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Jlatrym onOpane aucepTrainmje:

CAXETAK

lanexkTuH-3 je TIMKONPOTEHH KOjU OCTBApYyje passInuuTe, YeCTO U IOTIYHO CYNPOTHE YyJOre y
pasIMuuTUM HHGIAMAIMjCKUM peakirjama. ¥ 0BOj CTYAHjH j€ aHAJIM3MpaHa yJora rajeKTuHa-3
y npumapHoM OmnujapHoM xonaHrutucy (enri. Primary Biliary Cholangitis, PBC) uza3Banom
oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans). PBC je wu3a3uBan
unpexuurjom muieBa C57BL/6 uHTpanepuToOHEaTHOM alIMKalKujoM OakTepuje Ba MmyTa y TOKY
JIBE Heqlesbe. Yiora rajiekTuHa-3 y narorene3u PBC ananusupana je kopuiithewem Lgals3—/— u
MUIIIEBA TPETUPAHUX UHXHOUTOpOM ranektuHa-3, GM-CT-01. Ananu3upanu cy XUCTOJIOIIKA H
ceposomku napamerpu 6omnectu, Genorun neHaputckux, NK, NKT u T henuja u aktuBanmja
uHpnamazoma. Cnabuje u3pakeHa OojecT ca 3Ha4ajHO MamUM olTehemeMm OHIMjapHUX
kaHamuha W MamoMm (GHOpPO30M jeTpe neTekToBaHa je y rpymama Lgals3—/— u wmwineBa
TpeTupaHux uHXuOMTopoM ranekruHa-3, GM-CT-01. VY jerpama wild type wmwumesa
uHpumpanux Oaktepujom N. aromaticivorans je y wuHuITpaTHMa JeTekToBaHa Beha
3acTymsbeHocT nHdpnamanujckux Makpodara, NK, NKT u T henuja. denenuja Lgals3 u tperman
uHxuburopom ranektuHa-3, GM-CT-01, cmamyje omrehewe OunujapHux kananuha, ¢puOposy
JeTpe, MOHOHYKJIeapHU MHMUITpaT, ekcupecrjy nHpiamazoma NLRP3 y unpunrparuma y jetpu
u nponykuujy IL-1B y jetpu mumeBa nHpunupanux Oakrepujom N. aromaticivorans. In vitro
crumynanuja Wwild type meputoHeanHux wmakpodara Oakrepujom N. aromaticivorans 3a
nocnenuny uma Behy ekcnpecujy NLRP3, axktuBHocT kacmaze-1 u mpoaykuujy IL-1B y
nopehemy ca CTUMyIHCAaHUM TepUTOHEaTHHMM Makpodaruma Lgals3—/— mumesa. GM-CT-01
takohe peaykyje aktmBanujy DC wm ekcmnpecujy murokmnaa IL-4, IL-1p u p40, 3ajemqHuuxe
cyojeaunune 1L-12 u IL-23 y DC in vitro crumynucanum 6akrepujom N. aromaticivorans.

Hamm pesyntatu ykasyjy Ha 3Hayaj TajekTHHa-3 y crtumyiaudju uHpraamanuje y PBC
n3azBaHoMm uHbekijom d6akreprjom N. aromaticivorans, a xoju ce oriena y akruBaiuju DC u
napaamazoma NLRP3 u mocienuunoj nmpoaykiuju IL-1B, u yka3yjy aa rajekTuH-3 MOXe aa
Oyzne MeTa JeloBama MOTEHILHUjaIHUX HOBUX JieKoBa. ['aleKTHH-3 je BEpOBATHO YKJbYUYEH Yy
nH(IaMaIMjCKH OATOBOP Ha KOMEHCallHe OakTepuje I[peBa INTO MOXe Aa OyJe WHIUjaIHU

OKHJIa4 3a Pa3B0j MPUMAPHOT OMIIM]japHOT XOJIAHTUTHUCA.






ABSTRACT

Galectin-3 has the role in multiple inflammatory pathways. Multiple-hit etiology of primary
biliary cholangitis (PBC) and evolving immune response at various stages of the disease include
involvement of Gal-3 in PBC pathogenesis. In this study we aimed to clarify the role of Gal-3 in
Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans) induced biliary disease. Primary biliary
cholangitis was induced in C57BL/6 mice by two intra-peritoneal injections of N.
aromaticivorans within 2 weeks. The role of Gal-3 in PBC development was evaluated by using
Lgals3—/— mice and mice treated with Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01. The histological and
serological parameters of disease, phenotype of dendritic, NK, NKT, and T cells and
inflammasome expression were evaluated. Marked attenuation of the disease in Lgals3—/— and
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, treated mice is manifested by the absence of bile duct damage
and fibrosis. Liver infiltrates of N. aromaticivorans infected wild type mice had higher incidence
of pro-inflammatory macrophages, NK, NKT, and T cells. Lgals3 deletion and treatment with
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, reduced liver damage and fibrosis, inflammatory mononuclear
cell infiltrate, expression of NLRP3 inflammasome in the liver infiltrates and interleukin-1p (IL-
1B) production in the livers of N. aromaticivorans infected mice. In vitro stimulation of wild type
peritoneal macrophages with N. aromaticivorans caused increased NLRP3 expression, caspase-1
activity and IL-1B production compared with Lgals3—/— cells. GM-CT-01 reduced activation of
dendritic cells and expression of IL-4, IL-1B, and p40, common subunit of IL-12 and IL-23 in
dendritic cells in vitro stimulated with N. aromaticivorans. Our data highlight the importance of
Galectin-3 in promotion of inflammation in N. aromaticivorans induced PBC by enhancing the
activation of dendritic cells and NLRP3 inflammasome leading to enhanced production of IL-1,
and indicate Galectin-3 as possible therapeutical target in autoimmune cholangitis. Galectin-3
appears involved in inflammatory response to gut commensal leading to PBC



3AXBAJTHULIA

VY BpemeHnuma Kkoja he ce maMTUTH, aKO YONIITe W OCTaHy y cehamy, 1Mo HEIOBpUICHUM
MIOCJIOBHMA ja €TO JIPYTH MyT JOKTOPUPaM BOJHOM paclioMaMJbEHE BIAacTH. J[Ba IyTa je umak /Ba
nyTa.

Heka —ox MeHe um OiarociioB, nako ce He Moxe pehu onpoctu uM boke He 3Hajy mTa YUHE.
3Hajy ¥ 371 Cy.

Wnaxk y Bpeme Jby KOj! CBE IITO AOAMPHY YMHE HUIITABHUM, UMao caM cpehe ma y u3paau ooe
nucepranyje capaljyjem ca auBHUM ocobama: Mapujom u JeneHom MunoBanoBuh u bojanom
CrojanoBuh. CBaka of1 BUX TpH 3aciyxyje yckinuk: Ecce homo!

OO6uuHO ce Jbyu 3aXBaJby]y M 3BaHMYHUIIUMa DakynTeTa 1 YHUBEp3UTEa ajld ja TO HE MOTY Ja
ypaauM TIOMITO Cy Cajia Ha pely MUIIEBU KOjH Cy CTPaJald TOKOM H3paje Te3€, OHU Cy MMaJH

BUIIC 3aCiIyra U KypaxKu, a ME€CTa BUIIIC HEMaM.
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1. YBOJ

1.1. IIpumapHu OWINjapHU XOJAHTUTHC

[Mpumapuu Ounujapuu xonanrutuc (enri. Primary Biliary Cholangitis; PBC) je xpoHu4HO
3amajbelCKO 000JbEHE jeTpe Ca ayTOMMYHCKOM OCHOBOM, KOj€ KapaKTEpHIIy: JECTPYKTUBHO
TUMQOIUTHO  3ama/belhe  WHTPAaXEMaTHYHUX OJKYYHHX KaHaimuha, TIPUCYCTBO  aHTH-
MHUTOXOHJpHjckux anTutena (eHri. Anti-Mitochondrial Antibodies, AMA) crnenuduynux 3a
ayTOAHTUTEH KOjH C€ Hala3u y MUTOXOHApUjaMa U U3Pa3UTO Yelihe jaBibambe OOJIECTH Y )KEHCKO]
nonyiaidju (1, 2). KibydHu ceposioimikd Hama3 y MPUMapHOM OWIMjapHOM XOJAHTHTHUCY je
npucycTBo AMA- anTHTena crienuUIHNX 3a 00JIeCT Koja ce NeTekTyjy y Bumie 95% obomennx
(3). OBa ayroanTutena crenuduyHa Cy 3a aHTUTCHCKY ACTepMHHaHTY E2 koja ce Hamasu y
CKJIONY pa3IMYUTHX JIeJOBa CJIOXKEHOT €H3MMa JEXHJIPOreHa3e CMEUITeHE Y MeMOpaHH
mutoxonapuje. Te cybjenunuie cy: 2-oxo-acid (20ADC-E2), nupysar (PDC-E2), pauBactu
nanai 2-oxo-acid (BCOADC-E2) u 2-oxo-glutarat (OGDC-E2) (1). /loMHMHaHTHH ayTOAHTHICH
y oBoj Oonectu je PDC-E2. [Ipecranak TonepaHnuje Ha oBaj ayroaHTureH npahen je pa3Bojem
omrehema Ownujapaor emutena (1). Ce o 2015. roawue, oBa 00J€CT je y 3BaHHUYHO]
HOMCHKJIaTYpH Ha3WBHA: mpuMapHa OunmumjapHa uuposa (on enri. Primary Biliary Cirrhosis;
PBC), mehyytum ckpahenuria je ocrana ucra (4).

Mexanu3mMi HacTaHKa M pa3Boja OO0JIECTHM Cy BEOMa CIIOXKEHH W TMOApa3yMeBajy TyOWTaK
TOJIEpaHIIMje Ha ayTOAHTHUIEHE NMPHUCYTHE Yy XOJIAHTHOLMTHMA ILITO j€ y3pOK HHpIamanuje ca
nocneanuHuM omtehemeM OunmjapHux kaHanwha, pa3BojeM xolnecTtaze u (ubpose jerpe. Y
HaCcTaHKy M pa3Bojy 0OJIECTH yJIOTY WTrpajy: u3liarame ofpeheHnM cyrcranmama MpUCyTHHM Y
OKpYXeHbY, UMYHOT'€HCKa IIPEIUCIIO3UIIMja, eMUIeHCKa KOHTPOoJa OUIMjapHOr enuTena, ypoheHu
U CTEYEHU MMYHCKHM OJrOBOp U mopemehaj mpoaykiuje KyuyHe KHcelnuHe. Tek of ckopa ce y
natorenesn PBC-a pa3marpa 3ajelHMuYKa yjora HMYHCKHX MeXaHu3ama, mopemehaja
MPOYKIIHj€ KYIHUX COJH, PYHKIIHMje OMIHjapHOT TPAHCIIOPTA U alloNTo3¢e XoJaHruoimra (5).
Jlanac ce cmarpa J11a je 3a moueTHo omreheme OUIrjapHor enuTesna, y 0B0oj 00JIeCTH, HEOMXOTHO

Jla ce CYCTeKHY I'€HCKM, €MHIeHCKH M (DaKTOpu OKOJHMHE, a Jla Cy KOMOWHOBAaHM MMYHCKH H
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nHQIaMaIMjCK OAroBop Ha omrteheme mocienuia npuMapHe Jie3uje enuTelia U Ja Ccy
OJI'OBOPHU 3a XPOHHUYHHU TOK 000sbema (6). KimHuuke mpesensaiuje 001eCTH Kao U OJrOBOPH
Ha Tepamujy cy Beoma xereporenu. Kiuawuke wanudecrammje PBC  Bapupajy on
ACUMIITOMATCKE XOJIeCTa3e Koja ce JCTEKTYyje caMO OMOXEMHjCKUM TECTOBHMA, MPEKO IT0jaBe
cBpaba KOXE H3a3BaHOT XOJeCTa3oM, J0 (araJHOr HCXOAa yCJell 3aBpIIHOT CTaHjyma
owmjapae 1tupose. Kpajwu cramujymm mupo3e y PBC mory ma Oyny momsiora 3a pasBoj
XEMaToIeTyJIApHOT KaplUuHOMa, ald He W XosaHruokapuuHoma (7). CepyMcku OHOXEMU]jCKU
MapkKepH, KOHIICHTparuja ankamae ¢ocdaraze u OunupyOMHA, MOTY Ja Ce KOPHCTE Kao
napaMeTpH Koju yka3yjy Ha moTpeOy TpaHCIUIaHTalMje U Kao nmoMohHu mapameTpu 3a npaheme
oaropopa Ha Ttepanujy (8). Ha OCHOBY XHCTOJIONIKHMX TPOMEHA MpUMapHH OWJIHjapHU
XOJAHTHTHUC C€ KIACU(PUKYje Y HEKOJIHMKO CTAJANjyMa: MIPBU CTAHjyM- IIOPTHU XEMATHTHUC; APYTH
CTaJMjyM- TICPUIIOPTHU XCMATHTHC; TpehH cTaaujyM- centaiHa ¢ubpo3a (OpUIMHT HEKpo3a) U
4yeTBpTH cTaaujym- nuposa (9, 10). Crenen XuCTONOMIKN BepupHUKOBaHEe CHHYcOoHIHE (Hrudpose
MOXE Jia YKaK€ Ha KIMHHYKHA HMCXOJ OOJIECTH HE3aBHUCHO O] OMOXEMHJCKHX U CEPOJIOIIKHX
napaMmerapa: JeKOMIICH3aIHja jeTpe, CMPT yCIIe] X0JeCTa3e/TPaHCIUIaHTaIN]e JeTpe, CMPT yCIe/

MOPTHE XUIEPTEH3H]je, CMPT yciea Apyrux kommuukaiuja PBC u npexusipaBame (11).

