIMHA, TaKo j€ youJbHMBa CIMYHOCT mo3utuBHOr nena PCl ca PamaHOBHM crnekTpuma JIMIKJA.
Uspaxenu mukoBu Ha 1270 cm™ u 1657 cm™ ykasyjy Ha Bucok cTeneH HesacuheHOCTH NHUIHIA uMju
cagpikaj kog MRC-CD-400 pacre. Haume, kox 3acuhieHux numuga oaHoC HMHTEH3uTEeTa l1270/l1300 M
l1657/11440 je HU3aK; ca moBehamem Opoja TBOCTPYKUX Be3a y MACHUM KHCEIMHaMa KOje yJa3e y cacTaB
JWINAA, MHTEH3UTeT PamaHoBUX MozoBa Ha 1270 cm™ u 1657 cm™ pacTe, T€ ce NMOMEHYTH OJHOCH
uHTeH3uTeTa noseharajy. Ilomro cy PamaHoBu crnektpu henmuje Beoma KOMIUICKCHH, pasiuke mehy
IbUMa Ce MOTY MOBe3aTH ca oJpeheHOM KjIacoM MaKpOMOJEKYJia, ali PEeTKO ca HEKUM CHEIU(PUIHUM
MmonekynoM. Mnak, nassa ananm3a Kpo3 nopeheme ca moganmuma u3 JuTeparype rmokasaia je HapouuTy
cinyHocT koMioHeHTe PC1 ca PamanoBuM cniektpuma docdonunuaa: ceu makcumymu u3z PC1 Hanaze
ce u 'y PamanoBuM criekTprMa BehnHe AHanIrMuepuIHuX MeMOpanckux ocdomununa. MomoBu no
KojuMa ce HajBuiie MelycoOHOo pasznukyjy PamanoBu cnektpu Qocdonumnuia jaBibajy ce y peruony
(800-1000) cm™ [159]. V natom pernony PC1 koMIoHEeHTe jaBibajy ce camo jBa Hecrelu(puUHa TTHKa,
11a OBa KOMIIOHEHTa He Jiaje Oinxku yBuaA y npomere y ¢pochonunuanom cactrapy MRC-CD-400 henuja.
C 003upoM 2 y 0BOj KOMIIOHEHTH HUCY IPUCYTHU HHU MTUKOBH KapaKTepUCTHYHH 32 PamMaHOBe crieKTpe
xonectepona (702 cm™, 1674 cm™), xoju 3ay3uma Benuku neo henujcke mem6pane [159, 286], nosehame
caapxaja dochonmnuaa Moriio O ce JTOBECTH y Be3y ca MoBehameM HEKHX JAPYTruX MEeMOpaHCKUX
MOBPIIKHA Y KOjUMa j€ X0JECTePOII Mame 3aCTyIIJbEH, Kao IITO CYy €HI030MH U JIM3030MH, a Takohe u ca
eKcrpuMupameM (ochaTHAUICEprHa Ha CIOJbAIK0] cTpaHu henujcke MmemOpaHe, KapaKTepUCTUUHUM
3a aronro3y [320].

PCA BucoxodpexBenTHor peruona PamanoBux cnekrapa MRC-CD-400, MRC-SPRT-400 u
KOHTpoOJIHX henuja mokasyje mopacT wHTeH3uTera mperexkHo nunuaaux (PCl) m mam wmHTEeH3MTETa
nperexxHo nporenHckux Pamanosux moaosa (PC2) kom MRC-CD-400 henuja. I'pyna MRC-SPRT-400
je TI0 TIPOCEYHOM CKOpy 3a 00e KoMImoHeHTe He3HaTHO Ommka rpynu MRC-CD-400 Hero KOHTpPOITHO]
rpynu. BucokoppekBeHTHH peruoH, Aakie, HaropelTasa aa nocroje mMaie npomerne u y MRC-SPRT-
400 henujama.

Kako Ou ce mpoyumie I03HO-3aBHCHE pasiMKe y KapakTepucTHkama PamMaHOBUX crekTapa
henuja, npumemwena je PCA Ha napoBe rpyma, Hajupe Ha HUCKO(PEKBEHTHU PErHMOH IMapoBa
koHTpona:MRC-CD-200 u konTpona:MRC-CD-400. ¥V o0a cmydaja pe3ynraT je IMoKa3ao jaa ce
Tpetupane henuje mo cBojuM PamaHOBHM CIieKTprUMa 3HA4YajHO PA3IUKY]y O] KOHTPOJIHUX H J1a FhHXOBO
pas3nuKoBame Hajoosbe onucyje npsa koMmrnoHeHTa. PC1 no0ujeHe y oBe J1Be aHAJIM3€ Ha MPBU IMOTJIE]
BEOMa JIMUe, ajii JlaJba KOMITapaTHBHA aHaJIM3a TI0Ka3yje Ja pa3inke nu3Mel)y Be pa3indnTe 103e UIaK
nocroje. 3ampaBo, PCl1 mapa kontpona:MRC-CD-400 roroBo je upentnuna PCl pobujenoj u3
npeTxoHo omnucaHe aHanmuse (koHTposa, MRC-CD-400 u MRC- SPRT-400). To Hmje 3auyhyjyhe:
noto ce MRC-CD-400 HajBu1e pa3nukyjy ox koHTpoie, PCA roToBo y 11e/10cTH Moka3yje 0co0eHOCTH
oBe rpyre henuja, TOK eBeHTyalIHe Mambe m3paxene ocodenoctu hemmja MRC-SPRT-400 ve nomase mo
u3pakaja. OBO jOIII jeTHOM I0/IBJIauM MOTpedy JAa ce rpymne henuja aHanu3upajy y napoBuma.
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AHanu3a mapoBa je omoryhmiia 1a ce perucTpyjy pazimke umely henwja TpeTupaHux aBeMa
nozama CD-CeOz. Youeno na cy xkox PC1 u3 ananmuze kontpona:MRC-CD-200, y onnocy na PC1 u3
aHanmm3e konTpona:MRC-CD-400, moce6HO n3paxenn muanMyMu Ha 1237 cm™, 1337 cm™ 1 1685 cmr
!, Cse Tpu nosumuje ce, ocuM ca HyKIEHHCKUM KHCEIHMHAMA, MOTY [OBE3aTH U Ca IPOTEUHHUMA, T1a je
Moryhe 1a omaname MPOTEHHCKOT Ca/ipikaja y3 Onajame caapikaja HyKICHMHCKUX KUCEIUHA JIOJIaTHO
nojayaBa UHTEH3UTET 0BUX MuHUMYMa Ko MRC-CD-200 henuja. Ca apyre cTpaHe, JJOKaTHU MUHUMYM
Ha 813 cm™, cnenu¢uuan 3a monexyne PHK, perucrposan je y anammsu MRC-CD-400 hemuja. Ko
MRC-CD-200 henuja, nako cy Apyru MUKOBU HYKJIEHHCKUX KHCEJIMHA BEOMa M3PaKEHH, OBAj MUK CE
TOTOBO HE yO4YaBa.

3a TymMayewe IPOMEHa y HyKJIEMHCKUM KHCEJIMHaMa [opeJl aHaJIn3€e anonTo3e KopuuheHu cy u
pesynratu MTT Ttecra: nmpu cMameHO] METa0OJIUYKO] aKTUBHOCTH henrja, 0YeKUBAHO je M CMAmbCHhE
cunteze PHK. ITocroje cryauje koje cy nparuie nerpananujy mosekyina PHK Tokom anonrose; buxoBu
pesyaTaru rosope aa ce unpopmarnrona PHK pasnaxe y panum ¢azama amontose, 10K ce MOJEKYIH
nekoaupajyhe PHK pasnaxy kacuuje [321]. HemaBHa cryauja motBphyje na hemujcky cMpT n3a3BaHy
OKCHJIaTHBHUM ollTehemrMa npaTu eKCTeH3WBHA Jerpajaaiuja Mojekyna pudozomanaux PHK [322].
Hajmame 90% yxynne PHK ornana na nekoaupajyhe PHK (uax 80 % nHa prGo3omanny), na 6u u 6uio
ouekuBano na curaan PHK y PamanoBowm criektpy henuje modyne 3Ha4ajHO Aa omaja y KacHUjuUM (azama
arnonTo3se, Kajaa nouHe pasrpaama sehunckor aena PHK. Unak, tpe6a y3etu y 003up u aa cy oBe cTyauje
yriaaBHOM aHanmu3upaie aerpananujy ykynHe PHK y hemuju. C o63upom Ha mecto Ha henuju rae je
(doKycupaH ynajaHu CHOI IPH MEPEY, OUeKyjeMo /1a PaMaHOBU CIIEKTpH MIPETEXKHO M10Ka3yjy IPOMEHe
y jemapuaoj PHK. Moxxemo niperniocrasutu 1a ce aerpaganuja PHK y jenpy onBuja cmuaaOM THHAMUKOM
Kao u nerpaganuja jegapue JIHK, 1j. na ce mojayaBa ca mojauaHoMm akTUBHOIINY HyKJiea3a U MpoTeasa
KOja BOJM KOHAUHO] (hparMEeHTAIM]1 YMTABOT jeipa, KaKo AeMOHCTpHpa 1 Moj Ha 813 cm™,

[TocebHO cy mHTepecaHTHE paznuke y mo3utuBHOM zaeny PCl, Tj. y ogHOCy WHTEH3HTETa
JOKaTHUX MakcuMyMa. CIMYHOCT OBE KOMIOHEHTe ca PamaHoBuM cniekTpoM ¢ochonunua Koja napa
koHTpoa:MRC-CD-200 je jomr Beha mHero xox mapa kouTpoiaa:MRC-CD-400. ITomro je pernon (800-
1000) cm™ kox PC1 mapa kontposna:MRC-CD-200 6orar nukoBMMa, ca acMTHaIMjaMa ce Moske Uhu
ny0OJbe M TaKo YBHUJIETH Ja CE€ TaJlaCHU OpOjeBH TOTOBO CBUX IHMKOBAa OBE KOMIIOHEHTE IMOy/1apajy ca
PamanoBum moznoBuma (ocdaruamicepuna. [lopen cimynoctu ca pocdaruauiicepuHoM, HE MOXKe ce
UCKJbYYHUTH HU JONPUHOC IpYyrux (ocdonumnuia, na HI OCTAINX Kilaca JIUIKA, KOJU JeJie BEIUKU Opoj
PamanoBux mozpoBa. Hexonuko mosutuBHuX nukoBa y PCl jaBika ce m y PamaHoBUM crnekTpuma
mmroxopma 11 (746 cm™, 968 cm™, 1080 cm™, 1125 cm™*, 1300 cm™). Ono mTo ce nepuHUTHBEO MOXKE
TBPIUTHU jecTe na je oaHoc l1270/l1300 kox MRC-CD-200 henuja Behu Hero kog MRC-CD-400 henwja,
mto 3Hauwn jaa munuau kog MRC-CD-200 henmja caapxke Behu yneo Hezacuhennx Be3a. Takohe ce Mmoxe
YBHUJIETH Ja je oaHoc uHTeH3uTeTa l1o64/l1080 3HaTHO Mamu kog MRC-CD-200 henuja, mro ykasyje Ha
Behu campxaj gauche xonpopmepa, OJHOCHO Ha Mamy ypeheHOCT THMUAHMX CTPYKTYpa KOJ OBHX
henuja. Meby nokanrHUM MakCUMyMHMa YOUJBHUBO j€ U IOMEPAE MO3UIH]€ JeTHOT TTHKA: UK KOJH je ce
ko1 MRC-CD-200 henuja jasba Ha 1738 cm™ nomepen je a 1741 cm™ kog MRC-CD-400 henuja. OBaj
MUK ce MoBe3yje ca BuOpaiujaMma kKapOOKCHIIHUX Ipyla Junuaa u npumeheHo je aa ce Koja Junmuaa ca
y>KAM JIJaHIIMMa MacHUX KUCEJIHMHA jaBJba Ha BUIIOj mo3unuju [297].

