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

HCXCMHUYHOT MOXJIAHOT yaapa.



1. Vsoo

1.1 Jepunuyuja

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

notpede TkuBa (1,2).

1.2. Knacugpurkayuja

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

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

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

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

1.3. Tpauzumopnu ucxemujcxku amax (THA)

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

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

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



1.4. Enudemuonocuja modxcoarnoz yoapa

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

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

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

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

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

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

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

roaummne (3,5).



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

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

MOKJaHH yaap.

1.5. ©@akmopu puzuka

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

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

Daxkmopu puzuka Ha Koje ce He MOdCe YMUYamu.:

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

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

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

Daxkmopu puzuka Ha Koje ce ModHce Ymuyamu.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

1.6. [lamogu3suonocuja axymuoe ucxemujckoe moxcoanoe yoapa

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

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

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

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



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

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

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

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



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

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

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

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

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

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



HakoH (hopmupama HHpapKTa.

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

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

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

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

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



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

Tepanujcky Mety (9,10).

1.7. Knunuuxa cumnmomamonozuja

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

Coma Scale (1,2).

1.8. Jleyerwe axymmnoe ucxemujckoe moxircoanoe yoapa

Jleuewe aKyTHOT MCXEMHJCKOT MOXIAHOT yJapa 3axTeBa YpPreHTaH MPHUCTYI jep Bpeme

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



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

a) Ilpeno3naBame cuMITOMa U OP30 TPAKEHE XUTHE MEAUIIMHCKE TOMONH.

b) Bbp3u TpaHCHOPT U NPEXOCIUTAIIHO UCITUTHUBAE.

c) IIpexocruTamHe omImTe TEPAINUjCKe MEpe.

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

ynapa.

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

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

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

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

MHUIICBA Ca HWAYKOBAHUM MOXKIAHUM YIdpOM. Henocrarak MHUHCPATTOKOPTUKOUIAHOT



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

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

HaKOH MI/IHIjCF HCXCMHUYHOT MOACIIa MOXKIAHOT yaapa.

2. lumwesu u xunomese

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

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

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

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

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

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

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

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

e Hcnuratu A€jCTBO CIIUPOHONIAKTOHA HA cTabmnm3anujy NFkB tpaHckpummmuoHor

(akTopa y eKCriepuMEHTAIHUM TpyliaMa HaKOH in Vitro eKcriepuMeHara.

2.1 Xunomese

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

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

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

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

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

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

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

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

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

penepdysuonor omrehema.

3. Mamepujan u memooe

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

kopuithene henuje uz 22-25 nacaxe.

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

3.2.

Jlabopamopujcke scusomuroe

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

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

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

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

3.3. Excnepumenmanue epyne

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

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

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

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

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

noueTKy penepdysuje.

In vitro:

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

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

eKCIIepUMEHATA.

3.4. ExcnepumeHmantu Mooenu MOo*cOanoe yoapa

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

ga C3BL6 mumesuma.

3.4.1. Kuceonuuno-enyko3na oenpusayuja

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Hemoryhe je goctuhu  AyXMHYy  yrypaHor

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

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

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

3.5. [lemexyuja unghopmayuonux pubonykieunckux xuceiuna (uPHK)

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

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

NPEAXOAHO TMojeneHoj MukponeHtpupyru Ha 4 ° C mHa 12000 x g 15 wmwuHyTa.

18



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

1o 100 ul TE mydepom uspadyHaBameM u3 popmysie:

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

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

Pesep3na tpanckpunumja (PT) merona ykparko, HampaBibeHa je MemaBuHa ykynHe PHK
(kommunna ykynmae PHK je m3nocunma 2 pg), 1 pl pactBopa oligo (dT) 1245 (500 pg/ml
Invitrogen Corporation, NY, U.S.A) u 1ul pactBopa 2'-neokcunykieorun S'-tpudocdara
(ANTP, Invitrogen Corporation, NY, U.S.A),koja je moToM momymeHa mo 12 pul
JIECTUIIOBAHOM BOJIOM M 3arpeBaHa 5 muHyTa Ha 65 °C y PCR mammuu (PTC-200 Paltier
Thermal Cycler; MJ Research, U.S.A.) Ilo 3aBpuieTky 3arpeBama caipxaj je CTaBJbCH Ha JIe]
map MHUHyTa HakoH yera je nmoxato 4ul 5X mydepa 3a cunresy jenHonmanuanux kJIHK
monekyna (5X First-Strand Buffer Invitrogen Corporation, NY, U.S.A), 1 pul
pexoMOuHAaHTHOT WHXUOHWTOpa pubOoHykieaza ( 40 jemunura/pl; RNaseOUT; Invitrogen
Corporation , NY, U.S.A) u 2 ul 0.1M autnorpeutona (DTT; Invitrogen Corporation , NY,
U.S.A), a HakoH 2 muHyTa uHKyOanuje MemasuHe Ha 42 °C y PCR mamunu, 1 pl enzuma
peBep3He Tpanckpunraze (200 units SuperScript™ II Reverse Transcriptase; Invitrogen
Corporation, NY, U.S.A). Memasuna je 3atuM uHKyOnpana 50 mmuyta Ha 42 °C y PCR
Mamnay. [locne 3aBpiieHe nHkyoanuje, 1a 61 ce U3BpIINIIa HHAKTUBAIMja JOIaTUX €H3UMa,
MernraBuHa je 3arpeBana 15 munyrta Ha 70 C y PCR mammnu. [To Hacranky kJIHK monek