1.1.1. TI'encku ¢axropu

Ha ynory renckux @Qaxrtopa kao ¢akropa pusuka 3a pa3Boj PBC ykazano je y OpojHUM
CTyavjamMa y KOjuMa je ToKa3zaHa KOHKOPJAHTHOCT oJ 63% KoJ MOHO3WUTOTHUX Onu3aHama u
Beha croma jaBibama 060s1ecTH y opeheHrM nmopoaniama ca pelnaTuBHUM pusukom ox 9.13-10.5
y TPBOj JIMHUjU cpojacTBa 10 1,66 y meroj auamju cpoacta (12,13). IpeBanenna AMA konx
ocoba y npBoj auHHju cpoacTsa je 13.1%, a y xonTposmm 1%. ITopen Tora Beha je mpeBaneHma y
’KEHCKO] TOIyJanuju y npBoj tuHuju cponctea (cectpe 20.7%, majke 15.1%, hepke 15.1%) y
nopehemy ca MyIIKUM CpOJAHUIMMA Yy NpPBOj JUHMjU cpozcTBa (O6paha 7.8%, oueBu 3.7% u
cunoBu 0%) (13).

Omnucana je yapyxkeHoct oapehenux renckux Bapujantd HLA, amu u non-HLA rena, u Beher
pusuka ox passoja PBC. Ilpoayktu rena xoju mosehaBajy pusuk on pasBoja PBC monynumry
mpoliece KOju UTpajy yJIory y maToreHe3u OO0JIeCTH, Ha KOje Y MCTO BpeMe yTUdy u (pakTopu
okpyxkema (14). Yapyxenoct oapehennx HLA asena u pa3Boja PBC ce pasnukyje 3a onpelhene
momnyJiaigje, ma cy Tako y eBporckoj momymanuju ameaun HLADRB1*11 m HLA-DRB1*13
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yapyxeHu ca MambuM pusnukom (15, 16), nok cy mehy Jamaniuma anenu HLA-DQB1*06 u HLA-
DQB1*03 yapyxkenu ca Behum pusukoMm oj pasBoja Oosectu (6, 17). Melhyrum kopenammja
n3mely npucycrsa oxpehenor anena HLA u Beher ninm mamer pusuka of pa3soja PBC je mama
y nopehemy ca onrcaHuM Kopenanyjama 3a Apyre ayToMMyHCKe OOJIeCTH.

On non-HLA rena, najseha yapyxenoct PBC u oapehenux BapujaHTH IMOKa3aHa je 3a I'eHE
IL12RB2, STAT4, STAT1, CD80, IL12A, NFKB1, IL7R, TNFSF15, CXCRS5, DDX6, RF8, unju
MNPOAYKTH KOHTPOJMIIY OpojHE HMMYHCKE peakidje, Kao LITO Cy Mpe3eHTalfja aHTUTEHA,
mudepeHimjapja MMMQpoIUTa, IMyHCKH OArOBOp Ha Mukpoopranusme (18-20).

Mely HaBeneHUM reHMMa M3IJesa Ja Haj3HauajHUjy yiory y naroreHesu PBC umajy renu uuju
MPOJIYKTH KOHTPOJUIILY CUTHAJIHE myTeBe Koje crumynuiie IL-12 u xoju umajy Ouaupexunone
yliore y pa3Bojy Ooiect jep Cy KJbYYHH Cy 3a aKTHBaNWjy W JudepeHTOBame HAaMBHUX T
auMponuTa y npasiy uHduamamuckor Thl ¢enoruna, anu u 3a cuHre3y u nydewe IFN-y xoju
uHXuOupa pas3Boj uHbuamanujckux Th1l7 mumdonurta (21). Crymuje y kojuma cy pabene
MMYHOXHUCTOXEMUjCKe aHayu3e jerpu obonenux ox PBC yka3yjy Ha 3Hayaj CUTHAJIHMX ITyTeBa
IL-12 u IL-23 y PBC (22). Oapehene Bapujante rena 3a xemokun CCL20 cy yapyxene ca
MamuM pusznkom oxa pasBoja PBC (20), jep unrepakiuja xemoknna CCL20 u XeMOKHHCKOT
peuentopa CCR6 uma ynory y nudepeHuyjanuuju U GyHKIUjU TUMQHOT TKUBA Yy CIy3HHIIaMa,
xomuHry Th17 mumdorura, omrehewy ounujapHor enutena u GyHkuuju epekropuckux CD8+T

auMdonuTa y HopTHOM TpakTy (23-25).

1.1.2. ®daktopu OKOJIHHE
[Ipernocrassba ce Aa Buiie GpakTopa U3 OKpYKema MOTY J1a Oy[y HeKa BpCcTa OKHada 3a TMPeKu/]
TOJIEpaHIMje Ha MUTOXOHJPHjCKE aHTHUTEHA YWME 3all04Hibe NPBH, KIbYUYHH KOpaK y Pas3Bojy
PBC. Iloka3zana je Beha mpeBanenna PBC y ypbanum Hero y pypamHuMm npenenuma y by
Kactny y Enrneckoj, mro ce moBe3yje ca BehoM H3JI0KeHOIIhy OPraHCKUM jedUmbCHhIMa Koja
umutupajy PDC-E2 (26). Ctyauje koje cy cupoBeneHe y Enrieckoj u CjeumbeHIM AMEPUIKUM
JlpxaBama ykasajne cy Ha Behu pusuk ox pasBoja PBC y momynanuju mymaga (27), mro ce
o0jammbaBa YHMILCHUIIOM Ja JyBaHCKM JUM WHIyKyje Thl wumynckm oxarosop. Crynuja
cnpoBenieHa y PpaHilyckoj nokasaia je Behu pusuk of pa3soja PBC u y nonynanuju nacuBHUX
myliaya, a MMOKa3aHo je M Jla JlyBaHCKH JHUM CMambyj€ PEeryjJaTopHe aKTUBHOCTH JI€HAPUTCKUX

hemuja (enrsn. Dendritic Cells, DC), mox apomMaTW4HH yrjbOBOJAOHHIM IMPHCYTHH Yy UMY
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UMUTHPAJy MHTOXOHJPUJCKE AayTOAaHTHI€HE W TaKO BEpPOBAaTHO JONPUHOCE TPEKUAY
ayroronepanije (28). Pexypentne ypuHapue nndeknuje usaspane bakrepujom Escherichia coli
nosehaBajy mancy obosbeBama ox PBC jep unaykyjy npoaykuujy cneunpuyaux antu PDC-E2
antutena (29). CauyHM MEXaHU3MH IPEJIOKECHU Cy Kao o0jallmbere 3a moBehaHH PH3HK O]
pa3Boja PBC mocne uHbpeKIHja ApyruM MHKpoopraHu3mMuMa kao mmro cy: Novosphingobium
aromaticivorans, H. pylori; C. pneumoniae; M. gordonae; Epstein—Barr virus;
Cytomegalovirus; Toxoplasma gondii; L. delbrueckii (30) (31). HcrtpaxuBama aHUMaIHUX
Mojienia 0OJIECTH Cy IMOKa3aia J1a KCeHOOMOTHIM Kao HITO je 2-OKTWHOWYHA KUCENMHA, Urpajy

ynory naroreHesu PBC (32).

1.1.3. Ilopemehaju enurencke peryJjanmje

V jerpu o6onenux oq PBC noka3zana je uamemena excupecuja 35 mukpo PHK koje urpajy ynory
y nponudepanuju henuja, henujckoj cmptu u omrehewy (33). M3memusau jona AE2 (eHr.
Anion Exchanger 2, AE2) perynume cekpeunjy HCO3 koju onpaa OMKapOOHAHTHH ,,IITUT"
Ha aluKajHO] MOBPLIMHM OWiMjapHOr enuTena mTtutehu tako oBe henuje ox mTeTHOr edexTa
kyunux kucenuHa (34). Mukpo PHK, miR-506, perymume excnpecujy AE2 u Bume je
eKCIIPUMHpPaHa y UHTPaXeMmaTHYHUM KydHHM Kananuhuma obonenux ox PBC (35). IIperepana
ecknpecrja MIR-506 y xonanruomutiUma in VIitro 3a mocieauily uMa cMameme ekcrpecuje AE2,
a Omokupame MIR-506 y oBum henujama mosehaBa axtuBHOCT AE2 (36). McnutuBamem
enureHcke perynanuje y PBC mokazaHo je ma moctoju 3HauyajHa Be3a u3Mel)y OummjapHoOr
omrehewma u mopemehaja perynanuje MMYHCKOT OJroBopa M JOHEKiIe je oOjaiimeHa Beha
WHIIUJICHIIa 00JIECTH Y )KEHCKO] TOIyJIaIliju.

Xomauruonut |y KojuMa je moBehana ekcmpecuja MIR-506 excnpumupajy  Buile
uH}IaMaIMjCKUX U Mpo-pUOpPOTCKUX MoJieKya 1To noBehaBa henujcku cTpec U YMHM OBaKBe
henuje oceTsbuBUjUM Ha xy4yHe kucenune (36), anu u mosehasa excnpecujy PDC-E2, mTo Moxe
Ja yKake Ha Be3y u3Mel)y emureHcke perynamnuje, omrehema henmnja u mopemehaja perynamuje
uMyHckux peakuujay PBC.

[Topen Tora, miR-506 je mokanm3oBana Ha X(Q27.3 xpomo3omy (37) mTo MOXe Ja yKaxe jaa
nopemeheHa enmureHcka MHaKTHBalnMja X XpOMO30Ma U IMOCIEAWYHA MPEKOMEpHA eKCIpecHja

mMiR-506 nompunoce Behoj uanuacHn PBC y )EHCKO] TOMyJIalHjH.
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VY jerpama obonenux ox PBC nalhena je m moehana excrpecuja MiR-21 koja mMoxke ma Oyne
yKJby4CHA y mpoliece Hekportose (38). buoxemujcku mapaMeTpu KOju yKa3yjy Ha X0JIeCTa3y KO
MHILIEBA KOjHMa je 0GIMTEpHCaH XKydHH KaHal ¢y 605bi ko1 MiR-217" y mopehemy ca wild-type
MUIICBUMA, a KOJ KbUX je MMOKa3aHa 1 nmoBehaHa eckmpecuja HyKJIeapHOT perenTopa Koju Be3yje
xyune kuceanne- FXR (enrn. Farnesoid X Receptor, FXR) 1 HEKOJIHMKO TpaHCIOpPTEpa *KYIHUX
KHCEJIMHA, IITO CBE 3ajeIHO yKa3yje Ha Moryhu xomectarcku epexat MiR-21 u Hekponrose (38).
[Tokazana je u Beha ekcrpecuja MiR-21 y epexkropckum CD8+T nmmdornuruma ynypxkeHa ca
BehoMm mpoaykuujom MH(pIAMANKUjCKUX UTOKHHA Y Monerny PBC-a xoju pa3Bujajy JOMUHAHTHO
HeratuBHu T1Qfbr2 mummesu (39). OBu momaum ykasyjy u Ha 3Hayaj MiR-21 y perynauuju

MMYHCKUX MEXaHH3Ma 3HauajHux 3a pa3soj PBC.