Konauno, xana ce PCA npumenu va nap MRC-CD-200:MRC-CD-400, pe3ynrat nokasyje aa ce
oBe aBe Tpyne henmuja pasznukyjy camo mo PCI, koja ykasyje Ha cCMameme cajpkaja HyKICHHCKHX
KHCeNMHA U TiopacT caapxkaja aunuaa kog MRC-CD-400 henuja y onnocy Ha MRC-CD-200 henuje. Ha
OCHOBY aHaJIM3€ CBa TPH Iapa, MOKEMO 3aKJbYUHTH J1a j& CMAbEHhe cajpikaja HyKICHHCKUX KUCeTnHA U
nosehame canpkaja nununa kog MRC-5 hemuja tperupanux Hanouyectunama CD-CeO2 cpasmepHO
MPUMEHEHO] JT03M HAHOYECTHIIA, alld J1a OCUM KBaHTHUTATHUBHE, MMOCTOJH W KBAJMTATHBHA pa3jMKa: ca
nosehameM J103e, TUMUIN YUjU Ca/ipikaj KO TpeTUpaHux henuja pacte cy 3acMheHHju U Mambe CIMYHU
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dbocharuauncepuny, 10K HYKJICHMHCKE KHUCEIMHE YHMjU caapkaj KOJ TpeTHpaHux henuwja omaga uMmajy
Behu yneo monekyna PHK ca nosehamem nose.

Ob6jammene 3a MPOMEHe y JIMITUANMA HyJM paHuje OlKMCcaHa aHAJIM3a aronTo3e noMmohy 6ojema
aHekcMHOM V: koa Mamer Opoja MRC-CD-200 hemmja permcrpyje ce paHa amomnTo3a, OJHOCHO
docharuauiacepuH ce eKCIpUMHpa Ha CIOJballkbo] cTpaHu hennjcke MmemOpaHe, TOK Ce KOJ BEITUKOT
opoja MRC-CD-400 henuja perucrpyje KacHa amonTo3a/HEeKpo3a. Y KacHOj amonTo3d HeMa JaJber
noBehama excripecuje dhochaTuaniIceprta, aliu MOYHBY aa ce GopMupajy armonToTCKa Telia, YuMe Ce
noBehaBa yzaeo nunuaHux MojaoBa y PamanoBum cnekrpuma henmja. 36or tora kogq MRC-CD-400
henuja ykynHo noBehame CUTHaIa MOPEKIOM OJ] MEMOPAHCKUX JIMIKA HaaMallyje nosehame curaaia
nmopekiaoM on camor (ocharuauncepuna. Ilo3Haro je ma cy He3acuheHW JUINUIN TOJIOXKHUJU
okcupanuju of 3acuhennx; kogq MRC-CD-400 henuja, ko1 KOjUX je OKCHIATHBHH CTPEC HHTCH3UBHU]H,
J0J1a39 JI0 IEPOKCUIAIIN]E U pa3rpajimhe Hajpe He3acHheHNX JIMKIA, ITO MOYKe OUTH pas3Jior ry0Jbemha
KapakTepucTuka HezacuheHoctn y PamanoBuM criektpuma oBux henuja. Heypehenoct nunuaa Ha Kojy
ykasyjy PamanoBu cnextpu MRC-CD-200 henuja Moxke ce moBe3aTu ca peMojenoBameM henujcke
MeMOpaHe U eKcTepHaIu3anujoM (Gocharuaniaceprna Ha MoueTKy anomnrtoze. CMameme HeypeheHnoctn
y KacHUjUM (hazama arorro3e y CKJIaly je ca MOKa3aHOM JIOMHHAIIUjOM BHIIE 3aCHNCHUX JIMIHUIA KOJ
MRC-CD-400 henuja, xoju rpaae ypehenmje munuane crpykrype [323]. Konauno, moschame
MHTEH3UTeTa Mapkepa 3a JyXHUHY JunuaHor jaHua kox MRC-CD-400 hemmja y cknany je ca
(dbopmHpameM anmoNnTOTCKUX TeJla W JIMIMUAHUX KAy KOJ OBUX heimja: MacHe KHCEIMHE BEOMa JyTHUX
nanaria (eurs. Very Long Chain Fatty Acids, VLCFA) Haj3acTyrsbeHuje Cy y MEMOpaHCKUM JIUITHIMMA,
a aroNTOTCKA TeJa, Kao M JIMITUIHE Kalli, OMBUYEHH Cy (ochonunuanom MmeMopanom [324].

PCA ananm3a BUCOKO(PPEKBEHTHOT pernoHa pal)eHa 1o nmapoBumMa yka3syje Ha Onajame caapxkaja
npoTtenHa, nocebHo uspaxeHo kojg MRC-CD-400 henuja. Haume, PC1 noOujene y ananusu naposa
koHTpona:MRC-CD-200 u xontpona:MRC-CD-400 moka3yjy mopacTt JIMIUIHOT Y OJHOCY Ha
IPOTEUHCKU ca/ip’kaj Koja Tpertupanux henuja, anu ce u3mel)y ose nBe PCl He youaBajy 3HauajHe
KBaJUTaTUBHE paznuke. Mehytum, kox nmapa konTpona:MRC-CD-400 u3nBaja ce u PC2 xao O6utHa 3a
pa3MKOBamke TPETUPAHUX O] KOHTposHUX henuja. PC2 nokasyje nmoceOHO M3paXkeH maj MHTEH3UTeTa
JIOMHHAHTHO TIPOTEMHCKOT Mosa Ha 2939 cm™, mosieauehu THMe cMameme IPOTEHHCKOT capikaja Kol
MRC-CD-400 henuja. Cmamemne IpOTEeHHCKOT cajipkaja y henujama Koje Cy y aronTo3u je 04eKHBAHO
Y TIOCJICINIIA j€ aKTUBHPAha HU3a MPOTEOTUTUIKIX CH3NUMA.

Amnanu3za napa koHtpoiaa:MRC-SPRT-400 nokazana je na PC1 noGpo pasnBaja TpeTupaHe oA
KOHTpONMHHMX henmja M ykasdyje Ha MOpacT HMHTEH3UTETa JIMOUIHUX MOJOBAa W TIaJ MHTEH3UTETa
PamaHOBUX MOJI0OBa HYKJIEMHCKMX KHCEJIHMHA Yy TpeTHpaHUM henujama y oAHOCY Ha KoHTpoiy. OBa
KOMITOHEeHTa je Beoma cinuaaa PC1 no6ujeHoj u3 anaimse nmapa koutpoiaa:MRC-CD-400. CiimaroCT ce
oryiefia y MapkepuMa He3acuheHOCTH JTUNKJIa, Ay KMHE JIUMHUIHUX JlaHala U ciabujeM Moaynapamwy ca
PamanoBum ciektpom ocharuamicepuna. OBaj pe3ynirar je y carjacHOCTH ca MPETXOIHO U3BPIICHOM
aHaJIM30M amnomnrto3e nomohy KoHdokamHor Mukpockomna: ko MRC-SPRT-400 ce e youaBajy henuje y
panoj anonTo3u, kao kog MRC-CD-200, Beh camo henuje y kacHoj armonTo3u/HeKpo3u, kao kog MRC-
CD-400 y3opka. bpoj TakBux henuja je koqm MRC-SPRT-400 unak 3HaTHO Mawmu Hero ko MRC-CD-
400. MehyTtum, PCA yxa3syje a mocroje u paziauke y Onoxemujckum npomenama uzmel)y MRC-CD-400
u MRC-SPRT-400 henuja: kom MRC-SPRT-400 u3paxenu cy 0pojau MonoBH y peruony (800-1000)
cm™. Kao mTo je Beh peueno, To je pernoH y koM ce Pamanosu crextpu pazmmuntux dochonummia
HajBUILE pa3nukyjy. Huje jacHo na 11 oBu MosioBu ynyhyjy Ha moBehame cajipikaja HEKUX CrelupUIHIX
dbochonmunuma, amm moryhe je ma cy TOBE3aHM ca JHMIUIHAM CacTaBOM OpPOJHMX W BEIMKHUX
SHJIOLIMTOTCKUX BEe3UKYyJa Koje o0yxBaTajy KpymHe kiacrepe HaHodectuia SPRT-CeOz. Ilo3nato je na
ce JTUIHUJHU CacTaB €HJJ030Ma, T0ceOHO KaCHOT, pa3JiiKyje o] cacTaBa henujcke MemOpaHe 1 MeMOpaHe
armonToTckux Tena [325].
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3a pa3uKy Of CBUX NMPETXOAHUX aHam3upanux rpyna henuja, MRC-SPRT-800 henuje ce mory
pa3aBojuTH 011 KOHTposHUX hennja npeko PC2, koja yka3yje Ha IpoOMeHe Y aMUHUM Tpakama, OJHOCHO
y 3aCTyMJbEHOCTH PA3IMYUTUX MPOTEHHCKUX CTPYKTypa kKog MRC-SPRT-800 y ogHOCYy Ha KOHTpOITY,
Ka0 W Ha CMamemhe Ca/p)kaja HyKICHHCKUX KHCENIMHA KOJ TpeTHpaHuXx henuja, y WM3BECHO] Mepu
MacKHpaHO MO3aJMHCKUM CHTHAJOM TMOPEKJIOM O] pacejama ca HaHOYeCTHIa. YOueHE MPOMEHE Y
PamaHOBUM cIieKTpHMa HE MOTY C€ jacHO TOBE3aTH ca OMOJOMIKMM M OMOXEMHjCKUM IMpOMEHaMa y
hemjama. SPRT-CeO; nanodectuiie popmMupajy Beoma KpymHe arjiomMepare, ydju ce Opoj U TUMEH3H]e
noBehaBajy mpu Beoma BUCOKUM KOHIIeHTparjama Hanodectrma (800 pg/ml). Moryhe je na kiacrepu
Ha TOBPIIMHYU henvje MeTMMUYHO MAcKHpajy CUTHAJ MOpPEKIoM ca oApehennx hemujckux cTpykrypa.
Manu najx BHjaOMITHOCTH KOJI OBHMX hesHja MOCTOjH M JIETEKTOBaH je OMOJIOMIKUM TECTOBHMA, ajH
PamanoBa cmekTpockonuja y JaTUM YCJIOBMMa HaWia3W Ha, HajBEpOBATHHje, METOJO0JIOIIKA
OrpaHUYeHa.

Hemro je moBoJbHHUja CUTYyaIHja KO/ aHAJN3€ BUCOKO(PPEKBEHTHOT CHEKTPAIHOT peruona. OHa
nokasyje rnmosehan oHOC caJpkaja IUMKIa IpeMa capkajy nporerHa ko henuja TpetupaHux odema
nozama HaHouyectruia SPRT-CeO2 y ogrocy Ha koHTpory. AHanm3a napa MRC-SPRT-400:MRC-SPRT-
800 mokasyje na je onHoC nunuaa npeMa nporenHuma jou sehu kogx MRC-SPRT-800 nero kogq MRC-
SPRT-400 henmja. OBaj TpeHa ce OYUTIEAHO yBHha KOJ CBUX JI0 Cajia aHAIM3UPAHUX TPETUPAHUX
henuja. BUCOKOQPEKBEHTHU PETHOH CapXKH CBEra HEKOJIHMKO MOJOBA HEBEJIMKE CIEUU(UYHOCTU I1a
HETOBa aHaJIN3a HE HOCH BUCOK TIOTEHIIM]jal 3a oipelBambe KBAIMTATUBHUX pa3jiiKa u3Mel)y pa3ainauTo
TpeTupanux henuja, ajam MOXKE C€ YCIEIIHO KOPUCTUTU Kao T'CHEpaHH IO0Ka3aTesb IUTOTOKCHYHOT
edexTa HaHOYECTHIIA.

