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OnumTH noaany U MPOTOKOJ HCTPAKUBAKHA

Hasus Ilpojexra : YTUIIAJ] DOPMAJIMHA U [TAPA®UHCKOI' BJIOKA HA CTEIIEH
OPAI'MEHTAIMIE MOJIEKYJIA THK ¥ TKUBUMA JETPE, CPHHA 1 MO3I'A U3Y3ETUX
[MPUJIMKOM N3BODBEBA CYJCKOMEAMIIMHCKNX OBAYKIINIA

Kbyune peun : IHK, popmanun, napadhuacku 650K, cyackoMeanimHCKa ooayknuja, PCR.

IIpenmer, cagpikaj U Wb HCTPAKUBAIHA

Caxerak

VY TOKy CyICKOMEIMIIMHCKE OOIyKIHMje, Kao CTaHAapJHa MpoLeaypa, U3y3uMajy Ce MCeUIH Pa3IHIHTHX
TKHBA KOjU C€ 4yBajy Y pacTBopy (opMainHa, 0] KOjuX ce MpaBe napaguHCKu OJIOKOBH.

CaBpemeHne cTyadmje cy mokaszaine Aa je Moryhe umzonoBatu reHomcky JAHK wm ypagutu renercka
WMCIUTHBAaKkHa Ha y30pIKMa pPazIMYUTHX TYMODPCKHX TKHBA, KOja Cy YyBaHa 3aMp3HYTa WIM CKJIAJUINTEHA Y
Buay napadpuHckux OnokoBa Bume roaunHa (1,2). Ilputom je yTtBpheHo na je y pasiMuuTHM BpcTama
TyMopckux Tkuea Monekyn JJHK paszmmuutor kBanmurera. Tymaueme pe3ynrara KOju cy JOOHjeHH Y TOKY OBHX
HCTpaXxHBama Tpeba MocMaTpaTy y3 YHIEHUIY Ja je Y MUTamby TYMOPCKH H3MEHEHO TKHBO, KOj€ je 0 CBUM
KapaKTepUCTHKaMa Pa3IMyUTO O 3[PABOT, Tj. HETYMOPCKOT TKHBA.

Jlo cama cy objaBjpeHa ABa paja Koja Cy CHpPOBEIE€HA Ha HETyYMOPCKOM TKHBY, TOOWJEHOM y TOKY
00ayKIMja, alMK ce Pe3yITaTH THX HUCTPaKHBama OJHOCE Ha KpaTrak BpeMeHcku mepuon (ox 270 maHa 10 5
roJIMHa) YyBama TKuBa y napaduny (3,4).

Takohe, HE MOCTOju carylaCHOCT HAayYHWKAa HM OKO mM300pa Merojae AemapadwHM3aIje W HU30J0Barmba
mosekyna JIHK u3 napadunckux y3opaka (5-8).

Hndopmammja o Tome xonuko je ayro maTerpurer moinekyna JIHK ouyBan y mapaduHCcKM OJI0KOBHMA
30paBOT TKWBA W Yy KOM TKUBY je CTENeH (QparMeHTaldje HajMamH, kKao W uHpopMmanuje o u30opy
HajaJieKBaTHUje MeToze 3a u3onoBame JHK, mompunene Ou mocraBipamy CTaHAapla 3a NPaBIbEHE apXUBE Y
K0joj On ce mapaHCKH y30pIH TyBaJd HA HajaJCKBATHUjU HAYWH, OHOJWKO roanHa koimko je JIHK ouyBana
1 KOpHCHA 3a crpoBoljerma oAroBapajyhnx reHeTcKux aHajiusa.

Iub HeTpaKuBamba:

300r M3y3eTHOr 3Hayaja KOje HCeUlld TKMBA, Kao Hocuolm Mojekyna JIHK, mory wumaru kao
MaTepHjaIHO JIOKAa3HO CPEJCTBO Y CYACKHM MpOLIECHMa, IIMJbEBU HAIIEl HCTPaXMBama Cy Ja Ha y30pLHUMa
TKHBa 13 NMapauHCKUX OJOKOBA M M3 pacTBopa (popmaiHa, CTapuM 0 22 TOJUHE W3BPIINMO:
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1. ucnutuBame yTuiaja popmManuHa Ha aerpangaiyjy monexyna JJHK;

2. UICTITUBAKE YTUIIAja BPCTE TKUBA (CpIe, jeTpa, MO3aK) U Ty KHHE YyBamba TKHBA Y MapaUHCKUM HcedITMa
Ha o4yBaHOCT (cTeneH ¢pparmeHTanyje) monekyna JHK;

3. onTHMHU3AIM]y YCJIOBa M HaYMHA H30sI0Bama Monekyna JJHK u3 y3zopaxa.