1.1.4. UmyHcka gucperyaaunujay PBC
PBC kapakrepuilie MyITUIMHUjCKa UIMYHCKa AUCpEryalrja u ryoutak ayroronepanuuje PDC-
E2 komruiekca mTO 3a MOCIHEAUIly MMa IubaHo orreheme xomanruonuta (40, 41). AutH-
MUTOXOHJIPHjCKA aHTUTENA, criennuduyHa 3a 60JIecT, ce Be3y]y 3a HMYHOJJOMUHATHE €MUTOIE Ha
PDC-E2 nonupanor y yHyTtpammoj Memopanu mutoxonapuja. PDC-E2 caapxu Be3y TunonyHa
KHCEJIMHA-JIM3UH KOja je HeOMXO0/1HA 3a OBO IPEMO3HABAKE U aKTUBALIN]Y UMYHCKOT cuctema (42,
43). be3 003upa Ha TO IITO je OBaj AyTOAHTUT'CH YOUKBHUTAPaH IMJbaHO OIlITehemne X0MIaHTHOIHUTa
je BepoBaTHO Tocienuma adepaHTHe Moaudukanuje mutoxoHapujckoor PDC-E2 ymyrap
aroNTOTUYHUX TeJallana OuanjapHUX enuTeNHuX henuja, Koje oprkaBajy OBaj €IUTON UMYHCKH
UHTakTHUM. OBaj MMYHOT€HU KOMIUIEKC MpENo3Hajy LMpKylIullyha aHTHTENa IITO pe3ynTyje
(bopMupameM aHTUTCH-aHTUTENN0 KoMIuiekca (44, 45). V pa3soj PBC-a ykipydeH je crieruduvaau
MMYHCKH OJIFOBOp Ha INTa yKaszyje u mopactT AMA y cepymy anu U uHUITpanuja jeTpe u
noptHux mpocropa obonenmux CD4+T u CD8+T mumdponmruma (46, 47). Ilomymammja
epexTopcko Memopujckux CD8+T nmumdonmtu xoja ce y jerpama 000JIeNHX JIOKAIN3Yje OKO
MOPTHHUX ITyTE€Ba TPENO3Haje aHTHIeHCKe ceKBeHIle yHyTap momeHa PDC-E2 kommuiekca koju
CaJpKH JIMITONYHY KHCEIIMHY U IOTPUHOCE IIUJbaHoM omTehewmy Ounijapaux myresa (48, 49). YV
pa3Bojy Gonectu yiory umajy Thl7, Thl xao u ponukynapau nomarayku iumdoruru (50, 51).
Cramgujym Beh oamakiie ¢GpuOpo3e yapyKeH je ca CKpeTamkeM HMMYHCKOT ojaroBopa ka Thl7
dbenotuny y kome nomuHupa mpoayknuja IL-17, IL-6 u TGF-f mro je morBpheno y

unduntparuma jerpe obonenux ox PBC-a (52, 53). ®onukynapau momaradku T auM@ormTH,
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takohe Hahenu y Behem Opojy y jerpama obonenux ox PBC-a, 06e36ehyjy Heonxoany nomoh B
aUMQOIUTHMA KaKo OM MPOAyKOBaIM Crenu(UUHUX aHTHTENa nmpoMemeHux kiaca (54). Treg
henuje ce Hanase y mameM 0pojy y jerpu odosenux ox PBC (54, 55).

Ha 3nauaj ypohene umynoctu y pasBojy PBC yka3yjy npucycTtBo rpaHyjioMa U MOJUKIOHCKA
npoaykuuja IgM, anu MexaHuW3MH ypolhleHe MMYHOCTH CaMH 1O ceOM HE3aBHCHO O] CTEUYCHE
UMYHOCTH HHUCY JIOBOJbHHM Jla H3a30By mpekuj ayrtoTtonepanimje (56). XomaHruouutu
excnpumupajy TLR Kkoje akTuBUpajy pa3iIM4YUTU JIMTaHOW YKJbYy4dyjyhn  TOpoOaykTe
MHUKPOOpraHu3ama, IMTO UHAYKYje IPOAYKIHjy npouH(IamManujckux ¢axtopa kao mto cy NF-
kB, CX3CL1 u IL-8 xoju gopuHoce omTehewy OWIMjapHUX eNUTENHUX henuja U perpyryjy
edexropcke henmje mmyHckor cucrema y moprtHe myreBe (57, 58). Ilosehana ekcmpecuja
CX3CL1 y omrehennm xomanrmonutuma npusiaun CD4+T u CD8+T mumdorure koju ce y
BeheM Opojy Hanase y jerpu obosnenux on PBC-a (57). Jeana ckopuja cryadja ykasaia je Ha
noBehame Opoja cynpecopckux henuja MUjeIOUAHOT OpPEKIIa y jeTpH 000IenuX 0/ MPUMapHOT
OUIIMjapHOT XOJaHTUTUCA U J1a BbUXOB Opoj Kopenupa ca OMOXeMUjCKUM MapaMeTpuma 00JIecTu:
koHueHTpauujom ALP-a u ounupyouna y cepymy (59). V npucyctBy mmpkyaumryhnx AMA u
aroNTOTCKUX XOJIaHTMOLUTA, Makpodaru nosehasajy eknpecujy nporuHQpIaMannjcKor HUTOKHMHA
IL-12 u Tako 0BOZE y BE3y aloONTO3y XOJAHTHOLIUTA U OATOBOP Ypo)eHOT MMYHCKOT cHcTeMa
(60). Beha 3actymbenoct NKT henuja je nokasana y jerpu obonenux on PBC-a y mopehemy ca
3napaBuM KoHTposiama, ka0 U NK henmja koje Takohe pompuHoce omrtehemy XOTaHTHOINTA,
ocnobaharmby ayTOaHTHIeHAa W aKTHBAIMjH ayTopeakTwBHUX T mnumdorura (61, 62). MAIT
hemuje (enrn. Mucosal associated invariant T cells), uaBapujantaun T numdouuT Mykose, cy
HOBa momynanyja henuja ypol)eHe UMYHOCTH KOje CHHTETHIIY M cekpeTyjy uutokuHe IFN-y,
TNF-a, IL-17, unm He3aBUCHO, WM TI0 CTUMYJIAIM]H MHUKPOOPTaHU3MHUMA, a MPUCYTHE CY Y
MarbeM IPOICHTY y jeTpH U KpBH obostenux ox PBC-a y mopehemy ca kontponama (1, 62, 63).
CBH MeTaboNuTH, HYTPHUJEHTH, OAKTEPHjCKH MPOAYKTH Kao W hendje MMyHCKOr CHUCTEMa U3
peBa MyTeM MOPTHE LUpKyJanuje mpBo ojanaze y jerpy (64, 65). Ilopen tora, mocpencTtBom
SHTEepPOXEMaTUYHEe [UPKYJTaldje TPUMApHUX H CEKYHJAPHUX IKYYHHX KHCEIHHA W
MMYHOTJIOOYJIMHA, jeTpa IUPEKTHO yTHYEe Ha XOMEOCTAaTCKe TMpoIlece W arcCopruujy y
uHTecTUHYMY (66-68). /TncOno3a MukpoOHoMa IpeBa je Uik pe3ysITar, I je OAr0BOp Ha Pa3Boj
onpehenux Oojectu, a MOXe Jla yTU4e Ha pasrpalmby HyTpHjeHara, omreheme YBPCTUX Be3a

enurena noBehasajyhu wHTecTHHanHy mepmeabunnoct (69). ITopemehaj GapujepHe yHKIH]E
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L[PEBHOT €nuTela MOXKe Ja pe3yiaryje mnoBehameM nudys3uje MOJIEKYJICKHX oOpasara
mukpoopranusama (curi. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPS), Moekyickux
obpasana omrehema (enrn. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPS), cnoboaHnx
MaCHMX KHCEIMHA U €HJI0TOKCHHA Y MOPTHY LUPKYJIAlK]jy CBE JO CHHYCOUIA jeTpe IITO MOXKe Ja
Oyne okmmay 3a omreheme jeTpe W IUCperysalrjy UMYHCKHX peakifja y jeTpH, a YKOJIHUKO
mocroje ¥ Apyru (akTopu KOjU MOTY Ja JAONPHUHECY ojpkaBamy oimrehema, pa3Buja ce
xpornyHo obosbewe jerpe (70). Kyndepose henuje cy npsa nuHHja 010paHe UMYHCKOT CHCTEMa
OJ1 TTaTOTeHA KOjH Cy 110 jeTpe moctenu u3 mupesa (71). Ykomuko cy Kyndepose henuje tun M1
aKTHBUpaHe Oakrepujama, iumnomnoircaxapuaom (LPS) wiu TokcMHMMa KOjH Cy JOCIHENH 0
jetpe, mpoaykyjy npouHpramanujcke mutokune IL-6, TNF u IL-1B xoju akTuBUpajy
npodubporcke crenarue henwje y jerpu, a0k je M2 denorun Kyndeporux hemmja toneporen
jep hemuje oBor tuna npoaykyjy IL-10 u TGF-B mro moBehaBa akTHBHOCT HUMYHOCYIIPECUBHUX
Treg henuja (72). Tako MUKPOOPraHU3MH JIOCTIENH 10 je€TPE MOTY jJa Oy/Iy OJrOBOPHHU 3a Pa3Boj
PBC, jep cy okumaum koju mnokpehy oarosope ypoheHe MMYHOCTH IITO 3a pe3yjiTaT uMma
JMCPETyJaIH]y IMYHCKOT CHUCTEMA Y jeTpPH.

Nutpexenatnune MAIT henuje cy HoBa momynanuja henuja ypohene umynoctu. Paau ce o T
TUMQOIUTUMA KOjU noceayjy nHBapujanTHH TCR 1 koju MMajy KJby4yHY YJIOTY y OJIrOBOpY Ha
aHTUTeHe HacTane meTraboin3MoM BuUTamMHHa B, a y koM yuecTByjy 1peBHe Oaktepuje. OBe
aaturene MAIT hemujama, y jerpu, y ckiomy moiekyna | kmace MHC mpukasyjy makpodarm,
xonanruouty u B mumdornuru (73, 74). MAIT henuje ce HazuBajy U 010paMOCHUM CHCTEMOM
OunMjapHOT emuTesa, a Haja3e ce YIJIaBHOM y MOPTHOM TPAaKTy Tl Ce aKTUBUPA]y M3NarambeM
aHTHUTEHY U 3al0YHbY JOKAIU30BaHU UMYHCKU OJTOBOP KOjH UMa 3a IHJb KOHTPOJIY MAaTOTEHUX
MHUKpOOpraHu3amMa KOju JOCTEBajy 0 JeTpe IITO YKJbY4yje M PerpyToBame e(PeKTOpPCKUX
mumdorura (75). bpoj MAIT henuja je cmamen y jerpama oGomenux ox PBC umme ce
OTrpaHMYaBa HUXOBA MPOTEKTHBHA YIIOTa M OJApIKaBamke OWIIMjapHOT WHTETPHUTETa, HAPOUUTO
nocie u3iarama oakrepujckumM natorennma (74). bpoj MAIT henuja y jerpu o6onenux oq PBC
j€ 3HauajHO peAyKoBaH y nopehemy ca 3a1paBuM KOHTpOJIaMa, 3a Pa3inuKy 07 KOHBEHITMOHATHUX
CD4+T u CD8+T numdonura unja ce 3aCTYIJBEHOCT Y jeTpu 000s1enux 3Hauajuo nmosehasa (74).
TokoMm Tepamujckor TpeTMaHa Yp30J€30KCUXOJIHOM KucenuHoM Opoj MAIT henuja ce He

HOpMaJM3yje, YaKk U aKko CE PEerucrpyje mobdospiname OONECTH, MITO je jeJaH OJf MEXaHHW3ama
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KOJHM C€ MOXe 00jaCHUTH TporpecuBHO omrteheme jerpe 0e3 003upa Ha TEpaIujCKu OJrOBOP
(76).