Jlo3Ho-3aBucHu edektr HaHoyectuna ZnO Ha HeLa u MRC-5 henuje, onnocHo MaHudecTanuje
epexata HaHouecTHLla y PamaHOBUM chHekTpuMma TpeTupaHux henuja, mpaheHu cy mnapajiesHo.
VHTEeH3UTeTH M0jeIMHIX MOJAOBA U3 YCPeImheHUX PaMaHOBHX cliekTapa Cy KBaHTU(MUKOBAHU Y LUIbY
onpehuBama mnoTeHIMjanTHUX PamMaHOBHX Mapkepa HMTOTOKCMYHOCTHM HaHodectuia ZnO. Tako je
yTBpheHo na Tpu PamanoBa Moa MOpEKIOM Ol HyKIeMHCKUX Kuceauna (787 cm™, 1337 cm™ u 1580
cm™) magom cBojux uHTEH3UTETA (Y OJHOCY Ha KOHTpOIHe henuje) Mapkupajy omrrehema ko 06a THIA
Tpetupanux henmja. Mako ce na HajunTensuBHHja henmjcka Mona, Ha 1444 cm™ u 1659 cm™, Takohe
Memajy KoJl 00a THMa TpeTUpaHuUX henrja y OJHOCY Ha KOHTPOJIHE, HHU]J€ TMOYy3JaHO KOPUCTUTH HX
nojelMHayHo Kao Mapkepe henujckux omrehewma. Pasnor ToMme je mro cy o6a Moja 3anpaBo IIHPOKE
Tpake, CayMibeHE OJ MHOIITBA MamHX MOJOBA KOjU IMOTHYY OJ Pa3MUUTHX XEMHjCKHX Be3a H Y
NpOTeHHUMA U y TunuanMa. MelhyTum, panuje je mokazaHo J1a pelaTHBHU OTHOC FbHXOBHX HHTEH3UTETA,
l1659/ 11444, OTIA/1A Ca OTIAaEM OTHOCA IPOTEUHCKOT ITpeMa JIMITUIHOM capikajy y hemuju [181]. Ciuuno
je ca ogHocoM Iogss/l2033, KOjU pacTe ca MOPacTOM JIMITUAHOT y OJHOCY Ha MPOTSHHCKU canpxaj [181,
301]. O6a HaBezieHa OJTHOCA CY Ce MOKa3aja Kao MOTEHIMjalHA MapKepH U Y CIIy4ajy IIMTOTOKCHYHOT
edpexra HaHouecTnnia ZnO Ha HeLa u MRC-5 henuje, mewajyhu ce kox omrehenux henuja y cmepy
noBehaHor 0/IHOCA JIUIUIAHOT TIpeMa POTEHHCKOM canpixkajy. [lopen mwux, penatuBau 01HOC [1337/11305,
KOjH TI0Ka3yje CMambemhe yela HyKJICHHCKUX KUCEHHA y OJHOCY Ha Jmnuae y PaMaHoBUM cniekTpuMa
TpeTupanux henuja, MOXKe ce KOPUCTUTH Kao Mapkep Koa oba Tuma henmuja, Makap y OICery Jo3a
NPUMEHEHOM y OBOj cTyauju. Pasnarame Oumomnomkux makpomoisiekyna (JJHK u mporemna), xao u
dopmupame GpochonmunuaAHNX MEMOPAHCKUX CTPYKTYpa U JTUMHUIHUX KalK Cy OYEKUBAHH Yy aroNTo3u,
KOja je moka3zaHa koJ henuja Tpetupanux HaHouectunama ZnQO, 1ma HM yTBpheHH MapkepH omrehema
HUCY HeouekuBaHU. Mel)yTuM, H1je1aH O] OTMCAaHUX MapKepa He Meha ce 3HauajHO n3Mely pa3muuuTHX
71032 HaHOYeCTUIa. 3HauyajHa IMpOMEHa BPETHOCTH Mapkepa ce poraha Ha oxpeheHom mpary
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IIUTOTOKCUYHOCTH, a 3aTUM OCTaje Ha MPUOIMKHO UCTOM HUBOY. [Ipar Ha KoM ce mpoMeHe jaBibajy je
kox Hela henuja Bumm (40 pg/ml ) Hero kogx MRC-5 henuja (20 pg/ml).

Pagu unTynTHBHHjer Tymauewa PC xommoHeTHHW, y aHanu3um PamanoBux crekrapa hemuja
TpeTupanux HaHodecturama ZnO npumemeHa je Hectanaapana Bapujanta PCA — neneratuBaa PCA.
Heneratuna PCA je nmpuMemeHa Hajpe Ha TpH rpyne PamanoBux cniekrapa Hela henuja (konTposHe
U TpeTHpaHe JBeMa Ji03aMa HaHOuYeCTHIa), 3aTUM Ha uetupu rpyne MRC-5 henuja (koHTposiHE U
TpeTHpaHe TpuMa J1o3ama HaHouecTHila). Ha kpajy je u3BeneHa aHaiusa 1o napoBuMa, Koje cy YMHUIIE
o aBe rpyne henuja (koHTposa u henuje Tperupane jeqaom ao3om ZnO, uinu henuje TpeTupaHe ABemMa
paznmuuutuM no3ama ZnO). Cee oBe aHanuse gaie cy oapehene napopmaiuje o epekTumMa HaHOYECTHIA
Ha henuje, Koje cy ce JoOpHUM JIeJIOM CBAKaKO MOKIIanalie, ajii | jeIHa IPYTy JO0TymhaBae.

HeneraruBna PCA PamanoBux crnekrapa HelLa-ZnO-20, HeLa-ZnO-40 u xontponHux hemnmja
pe3ysiToBaia je KOMIIOHEHTaMa Koje Cy y o0a CIeKTpaJiHa peruoHa (HUCKO(PEKBEHTHOM U
Brucoko(pekBeHTHOM) m3aBajane Hela-ZnO-40 henuje kao paznuuute oj ocrajie ABe rpyme. Takas
pe3yaTar je y CKiaay ca pe3ylTaTHMa CBHX MPETXOJHO ypal)eHHX craHmapIHUX OMOJIOIIKUX TECTOBA,
ocuMm MTT rtecta. MTT je peructpoBao ga Meraboiau4ka akTUBHOCT henmja omana u kox HelLa-ZnO-20
henuja, Mmaga He Tako apactudHo Kao kox Hela-ZnO-40. Ha ocHOBY OBHX pe3yiTara, IpoOMEHe Koje
neTekTyje PamaHOBa CHieKTpOCKONUja KoJ OBUX henmuja HHCY, Makap HajBehum nernom, OMoxXeMujcke
npoMeHe Ha HUBOy muToxonzapuja. C o03upom na cy PamanoBu cniekTpu Mepenu y neny hemuje xoju
o0OyxBara jeipo, MamH J1e0 LIUTOIIIa3Me OKO Hera U Aeo henujcke MmemOpaHe Koju Taj peruoH o0yxBaTa,
OUYEKMBAHO j€ J]a Ce y CIEeKTPy HajBehuM JeTIoM OYUTY]y KapaKTepHCTUKE jenpa u hemujcke memOpaHe,
koje ce ko HeLLa-ZnO-20 BepoBatHO joi yBek He forahajy.

HajyneuarseuBuje npomene y HelLa-ZnO-40 henujama paerexkroBaHe HeHeratuBHoM PCA
MOKa3yjy MopacT cajpikaja JIUMUa U CMAkbEhe capikaja HyKICHHCKUX KHCEIWHA, Kao MITO je TO OHo
ciyyaj u ko henuja Tperupanux Hanodectuiama CeOz. PC1 HUCKO(PEKBEHTHOT CIIEKTPAIIHOT PErHOHA
y [EeJOCTH oxaroBapa PaMaHOBOM CHEKTpy JUNHIA W KapakTepUIIe C€ H3PAKEHUM OJJIHMKaMma
¢dochomunuaa u BenukoM ciauyHomhy ca PamanoBuMm crnekTpoM (ocdatuauncepuna. Mapkepu
nesacuhenoctu aunuaa (I1270/l1300 1 l1es7/l1440) ¢y Taxohe Beoma m3pakenu. Mako Hajsehum memom
onucyje PamaHOB criekTap HyKJI€HHCKHX KucennHa, PC2 HUCKO(PEKBEHTHOT PETMOHA UMa U3paXKeHE U
MTUKOBE MOBE3aHe Ca MPOTEMHCKUM PaMaHOBMM MOJIOBMMA, M TO HE CaMO Ca aMUIHUM TpaKaMa, HeTO U
ca pennnanannHoMm. To yka3yje aa ce y HeLa-Zn0O-40 henmjama ykyraHn IpOTEHHCKH CapiKaj CMambyje.
BucokoppekBeHTH cIeKTpalHU peruoH ykasyje Ha ciauuHo: PCA oBor peruona pesyintyje
KOMIIOHEHTaMa Koje MOKa3yjy MOpacT JIMIUJIHOT y OJHOCY Ha MPOTEHHCKU Callpkaj M Takohe mopact
MHTEH3UTETa Mapkepa He3ackheHocTu tunuaa y oBoM peruony (3016 cm™) kon HeLa-ZnO-40 henuja y
oqHocy Ha KoHTpoidy. Anaimmza HelLa-ZnO-40 henmujama mnon ¢uiyopecleHTHHM KOH(OKATHUM
MHUKPOCKOIIOM je Mokasaiia 00ojeHoct henuja koja oropapa panuM (hazama anortose, y Kojuma jour Huje
aonuio a0 pynrype hemmjcke MmemOpane. TakBo crame OJUIMKYje MPUCYCTBO (ochaTHaANICEpHHA Ha
CHOJhAIll0] CTpaHH henujcke MeMmOpaHe, €KCllaH3Wja MEeMOpaHCKHX CTPYKTypa, pasJiarame
HYKJICMHCKUX KHCEIIMHA U IPOTEeHHA, IITO je y ckiany ca pesyiaratuma PCA PamanoBux ciekrapa [182].
VY oBoj aHanu3u uHTepecanTHa je U PC3, koja Takole Beoma no6po pasznsaja HeLa-ZnO-40 henuje ox
KOHTpoJHUX. OBa KOMIIOHEHTa C€ y LIEJIMHM HE MOXE IOoBe3aTh ca PaMaHOBUM CHEKTPOM HEKOT
Ouosomkor mojekyia. Hajpehu Opoj meHMX NMHKOBa MOXKe ce Hpumucati PamMaHoBUM MoOJIOBHMa
aMMHOKHMCeNIMHa, TO ynyhyje Ha mopact cajpraja clo00JHIUX aMHUHOKHCENIMHA HACYNPOT CaApKajy
aMMHOKHMCEJIMHAa Be3aHuX y npoTenHe. Takohe, BehnHa MMKOBa TayHO WM MPHUOJMKHO OJroBapa u
nojiokajuma PamanoBux mojoBa ruroxpoma I [278], mro 6u ce Takohe morio moBecTn y Be3y ca
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ocnobahamem ruToxpoma I U3 MUTOXOHApPHjE Y MHULIMjAIM]H artonTo3e. 300T cBoje HeyOnUajeHOCTH,
OBa KOMITIOHEHTA j€ Bpe/IHA MaXKIE U OCBPTa y Oy ryhum ncrpaxuBamuMa.