AKTYyeJJHOCT HCTPAKMBaMbha

AmnHanu3za reHoMcke ae3okcupubonykienHcke kucenune (JJHK) nma mmpoky npumeny y ¢opeH3nukoj
reHeTuIy ¢ oo3upom aa cy moiekyiu JJHK jenuacTBenn u HenonosibuBH. ['enomcka JIHK ce Moxke nzosnoBatu
n3 OWJIO KOT MaTepujaia y KOME IMOCToje henuje ca jeapom, ra OHOJOIIKH MaTepujasl KOju Ce KOPUCTH 3a
anamusy JJHK mosxe 6utu Omito koje TKMBO wiu henuja (KpB U MpJbe OX KPBH, KOPEH [UIAKe, CEMEHA TEYHOCT,
IJbyBadKa, CIyTyM, IepeOpoCInHaHA TE€YHOCT, YPUH, aMHUOHCKAa TEYHOCT, TKMBO Y3€TO OHOIICHjOM H Ip.).
Haj6oseu pesynratu ce no0ujajy aHaIM30M KMBHX TKHUBA M KPBH, aJId U MaTepHjall ca OOIyKIHje MOXKE OUTH
yIOTpeOJFUB CBE JIOK, 300T OIMAKIMX TPYJIEKHHX IMPOMEHa, He aohe IO TMOTIYHOT YHHINTEHha jeIapHOT
Matepujana. [Ipumena ¢opensnuke JIHK ananuze mocrana je cyBepeHa merona y yTBphUBamy HIACHTUTETA
oco0a, pazjallbely CcilydajeBa KPUMUHATHUX palibH, yTBpHUBamy OUYMHCTBA, HMACHTU(HUKALMjU KpTaBa
karactpoda u Ap. Mnentudukanujy je moryhe m3Bpmmuté Onio Ha ocHOBY ymopehmBama JIHK mpodmuma
HenneHtupurosane ocode ca JJHK npodunom cponnuka, nim ce ynopehusame Bpiu ca JJHK npodpunom koju
nocToju y oarosapajyhoj apxusu y3opaka (9).

Monekymu JJHK cy y OuonomkuM marepujaiuMa 4YecTo JAerpajoBaHd 300T yTHIAja pa3TUYUTUX
(hakTopa cpeauHe, MaTepHjalii Cy OCKYIHH WJIH CaJpXKe HeKe MHXHOHTOPHE CYIICTaHIe KOje MOTY OTeXaTh
n3onanujy monekyna JIHK u3 y3opka. [Tocneauna tora je nooujame mane konmunne JJHK u3 y3opka. Otkpuhe
naHuaHe peakuuje nonmmmepase (Polymerase Chain Reaction - PCR), koja ce 3acHHBa Ha MPOLECY peIUIUKalLuje
JHK y cTporo KOHTpOJIHCAaHUM yCIIOBUMA, ITPH YeMY JI0JIa3H J0 €KCIIOHECHIINjaTHOT moBehama Opoja Moekya
JHK y peaknuonoj cmecu, omoryhuino je mpouBat y CyJICKOMEIUIIMHCKO] TPAKCH, 3axBajbyjyhn unmeHnnn na
je 3a yCreniny aHanu3y 10BOJbHO 00e30eanT MunuMande koanarnae JIHK u3 6Guononikor marepujaia (9).