CekperopHa aHTHTENa Kiace A Koja IpOAYKY]jy IUIa3MOIMTH MPUCYTHU y MOPTHOM CHUCTEMY H
KOja C€ CEKPeTyjy Y JIyMeH IpeBa 3ajeIHO ca KyYHUM KHCEeTUHaMa, Takohe MOTy J1a UMajy yJory
y 3alITUTH OWIMjapHOT eNUTeNa O]l MHUKPOOpraHHW3aMa. YHyTap HWHTECTHHAIHOT TpPaKTa
cexkperopHa IgA ce TUpeKTHO Be3yjy 3a OakTepHuje U TUME MX 3apo0sbaBajy yHyTap MyKyca IITO
omoryhaBa mHxoBO m3banmBame U3 npeBa QernecoMm. OCUM TOra oBa aHTHUTENA HEYTPATHILY
OakTepHjcKe TOKCHHE M OMETajy Be3uBame OakTepHja 3a anuKajiHe NOBpIIMHE eHTepouuTa (77).
Koz obonenux oxg PBC cy 3anaxkeHne mame KoHLeHTpauuje |gA aHTHTeNna HA WHTEHCTHHAIIHO]
MOBPIIMHU CHTEPOIMTa JyOoJeHyMa y mopehemy ca 37paBUM KOHTpOJIaMa, IITO JIOMPUHOCH
HapylaBamy enureiane 6apujepe (67, 78).

JlncOmo3a 3a mocienuily uMa IPOMEHY MMYHCKE aKTHBHOCTH Y HWHTECTHHYMY, noBehaBa ce
noiapuzannja CD4+T numdpounura ka ¢enoruny Thl7 u mnosehaBa ce mpoaykiumja
NpouH(IaMaIMjCKUX [UTOKWHA KOjU Cy KJbYYHH 3a OJ0paHy OJf MaTOreHa, HITO OJip)KaBa
OapujepHe ¢ynkiuje npesa. Mudekumja mumeBa Oaxrtepujom Citrobacter rodentium 3a
MOCJIEIUIly WMa arolTo3y EeHTEpPOoIUTa KOoju oconobahajy ayTOaHTHUTEHE U TOACTUYY
nudeperupjanujy u nponudepannjy ayropeaktuBaux T nmumduimra (79). Ko obornenux of

PBC-a mpucyTtHa je u3MermeHa (pekanna mukpodaopa (79, 80).

1.1.5. Xonaurumouutu u PBC
VHTEeH3UBHO M3yudaBame U CBe 00Jbe pa3yMeBame HopMaliHe (PU3MOJIoTHje OUIMjapHOT TpakTa U
KOMIUIEKCHUX MEXaHW3aMa KOjU Cy HEONXOJHU Ja Ou ce OApKao HHTETPUTET OWUIIHjapHUX
enuTenHux henuja cy omoryhunm u 6osbe pasymeBamwe mnarorenese PBC. Cako omreheme
henuja cTuMyInuIIe pa3TUUUTe KOOPAMHUCAHE peakliuje y mpasiy penapanuje. Onrosop hemnuja
Ha omreheme Moke Jja Oy/ie HHAYKIMja alloNTO3€ UM CTapeme ITO MOXKeE /1a UMa U TTO3UTHUBHE
1 HeraThBHE eeKTe, a MPUCYCTBO OMKApOOHATHOT 3AIITHTHOT CJI0ja MOXe Na Oyae omrydyjyhe
3a UCXOJ. 3a O4yBame MHTErpuTeTa OWMjapHUX enuTenHux henuja, 063UpPOM Ha MPHUCYCTBO
KYYHHUX KHUCEIIMHA M TIOCJIEIUYHE KHUCelle CpeJuHE Ha MOBPUIMHM henuja, HEONXOoJaHa je
aZiekBaTHa npoaykiuja OukapOonara. Ilopemehaj npoayknuje OukapboHata U TyOHTaK
OMKapOOHATHOT 3aIITUTHOT CJI0ja MOKe J1a moBeha ByTHEpaOUITHOCT M omTehemhe XOJaHTHOIIUTA

0e3 003upa Koju je uHIMjaaHu okugad Tor omrehema (81). Xomanrnouutu excrupumupajy AE2,

17



IJIABHU U3MCHHUBA4Y  XJOPUIHOT M OWKapOOHATHOT aHjoOHA, KOJU PETYJIHIIe NPOAYKIHU]Y
OukapOoHaTa y XOJIaHTHOIMTHMA U Tako BpeaHoct PH y hemuju (82). CMmamemeM eKcpecHje
AE2 mnosehaBa ce pH y XomaHrmomutrMa, IITO AaKTUBUPA COJNYOWIIHY HHTpAICIyJIapHY
aJIeHWINI 1MKJIAa3y Koja ojlakmiaBa anuavdukanujy skyanux conu. Ha taj mHaumn ce mosehaBa
BHUXoBa XuApohoOHOCT M mepmeaduiaHocT henujcke MeMmOpaHe, a TO XOJAHTHOLUTE YHHHU
OCETJBMBHjMM Ha MHAYKIH]y armonTose (83, 84). Cmameme excipecuje AE2 y hemujckoj muuuju
XOJIAaHTHOIINTA j& YAPYKEHO ca moBehaHOM €KCIPECHjOM HHTpAIETyJIapHe aCHIIN [IUKIIa3e U
cem3uOwnmmme oBe henmuje Ha amonTo3y wH3a3BaHy KYYHHM COJMMa, a (hapmakosomka
WHXUOUIMja aJCHIWIII [IMKJIa3¢ UMa 3a MOCICIHIlY [TO3HO 3aBHCHY HHXHOUIM]jy amontose (35,
85). MumeBu ca aeneijom reHa 3a AE2 umajy noBehaHe KOHIIEHTpaluje HUPKYIHITyRHx
npouHQIaMaIijCKUX [IUTOKMHA U aHTUMHTOXOH/PUjATHUX aHTHTea, y nopehemy ca wild type
MUIIIEBUMA, IITO j& YAPYKEHO Ca XMCTOJOUIKUM Halla3uMa KapaKTEPUCTUYHHUM 32 ayTOMMYHCKH
xosanruruc (86).

Omrreheme xomanruonutu ycien nopemehaja excnpecuje AE2 onakmasa yia3ak oBux henuja y
aroriro3y omoryhyjyhu tako moBehano wm3marame PDC-E2 y amonToTckuM Temamimma u
mojadaBa IUJbaHy JACCTPYKIU]y OwimjapHOr emmrtena, 0e3 obO3mpa Ha To mTo je PDC-E2
yOuKkBUTapaH Moiekyi. [IpecTapeny XOIaHTHOIUTH KOJU HUCY YKIOWEHU MPOAYKY)Y IIUTOKUHE
u xemokune: IL-1, IL-6, CX3CL1, CXCL8 u CCL2 koju pemeTe XOMe0OCTa3y UMYHCKOT CUCTEMa

U JIONPUHOCE pa3Bojy xosectaze u pudpose (87, 88).

1.1.6. Meradoau3aM )KyYHHX KHCEJIHHA U HOBH JeK 3a Jieuere PBC
[IpucycTBO BENMKMX KOJMYMHA KyYHUX KHCEJIMHA j€ TOKCHMYHO 3a henuje ma je 3a oApKaBame
KOHTHHYHTETa XOJIAHTHOIIMTAa HEOMXOJHa BEOMa CTpOra KOHTpOJAa CHHTE3e W MeTadoJm3Ma
KYYHUX KHCEIHMHa, a 00a oBa Ipoleca cy nopemehena y xosnecrarckuM OojecTuMa Kao IITO je
PBC (89). XXyuHe kucenuHe cy Kpajiu IpOIyKaT METa00IM3Ma X0JIEeCTepoIa KOjU e OJUurpana
y JeTpu KJIACHUYHUM M QITEpHATHUBHUM IIyTeBUMa KOJU PE3yATy]y GopMHUpameM MpUMapHUX
KYUYHUX COJIM: XOJHE M XEHOJICOKCHXOJIHE KucenuHe. OBe CONM c€ KacHHje KOHjYI'yjy ca
YIJbCHUM XHJpaTHMa M TaypuHOM mTo noBehaBa muxoBy pactBopsbruBocT (90). Behnna oBako
KOHjyroBaHUX MOJIEKYJa MpoJia3ud y JyMeH KaHajauha akTHBHUM TpaHcnopToM. HakoH cBakor
o0poKa ce JIenoHOBaHEe KOHjyroBaHe KHCeNInHe ociao0ahajy y TaHKO IPEeBO, MyTY]y 10 AUCTATHOT

uieyma rjae ux eHTepOLMTH pearncopOyjy akKTUBHMM TPAHCIOPTOM MPEKO anuKaiHe MOBPIIUHE.
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[Tyryjy kpo3 mnumToconm g0 Oa3zonaTepajHe MeMOpaHe EHTEpOIMTa WiIeyMa OJaKie ce
TPAHCIIOPTYjy y HOPTHY LUPKYyJanujy TPaHCIOpTEpHMa KOjU ce Hajlase Ha 0a3ojarepaiHoj
MeMmOpanu, ykipyuyjyhu tpancrnoprep OSTof (enrt. Organic Solute Transporter af, OSTap)
(89, 91, 92). V jerpu oBe MoOJEKyle W3 HOPTHE IMPKYJIAlMje MPEy3HMajy XeMaTOIHTH,
PEKOH]YT'Yjy U IIOHOBO CEKPETY]jy y KaHanuhe yume ce CKOpo KoMIuteTHO penukaupajy (93). Oko
5% >Ky4HHX KHCEJIMHA ce He pearicopOyje y miaeymy Beh mpernase y KOJIOH Tle MHTeppearyjy ca
MUKPOOPTaHW3MHMA U MPOJIa3e MPOIEC JeaMUIalNje U JISXUIPOKCHIAje yuMe ce hopMupajy
CeKyHIapHe Ky4YHE KHCEIMHe- JIEOKCHXOJHA M JHMTOXOJIHA KOje Ce WMJIM MAacHBHO pearcopoyjy
KpO3 eMUTEN KOJIOHa WK mposnase y demec (91).

XKyune KucenuHe cy TPHPOJHM JIMTaHAW 32 MHTpAleNylapHe HyKJIeapHe XOpPMOHE U
MEMOpaHCKE pelenTope, a CUTHAJIHU IYTEBH KOj€ OBH PEIENTOPH aKTUBHUPAJy Cy BeoMa
3HayajHu 3a maroreHesy PBC, OHM KOHTpONMIIy CHHTE3y JKYYHHX KHCEIHHA TIPEKO
TpaHckpumuone aktuBanuje (89). Melhy TuMm peuentopuma je u pelenTop 3a KydHe KHCEITHHE
onrocao FXR (enrn. Farnesoid X Receptor, FXR) koju peryiuiie arncopiiujy, TPaHCIIOPT U
CHHTE3Y JKYUYHUX KHCEJIWMHA, a OTKpuhe edexaTa CTUMYNALKje OBOT PELenTopa 0O0ETUXOIHOM
KHCEITMHOM je OMOTryhmIo ImojaBy HOBOT TepareyTHKa Koju je omobpeH 3a yeueme PBC 2016.
rofMHe, MPBOI HOBOI TepaneyThka opo0peHor 3a jedewe PBC, mopen yp3oneokcHXoiHe
KHCEJIMHE KOja ce roJuHaMa KOPUCTHJIA.