PCA ananmza MRC-5 henuja Tpetupannx Hanodecturiama ZnO pe3yiToBalia je KOMIIOHEHTaMa
KOje TeHEpaJIHO OMKCYjy UCTU CMEep IMPOMEHA JIMMH/IA, HYKJICHHCKUX KUCEIWHA U MPOTEHHA KA0 M KOJ
tpetupanux Hela henuja. Mehytum, OutHa pasnuka y ognocy Ha Hela henuwje mocToju y aTunummaHOj
KOMITOHEHTH 00a CIIeKTpaliHa peruoHa: MapKepu He3acHNeHOCTH JHUMHJA Cy 3HATHO Mambe M3paKEeHU
Hero kox HelLa henuja u cnmuaHOCT ca criekTpoM dochaTuauICepuHa je Mama. 300T MPETIIOCTaBKe J1a
O0u pasnuka y crektpuma Tpetupanux HeLa m MRC-5 henuja Ouna mocieaniia MHXEPEHTHUX Pa3jivKa
n3mely oBa naBa tuma hemuja, PCA je nmpumemeHa Ha KoHTposiHe henmuje ob6a tmma. CympoTHO
MPETIOCTaB/LEHOM, IMOKa3zajno ce jna KoHTposHe MRC-5 henuje cangpke Bumie He3acuheHUX
(dbocdo)mununa vero koutposne Hela hemwmje. Jluteparypau nomanu takohe rosope na kon Hela
henuja 67,5 % nununa ynHe 3acuheHu, MoK koa QeramHux ¢Guobpobiacra miuyha cimunux MRC-5
henujama 35,4 % yxynuux nunuzaa y henuju cnanga y Hesacuhene [326]. Onucane aHanmu3e HUCY Y CTamby
na o0jacHe pa3nu4MTe MPOMEHE Yy caapkajy HezacuheHux numnuaa kox Tperupanux HeLa m MRC-5
henuja, 360r uera je kacuuje pahena PCA ananusa naposa.

PC3 koja pazaBaja MRC-Zn0O-20 u MR-Zn0O-40 on KOHTpoJIe CyrepHile Ja je HAaKOH JIejCTBa
HaHovectHIa ZnO I0NUIO 10 OKCUAATUBHE pa3rpadmhe He3aCMheHUX JIMMKAA, a HE caMo 110 roBehama
KOHIIeHTpanuje 3acuhennx. OBa KOMIOHEHTa YNpaBO yKa3yje Ha MaJ cajprkaja 3aCHNeHUX JIUIUAA.
[Topen Tora, y 0BOj KOMIIOHEHTH Cy IMOHOBO M3/IBOjEHH HEKU O] MMKOBA KOjU oJroBapajy PamaHoBum
MOJIOBMMA HYKJIEMHCKUX KHceluHa, Mehy Kojuma ce Hanmasu u Moz Ha 813 cm™. Moryhe je ma PC3
uznaja npomene PHK on mpomena JIHK, koje ce Buae kpo3 PC1.

PCA anamuza xontponaux HeLa u MRC-5 henuja pesynToBana je U jeAHUM CIIOPETHUM, alu
OuTHHUM 3anaxkameM. HanMe, ykasana je 1a BUCOK cTereH HezacuheHocTH hellijCKuX TUIUaa MOXe OUTH
noBe3aH ca BehoMm ocerspuBomhy henuja va Hanodectunie ZnO. ITo3Hato je na cy He3acuheHu JUUAN
MOJIOKHUJU OKCHAANM]U Of 3acuhenux, 300r dera he y ycioBMMa OKCHAATHBHOT CTpeca M3a3BaHOT
HaHOoYecTHIlamMa Opike aerpaaupartu [326]. YV oBoj crymuju, cBe KopuiiheHe MeToe ¢y mokasane Behy
ocetsbuBOCT MRC-5 Hero HelLa henuja Ha Hanovectuiie ZnO, a PamaHoBa CIieKTpOCKOIHja je, Y CKIaLy
ca JUTEpaTypHUM ToJaluMa, Tokazana Behu camapkaj Hesacuhenunx ymnuna y MRC-5 vero y Hela
henujama.

Naxo Ou ce u3 pezynrara PCA ananuze tpu rpyne Hela henuja, onnocHo uetupu rpyne MRC-
5 henwmja, morno 3akspyuutd na koj Hela henuja HakoH Tpermana HaHouecTHnama ZnO yzaeo
He3acuheHux aunuaa pacre, a kog MRC-5 onana, nassa PCA npuMemeHa Ha napoBe rpymna (KOHTpoJia
ca CBAaKOM O]l TPETHpaHMUX Ipyna MOojeMHAYHO) MoKa3ana je Apyrauuje. Haume, mokaszaHo je aa cy
MapkepH He3acuheHocTH aunuja upaxenu kogq MRC-ZnO-20 henuja, no yemy cy ose henuje cinyne
HelLa-ZnO-40 henujama, nox ce kog MRC-Zn0-40 natu mapkepu penykyjy. Taxobe je kon MRC-ZnO-
20 henmja wm3paxenuja ciauuHocT PCl HHCKOQpPEKBEHTHOr pervoHa ca PamMaHOBUM CHEKTpOM
docharunuicepuna. ['nenano U3 oBe MepcrneKkTHBE KOjy HaM je oMoryhuia aHanusa Mo MapoBHMA,
MOXEMO 3aKJbYYUTH Ja Ce HHTEH3UTET Mapkepa HezacwheHoctu (docdo)mumnuma, ka0 U Mapkepa
dbocharuauncepuna, Kopenuine ca creneHom omrehema henwje y3pokoBanuMm Hanodetumama ZnO.
HelLa-ZnO-40 u MRC-Zn0O-20 cy y panuM ctanujymmuma amnomnrose, 1ok cy MRC-ZnO-40 henmuje y
BEJIMKOM IIPOIEHTY Yy KacHOj (a3 amoriTose, 1ma ce 3aCTyIJHEHOCT Pa3IHIUTHX MEMOPAHCKUX JIUTHIA
Mema y ogHocy Ha MRC-Zn0O-20 hemuje. PCA mapa HeLa-ZnO-40:MRC-Zn0O-20 notBpauna je 1a He
MOCTOje 3HaYajHe pa3nuke u3mely oBe nBe henmjcke rpyre.
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Onnoc unteHsutera l1270/l1300 y kommonentama PCA henmjckux PamaHOBHX CIieKTapa y OBOj
CTYAM]jU C€ TOKa3a0 MOTEHIINjalTHUM MapKepoM omirehema Tpetupanux henuja, mmajyhu Buiy BpeHoct
ko1 henuja y paHOj amonTo3u HETO y KacHO] aroInTo3W/HEKpo3u, 0e3 o03upa Ha TUM henvja U TUI
gyectuna. 30or Tora cy ymnopehene BpemHoctu oBor mapamerpa kojg PC1 mo6ujene uz PCA maposa
konTposia:MRC-CD-200, xontpona:MRC-CD-400, koutpona:MRC-SPRT-400, xonTpona:ZnO-20 u
koHTpona:Zn0-40. U3 nopehema cy uzyszere hemmje MRC-SPRT-800, momTo ce KOMIIOHEHTa Koja
caJlp>Ku OBE IMTUKOBE HUje MOKa3alia 3HaYajHOM 3a pa3iIMKOBambe OBUX henuja o1 koHTpoe. Pesynrartu cy
nokaszanu jaa cy henuje ca Hajpumom BpenHornhy li270/l1300, Tj. ca HajBehum canpxajem HezacmheHHX
munuga, MRC-Zn0O-40. 3atum cnege MRC-Zn0-20, MRC-SPRT-400, MRC-CD-400 u, xoHa4HO,
MRC-CD-200. Ako ce uzysmy MRC-SPRT-400, oBaj pemocies ce MoOKIamna ca peociie/loM Onaiama
BujabmiHOocTH henuja onpeherne MTT tecrom. henuje Tpetupane Hanouectunama ZnO mokasyjy 3HaTHO
Mamy BUjabuaHOCT (~3-9 %) ox henuja Tpetupanux Hanouectuiiama CD-CeO: (~12-31 %). Mehytum,
BujabmiHOCT henuja Tpetupannx Hanodectuiiama MRC-SPRT-400 je npema MTT tecty Beoma BucOKa
(mpeko 90 %), Tako aa ce y BUXOBOM citydajy oxHOC l1270/11300 HEe Kopenuiie ca crerneHoM omrehema
henuja. Mo)XeMO TpPETIOCTABUTH Jla je OBaKaB pe3yJiTaT MOBE3aH Ca arjioMepalljoM YeCTHIA U
dbopMupameM OpOjHUX SHIOIMMTOTCKUX BE3WKYJIA, WU JIa je MOTPeOHO Ja IUMTOTOTOKCHYHHU edekar
HaHodectuila npehe oapehenu mpar ga 6u napamerap li270/l1300 6no peneBanran. PLS-LDA mozenom 3a
kinacudukanujy henrja 3acHoBaHUM Ha 00JaCTH CIIEKTPa Koja CaIp KU MapKepe He3acuheHOCTH JINITUAa
MIOCTUTHYTO j€ 100p0 pa3/iBajambe EKCTPEMHUX IPYIIa, Tj. U3Pa3UTo omTeheHnX o] TOTOBO HeolTeheHnx
henuja. [TorpeOHO je MpomMpUTH HCTpaXKBamkba Ha Behu Opoj HaHOUeCTHIIA, 11a U TUTIoBa henuja, 1a Ou
Ce MCITUTAJIO JIa JIK U Ha KOju Ha4yuH ce mapametap l1270/l1300 kao 1 matu Moen 3a kinacudukaiyjy hemuja
MOJKe KOPHUCTUTH y TporicHH edekara HaHodectuia Ha henuje. Cynehu mo pesynratuma oBe CTyAHje,
l1270/l1300, @M W uyMTaBa JUNHIHA KOMIOHEeHTa henujckux PamMaHOBHX CreKTapa, MMa BEJIHKH
MOTEHIMjall Ha TOM IMOJbY. Meroje 3a aHanmu3y NENHjCKOr JIMMUAOMAa HUCY TOJUKO pa3BUjeHE U
CTaHJapAM30BaHe KOJIMKO j& TO CIyd4aj ca MeToJlaMa TeHOMHUKE H nporeoMuke. CTaHIaapaHe METOJIC 3a
onpehrBame MUTOTOKCHYHOCTH CE€ IPOMEHA Yy JIMITUAHOM CaCTaBy TE€K JOTHUYY M TO MHIUPEKTHO, WU
IIPEKO MPOMEHa y MPONYyCT/BUBOCTH henujcke MeMOpaHe, Win KopHucTe 00je Koje ce CrelupuIHO Be3yjy
3a MmeMOpancke nununae (pocharuaunceput), a Koje Cy Beoma CKyre u Beoma HectabmiHe. Mana je
Mo3HaTO je na henuje MpoM3BOJE JECETaK XWJbaJla PAa3IHUUTUX JIUMUAA KOJU UMAjy CTPYKTYpPHY U
CUTHAJHY YyJIOTYy, BUX0Be (YHKIHUje, MHTEpaKlMje U CHelu(HUUHa peryianyja JUMUIHOT cacTaBa y
henuju cy HemoBosbHO mcTpaxkeHu [325, 327]. PamaHoBa crieKTpocKomuja, KOMOHHOBaHA ca JAPYTUM
MeToJlaMa, UMa MOTEHIMjall 3a YnoTpeOy M Ha IOoJbY JMIMJIOMHKE, KOoja Ou, OCUM HOBHUX YBHIA Y
MpoMeHe JTUMUAOMa, MOTJIa JIa TIOHYIX U MapaMeTpe Ha OCHOBY KOjUX O ce pa3BHjalii HOBH TECTOBU
MUTOTOKCHYHOCTH HAaHOYECTHIA, AJIM U IPYTHX areHaca.