Hocanamma HCTpakuBama Mokazyjy Aa je moryhe msppmutu mzonaumjy remomcke JHK wu ypagutu
TeHETCKa HCIUTHBAkba Ha Y30pIHMMa pa3IMYUTHX TYMOPCKHX TKHMBA, KOja Cy 4YyBaHa 3aMp3HyTa WIH
CKJIJIMIITEHa y BUAY NapapuHCKUX OJOKOBa M JO HEKOJHMKO JIECETHHA TOJMHA, [IPHU YEMY je Y pa3induTUM
BpcramMa Tymopckux TkuBa Mmosiekyn JIHK pasmmumrtor kBammrera (1,2). Gulisa Turashvili u capamauim
Topenui ¢y edekaT u3oianrje U3 3aMpP3HYTOT TKUBA MAaTEPHUIlE, TAHKOT I[PeBa U jeTpe W TKUBA Koje je Omio y
¢dopmanuHy pasnnuuT BpeMeHCKu mepuoa ao 7 nana (10), a Ferrer u capagHuiy Cy CIMYHO HCTPAKHUBAHE
CIPOBENIM Ha MOXKIAHOM TKHBY, 0a3zupajyhu ce Ha aHanmse reHckux Myrtanuja (11). U3 mapaduHckux 6moxoBa
TyMoOpa JI0jK€ HaKOH IepHoja O]l TpU Mecela ycnemHo cy uzonoBaHu monekynn JHK momohy Hekonmko
pazmuntux Meroja (12); u3 mapadMHCKUX OJIOKOBa PEKTAIHUX KapUUHOMA cTapux on 8 10 16 roauna (13); u3
rmapadUHCKUX OJIOKOBA JIApHHTEATHOT KapIMHOMAa HaKOH Iepuona ox 25 roguHa (14). McTpaxuBama Koja cy
CIPOBEJICHA Ha 3]IPaBOM Tj., HSTYMOPCKOM TKHBY, KOj€ je M3y3€TO y TOKY OOJyKIIHja, Cy jaKO OCKYJIHa, jep ce
pe3ysTaTé THX MCTPaXHBama OJHOCE HA KpaTak BPEMEHCKH IEepHO] YyBama TKHBA y HapaduHy, ¥ Ha Camo
MOjeIMHA TKHBA.

Hudopmarmja o Tome konmko je ayro mHTerputer Mojiekyna JIHK ouyBan y mapadurckuM O10KOBHMA
3IpaBOr TKHBa M y KOM TKHBY je CTENeH (parMeHTaldje HajMamu, Kao W uHbopmamnuje o wuzbopy
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HajaJleKBaTHUje MeToze 3a m3onoBame [IHK, mompuHene Ou mocraBibamy CTaHIap/a 3a MPaBJbCHE apXHUBE Y
K0joj Ou ce mapaduHCKH y30pIM YyBalld Ha HAjaJAeKBATHUjH HAYWH, OHOJIMKO roauHa koiuko je JIHK ouyBaHa u
KOpHCHA 3a CIIpoBohea oAroBapajyhux reHeTckux aHaiam3a.

Hpe[lMeT 1 OIIMC UCTPAKUBAKLA: 3a/1allH, METOIIOJ'IOFI/Ija, OYCKMBAaHU pPE3yJITaTH

Crynuja he OutH opraHu30BaHa Kao €KCIEPHMEHTAIHA CTYyJHja HA MaTepHjaly XyMaHOT Mopekia in
vitro. 3a anamu3y heMO KOpPHCTHTH HCEYKe TKHMBa jeTpe, Mo3ra M cpua KOju Cy WH3Y3eTH y TOKY
CYJICKOMEIUITMHCKE 0OIyKIHje ¥ YyBaHU y (OpMaiuHy, Kao u napaduHcke OJOKOBe HCTUX TKMBa. MaTepujan
ce Haja3u y apxuBu Ciyx0e 3a cyncky meauuuny u Tokcukonorujy KL Kparyjesa, a 3a meroBo xopumheme
je nobujena nosBona Etmukor onbopa KL Kparyjesam (01-2798 ox 15.03.2013. rox.).

JHK he Outn m3onoBaHa u3 y3opaka koju he OMTH CBpPCTaHU y CTapOCHE TpyIie Ha 1Mo 6 Mecelu, CBe
JIOK HE TOKaXeMO y KOM MOMeHTy mounme (parmentanuja JJHK un y xom creneny. Hakon Tora hemo JTHK
M30JI0BaTH M3 y30paka Koju ce Mel)ycoOHO pasiukyjy y OyKUHHM WHKyOaluje 1o TOJUHY JaHa, Kako Ou Owmiu
curypHu ja je nocne onpehene Bpemencke tauke JJHK 3ancra merpagoBana y BEIUKOM CTETIEHY.

Kontpoana rpyna: Kao koutponnu y3opuu 6uhe xopumthenu yzopuu reHomcke JHK uznoBane u3
KyJIType HOpManHux xyMmaHux henuja, kao u JIHK u3nosana u3 y3opaka jerpe, MO3ra W cpua oIMax HaKOH
o0aykiuje.

Hpaﬁfbel-be MUKPOCKORCKUX npenapama U XucCmaoiOulKu onuc mkKuea

[Napadurcku 610K0BU ce HakOH XJaljema ceKky Ha pe3oBe aeOspiHe 0 4 10 8§ MUKpOHA, MOHTHPA]y Ha
MpeMETHA CTakjia y BOACHOM KyHaTwiy, CyIlle, a HAKOH TOra ce MpUCTyna AenapaduHm3anuju u 00jemy
TKHBHHX pPe30Ba ca MayepoBUM XeMAaTOKCHUIMHOM W alIKOXOJIHUM €03WHOM, M UCIHPajy y PacTBOPY aIKOXoJa
pactyhux xoHrenrpamuja (mpema nporokory PT.35.01). MUKPOCKOIICKH IIpenapaTy he OUTH aHaIM3MpaHU Ha
mukpockory (Nikon SE), u orucanu MophosIommKy.