[IpumapHe >xy4yHE KHCEIMHE, XOJHa M XEHOAECOKCHUXOJHA KucelnHa ce Be3yjy 3a FXR mro
u3a3uBa mEroBy xerepoaumepusaiujy (94, 95) u Be3uBame 3a MPOMOTOPCKU PErHOH IUJBAHMX
reHa yksbyuyjyhu Ty u rese 3a: SHP (enrn. Small Heterodimer Partner, SHP), FGF19 (enr.
Fibroblast growth factor 19, FGF19), u tpancnoptepe xyunux kucenunna BSEP (enrn. Bile Salt
Export Pump, BSEP) u OSTaf (96-99). AkTuBanmja HEKOr OJf OBHX I'€Ha y XemaTOI[MTUMA
unxubupa Tpanckpuniyjy easuma CYP7AL (eurn. Cytochrome P450 7A1, CYP7AL) uume ce
CynpuMHpa cuHTe3a )KyuHux kucenuHa (89). [To peancoprnuuju U3 1ymMeHa uieyma u Ipe yiacka
y TOpTHY LMpKyJIanujy, >KyuHe KucenuHa Takohe aktuBupajy FXR 'y eHreporuTnma.
AxtuBanja FXR y oBum hemmjama mosehaBa excnpecnjy FGF19 koju ynasu y moptHy
UpKynaiujy, Besyje ce 3a nmospmuacku FGFR4 (enrn. Fibroblast Growth Factor Receptor 4,
FGFR4) ncka3zan Ha XenarouuTHMa, aKTHBHpAa HMHTpAIECTylapHE CUTHAJC KOJH CYNPHMHUPAjy
emsuM CYP7ALl uume ce omer cMamyje cuHTe3a xydHux kucenuHa (99- 101). IMopen osor

edexra, BSEP u OSTap, unjy excrnpecujy takohe moehaBa FXR, yOp3aBajy n3zmazak »KydHUX
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KHCCIIMHA U3 XCIlaTouuTa U CHTCPOLIHTA U TaKO CC pez[yKyje IBbHUXOBO IIOHOBHO IIPCY3UMALE Y

XemaTonuTHMa U eHTeporuTuMa mieyma (102-104).

1.2. ExcnepumenTtaanu moaeaun PBC

HajBume mnomataka O MATOTCHETCKUM MEXaHM3MHMa OJATOBOPHHM 3a pPas3BOj MPUMAapHOT
OWIIMjapHOT XOJAHTUTUCA JOOMJEHO je U3 CKCIEPUMEHTATHUX Mojena Oonectu. Mako Hujenan
o1 excnepuMeHTanHuX Mojena PBC Hema cBe kapakrtepuctuke xymanor PBC wumak obonene
KUBOTHUIE TIOKA3yjy HMMYHCKE M XHCTOJOIIKE KapaKTePHCTHKE THIIMYHE 3a O0JecT KOjy
pa3BHjajy JbYIU M MOMOTJIH Cy Jia ce carjena aa 00JIecT 3aBUCH OJ1 TeHCKHX (haKTopa Kao  Jia
BaXHY YJIOTY y MHHIHjAlUju OOJIECTH WTPajy OKHIAYM W3 OKOJHMHE: MHUKPOOPTaHWU3MHU W/HIU
KCEHOOMOTHUIM KOJU TMPEKHJajy TOJEpaHIM]y Ha ayTOAHTUIEHE IITO 3a pe3yiaTaT MMa I0jaBy
manudecraruja 6oxectu (29).

Onpehene Bapujante NOD mumeBa xao mro cy NOD.c3c4 u xonrenn NOD.ABD cnionTano
pas3Bujajy Oomect koja mma kapkartepuctke PBC (105). Ilopex tora C57BL/6 wmwuimieBu
IM3ajHUpaHM Tako J1a UMajy npetepany ekcrpecujy IFN-y pa3Bujajy ceposonike 1 XUCTOIOMIKE
KapaKTepUCTUKE XYMaHOI ayTOMMYHCKOI XOJaHTMTHCa, a W Beha je MHUuAeHUa OoyecTH y
KEHCKOj morynanuju y nopehemy ca apyrum mumjum monenuma PBC. Kon oBux mumiea je
nokaszaHa Beha koHueHTpauuja uupkyaumyher IFN-y y sxeHckoj momynanuju y nopehemy ca
MyXjalluMa, a KajJ Cy OBM MHILIEBH TOBPAaTHO yKpiuTeHH ca Knock out mumeBnma 3a o aHai
peuentopa 3a IFN tun 1, npenoMuHanuja 607ecTH y *KEHCKO) MOMYyJAlHjH je eITMMUHUCAHA, a
moboJbliaii ¢y ce W XHCTojomku 3Haiu Oonectu (106, 107). YV oBom moaeny OGomectu
3a0enexHa je W MYJATWIMHHJCKA MMYHCKa AMCpPErylaluja Kao M pa3inuyuTa OCETJBUBOCT Ha
pa3Boj OoiecTH MYIIKE M KEHCKE IONyJaluje Kao M y XYMaHOj MOIyJanuju, Ooiect ce
CIIOHTAHO pa3BHja M 3a caja je Taj Mojeln 6osectH Hajonmxu xymanom PBC.

[TocToje m Mozmenu y KojuMa ce MHAYKY]y OolecT Ha MpUMep UMYHHU3AIHjOM KCEHOOMOTHIIMMA
WU WHQEKIMjOM MUKPOOpPraHW3MHUMa M KOJH jaCHO YKa3yjy Ha yJory (akTopa OKpyKema Kao

OKH/aua 3a pa3Boj OOJECTH, alu y OBUM MOJIEIMMa HUje Toka3zaHa Beha mHIMAeHIIa 6oecTu y
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JKEHCKO] momynanuju mto je tunuuHo 3a PBC kox spymu. Cunrenu mumeBu coja C57BL/6
MMYHU30BaHH 2-OKTAHOMYHOM KHCEJIMHOM KOHjYrOBaHOM ca ajlOyMHHUMa TroBeher cepyma
(enrn. Bovine Serum Albumine, BSA) pa3Bujajy XHCTOJOIIKE U CEPOJIOIIKE KapaKTEPUCTUKE
6onectu cimune xymanoMm PBC-y ykibyayjyhu u undunrpamyjy jerpe CD8+T numdonutinma u
noehany excrnpecujy TNF-a u IFN-y (109). Hudexuuja NOD.B6-1dd10/1dd18 wmwumesa
oakrepujom Escherichia coli takohe 3a pe3ynrar ¥ma MOBHUIIEH TUTAP aHTHMHTOXOHIPH]jCKUX
aHTUTeNa U pa3Boj Temkor xonanrutuca (29, 108). Takohe undekuja NOD, C57BL/6 u SIL
mumeBa Oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans 3a pe3yaTar uma mojaBy crenuGuIHUX
aHTHTena y cepyMy u aktuBauujy T mumdonura koja 3aBucu oa NKT henuja mro omrehyje
xyune kanamuhe (109). Novosphingobium aromaticivorans je ekcrparienyiapHa, yOUKBUTapHa,
Gram-, xomeHcanHa OakTepuja Koja mpumnana ¢ammidju Sphingomonadaceae u moxe aa
HacespaBa nurectuBHU TpakT Jbyau (110). henmjcku 3un Novosphingobium aromaticivorans-a
He caapku  Jmnononucaxapun  (LPS), amm  mocemyje  rimukochuHronmmnume  (o-
rajgakryponuniepamuae [aGalACer]) (111). Novosphingobium aromaticivorans caapxu
MoJieKyJicke xomonore ayroantureny PDC-E2 xoju y MumieBa nHpUIMpPaHUX OBOM OAKTEPHjOM
uHUmpa npoaykiujy 1gG cnemmduunnx 3a PDC-E2 u omrehema jeTpu roToBO MASHTUYHHX
OHHM Jie3Hjama Koje ce paszBujajy Tokom PBC-a y synu (109), ca Behum 6pojem NKT henuja y
jetpu u Behom exnpecujom CD1d mosekyna na hemujama ypohene mmynoctu (112). Opako
MHIyKoBaHa Oomect Moxke ce Tpancdepucatn CD4" m CD8" T mumbporuTuma u3 GomecHor

Mulla y 3apaBe Muliese, 1ok TpaHcdep antutena win NKT henuja Hema TakBe mocieauiie.

1.3. IN'agexkTunn

Ianextunn (enrn. Galectins, Gal) cy nporenHn koju Be3yjy yribeHe XUapare U YKJbYYCHH Cy Yy
OpojHe (HU3HOJIONIKE TPOoIece, Kao MTO Cy WH (PaManujcKu U UMYHCKHA OJTOBOp, MUTpAIlH]ja
henuja, ayrodaruja cnpoBoheme curnana.

Cenampaecerux roaumHa 20. Beka, y MOTpa3u 3a NPOTEMHUMA KOjU BE3Yjy CIOXKEHE TNIMKaHEe Ha
NOBPIIMHU henrja OTKPUBEHHU Cy MPOTEMHU KOjU Be3yjy TallakTO3uJ] U KOjU Cy TaJa Ha3BaHU
“ramantuan’”’ u jgektuHu tana S (113). Tek cy 1994. roauue m00WIM MMe TaJCKTHHH Kalua Cy
neduHUCaHW Kao ¢aMuiIrja MpOTeHMHA Koja YHYTap KapaKTEpPUCTHYHHUX JIOMEHA, KOojuMa

NpeNo3Hajy yrjbeHe xuapare u koju caapxke oko 130 ammnokucenmna (enrn. Carbohydrate
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Recognition Domain, CRD), caapxu KOH3epBHpaHO MECTO Koje Besyje B- ramakrtosun (114).
["anekTHHM ce CHHTETHIIY Yy LIMTOCONIY, Behn /1e0 )KMBOTHOT BEKa Ce Haja3e y MUTOCONY WU Y
jeopy ¥ Be3yjy TalaKTO3WUTHE JUTaHIe TEK HAKOH HEKJIACUYHE CEeKpelHje Koja 3a00mia3u
TomyujeB komruieke (115). TanekTrHU OCTBapyjy MHTEpAKIUje U Ca Pa3HUM MOJICKYJIMMa KOjU
HE caapke rajgaktoly, 4ak W y okBupy CRD-a caapke Mecra koja Be3yjy W Ipyre BpCTE
makpomoJekya (116, 117).

CRD nomen ramexktuHa uMa o0iauk Onaro caBujeHor B-cenasuua (118, 119). KonkaBha, S
cTpaHa, ToMeHa (opMupa IUTUTAK kIO KOjU MOXKE J1a Bexe Terpacaxapui. JedpuHucano mecro
KOjUM TaJleKTMHU Be3yjy TalakTo3y CaJIpXKH KOH3EPBHPAaHY CEKBEHI[y OJl OKO ceaaM
aMUHOKHCEIIMHA U HaJla3U ce YHyTap oBOT xJieba. Mecra ca 00e cTpaHe KOH3epBUPAHE CEKBEHIIE
3a KOjy Ce Be3yje rajakro3a MojauaBajy wid CMamyjy aQUHATET Be3€ TAJICKTHHA U JIUTaH/a, 300T
yera cBaku CRD pernon ramexktuHa wMa jenuHcTBeHy crerubuunoct (119-122). Besyjyhe
MECTO TrajieKTHHA ce ce Moxe npuiaroant auranaa (123, 124). 36or Tora, nako je abHHUTET
Bese CRD yHyrap rajmexkTHHa M MOJEKYJIa TalaKTO3€ Yy MWJIMMOJAPHOM OIICery, apHHUTET
rajiekTuHa 3a nucaxapupa N-anermi-iakto3amuH je Behu, a ahuHUTET Be3e KOjy OCTBapyjy ca
TJIMKOTIPOTEMHUMA Cca KOjJMa OCTBapy]y HajBUILIE HHTEPAKIIH]ja j€ Y CYOMUKPOMOJIAPHOM OTICETY.
Takohe cy nedpunucana noapyyja y oksupy CRD pernona koja Be3yjy JUrasie Koju He cajpixe
yribeHe xuzapare. Tako, CRD peruon ranektuHa-3 Besyje U corncTtBeHH N-TepMHUHAIHU JOMEH
(125). T'anexkTuH-3 ce Hana3u y GOPMU MOHOMEpPA U Y PEIATHBHO BHCOKHM KOHIICHTpAIlMjama
(100uM), amm Moxe na QgopMupa arperare ca pazIudUTHUM JIMTaHANMAa W arJyTUHHUPAHUM
henujama 1 y MHOTO HIXKMM KOHLIEHTpalMjamMa. Y OBUM MHTepakuujama ydectByje N-TepMuHycC
(126, 127). YnopyxkuBameM Buille Moneyia ranektuHa-3 dopmupajy ce pemerke (123) koje
OCTBapyjy HMHTEpaklidje ca MHOTMM IJIYKOKOHjyraTMMa TPaHCMEMOpPAaHCKUX IMPOTEUHE Ma UX
TaKO YHAKpCHO IOBe3yje IITO 3a MOCIEAMIYy MMa aKTHBAIM]y CHTHATHUX Kackala Kojuma ce
perymuire henmjcka nponudepanuja, nudepeHnmjamuja, oapxapa UMyHcka xomeocrasza (119,
128).