Y neny crynuje mnpahene cy wmopdonomke mnpomeHe Hela henuja HakoH TpeTMaHa
Ha”Hoyectuiama CD-CeO2, SPRT-CeO: u ZnO koje ce mory youutu Kopuithemem AFM-a.
Mopdoromke mnpomMeHe cy ojpehuBaHe KBaIUTAaTUBHO BU3yenHOM aHanu3oM AFM ciuka wu
KBaHTHTAaTHBHO MPEKO NapaMeTapa MOBPIIUHCKE XParaBOCTH u/wim BucuHe henuje.

Ha AFM camkama xonTponHux Hela hemmja yowamajy ce hemmje riaTke moBpiivdHe, 0e3
npucyctBa yneruyha win pyntypa Ha henujckoj MeMOpaHH, ca jJaCHO OMBHMYEHHMM LUTOILIa3MAaTCKUM
npoTpy3ujama, 100po nedpuHMCaHUM jeapoM U jemapiieroM. OCHOBHU OOJIMK TPETHPAHUX henvja HUje
MIPOMEHEH Y 0JIHOCY Ha KOHTPOJIHE, Beh je reHepaiHo oipel)eH cTerneHoM JIoKallHe a/Ixe3Hje 3a CyncTpar
Ha KOM je MepeHO (ITOKPOBHO CTaKallle), aji Cy BUAJbHMBE 3HAUajHE IMPOMEHE Ha MOBPIIMHU henujcke
MeMOpaHe.

[MoBpmmnua HeLLa-CD-400 henuja je xpamaBa, ca OpojHUM AyOOKHM ylierHyhnma wim pynrypama,
npeurnka 50-100 nm. PynTtype cy BepoBaTHO oTBOpH Ha omreheHoj MeMOpaHu, 4Hje je MPUCYCTBO
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nokazaHo 6ojemem henumja Pl. Jenpo HUje jacHO M3ABOjEHO OJ OCTaTKa henmwje, IITO je TMOCeauIa
Jerpajainje XpoMaTHHa, jeapHe oBojHHIIe U JamuHa [328], a jemapuia cy OpojHHja U CUTHH]ja HETO KOJI
koHTposiHUX henuja. [lo3HaTo je ma BenmMuWHA jermaparia KOpeluile ca MeTabOJIMYKOM aKTHBHOIINY
henuje [329], a cTpecHu ycinoBu 10BojIe 110 cerperamuje u pparmenraiyje jenapana [330]. Metabonuuka
aktuBHOCT HeLa-CD-400 henmja je, mpema MTT Tecty, roToBO HemocTtojeha, anmu mopes Tora, 3a
(dbparMeHTanMjy jemapama OBHX hendja CBaKako je Ol MPECyJHOT 3Hayaja Aerpajaiuja y3poKoBaHA
BHCOKOM aKTHBHOIIINY allONTOTCKUX MPOTea3a u puOOHYKIIeasa.

[MoBpmmua HeLa-SPRT-400 henuja je u3pa3uTo HEpaBHA U MPEKPUBEHA KPYITHUM KIIaCTepHUMa
HAHOYECTHIA, YCIIE KOJUX ce TeXEe carjelaBajy mpoMeHe Ha MemMOpanu. Hanouectuiie npekpuBajy u
mpeneo jeapa, ma cy jepo W jedapiie TemKko yowsnBH. Ha Tomorpadckum cinmkama oBux henuja cy
Takohe youeHna ynyospema Ha henujckoj memOpanu npeunuka 50—100 nm, mana ce rnojaBibyjy pehe Hero
ko1 HeLa-CD-400 henuja. bojeme Pl je mokazano na je u mehy HeLa-SPRT-400 henujama onpehen
mporieHaT henvja y KacHOj armonTO3u/HEKPO3H, allv je Taj Opoj 3HayajHo Mamu Hero kox HeLa-CD-400
hemuja. AFM cnuke cy, mehytum, mokasane yny0Jbemha Ha MEMOpaHH TOTOBO CBUX CHUMJbeHHX Hela-
SPRT-400 henwuja (15 nacymuuyHo nzadpanux henuja). ¥ cinyuajy oBux henmja, BepoBaTHO ce HE pajau O
O0TBOpMMa Ha MEMOpaHU KOjU KOMYHHIIMPA]y Ca MUTOIUIA3MATCKAM CaJpKajeM, HETO O €HIOIUTOTCKUM
yaerayhinma MeMOpaHe, Koja HacTajy MPUIMKOM YHOIIIeHha HaHodecTula y henujy [226, 331].

WuBepsue Tronorpadcke AFM cimke mokasyjy 100po pa3BujeHy MpEexXy 4eTKaCTHX M3palliTaja Ha
MOBPIIMHU KOHTpONHUX henwja. OBaj TepMUH ce OOMYHO KOPHCTH Y JIMTEPATypH KOja OIHUCYje
Mopornomike kapakrepuctrke henuja xoje ce netextyjy AFM-om u o3HauaBa miehepe u rimko3uiIoBaHe
MpPOTEMHE Ha MOBPIIMHHU henmujcke mMemOpaHe Koju mMajy (YHKIU]y Yy KOMyHUKanuju henwje ca
OKOJIMHOM, a 00yXBaTa U MaJie MeMOpaHCKe U3pallTaje ca MpunaiajyhuM mUTOCKeIETHUM eIEMEHTHMA
[332]. henujcke uetkune cy kox HeLa-CD-400 ¢pparmentucane. Kog HeLa-SPRT-400 henuja henujcke
YETKHIIE HUCY BHJJBMBE 300T NMPHCYCTBA HAHOUECTHIA, Alld O HHXOBOj JACTPAJalldju 3aKJbY4yjeMO
WH/IMPEKTHO, Ha OCHOBY (pparmMeHara y OKOJMHHU henuja, HAa KOjUMa Cy HAaKYIJbCHE ariioMepHcaHe
HaHOYECTHIIE.

IToBpmmHcKka XpanaBocT hennja KBaHTU(DHUKOBAHA je Ka0 CPeIbe KBaJIPaTHO OJICTYIIAHhE BUCHHE
henuje n3mepeHe Ha BEIMKOM OpOjy Tayaka IO YMTABO] K€HO] MOBPIIMHU. Tako u3pauyHaTa XparnaBocT
ko HeLa-CD-400 henuja 3HauajHo je Beha Hero xpanaBocT KOHTpoJHUX henuja. 300r BeJIMKe KOJTUUUHE
HaHouecTuIa Ha moBpmuHU HeLa-SPRT-400 henuja, Huje Mmoryhe Ha oBaj HaunH nohu 1o nHbOopMaIuje
O peajlHOj] BUCHHHU came henMje, ra KBaHTU(MKOBaWkE MOBPLIMHCKE XPalaBOCTH HAa OBAj HAUWH HUje
MepoJiaBHO. 3a BHCHHY OBUX henuja y3era je HajBHUINA Tayka Ha NMOBpIIMHU henuje u ynopehena ca
HajBUILIOM TaukoM KOHTporHUX U HeLa-CD-400 henuja. YTBpheHo je aa BucuHa henuja HakoH 00a TUIa
TpeTMaHa omnaja, HezHatHo Buiie koa HelLa-SPRT-400 wero kox HeLLa-CD-400 henuja. Mako pa3nuika
y Bucuau m3mehy HelLa-SPRT-400 u HeLa-CD-400 henwja HHje CTaTHCTHYKU 3HA4YajHA, OWTHO je
npumMeTuTH 11a je BucuHa SPRT-400 henuja onana y oJHOCY Ha KOHTPOILY, YIIPKOC KPYITHUM KJIacTepuMa
HaHOYECTHIIA 3a Koje Ou ce ouekmBaio aa he BucuHy henmje moehatu. To Moxke OuTH TocCieaUIIa
aronToTCKe perynanuje henujcke 3ampemune, Tj. ckymbamwa HelLa-SPRT-400 henuja na mouerky
amonrro3e [333], w/wm aerpaganuje jeapa, Ha KoMme ce ouekyje HajBeha BucunHa henmje. Hakon 6ojema
HelLa-SPRT-400 henuja anekcunom V u Pl, Ha duryopectieHTHUM MUKporpadujama HUCY perucTpoBaHe
henuje y paHoj aronTo3su, Tj. henuje o6ojeHe camo anekcMHOM V. Mehytum, MokeMo MpUMETUTH J1a je
obojeHocT anekcuHOM V BeoMa ciaba u Ha hennjama o6ojernm Pl 1 mpeTnocTaBUTH 1a HAHOYECTHULIE HA
noBpLIMHY henrje oMeTajy Be3uBambe aHekcuHa V 3a ¢ocdaTtunuicepuncke ocratke. Tako AFM, nopen
Pamanoe cnektpockomnuje u MTT tecta, mpy»ka jol jeZjaH apryMeHT O HUTOTOKCUYHOCTH HAHOYECTHIIA
SPRT-CeO:s.
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HNako ce He MOke yBeK ca curypHoinhy oapenuTd Ouoxemujcka W (yHKIHMOHATHA MMO3aJUHA
Mop(doomKuX nmpoMeHa kKoje youaBamo Ha AFM crnukama, Ha OCHOBY EbHX MOXEMO Ca CUTypHOIIhy
pasnukoBaTH TpeTtupane hemuje on koHTposHux, kao M HeLa-CD-400 u HeLa-SPRT-400 hemwmje
Mehyco6Ho. Mopdonoruja noBpiuae henuje u jeapa naje AMPEKTaH U BU3YCTHH YBH]I y TIPOMEHE KOje
Cy HeTeKToBaHe PaMaHOBOM CHEKTPOCKOITHjOM, MOTBPIMBINM JIa IOCTOJH 3HAYajHO PEMOJICIOBAILE
hemujcke MemOpane W jerpamanyja jeapa W mpoayospyjyhm Tymadema pesynartatra PamaHoBe
cnekrpockonuje. Ha mnpumep, AFM cnuka nerpamupanor jeapa HeLa-CD-400 henwje, ocum
nerpananuje JJHK, cBojum pparmenTrcannm jegapruma mokasyje u nerpanamujy monekyna PHK. Hcra
CIIMKa TOKa3yje M Jia Cy XUCTOHU W JIAMUHHM B)KHU KaHAWJATH Mel)y MpOoTeMHMMA Ha YHjy MPOMEHY
CTpYKType yka3yje PamanoBa criekrpockonuja. AFM Takolje HaroBemrasa ja npu Tymauewy pe3yiraTa
PamanoBe crektpockonuje Tpeba y3eTH y 003up NMpoMeHe y cactaBy Iuehepa, TIIMKONpPOTEHHA U
TIIMKOJIMIH/IA, MOJICKYJIa Ha KOje ce Yy aHaJM3W helujCKuX BUOpAIMOHUX CIIeKTapa peTko oOpaha
JOBOJbHA MAXKHHA.