Henapagunuzayuja napagpunckux o610xo06a

3a nenapadunnzanujy hemo xopuctutu ciajcese nedsprae 10 um mo y3opky koje hemo Hajupe onpaTtu
Yy KCWJIEHY 1 PEXHIPATHCATH Y €TaHOIly ONa/iajyhux KOHIEHTpaIHja.

H3zonosawe monexyna JIHK
3a uzonauujy monexyia JJHK kopuctuhemo nBe paznuuurte MeToze:
1. Exctpaxkuuja y3 nomoh ¢eHoI-XJI0p0odopM-H30aMHIATKOX0JIA

Exkcrpakmmja y3 momoh ¢eHon-xaopohopM-u30aMUIAIKOX0JIa TPEACTaBba "3JIaTHA CTaHAapna' y H30JaIuju
monekyia JJHK. Y3opuu he Outn mHkyOupanu y mpucycTBy aurecthoHor mydepa u nporennaze K. Haxon
tora hemo nomatu ¢eHon-xuopodopM-u30aMmITaIkoxosn u neHtpudyrupata va 10000 rpm. CynepHaraHT
MPEeHOCHMO Yy HOBY ENpYyBETYy, W EKCTpakiujy mHoHoBjbamo 2 myTa. Llentpudyrupamem he JIHK Outn
cTajoeHa, a 100po ocyieH tanor hemo pactBoputu y TE mydepy.

2. ExkcTpakuuja KoMepuujaiHuM KOMILIETOM
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OBa eKCTpakiMja MpeacTaB/ba ynoTpeOy KOMEpIHjaTHOT KOMILIETa 3a u3ooBame Monekyia JJHK. Kommieran
noctymnak he Outu cpoBeieH npema mporenypu npousBohada (GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit).

Cnexkmpoghomomempuja

Konnentparmmja JIHK y y3opmmMma, kao m kBamureT u3onoBane JIHK, Owhe ompehen mepemem
aricop6aniie Ha 260 NM (A ancopbania HyKJIenHCKUX kucenrna) u Ha 280 Nm (Azg anicopOaHId mpoTenHa).
Onnoc m3mely Azgp’Azgo hemo xopucTuTH 32 oapehuBame 0HOCA HYKICMHCKUX KUCEIMHA M IPOTEeHHA, Tj 3a
onpehuBame uncTohe y3opaxa.

Jlanuana peaxyuja nonumepase (polymerase chain reaction - PCR)

3a u3Boheme PCR peakiuje kopuctuhemo mpajmepe 3a 3 reHa pa3auyuTe Ay>KUHe:
1. GPDH Bemanunne ox 150 bp,

2. BETA AKTIN Bemuuunne ox 262 bp n

3. RPL 4 senmunuune ox 600 bp.

3a PCR ammum¢ukaumjy, kopuctuhemo oarorapajyhu mydep u mpajmepe. Ilocie onTuMusupama
ycnoBa 3a uzBoheme PCR peakumje n onpehuBama onarosapajyher 6poja nukmyca (u3mehy 40 u 50), y cBUM
y3opuuma he 0uTH aMIInQUKOBaHN TIOMEHYTH T€HH.

Awmmumkonu he Outn ananmmsupanu Ha 2 % arapo3HoMm reny. HakoH emektpodopese remosu he Outu
BU3YENN30BaHU, aHATM3UPaHH U GoTorpaducaHy.

CHaza cmyouje u cmamucmuyka oopaoa nooamaxa

BenuurHa ekcriepuMeHTallHe Ipyle M3pavyyHaTa je Ha OCHOBY IOJaTaka W3 MPETXOIHHX pajoBa (8)
KOjH Cy ce OaBWJIM CIMYHOM TeMaTWKoM: mpar 3HadajHocTH (a)=0,05; crara crymmje (1-B)=0,80 (80%); 6poj
rpyna=2 npu uyemy je N1=N2. Ha ocHOBY n3pauyHaBama, HajMamu Opoj y30paka Koju je moTpedaH no roJuHu
je 6, mTo je ykymHO 3a mepuon ox 22 romuHe 132 y3opka, ogHOCHO 396 y30paka Tpu pa3inyuTa TKUBA.
W3pauyHaToM BETMYHHOM y30pKa 100H]ja ce akTyeaHa cHara cryauje ox 0,831476 (83,14%).