Ianextunu campike jemad win qsa CRD-a (129), a Ha OCHOBY IpHCYCTBa M pacropea JoMeHa
KOjH Be3yjy yIJbeHE XUpare, WIAHOBHU TaJieKTHHCKe (pamuiiuje cy nojaesberu y Tpu tuna (123,

130, 131);
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Mpororun raxexkrunn (Gal- 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 u 15) cy caunmeHH O JIBE HICHTHYHE
cy0jenuHuiie rmoBe3aHe Mel)ycoOOM HEKOBAJICHTHHUM Be3ama (XOMOJMMEpPH) OBH TaJCKTHHH
MMajy JBa JIOMEHa KOjuMa MPETO3Ha]y yIibeHEe XUIpaTe

Tanpemcku ranekTunu (Gal- 4, 6, 8, 9 u 12) cacrtaB/beHH O] JIBE pa3inyuTe CyOjeaUHUIIE,
CIOjeHMX KPAaTKUM TICNITUAOM, Ca HEUCTOBETHHM JOMEHHMAa KOjHMa TIPIIO3HA]y pa3IHuUTe
yribeHE XUApaTe

Xumepcku rajgekrunu (Gal-3) caapke nBa JoMeHa W TO jelAaH KOJUM IPEMO3HAjy YIJbEeHE

XHIpaTe u jefaH ayradak, gpuexcuouaan qomed Ha N kpajy (128, 132).

1.3.1. Crpykrypa rajekTuHa-3

Ianextun-3 (Gal-3) monekyn mace 29-35kD je npBoOUTHO mperno3Hat, Ha3BaH Taga Mac-2, u To
Kao MeMOpaHCKM MOJIEKYJ MEpPUTOHEAIHWX Makpodara MHIIEBa 3a 4H]y €KcIpecHja je
oaroBopad tuoriaukonat (133). Hemyro 3arum cy, y wmungum 3T3  ¢ubpobiactuma,
unentudukoBanu cimunu Jjektuau: CBP-35 (134), eBP (135), RL-29, nektun mace 29-kD
(136), HL-29 (137), L-34, nektun wmace 34-kD (138) u LBP (139). [lemmdpoBame
AMHUHOKHCEIIMHCKUX CEKBEHIIM YKa3ajo je Ha BeOMa BEIMKY XOMOJIOTH]y oBHX Moiekyna (139)
na 6u 1994. roquHe 3a cBe OBe MpoTerHe OWO ycBojeH camanimu Hazus Gal-3 (114). Xymanu
ranekThH-3 kogaupa LGALS3 -ren Ha xpomo3zomy 14.

lanexTnH-3 je MOJeKyn yHUKaTHe Tpahe koja je apyrauuja ol CBUX CpPOJHHUX MOJIEKYNa W3
nopoauile ranekTuHa Kuumemaka (140). Tlocenyje jemaH MOMUMENTHIHM JaHAI[ ca JBa
pasnuunta gomena: N-tepmuHanau gomed (exrit. N-terminal Domain, ND) u C-tepmunamau
nomeH (141). N-TepMHHAIHU PETMOH CaapXH MOHAaBJbajyhie CEKBEHIIC CIIMYHE KOJAreHy-o Koje
cy OoraTe ITMIIMHOM, IPOJMHOM K THpo3uHOM (142, 143). N-tepmuHyc ranekTuHa-3 omoryhasa
MYJTHBaJICHTHA YApYKMBama Koja YKIJbyuyjy uHTepakuuje N-tepmunyc ca N-tepmuHycom
apyror monekyina u uHrepakuuje N-tepmmuyca ca CRD-om (144). N-TepMuHamIHH TOMEH,
3ajenHo ca CRD pernoHoM, ydecTByje y Be3MBamby OJIMTOCAXapHJia 3a ITa Cy HajoJITOBOPHH]jH
tupo3uH (Ha mo3unuju 102) m Hemocpeano cycenne amuHokucenuHe (145). N-tepmunyc y
NPUCYCTBY JUTaHaja (MYJITUBAJICHTHU YIJbEHOXUApATH) omoryhyje mnomumepusanujy Hu
CTBapame MeHTaMEPHOT 00JIMKa raleKThHa-3 Koju Be3yjyhu TpaHcMeMOpaHCKe IIMKaHe YHAKPCT
nokpehe yHyTraphenunjcke CUTHaJIHE MyTeBe, YTHUyhH Tako Ha €KCIPECH]y Pa3IHYUTHX TeHa U

npomeny ¢yukuuje hemuja (146-149). Komarenase u marpukc merajgomnporennase MMP-2 u
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MMP-9 (eur;. Matrix Metalloproteinase, MMP), kunajy Be3y yayrap N-TepMHHAIHOT JOMEHA,
ooraror TJIHIUHOM, IPOJUHOM K THPO3WHOM (T3B. CEKBeHIla CIM4Ha KojarcHy-o) (150).
Pasrpanma mnentuaHe Bede 62. (ananuHa) 63. (TMpo3uH) amuHOKHcenuHe YyHyTap N-
TEpMUHAIHOT JIoMeHa yrude Ha noBehame apunurera CRD pernona 3a nuranje, anu cMamyje U
KamanuTeT 3a MelycoOHO TOBe3MBama MOJIEKyJa TaJIeKTHHA-3 CBE (PYHKIH]E OJMTOMEPHOT
ranektuHa-3 (150). N-TepmuHamHu A0MeH je mpecynad u 3a cekpernjy Gal-3 (151), jep xama
HEJIOCTaje TOYeTHH Jieo oBor JaHia (11 aMuHo-KucenuHa) Hema HU u3nyunBama Gal-3 u3 henuje
(143). N-tepmunyc je, Takohe, outan u 3a ¢pynkuujy Gal-3 Tokom amonrTorckux mpomeca. [la
TaKO M3MEHa ceprHa (KOH3EpBUPAH Ha MO3UIMjU 6) Memba aHTHAIIONTOTCKE epeKkTe rajekTuHa-3
(152). V ckuony C-tepMuHaIHOT JOoMeHa rajnekTuHa-3 ce Hanasu CRD pernon. Muteppeakiuja
CRD peruona rajektuHa-3 ca IIIYKOKOHjyraTuma y3pokyje koHpopmaiuone npomene (153) u
peapamkupame cekBeHile y onmmsunu Besyjyher mecra (154). Yuyrap CRD peruvona ce nHanasu
NWGR wmotug: Asp-Trp-Gly-Arg (Takolje KoH3epBUpaHa CEKBEHIIa) KOjU Ce CMaTpa KJbYIHUM 3a
AHTHAIONTOTCKY aKTUBHOCT rajnektuna-3, jep NWGR namukyje nomeny BH1 moposauie Bcl-2
npotenna (155). Gal-3 ce BHCOKO-aMHUTEHTHO MOBe3yje ca moau-N-aleTHLIaKTO3aMUHCKAM

CEeKBEHI[aMa MPUCYTHUM Y Juranauma (156, 157).

1.3.2. ®dyHkuuje rajekTuHa-3
lanexTnH-3 je yOMKBUTapaH MOJIEKYJ, MPUCYTaH KaKO eKCTpa- TaKO W MHTPa- HENWIAPHO alk U
Kao MeMOpaHCKM MoJjieKys. HajBuine je ecCKnpuMHpaH y eMHUTEIHHM, €HIOTeNHUM | hennjama
umyHckor cucrema (158, 159). INanextun-3 je y henujama nprcyTtas y jeapy, MUTOXOHApHjama
WJTU IIUTOCOJTY, a Ha HErOBY JUCTpHOYIM]y yTray Tum henuje u dasza henujckor nukiyca y Kojoj
ce hemmja wamasm (160, 161). Ekcmpecuja ramektuHa-3 ce moBehaBa y MaJHTHO

Tpanchopmucanum hennjama (162-164).

1.3.2.1.@ynxyuje unmpayenynaproe 2arekmuHa-3.
['anexkTMHHM MHTEppearyjy ca MHOILITBOM IIMTOCOJHUX W HYKJEApHHUX JIMTaHada, KOjHu Cy IO
CTPYKTYpH MPOTEUHH, ¥ TAaKO perynuiry curnanne myrese (165). ['anextun-3 uHTEppearyje ca
manmum GTP-azama HRAS (166) u KRAS, aktuBupa kunase curnansor myra Raf-1/MEK/ERK u
noactuue henujecky mponudepannjy (167). OctBapyje MHTepakiujy ca Oa3ajlHUM TeauMa U

IEHTPO30MUMA Ta je y OJCYCTBY TaJleKTMHA-3 HapylleHa OpraHu3aldja MHUKpPOTyOyna u
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Mopdorenesa npuMmapaux muiadja (168) u mMoTmmuTeT uiMja pecrmpartopHor emnmreia (169).
lanextuH-3 ce yapyxkyje u ca nporemHoM NuMa (eurn. Nuclear apparatus Mitotic protein,
NuMa) koju je kbyunu peryiarop murose (170). [NanexTun-3 Takohe pearyje ca KOMIOHEHTOM
ALG-2 xommiekca ESCRT (enrs. Endosomal Sorting Complexes Required for Transport,
ESCRT) koju peryiuiie TpaHCIOPT €HI030Ma M y4eCTBYje y pemojeiaoBamy MemoOpane (171).
OBa wuHTepaknMja yTHYe Ha cMameme ekcrpecuje TCR-a ma memOpanu T smmdornura,
MHTpaLeNyJapHu TPOMET perenTopa 3a enuaepMannu ¢aktop pacra (172) u ocnobahame
Bupyca xymane umyHoaedunmjenumje-1 (HIV-1) u3 hemuje (173). LlurocomHu rajiekThH-3
ocnobaha B-katenuH u3 komruiekca ca Wnt u omoryhaBa meroBy TpaHCIOKAIM]y Y jeIpO U TaKO
yrude Ha Wnt curHanuszanujy (174). Unrteppearyje ca moisekyiaom Bcl-2 u tako octBapyje
antuanonrorcke epekre (175). 3a monexyn Bcl-2 ce Besyje NWGR MotuB ranekruHa-3 Koju je
u 1eo CRD momena (176, 122).

INanextnH-3 ctanHO nmyTyje u3Mely muroruiasme u jeapa. Y jeapy TrajleKkTHH-3 y4ecTByje y
crutajeunry npe-uPHK u y perymanmju ekcrnpecuje reHa u yApyxkyje ce ca MalIUM jeJapHUM
pubonykneonporenauma (SNRNP) (177, 178). Ocum Tora Gal-3 omoryhyje opapkaBambe
cradbusiom Be3y CREB u Spl (Tpanckpuniuonu (akTopu) 3a reHe MPOMOTEPCKOT pEernoHa I'eHa

OJICOBOPHOT 3a CHHTe3Y IukinHa Dy (179).