[Ipomene koje cy youene na AFM crnukama Hela-ZnO-40 henuja ce 3Ha4ajHO Pa3nUKYjy O
npoMeHa youeHux kon HelLa-CD-400 henuja. C 063upom na je 60jere aHeKCUHOM V MOKa3allo Ja Ccy
HeLa-Zn0O-40 henuje y Hajpehem npoiieHTy y paHoj arontosu, 10k cy HeLa-CD-400 y kacHoj anonto3u
WJIM HEKPO3H, OUYCKHBAHO je Ja ce muXxoBe Mopdororuje pasnukyjy. Ha AFM ciukama Hela-ZnO-40
henuja mMory ce youutu ABe cyO-momynauuje henuja pazmuuure mopdosoruje: hemuje oBamHOr U
okpyrior obnmka. Mako oBanHe Tperupane henvje Ha IpBY NOTIE U3TIIENajy Ka0 KOHTPOJIHE, 3amaxKa
ce J1a je ’UXoBa BUcHHA Beha U J1a je 00JIHMK YHEKOJIIMKO MPOMEH-CH, Kao | J1a TPAHUIIE je/ipa BUIIIE HUCY
crporo aepunucane. [loBpmmHCKa XpamaBocT OBUX henmja Takohe je 3Hayajuo Beha Hero kon
KOHTpoJHUX. TakBa Mopdoioruja O ce Moria JAOBECTH y Be3y Ca CaMHUM IIOYETKOM aIrlONTOTCKUX
npoiieca, Kajaa Mmounmbe myrbeme hemmjcke meMOpane, mro 6u objacHmIIO moBehaHny npocevyny BUCHHY
u xpanasoct [218, 233]. V npyroj cy0-nomynauuju, henuje cy Beh okpyrior obiauka U anxesuja 3a
MOBPIIMHY j€ CMameHa, jelapHU W IMTOIUIA3MATCKH CaJpKaj NEIMMUYHO JETPaJupaH, a MyIJbeHme
henuje je pesynroBano popmupamem anonrorckux tena [233, 334]. Opanne henuje cy y ToMm ciydajy
npenazHa gopma usMmely HeM3MemeHUX M APACTUYHO U3MEHEeHMX (OKpyrinx) hemmja. Mehytum, e
MOJK€E C€ MCKJbYUHMTH HU IOCTOjarbe PA3IMYUTUX TUIIOBA UM KOMOMHaIMja TUIIoBa henujcke cMpTH Mehy
HelLa-Zn0O-40 henujama. Ha mpumep, oBasHe Tpetupane henuje 01 Moriie mpeacTaBbaTi U henmje y
ayto(aruju, nmoehane BUCHMHE M XpamaBocTu 300r (GopMmupama ayrodarHux Be3ukysa U yBehaBama
nojeaunux opranena [335]. Panuje je mokazano na Hanouectuiie ZnO mory m3assatu ayrodarujy [313,
314]. Tojasa pyntypa y henujckoj memOpanu ynyhyje u Ha oOnuke henujcke CMPTH 1O TUITY HEKpO3e,
MehyTum, ¢ 003UpOM J1a ce pyNType yodaBajy W Ha KOHTPOJIHUM henwjama, W Ja je y JIpyrom
eKCIepUMeHTy Oojeme mnponuaujyM joaunom Hela-ZnO-40 henuja mokaszano Aa je MHTErPUTET
henujckux MmeMOpaHa HAKOH TpeTMaHa O4yBaH, PYIIType Cy HajBEpOBaTHHU]€ apTePaKT IpUIIpeMe y30pKa,
1a HEKPOTCKU TUIIOBU CMPTH y OBOM CITy4ajy HUCY pa3MaTpaHHu.

AFM wmepema Hela-ZnO-40 henmja npenovaBajy mpobiieMe Koje yBoau pukcupame hemuja y
npoyyaBame mbuxoBe Mopdororuje. Omrehema MemMOpaHe KOHTpoJHUX henuja omerajy npaheme
IpoMeHa Ha MeMOpaHaMa TpeTupaHuXx henuja, Tj. pa3lIMKOBaWke PyNTypa Ha MEMOpPaHU MHAYKOBAHUX
¢ukcaTuBoM 1 HaHOYecTuama. Maxo cy oBe henuje ¢pukcupane Ha UCTH HAUMH Ka0 Yy EKCIIEPUMEHTY Y
KOM je mpoyuaBaH ytunaj HaHodecTriia CeO, edekar je nqpacTU9HO Apyraduju. Maje u TOKOM pajaa
YeCTO HEMPUMETHE BapHjallije y IPOTOKOIY 3a (PUKCHpame MOTY JOBECTH JI0 APAaMaTUYHO PAa3TUUYUTHX
ucxonaa ¢ukcupama [336, 337]. Maza je yecTo 3aXTE€BHO 3a OpraHu3aijy (MoTpeOHO je Ja UcTa WiH
MIPOCTOPHO OJUCKE J1abopaTopuje pacioiaxxy onpeMoM 3a rajeme henuja y kynrypu u AFM mepema),
HajIIoKJbHUje U HajuHpopmatuBHHje je AFM Mepema M3BOIUTH Ha KMBUM yMECTO Ha (PUKCHpAHUM
henujama [218].
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Hako je 360r cBera HaBeAeHOT youeHe MOP(]OJIOIIKE MPOMEHE TENTKO HEABOCMHCIICHO TTOBE3aTH
ca (maro)¢uznonomkum norahajuma y henuju, HeIBOCMUCICHU PE3yTaT OBE CTYIMj€ j€ JIa ce MpOoceyHa
MOBPIIMHCKA XpamnaBocT henuja Moke KOPUCTHTH Kao TOKaszaresb edekara HaHouectuna ZnO, kao u
CeOz, 6e3 063upa Ha ommTy MOP(HOJIOIIKY HEXOMOTEHOCT TpeThpaHux henuja.

AFM wmepema Ha xuBUM henmjama crperHyta ca PaMaHoBOM CHEKTPOCKOIHjOM 3HA4YajHO OH
JONpHHENa pa3yMeBamy CHEKTPAIHOTL ,,0THCKa™ edexara HaHOYECTHIA Ha henuje, WTO OU Yy LEIUHH
BOJIMJIO METOJIOJIOIIKOM HAINpPETKy Y MCIUTHBAbhY LUTOTOKCUYHOI JICjCTBA HAHOYECTHIIA U HErOBHX
MeXaHH3aMma.

Kana ce cymupa npetxoHo u3noxeHo, cienaehu 3akspyunu ce mory u3Bectu. Hanouecrune CeO;
00JI0’KEHE JICKCTpPaHOM Jienyjy muToTokcuyHo Ha Hela (tymopcke) u MRC-5 (Heusmemene) hemnwje.
Heo6noxene nanouectuiie CeO» ckiIoHE Cy arjioMepaliijy Koja IpacTUIHO yMamyje lBbUX0Be e(heKTe Ha
henuje u orexaBa npoyuyaBame edekara. Mmak, PamanoBa criekTpockonuja omoryhunia je ja ce natu
edextu HeoOnoxkenux CeOz HaHOYECTHIIa YOUe M OMHMIINY HA OAroBapajyhum jo3amMa HAaHOYECTHIIA, HA
KOjUMa KOHBEHIIMOHAITHE METOJIe 3a Mpahemne IMUTOTOKCUYHOCTH HUCY PErHCTPOBAJIC YOIINTE WU CY
peructpoBaie Beoma mMaiie npoMmeHe. Hanouectuiie ZnO cy BUCOKOIIMTOTOKCHYHE 3a 00a Tuna henuja, a
noce6Ho 3a MRC-5. 3axBasbyjyhu €B0jOj HEABOCMMCIEHO] TOKCMYHOCTH M HMHIYKOBamy aIlolTo3e,
HaHouecTuie ZnO cy oMoTJIe J1a ce oApee MapKepH alonTOTCKUX IIpoMeHa y PaMaHOBHM criekTprMa
Tperupanux henuja.

3ajennnuke mpomeHe 3a cBe PamaHoBe criekTpe henuja TpeTMpaHUX IUTOTOKCUYHHM J03ama
HAHOYECTHIIA CY I1aJ]] MHTCH3UTETa MOJIOBA HYKJICHHCKHUX KHCEIMHA M MPOTEHHA U ITOPACT WHTEH3UTETA
munuanux PamanoBux mojoBa. CBe HaBeleHE MPOMEHE Cpa3MEpHE Cy YHOTPeOJbEHO] IIUTOTOKCUYHO]
no3u nexcrpanoM oonoxennx CeOz ognocHo ZnO Hanouectuna. M3mely cnekrapa henuja Tpetupanux
pas3IMYMTUM J03aMa YyOuaBajy c€ pa3JIMKe KOje YKa3yjy Ha KBaJUTATUBHE IPOMEHE IIOBE3aHE ca
€H/IOIMTO30M HaHOYecTulla U aorahajuma y mporiecy henmjcke cMpTH, a OJIHOCE Ce Ha CBE TPU IJIaBHE
rpyne hennjckux MakpoMoJieKyJa: HyKJIeHHCKe KUCeNrnHe, mpoTenHe u nunujae. [locebHo cy ncraknyTe
pasnuke y Mapkepuma HesacuheHocTd nunuaa u ¢ocdartuauicepruHa, YUju WHTEH3UTET KOJA Mambe
TOKCHYHHX J[03a pacTe, a KOJ HaJTOKCUYHUJUX ce pelyKyje. Takohe ce jaBibajy pa3luke y IPOTEHHCKO]
CTPYKTYpH U HHTEeH3UTETy PamanoBor Mona koju je nose3an ca PHK.

Mopdomnomike npomene koje ce momohy AFM Mukpockonuje youaBajy ce pa3iukyjy ko hemmja
TPETUPAHUX PA3MYUTHM BpCTaMa HaHOYecTHIa. Pa3nuke ce Mory moBe3aTH ca pa3induTiM (azama u
TUTIOBAMa henmujcKke CMpPTH, YMME YKa3zyjy Ha pasnuuuTe MexaHmsme jxaenoBaa ZnO u CeO:
Hanodectuiia. [loBehame moBpmuHCKe XpamnaBoctu henrja TpeTUpaHUX HaHOUYECTUIIaMa, 6€3 003upa Ha
BUXOBE OcTasie MOP(HOIIOIIKE KapaKTEPUCTHKE, Y OBOj CTY/AMjU CE€ IMTOKA3aJI0 Ka0 MapKep IIUTOTOKCUIHOT
JiejcTBa 00€ BpCTE€ HAHOYECTHIIA.

JHleunucame Mapkepa IUTOTOKCHYHOCTH HAHOYECTHIA, TIPE CBEera MpOMEHA MHTEH3UTeTa JBa
PamanoBa moza umju onHOC TOKasyje creneH Hezacuhenoctn ymnuna (li2z7o/l1300), a Koju ce Ha uctu
HAYMH Mea KoJ| 00a Tura henurja 1 HAaHOUYECTUIIA, Ba)KaH je pe3ysITaT OBE CTY/Mje U HOCH MOTEHIU]jall
3a JJaJb METOJOJIOIIKM pa3Boj MmpuMeHe PamaHoBe crekTpockomnuje y mnpahewmy HUTOTOKCHUYHOCTH
Ha”ovecTura. Ca METOJI0JIONIKE CTPaHe, BAXKHU 3aKJbYUIIM OBE CTY/IHje Cy M MOTpeda 3a BUIIECTPYKUM
PCA ananmsama, ,,multiway* u ,,pairwise” tuma, Kojuma ce pasjalimaBajy HEOAyMHUIC U U30eraBajy
MOTPETHU TPAaroBu Ha kKoje 0u Hac camo jeaHa PCA moria HaBecTH, Kao M U3y3eTHA MTPaKTUYHA KOPUCT
o1 ynoTpeOe y CIeKTPOCKONHju Jocan peTko kopumrthene HeneratuBae PCA. Konauno, mokasaHo je n1a
AFM Mukpockonuja uMMa MOTEHLMjall OOJber yHo3HaBama eQexaTa M MeXaHH3aMa JejcTaBa
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HaHOYECTHIIA, Ka0 M OOJber pazyMeBama MpoMeHa Y hemujcKuM BHOPAIIMOHMM CIIEKTpUMA, TTOCEOHO
OHHUX KOjU C€ 0JJHOCE Ha MEMOpaHCKe CTPYKTYpE.
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6. 3aKJbydIu

Heo6noxene nanouectuiie CeO2 octBapyjy cnabd edexar Ha HeLa u MRC-5 henuje, koju ce mpu
J03aMa MPUMEHCHAM Y OBOj CTYIHjH PETUCTPYje Kao MaJ MeTaO0OoIMYKe aKTUBHOCTH Ha >85 % y
OJTHOCY Ha KOHTPOILY.