[Ipukymeenn nomany he 6utn yHeTH y KOMITjyTEpCKy 0a3y mojaraka, a 3a oOpamy mojaTtaka he ce
KOPHCTUTH KoMmepimjamHu mnporpamcku mnakeT SPSS for Windows. [eckpuntuBHa cratuctuka he Outu
TeHeprcaHa 3a CBe Bapujabime y cTyadju. 3HAYajHOCT pa3iuka Mo Tpynama Owhe eBHIeHTHpaHa
nmapamerpujckuM (AnoBa) wiau Hemapamerpujckum (Wilcoxon-Mann-Whitney test) y ciyuajy HempaBuiHe
auctpudynuje nonaraka. [loganu hie ce cmatpaTi craTHCTHUKK 3HAa4ajHUM yKonuko je p<0,05. 3a ogpehuBame
Ta4HOT BPEMEHCKOT TpeHyTKa kana je moiekyn [IHK HeymorpeGspuB 3a mcnmtHBame KopucTuhe ce mpoOuT
ananm3a. JepuHuTHBaH M300p CTATHCTHYKMX METOJa 3aBHCUlie o Tpupone NOOHMjeHUX IojAaTaka y TOKY
cTyauje.

Ouekusanu pe3ynmamu

Ouekyje ce Ja y y30puuMMa TKHBa YyBaHUM y (OPMAIMHY W y30pIHMa CKIAIMIITCHUM y HapaduHCKUM
0JIOKOBHMA OJIPEIUMO:
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- KOJH je MaKcuMallaH BpeMecku nepuoa GopMainHcke pukcanyje, 1a 0u ce MOrao JoOUTH 3a/10BOJbaBajyhu
y30pak 3a nzonanujy monekymna JIHK;

- K0ja je MeToja n3osioBama Moiiekyia JIHK Hajmoronunna;

- ¥ KOjOj BpCTH HCIUTUBAHOT TKMBA je Mosiekyn JJHK HajouyBanuju;

- 10 KOJIMKO roanHa je Moryhe uzonoBaru Mosiekyn JHK u3 y3opaka TkuBa u3 napaguHckux 0J10KOBa.

3Hauaj ucTpaxkuBamwa

[Momro je uckopuctuBoct Mojekyida JHK wu3 y3opaka TkuBa ¢ukcupaHor y ¢opMmaiuHy
BPEMEHCKH OTpaHNYEHa, U jaKo KpaTka, 3a (POpeH3mIKy Mpakcy je BaKHO MpoHahM ajileKBaTaH HauMH 32 UyBarbe
y30paka TKuBa HaKOH o0aykmwmje, koju he omoryhutu n3onamujy HedparmenTucanor moiekyna JJHK u HakoH
IYror HHM3a TOAMHA. AKO M3 y30paka TKUBa W3 MapaUHCKUX OJIOKOBa CTapuxX 10 22 TOoIWHE H301YjeMO
moutekyn JIHK, n nmokaxkemo y kojoj Bpctu TkuBa je JJHK Hajmame (parmMeHTHCaH, YIIpaBO OBaj METOJ MOXKE
outu oxapeheH 3a craHmapaHy UpOIENypy NPUIMKOM cBake oOaykuuje. OmaOup HajmojecHUjer TKUBA,
CTaHIapIU30Bamk-¢ HAUYWHA 3a TMpaBJbemhe NapadUHCKUX OJOKOBa M HHUXOBO aJeKBATHO UyBame, UMajo OH 3a
pe3yiTar CcTBapame apXmBe ca y30pnuMa TKABA KOoju Om Owimm JocTynmHH 3a (opeH3WuYKe aHaam3e
(upentudukanyja ocode Koje je mpe CMPTH HW3BPILWIIA 3I0YMH, YTBphUBamHEe OUYMHCTBA MM POJOMHCKHUX Be3a
HaKOH cMpTHU ocole 1 n1p.). OnTUMHI3upame nporeca aenapaduHu3anije u n3onanyje monekyia JJHK, Takohe
Ou OWIIM OJ1 BEJIMKOT 3Ha4aja 3a nobujame JJHK Bucokor kBanurera u3 mapaguHCKUX y30pakKa.

Bpemencxn OKBMD

Hctpaxusame hie ce cipoBeCTH y MEPHOLY OJI JIBE TOJIUHE.
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