1.3.2.2. @ynxyuje excmpahenujcxoe u memopanckoe 2aiekmuna-3.
HakoH omumcaHe HeKJIaCHYHE CEKpeIHje TaJeKTHHU yia3e y BaHhemujcKu MpocTop, Tae ce
cycpehy ca JMraHanMa Kao MITO Cy TNTUKONPOTeHHH (KOjU CaapikKe rajakTo3y) M TIIHKOJIUIUIN.
[anekTUHH ce CeKpeTyjy HeKJIaCHYHHM IyTeM, BepoBaTHO myTem erzozoma (180). ITokasano je
Jla TaJleKTHHU Op30 OKPYXKYjy ommTeheHe eHIoIMTHE Be3UKYJe jep ce MO AUCPYMINjHU BE3UKya
TJIMKaHU TPUCYTHH Y JTyMEHY BE3UKYJIa U3JIaxy nutocoiy. OBaj )eHOMEH je MPBHU YT OTKPUBEH
KaJa je ONHMCAaHO BE3WBamC TaJIeKTHHA-3 3a Bakyole Koje caapke Shigellae (181), a 3atum je
OIMCAHO BE3MBamC raJieKTHHA-3 3a CHI030Me KOju caapke ajgeHoBupyce (182). Nanekrtunu ce
HaKyIJbajy W OKO €HI030Ma DPa30pEeHUX arperamujoM mpoTenHa (y HEypoJereHepaTHBHUM
Oonectuma) (183, 184), mro Moxe Ja yKaxke Jla TAJISKTHHU KOPHUCTE MPOIIec ayTodaruje Kako Ou
ce cekperoBan y Banhemujcku npoctop (185). Mehyrum TauaH MexaHHW3aM HEKJIACHYHE

CEKpellrje TaJIeKTHHA j€ UTIaK U 1aJbe HejacaH.
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Excrpauenynapuu nuraHam —ranektuHa-3  (mpucytHH Ha henmjckum  MemMOpaHama U
mehyhennjckoM MaTpukcy) Cy: HWHTETpUHH, JIaMUHHMH, TIPOTEHMH KOju Besyje Mac-2,
BUTPOHEKTHH, enacTuH u ¢uodponextun (156, 158, 186). Excrpanenynapuu Gal-3 ce Besyje
MOJIEKYJIe yIJbeHHX- XUApaTa MpUCyTHe Ha MeMmOpaHama henuja wiau BaHNEIHjCKOM MaTpUKCY
yuMe omoryhaBa nHTepakinjy henrja U BUXOBY aaxe3ujy 3a ekcrpanenyiaapau maTpukc (158).
Ga-3, moacTuye ycMepeHy MUTpaIijy MOHOIIUTA U Makpodara mpema ceOu 0JJHOCHO YYECTBYj€ Y
xemoTakcu oBux henuja (187). Takohe, Gal-3 onakmaBa 3peaum T numMdonUTHMA H3J1a3aK W3
tumyca (188). OBaj MosieKyI CTUMYJHUILE ¥ HACTAHAK HOBUX KPBHHX CY/OBA IITO j€ MOKAa3aHO U
in vitro u in vivo (189).

lanexturn U3 ekcTpahenujckor mpocTopa Mory moHoBo jaa yhy y henuje engorurosom (190), a
OHJa Ce 3aapkaBajy y eHIOUuTo3HMM Be3ukysidama (191) u enmozommma (192). Iamextun-3
Be3yje MIMKOMPOTEHHE KOjU Ce Haaze u3BaH padrosa y memOpanu (193, 194) u Tako BepoBaTHO
KOHTPOJIMIIIE COPTUPAE MPOTEMHA Ha anmukaiHoj MemOpanu henuje (193, 194). Banhenujcku
TaJleKTUHU Takohe WHAYKYyjy chpoBoheme curHana ca henujcke memOpaHe, MOAUPUKY]Y
HMHTEPaKIMje YHyTap EKCTpale/IyJJapHOT MaTpHUKCa, Kao U ca MuUKpoopranusama (118, 195-197).
l"anexTHHHU, ce OBE3Yjy W Ca MOBPIIMHCKUM TJIIMKaHWMAa XeJIMUHATa IMITO je BaKHO 3a ypolheHy
HUMYHOCT ITpeMa oBUM Tapazutuma (198).

dynkipje uurocoaHux u HykineapHux (199) ekcrpauenynapaux (118) rajmektuna cy mosHare,
aly HUje HajOoJbe pa3jallbeHo /1a JIM ITOCTOJU HeKa 3ajeIHNYKa peryianuja QyHKIHje raJeKTHHA
y eKCTpa- ¥ HHTpa- 1enyaapom rnpoctopy. [lo3Hato je na ce ranektus-1 y kynrypama Mmuobiacta
HaJla3yu TNpeTexHo y henuwjama, a Ja mo audepeHujaurdju MuoOiacTa y MUOLMTE YIIaBHOM
npenasu y Banhenujcku npoctop (200). IMocroju moryhHocT na Banhenujcku ranekTuH-3 y

(dhopmu TTTyKOKOHjyraTta CMamyje KOHIICHTPAIIH]y TAJIGKTHHA Y IIUTOCOJTY H/WUJIH jepy.

1.3.2.3.@ynxyuja eanemuna-3 na nugoy opeanusma.
KonuenTpanuja ranekTiHa y cepyMmy WiH IUIa3MH je 0OMYHO y MUKOMOJIapHOM oricery. Maro je
BEPOBATHO J1a TAJIGKTHHHU OCTBapyjy €(heKTe Ha JaJbUHY, CIMYHO IUPKYIUIIYhM XOpMOHHMA
Beh je BepoBaTHH]jE je /1a je BUXOBO MPUCYCTBO y CEPyMY pe3yiTarT OTHyIITama U3 TKUBA, Kao
TO je OTKpuBeHO M 3a MHore apyre nporteune (201). Ilosnara je kopenamnmja uszmely
KOHIICHTpallje TrajgekThHa-3 y cepyMmy u omrehema cpra (202). Mehyrum mo3naro je u na

TAIEKTUH-3 M y BEOMa HHCKO] KOHIIGHTpallMju y cepyMmy crtumynuine enmonutosy CD44
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mosekyaa (203) tako ma Hekw ox helnMjckMx mpolieca KOje KOHTPOJIMINY TaJeKTHHH MOTY [a
OJIrOBapajy Ha NPOMEHE KOHIICHTpAIMje TaleKTHHA y cepyMmy. ['anekTwH-3 U3 MHjeIOUIHUX
henuja yruue Ha pacT TyMOpckuX henuja M MHIYKYje OTIOPHOCT Ha MHCYJIUH Yy aIMIIOIUTHMA
(204) wro yka3syje na ocTBapyje U ayTOKpHHE U TapaKkpuHe GyHKIH]eE.

Kana ce roBopu o nenoBamy rajiekTHHa Ha HHUBOY OpPraHWU3Ma OHJIA C€ YIJIABHOM OJ[BOjEHO
onucyjy (QyHKIMje TajekTMHa Yy BaHNeNWjCKOM MpocTopy, Ha henujckoj MeMOpaHu u
unTpanenyiaapto (197, 205). Mehyrtum, rajgekTiuau u3 BaHhenujckor mpocTopa ce Beoma 0p30
CHIOUMTY]y u Op3o ce kpehy wusmelly enmo- u erzo- nutHux Besukyiaa (192, 206).
YcnocTaBibamkbe ONTHMATHOT HHBOA rajiekTuHa y henuju u Banhenujckom mpocTtopy yTude Ha
KpETame TaJIeKTHHA KPO3 BE3UKYJIe U TUME IMPEKTHO yTHue Ha henujcke npoiece Koje raJleKTuH
KOHTPOJIMILIE KAao INTO Cy HHAYKIHMja amonTo3e JUM(OIHTa WM anuKajdHa eKCIpecuja |
JaTepaHa OpraHu3alrja MIMKO3WIMPAaHUX perenrtopa kao mro cy TCR, penenrtopu 3a VEGF,
TGF-B u peuentop 3a UHCYIUH, YUME C€ MOCIEIUYHO PETYIUILY MPOILECH KOje OBH CHUTHATHH

MyTeBH KOHTPOJIMIILY: aHTHOTeHe3a, TuMpaHruoreHesa, hpuodposa, nadaamamja (197, 205).

1.3.3. VYuora u 3Hauaj rajleKTHHa-3 y peryJanmju MMyHCKOT 0AroBopa

KoncrutyrusHo je Gal-3 excripumupan y MoHoiut/Makpodaraum henujama, a takohe u y DC,
nosmMopdoHykiIeapuma U MactTouutuMma, a tuMmdouutd (u T u B) ra cunrteTniy camo kana cy
aktuBupanu (207).

lanextuH-3 yuectByje y audepenuujamuju Mmakpodara, B mumdormura u DC (208-210).
Ekcrpecuja ranektiHa-3 ce moBehaBa y XyMaHHM MOHOIMTHMAa Yy TOKY iIn  Vitro
mudepenimjanje 'y Makpodare (208). Jaue wuckasuBame Gal-3 cmamyjye edekre
Tpanckpunuonor ¢akropa Blimp-1 mro moxctuye caspeBamwe miazmonmta (209). CympoTHo,
mudepentmjanyjy DC npatn cmameme eckenpecuje rajaekruHa-3 (210).

lNanexTHH-3 je BakaH 3a aJIXe3Wjy M XEMOTakCy MoOHoIMT/Makpodaraux hemuja u murpaiujy
oBux henmja kpo3 enmoren (146, 187). lanektuH-3 akTuBHpa W TMojadyaBa (AronUTHY MU
MUKPOOHMIIUIHY akTHBHOCT (aromura jep je de facto pernenrop 3a nmpemno3HaBame MOJEKYICKUAX
oOpa3zana maroreHa. TauyHHje, OBaj MOJIEKyJd TMpero3Haje U Be3yje Ce 3a IOBPLIMHCKE
rmuKoKoHjyratr cienehux martoreHa: Neisseria gonorrhoeae, Leishmania major, Schistosoma

mansoni u Trypanosoma cruzi, a y3 To CTUMYJIUIIIE U onconu3anujy (211-215).
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INanextnn-3 excnpumupan y DC je BakaH 3a moyiapu3alnjy UMyHCKoOr oarosopa (216-220). YV
OoslecTMa ca AOMHHAHTHUM Th2 MMyHCKHM OAroBOpoM (MHGEKIUje Mapa3suTUMa, aTOIH|CKH
JIepMaTUTUC) ekcrnpecuja ranektnHa-3 y DC xopemupa ca cnabujom mposiudepanijom
nomaraukux T mumdormra (219, 220). CD4+T numbouutun koumnkyoupuu ca DC Gal-3-/-
MHUIlleBa MMOKa3yjy Behu cremeH mnposudepandje Hero HakoH uHKyOanuje ca DC Gal-3+/+
muiesa (219).

lanexktun-3 je Wcka3aH UCKJbYYMBO Ha akTuBHcaHuM JuMdounutima T u B (207) Outan je 3a
nponudepanujy u anonrody T nmumbonura (221-223). WuTparenyiapHd U eKCTpareayapHu
raJIeKTHH-3 UMajy CYIPOTHO JIejCTBO Ha armonto3y T numdoruTa. MHTpane ynapHa ekcrupecuja
raJieKTHHA-3 MHXHOUpA, a eKcTpalelyiapHa Mocrenlyje anonTo3y aktuBupanux T juMdornmra
(155, 223). Osnaj mpo-amonTOTCKH edeKar MOoCIeAnulla je Be3WBama TaleKTUHA-3 ca

IIIMKOKOH]jyraTMMa UCKa3aHUM Ha MeMOpaHnama aktuBupanux T henwmja (223).