Ob6narame Hanouectuna CeO; nmekcTpaHoM crpedaBa BUXOBY arjomMepaiujy. Tako obmoxkeHe
HaHOYECTHIIE OCTBapyjy 3HaTHO jauu edexar mHa HeLa m MRC-5 henuje on HeoOmox)eHUX.
[IpumMemene y UCTOM OIICery /1032 Kao HeoOJI0KEHe, OHE CMamyjy METab0IMYKy aKTUBHOCT Ha
<10 % y ogHOCY Ha KOHTPOJIY U IOBOJIE 0 arnonTto3e kox >50 % henuja y kyntypu.

CBe nmpuMemeHe MeToJie, yKIbyuyjyhn PamaHOBYy criekTpockommjy, carjiacHO ykasyjy Ha Behy
ocetsbuBocT MRC-5 nHero Hela henuja na Hanovectuue ZnO. Beha oceTsbuBoCcT MOxke OUTH
moBe3aHa ca BehuM cajpkajeM HecaTypucaHUX, OKCUIAIUjU NoIoxKHUjuX nunuaa y MRC-5
henujama, koju je Takohe mokasan y PamanoBuM criekTpuma.

[IpoMeHe MUTOXOHIpUjaTHE aKTUBHOCTU TPETUpaHUX henvja ApacTHUHU]jE CY U PETUCTPY]y ce
yTJIaBHOM IPH HIDKUM J103aMa HAaHOYECTHIIA HEero MpoMeHe y hesujckoM pacty, MITO yKasyje J1a
ce MexaHu3zaM jenoBama HaHouectunia CeOz u ZnO ocTBapyje IMpeko yTHIaja Ha
MUTOXOH/IPHjaJIHY aKTUBHOCT.

3a Hela henuje tpetupane nanouectuiiama CD-CeO2 (400 pg/ml) mokaszano je cMambeme
henujckor pacra (36 %), mag metabonuuke akTuBHOCTH (8 %) M KacHa amornro3a/Hekposa y 80
% henuja. PamMaHOBH CIEKTpU YyKa3yjy Ha CMameme Caapikaja HYKICHHCKUX KHCEIHMHA,
noBehame caapkaja Jaumuaa M Behw caapaj MPOTEMHCKE KOoH(poOpMalfje KapaKTepucaHe
IIPOMEHOM HHTeH3uTeTa PamanoBor moza Ha 1670 cm™ y oxmmocy Ha xomTtpony. Ha AFM
CIMKaMa BUJJbUBE Cy OpojHe pynType hemnjcke memOpane, noBehana moBpuImHCKa XparaBocT,
(dbparMeHTHCaHe IUTOIUIa3MaTCKe MPOTPY3Hje U ,henrjcke dyeTkuie™, HeaeQuHICcaHe TpaHulle
cy1abo U3paXeHor jeapa ca OpojHUM U (pparMeHTHCAHUM jeAaplMa.

3a Hel a henmuje tpetupane Hanouectuiiama SPRT-CeO2 (400 pg/ml) Hricy mokazane mpoMeHe
y henujckoM pacty u MeTabOIMIKOj aKTUBHOCTH, a 2 % henuja je y KacHOj aronTo3u/HeKpo3u.
PamMaHOBU crieKTpH yKa3yjy Ha CMambeHe cajipkaja HyKIEeMHCKUX KUCellnHa, oBehamwe caapikaja
nunuaa 1 nopehame canpxkaja mpoTenHCKe KOHGOPMaIIHje KOJy KapaKTepHIlle U3PaKeH MO Ha
1670 cm™, amm m 3HaTHO W3paxemmju Mox Ha 1630 cm™. 36or mpexpuBeHocTH henmje
KkiactepuMa Hanouectuiia, AFM cirke He HOce myHO uHpopmaiyja. [lokaszyjy eHaonuTOTCKa
ynernyha Ha MeMOpaHu M CMambeHy MakCUMallHy BUCHHY henMje, Koja MoXe OMTH HOCiequna
Jerpaaaluje XpoMaTuHa.

3a MR C-5 henuje tpetupane nHanouectunama CD-CeOz2 (200 pg/ml u 400 pg/ml) mokasano je
JI03HO-3aBHCHO CMameme henujckor pacra (67 % / 29 %), N03HO-3aBUCHO CMameHe
MeTtabonuuke akTUBHOCTH (32 % / 10 %); npu Hmxoj no3u 14 % henuja je y paHoj anonrtos3u;
npH BUIOj A03u 55 % henuja je y KacHOj anmonTo3u/HEKpo3u. PamMaHOBH CIIEKTpHU yKa3yjy Ha
JI03HO-3aBHCHO CMambeHmhe Calipikaja HyKIIEMHCKUX KHCEIMHA U MTPOTeHHA U MoBehame canpikaja
muniga. Kox Huxke m03e moceOHO Cy M3paKeHHM MapKepu He3acmheHOCTH Jumuia,
dbocharununceprna u HeypeheHocTr unmuaHuX JaHana. Ko Buiie 103e HarjaameHo je CMambemhe
uHTeH3uTeTa Pamanosor moza Ha 813 ¢cm™ nosesanor ca aerpanamujom PHK.
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3a MRC-5 Ttperupane nanouectuiiama SPRT-CeO2 (400 pg/ml u 800 pg/ml) nokasaHo je
JI03HO-3aBHCHO CMambeme MeTtabonuuke akTuBHOCTH (91 % / 88 %) u xacHa amonTo3a/HeKpo3a
kox 2 % henuja. PamaHOBH crieKTpH y BUCKOPPEKBEHTHOM PETHOHY YKa3yjy Ha JO3HO-3aBUCHO
nosehame 0JJHOCa caapiKaja JIMIUIA IIpeMa cajipkajy nporenHa. HuckoppekBeHTHH perroH Ko
HIDKE JT03€ YKa3yje Ha mopacT cajaprkaja unuaa 6e3 omyuka hocharununcepuna. Koy Buie no3e
HUCKO(QPEKBEHTHH PETMOH IOKa3yje crenuuvHe MPOMEHE HajBEpOBaTHHjEe IIOBE3aHE ca
MIPOMEHOM CTPYKTypE MPOTEHHA.

3a Hel a henuje tpetupane nanoudectuiama ZnO (40 pg/ml) mokasano je cMameme hieaujckor
pacta (45 %), cmameme MeTabonuuke akTuBHOCTU (3 %) u pana amonrto3a kox 7 % henuja.
PamaHoBHM cniekTpu yka3yjy Ha HOpacT cajpkaja JHUIHIa BUCOKE HE3aCUNEHOCTH, KOjU MMajy
BEJIMKY CIMYHOCT ca (ochaTuauicepuHOM, CMamemke Ccalipikaja HYKICHHCKHX KHCEIMHa,
CMameHEe CcajlpXkaja MpoTEeMHA W MPOMEHY NpOoTenHCKe cTpykType. AFM ciuke ymnyhyjy Ha
henuje y pasnmuumtum ¢aszama QGopMmHparma amonTOTCKMX Tela u/uind aytodaro3oma, ys3
HEJIBOCMHCIICHO MoBehame nmpocevHe MOBPIIMHCKE XpanaBocTy henuje.

3a MRC-5 henuje tpetupane nanodectuiiama ZnO (20 pg/ml u 40 ug/ml) nokasano je: 103H0-
3aBHCHO CMameme hemujckor pacta (Ha 84 % / 20 % y ogHOCY Ha KOHTPOIY), TO3HO-3aBUCHO
cMameme MeTabonnuke akTMBHOCTH (Ha 20 % / 3 %); kon Huxke no3e 88 % henuja y paHoj
arnonTo3u; KoJ Bulle fo3e 55 % henuja y paHoj armonto3u u 41 % y KacHOj aronTo3u/HEKpO3H.
PamanoBU criekTpu KOJ HUXKeE J03€ MoKa3yjy ucre npomene kao koa HelLa-ZnO-40. Kox Buie
7103€ PEeIYyKOBaHU Cy MapKepu He3acMheHOCTH JUuaa U GpochaTHInICEpUHA.

HuckodpekBeHTH CIEKTpaJHU PErHOH YCIEIIHO IOKa3yje JI03HO-3aBHCHE pasiiuke u3Mehy
henmja TpeTupaHNX HaHOYECTUIIAMa, ITOCEOHO MPEKO MPOMEHE OHOCA UHTEH3UTETA JINTTUIHUX
MOJIOBA.

Kao mapkepu 3a mpaheme HUTOTOKCHYHOT €(eKTa HAHOYECTHIIA MOTY C€ KOPHCTUTH: Maj
PamanoBMX MOJ0Ba HYKJIEMHCKUUX KHCEJIMHA, TOCEOHO Ha ~785 cm’™, a TOBOJBHO Moy3JaHo U
Ha ~1092 cm?, ~1337 cm? u ~1580 cm™; mopact unTen3uTeTa NMUIUTHOr PamanoBOr Moza Ha
~2850 cm'; mopacT oyiHOCA MHTE3HUTETa MPETEKHO JTUIMMIHOT Moja Ha 2850 cm™ u mperexno
npoterHckor Moja Ha 2930 cm™, I-2ss50/1-2930.

Mapxkepu HezacuheHnocTu imnuaa y PamanoBuM criektpuma, mocedHo I-1270/1-1300, a Hajuenthe u
I-1650/1-1440, y Be3u cy ca ¢azom henmjcke cMpTH Yy K0joj ce TpeTupaHe henumje Hamase.
HajuHTeH3uBHUjU Cy y paHO]j anloNTo3U. BpeHOCTH 0BUX MapKepa He MOTY Ce MPaTUTH y CAMUM
PamanoBuM cniekTprMa 300T MpeKianama ca IpyruM MOJIOBUMa, Beh ce 710 BUX J01a3u IMpeKo
PCA ananusze.

PCA PamanoBux crnekrapa hemuja y paHoj amonTo3W H3/Baja KOMIIOHTE ca oOelexjumMa
¢docharuauncepuna. Kon henuja y xacaujum (azama amonrose obenexja dpocharuaniacepusa
crabe.

Ha ocnoBy nunuaHux mojoBa u3nBojeHux kKpo3 PCA moxe ce crehu 60sbM yBUJ Y NTpOMEHE
dochomumuaHoT cactasa (mocebHO perroH (800-1000) cm™), ypehenoctn mumuaa (Tios4/11080) 1
Iy’KUHe JUIMIHMX JaHana (Mo3uiuja Moaa Ha ~1740 cm™), mTo je moBe3aHo ca pa3nUUUTHM
MeMOpaHCKUM CTPYKTypama Koje ce JejCTBOM HaHouecTHla (OpMHPAjy WIH PEeMOAETHPAjY:
pPaHMX M KaCHMX EHIOLMUTOTCKMX BE3UKYyJa, JUIUIHUX Kalld, Mylubema henujcke meMmOpane,
aroNTOTCKUX TeJa.

Bucoko(ppeKBeHTHH CHEKTpanHu perkoH ~ (2600-3700) cm™ noajeanako ycHenHo, a y HeKMM
clly4ajeBMMa U YCHEIIHHje OJf HUCKO(PEKBEHTOr, MOKa3yje pas3jiuke u3Mely TpeTHupaHuX U
KoHTpoiHMuX henuja. Hemoctarak oBor permona je HecnenupuyHocT PamaHOBHX MO/I0Ba KOje
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CaJp KM, IIa Ce MOT'Y PETHCTPOBATH CaMO TPOMEHE Y KBAHTUTATUBHOM OJTHOCY YKYITHOT JIUITHAIHOT
U MIPOTEMHCKOT cajpkaja y henmju. 3ajennndko 3a cBe henmje ca cMameHOM BUjabuiHomhy je
nopact JHUIUJHOT Yy OJHOCY Ha MPOTEHMHCKHA CaAp)Kaj IMPEICTaBJbEH IpOMEHaMa Y
BHUCOKO()PEKBEHTHOM pernoHy. OBaj PEerHOH C€ PETKO MOXE HCKOPHCTUTH 3a Pa3IMKOBAIHC
henuja TpeTupaHuX pa3IMUUTUM HUTOTOKCHYHUM JJ03aMa HAHOYECTHIIA.

[Ipennoct PCA Bume rpyma PamaHoBUX crekrapa W3MepeHHX Ha henmujama TpeTHpaHUM
Pa3IMYUTHM J03aMa HaHouecTHna (T3B. ,,multiway* mpuctym) je mopeheme 103HO-3aBHCHOT
MHTEH3UTETA 3ajeJHUYKIX IpOoMeHa Ha 3ajenHnykoj ckamu. [Ipeqnoct PCA naposa rpyma (T3B.
,,PaIrWise* mprucTyI) je OTKPUBAKE KBATUTATUBHHUX Pa3jiMKa y IPOMEHAMa [0jeAMHAYHUX IpyIia
IPEeKO NPOMEHa OJHOCA HMHTEH3UTETa MHUKOBAa y TIJIABHUM KOMIIOHEHTamMa, a Takohe u
JIETEKTOBamkE MPOMEHa KOJ rpymna Koje ce ciabuje pasnukyjy o KoHtposie. HajkommueTHujy
ciuKy edekara HaHOUYeCTHIIA Ha henuje 1aje KoMOMHAIMja OBa JIBa MIPUCTYTIA.

Hecrangapana Bapujanta PCA, nHeneratuBna PCA, ce nmokasana moceOHO MOTOIHOM 33 aHATTU3Y
pasznuka usmely hemmjckux PamanoBux cmekrapa, Oyayhu ga je y IJIaBHUM KOMIIOHEHTama
KOjUMa je pe3yiToBaja OWJIO JIaKO IPENo3HAaTH KapakTepHCTHKe PamaHOBHX crekrapa
oapehennx Mosekya, moceOHO JIHUITUA.

Onunoc wmnHtensutera li270/l1300 y xommonentu PCl je moTeHUHMjalHH CeMU-KBaHTUTATHBHU
napamerap 3a npaheme IUTOTOKCHYHOCTH HaHouecTuIa momohy PamaHoBe criekTpockomnuje.
[Ipomene Ha henujama wu3a3BaHe JA€jCTBOM HaHOYecTHIa Koje ce wmory mnparutu AFM
MHUKPOCKONHjOM 00yXBaTajy JIerpajandjy jelapHOr cajpkaja W pPa3HOJIUKE NPOMEHE Ha
hemujckoj MeMOpanu: (Gopmupame €HI030Ma, aNONTOTCKUX Tella, MPOMEHE TIMKOKAIHMKCA H
[UTOIUIA3MATCKUX MPOTPY3Hja, TyOJbeHhe HHTErPUTETa MEMOpaHe.

[Torehame nmpoceune xpamaBoctu henuje n3mepene momohy AFM-a je moy3nanuju napamerap 3a
npaheme yTuIaja HAHOYECTUIA HETO TIPOMEHa MMPOCEYHE MIIM MaKCHUMalHe BucuHe henuje.
VYkonuko ce Ha MOBpIIMHU henmujcke MemOpaHe GopMupajy BEIHKHA KJIACTEPH HAHOYECTHIIA,
AFM cnuke Tpetupanux henuja Hehe 6MTH HHPOPMATUBHE.

ITpu ¢uxcanuju henuja 3a AFM Mmepewma Mano oxcTyname 0J] ONTUMATHOI MPOTOKOJA MOXKe
UMaTH TIOCIIENIIE Ha KBAIMTET pe3ynrarta. MmeamHo Ou OMIO Mepema BPIIUTH Ha JKUBUM,
He(ukcupaHuM henujama.
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[ Tpniosu

IpuJior 1. Pamanos cnekrap pa3masza HaHodectunia ZnO MepeH Ha miouunuy oa CaFa
(excriozunmja 180 s)
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Ipuaor 2. Yepenwenu PamanoBu ciektpu kouTposHux HelLa u MRC-5 henmja
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buorpagmuja ayropa

Mupjana II. MuheBuh (pohena Munetuh) je pohena 1985. ronune y I'opwmem Mumanosuy, rae je
3aBpIIMJIAa OCHOBHY KONy ,,Momumno Hacracujesuh* u ['mmuasumjy ,,TakoBckm ycranak®. Kao
noJjia3HUK PernoHanHor meHTpa 3a TajeHTe Yavak y 3aBpLIHOM pa3pely 'MMHa3Hje OCBOjHIIA je MPBY
Harpaxy Ha penyOnuukoj cMoTpu u3 Ouosoruje. buonomku gakynrer YHuep3urera y beorpany
ynucana je 2004. roguHe Ha cTyIujckoj Tpynu MosekynapHa ouosordja u pusuosoruja,. JJumiomMupana
je ca mpoceyHoM orieHoM 8,59 u onieHoMm 10 Ha AUTUTIOMCKOM pany ,,JleTekinja n3oGpopMu eCTpOreHCKOr
penentopa Oera (ERP) umyHompenmmuranujom u PamaHOBOM crnekTpockomujom*, paheHOM Ha
WuctutyTy 3a HykieapHe Hayke Bunya u Mactutyty 3a pusuky y beorpany. Ha buonomkom dakynrery
je 2015. rogmHe ymumcana JOKTOpCKE CTyauje, Ha Moayiny MosekynapHa OWOJIOTHja €yKapHuoTa..
3amocnena je Ha MHCTUTYTY 32 Dn3uKy, y JlJaboparopuju 3a HaHOCTpyKType LleHTpa 3a UBpCTO CTamke U
HOBE MaTepujaie, Iie je Ouiia aHraxxoBaHa Ha MpojekTy MUHHCTapCTBa IPOCBETE, HAYKE U TEXHOJIOMIKOT
pa3Boja ,,Pu3nka HAHOCTPYKTYPHHUX OKCHTHMX MaTepHjaJia U jako Kopenucanux cuctema’. Kao Hocuarg
DAAD crunenauje 3a KpaTke UCTpaKuBauKke OOpaBKe, MpoBena je mect Meceru (neuemoap 2017 — maj
2018) ua Leibniz Institute for Photonic Technologies y Jenu y Hemaukoj. [Tona3Huk je JieTbe MIKOJIE 3a
KIMHUYKY Onoporonuky y Koumopu (Ilopryran), opranuzoBany y okBupy COST akmuje ,,Biomedicine
and Molecular Biosciences Raman-based applications for clinical diagnostics (Raman4clinics)*
okto0Opa 2018. MMa o0jaBibeHa TpH paja y BpXyHCKUM Mel)yHapOIHUM Yacomucuma | IIeCT KOHIPECHUX
CaomNIITeHha Ha CKyIoBrMa Mel)yHapoaHoT 3Havaja.
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnuncanu-a Mwupjana 1. Muhesuh
Opoj nHpekca 3018/2015
UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBoMm

Edektn HaHoyecTnua CeO2 n ZnO Ha Tymopcke (Hela) n HetpaHcdopmmcaHe (MRC-
5) xymaHe henuje in vitro npoy4yaBaHu BUOpPaALMOHOM CMNEKTPOCKOMUjOM U
MWKPOCKOMMjOM Ha 6a3u aToOMCKUX cuna

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBAYKOr paja,

e [a npegnoxeHa gucepraumja y UenvHu H1 y genosuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujakbe 6GuNo koje Aunnome npema CTYAWCKUM nporpammma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBEAEHN U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTYarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 26.6.2023. roanHe




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMMaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesmme aytopa MwupjaHa [1. Muhesuh

Bbpoj nHpekca M3018/2015

Cryamjckm nporpam  MonekynapHa 6uonoruja

Hacrnoes paga Edektn HaHodectmua CeO, u ZnO Ha Tymopcke (Hela) w

HeTpaHcdhopmucaHe (MRC-5) xymaHe henuje in vitro npoy4aBaHu BuUGpPaLMOHOM

CMEKTPOCKOMM|OM U MUKPOCKOMUWjOM Ha 6a3n aTOMCKMUX cuna

MenTtop gp Corba Awwkpabuh un npod. ap NopaH bpajyuikosuh

MotnucaHw/a MwupjaHa Muhesuh

U3sjaBrbyjeMm fa je wtamnaHa Bep3vja MOr SOKTOPCKOr pada MCTOBETHA ENEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepgao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor
peno3sutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaunm BesaHu 3a gobujarbe akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3ume, rogMHa u Mecto pohewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBM nuyHM nojaum Mory ce o0OGjaBUTUM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
OmbnunoTeke, y enekTPoOHCKOM KaTanory ny nybnukaumvjama YHmeepauteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 26.6.2023. rognHe




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6mbnmoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [urutanHm
penosuTopujym YHuBepsuTeta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBom:

Edektn HaHo4decTuua CeO, n ZnO Ha Tymopcke (Hela) n HeTtpaHcdhopmmcaHe (MRC-
5) xymaHe henuje in vitro npoy4yaBaHuW BMOpPaALMOHOM CMNEKTPOCKOMNMUOM U
MWKPOCKOMMjoM Ha 6a3n aToOMCKUX cuna

Koja je Moje ayTopcko aeno.

IuncepTaumjy ca cBUM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckoM doopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBUpat-E.

Mojy OOKTOpCKY aucepTaunjy noxpaweHy y AurntanHn penosutopujym YHUBep3auTeTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBu Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjanHo
yTopCTBO — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjanHO — AEeNUTN Nog UCTUM YCIOBMMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — [€enuTu Nnog UCTUM ycrioBuMa

(Monumo pa 3aoKkpyxuTe camO jedHy oA LWecT NoHyheHux nuueHum, KpaTak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc pokTtopaHaa

Y Beorpagy, 26.6.2023. rogunHe




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OMCTPUOYLMjy M jaBHO caoniTaBah-e
aena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH og cTpaHe ayTopa
UnNn gaesaoua nuueHue, Yak n y komepuumjande cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o CBUX
NULEHLMN.

2. AytopctBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTpUbYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aerna, v rnpepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH o
CcTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
anctpubyuurjy 1 jaBHO caonwitaBake ferna, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara WNu
ynotpebe gena y CBOM fJeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH oapeheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOSfbaBa kKomepuujarnHy
ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehun o61M NpaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujarHO — OenuTu Mog UcTUM ycrioBuma. [o3sBorbaBate
yMHOXaBah-e, ANCTpMOyLUjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBefe
MMe ayTopa Ha HauuH oapefheH of CTpaHe ayTopa Wnu JaBaoua NULEHLE M ako ce
npepaga AMCTpUOyMpa MoA4 WCTOM WM CIMMHOM NuvueHuom. OBa nuueHua He
[,03BOSbaBa KoMepLuyjandy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y M jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unu ynotpebe genay csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oA CTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuujanHy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - penutm nog WUCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBawe,
AncTpmnbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnM [aBaoua IMUeHUe M ako ce npepaja
anctpubyupa nog UCTOM wunu cnuyHoMm  nuueHuom. OBa nuueHua [o3BoOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvyHa je COPTBEPCKMM rnuvueHuama,
OLHOCHO N1ueHuama OTBOPEHOr Koaa.