1.3.4. NHXuOuTOpM rajekTuHa-3
Bbpojue ynore ranexktuHa y perynanuju henujckux mpoiieca y (U3HUOJIOMIKUM U MATOJOMIKHM
CTamkbUMa UHCIHUpHUCAJIe CY UCTPaKUBAKHE HHXMOUTOPA TaJIeKTHHA, KA0 MOTEHIIN]aJTHUX JIEKOBUMA
WIM Kao eKCHepUMEHTAJIHHUX CpejAcTaBa 3a mpoydaBame Ouosoruje henumje. Hajmohuuju
MHXUOUTOpU TajieKTWHa Oa3upaHW Cy Ha JepuBaTUMa Jucaxapuia KOJju IOCTHXKY
BHCOKOA(MHHUTETHE Be3¢ ca TaleKTMHHMAa 4YHja j€ jaunHa y HAHOMOJApHOM pAacIiOHY.
Cuntertucas je nucaxapua, Tuoauranakrosus (Galp1-S-1pGal) koju je Bpio cinuyad NPUPOTHUM
nucaxapuauma (224) u koju octBapyje uBpcTe Bese ca ranektuHoMm-3 (Kd je oko 2nM).
Wuxubutop ranektuna-3, TD139, nokasyje in Vivo edekte y aHuMaiHuM Mojenrma Gudpose u
anruorerese (225, 226) u TpeHYTHO Ce CIPOBOJIE KIMHUYKE CTYAHMjE€ Yy KOjMa CE€ UCIHTYje Kao
MOTEHIMjalTHU JIEK 3a Jiedewe uauonarcke ¢uobpoze miuyha. MHxuOuTopu rajnekTuHa Koju ce
6a3upajy Ha IucaxapuuMa Ccy peslaTUBHO PacTBOPJGUBH Y BOJIM U HE MOTY c€ JAYro 33Jp)KaTh Ha
MeMmOpaHama, ImTo oHeMoryhaBa mUXOBY OpaliHy NpuMeHy. HemaBHO je pa3BujeHa HOBa Kiaca
HHXHOWTOpA TaJleKTHHA KOja CaapKu caMo jefHy pesuayy inehepa (227), koju Jako mpojiase
Kpo3 MeMmOpane 1mTo omoryhaBa muxoBy opanny npumeny (Kd je y Huckom, nM, omcery).
Takohe je mokazaHo ja, monMcaxapuaud A0OMjeHHM U3 OWJbaka, Kao MTO je MOAU(DUKOBAHH
mutpycud nektuH (MCP) wim ramakToMaHaH, Jenyjy Kao (GapMakoJOMIKH HWHXHOHTOPH

ranektuHa-3 (228-230). Meljyrum, oBM MHXHOUTOPH €1a00 WMJIM YOIIIITE HE OCTBApyjy Be3y ca

28



KaHOHCKHMM MECTOM 3a BE3MBabe YIJbEHHX XHJpaTa Ha MOJeKyny raiektuHa (231) mro He
HCKJbydyje HMHTPEAKIMje ca APYTruM JeIoBHMa OoBOr Moiiekyna (232-234). JIBa MynTuHBaleHTa
uHxubuTopa Ha 0asu nonucaxapuaa, GM-CT-01 (Davanat) u GR-MD-02, Be3yjy rajiekTuH-3
ymepenuM adunurerom (Kd=2.9 u 2.8uM). GM-CT-01 je npupomHu rajiakroMaHaH KOjU
caapku OpojHE pe3uye TajgakTo3e ca IMpocedyHoOM MoJieKyiackoMm macom a0 60kDa (235, 236).
Melytum, HEe MOCTOjU jaCHO W 3a70BOJbaBajyhe CTPYKTYpHO OOjallllberhe O TOME KaKO Ce OBH
MEeKTUHU Be3yjy 3a TaJIeKTHHE W Ha KOjU HA4YWH Cy HMCIOJhaBajy TEpanujcKy epukracHocT. Anu
300T PacTBOPJPMBOCTH Y BOJU M PEIIATUBHO Oe30eaHe MpHUMEHE KOJ JbYIH, OB IOJMCAXaPHIU

Ousbaka cy 100py KaHIUAATH 3a JIEKOBE.

1.3.5. T'anexkTnH-3 u 60secTH jeTpe

lanexkTuH-3 je BeoMa BaXkaH 3a MATOTEHE3y 3ama/beHCKUX OojiecTH W MajaurHoma jerpe (237-
240). UctpaxxuBama Cy MOTBPAWIIA IPOMEHCHY SKCIIPECHja rajieKTHHA-3 y jeTpamMa B cepymMuMa
OoJieCHUKa ca XenarolelyJapHUM KaplIMHOMHUMA, cTearoxenarutucuma u nuposama (130, 237).
Excripecnja  rajektuHa-3 MOXKe J1a €€ KOPUCTH Kao TIPOTHOCTHYKH (aKTOp KOJ
xenarouenynapHux kapuuHoma (238) jep Beha ekcmpecwja rajektuHa-3 y  jeapuma
KapIMHOMCKHX henuja oxroapa usommjoj upornosu (237). Cynpumupame HCKa3UBamba
raJieKTHHA-3 y jepy OJIaKIaBa aronTo3y W moBehaBa oceTsbuBOCT henmja XxomaHTHOKapIITHOMA
Ha XeMHoTepanujcke arerce (238).

Panuje cy moka3zaHM CYOpoTHM e(eKTH TraleKThHa-3 Ha TOK IpUMapHOr OuiIujapHOT
XOJaHTHTHCA y JIBa pa3MyMTa eKclepuMeHTanHa Mmojena. Iloka3aH je mpoTeKTUBHU edekaT
rajektuHa-3 y Moneny PBC wm3azBaHoM mMyHu3aimjom kceHoOmotukoM (241). TanmextuH-3
OCTBapyj€ aHTHUAMONTOTCKU e(eKkaT y XOJIAaHTMOLUUTHMa YMME HajBEpOBaTHHUjE CMamyje ajbe
ocinobahame ayToaHTHIeHA U TaKO 3aycTaBjba ayTOMMYHCKH mporiec (241). Y moaeny PBC koju
criontaHo passujajy dnTGF-BRII mumeswn, ranexktH-3 aenyje NpouHQIAMAlUjCKH, TOACTHYE

aKTUBalM]y WH(}IaMazoMa M TaKo TMoropiiaBa MaHu(ecTalije ayTOMMYHCKOT XOJIaHTHUTHCA

(242).
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2. IIJb PAJIA

I'naBuu 1uib: yrBpautu yinory Gal-3 y narorenesu PBC-a u3a3Banor HH(EKIMjOM MHUIIIEBA, COja

C57BL/6, Novosphingobium aromaticivorans-om.

CarnacHO OCHOBHOM oujby YTpreHI/I Cy U CKCIICPUMCHTAJIHU 3aJallU:

1. Ucnuratm ynory Gal-3 'y pasBojy mnpumapHor OWIHMjapHOT  XOJIAHTUTHCA Y
SKCIIEPUMEHTAITHOM MOJIeNTy 00JIeCTH Koja ce MHAyKyje uHpekijom mumiea coja C57BL/6
Novosphingobium aromaticivorans-om.

2. YrBpautu edexre Gal-3 Ha cacraB u dyHkiuoHanHu ¢enorun henuja Koje HHOUITPUIILY
jetpy.

3. Hcnuraru yrunaj Gal-3 na akruarjy DC Novosphingobium aromaticivorans-om.

4. VYrtepnutn edekre Gal-3 Ha axkTHBauMjy uHGIaMazomMa y MakpodaruMa H3JIaraHuM
Novosphingobium aromaticivorans-y.

5. Hcnuratm ma nam Tepanujcka mpuMeHa WHXHOWTOpa ranektuHa-3, GM-CT-01, moxe ma
yonaxxu manudecrtaruje PBC y moneny n3a3Banum 0akTepujCKOM HHQPEKIIN]OM.

6. Wcnuratm ga nu npuMeHa uHxuOurtopa raiektuHa-3, GM-CT-01, cmamyje axkTuBanujy
nH(pIaMa3oMa n3a3BaHy 0aKTEPUjCKOM MH(EKIIN]jOM.

7. Yrepautu excrnpecujy Gal-3 y jerpu mumieBa obonenux og PBC-a u3a3zBaHor OakTepHjoM H

edexre nuxuburopa Gal-3, GM-CT-01, Ha ekcripecujy rajekruHa-3.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. JlaGopaTopujcKe }KMBOTHH>E

HcrpaxkuBama cy o0aB/beHaA Ha KCHKama, crapuM 8 Henesba. Mummuie cy omie coja C57BL/6
(eurn. Wild Type, WT) u Ha ucror coja muineBa ca target menerujom reHa Koju KOIUpa
ranextus-3 (Gal-3 knock-out[KO] mmu Lgals3” C57BL/6) (243). KO muuresn Cy MPBOOUTHO
JONIpEMJbEHH M3 BHBapujyMa yHuBepsutera Kammdopuuje spydaznomhy mpod. mp Daniel K.
Hsu-a (Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine,
Sacramento, California, USA). MuieBu kopumiheH: y 0BOj CTYAHjU Cy OATOjSHU y BUBAPHjyMY
LleHTpa 3a MOJIEKYJICKY MEIUIIMHY U UCTPAXKHUBAKE MaTHUHUX henuja, Pakynrera MeTUIIMHCKUX
Hayka, YHuBepsurera y Kparyjesuy. ExcriepumenTanse nponeaype y oBoj CTyAuju, paleHe Ha
MHUIIIEBUMa, 00aBJbeHE Cy y3 000peme ETnuke xomucuje 3a 3amTuTy AOOPOOUTH OTJIEITHUX
KHBOTHIa DaKynTeTa METUIIMHCKUX Hayka YHuBep3utera y Kparyjesuy (0poj omoOpema: 01-

8670) u y ckiiaay ca CBUM CMEpHHUIIaMa 3a TPETHPambe 1a00paTOPHjCKUX KUBOTHHA.

3.2. HuHayKnuja npuMapHOr OWJIMjapHOT XOJAHTUTHCA U MPOLEHA

0osiecTn
[MpumapHu OMIHMjapHU XOJAHTHTUC W3a3MBaH je uHdumpameM sxeHkn C57BL/6 WT u C57BL/6
LgaISS'/', crapux 8 Hexesba, MHTpaBeHckoM npuMerom 5x10° PFU N. aromaticivorans 0. u 15.
JaHa eKclepuMeHTa Kao mTo je panuje omwmcano (109). Vsoprw kpBu 100HjeHH HAKOH

KPTBOBaWka Cy MNPHUKYIJbAaHU Y €IpyBeTe 0Oe3 KoaryiaHca, U3[BOJEH je CepyM U Yy HEeMy
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aHanu3upaHa KoHieHrtpanuja ensuma: AST (enrnm. Aspartate Aminotransferase), ALT (enri.
Alanine Aminotransferase) u ALP (engl. Alkaline Phosphatase) na Roche Cobas Mira Plus
aHanaj3epy. HakoH >XpTBOBama >XMBOTHIbA NapaUHCKUM HCEUIM TKHBA jeTpe Cy 000jeHH
xemaTtokcuanHoM u eo3uHoM (H&E) crammapmnom mporemypoM. Ha cBakom wuceduky je
oleckUBaHa HWH(IIaManuja MEPUIIOPTHUX TMpocTopa, HHOWITpamuja ca U 0e3 omrehema
OwnHjapHHUX KaHana, Guodposa, HEKpo3a, XxeMoparuje/ormmparuje u CynkamncyjaapHu HHOUITpaTH.
Ha ocHOBy wuHTEH3MTETa M CTENEHAa W3PAKEHOCTH NATOJIOIIKOI Haja3a IpOMEHMa Cy
J07ieJbUBaHU OOJIOBH M TO: HyJla- HEMa; jelaH- OJyiara; ABa- yMepeHa; TpH- jaka; YeTHPH- BeoMa
jaka. 'panynomu, xemoparuje/omnuparuje u ¢uodbpo3a 0om0BaHU Cy Kao: Hyla- Hema; jena-
Onara; aBa- yMepeHa; TpH- jaka. XHCTOJIONIKA aHalu3a U 0O0J0BamE CIPOBEACHU CYy CIICTIOM
MeToAOM. XHCTOJIOMIKK Mpenapatu cy Gotorpaducann y3 moMoh CBETIIOCHOT MHKpPOCKOIA
(Olympus BX51) mururanaum QoTtoamapaToM. 3a JAETEKIM]y BJIaKaHa KojareHa y HCedIMMa
kopwuinheHa je merona 6ojerma Picrosirius Red-om. Ilporenar TkuBa 3axpaheHor Gpudpo3om je y
MumujuM uceunuma jetpe (ciukano 10 moska Ha yBenmuamwy 10X) u3pauyHar kopuinhemem

copreepa ImageJ (NIHh, Bethesda, MD).

3.3. Amukanuja uHxuéuTopa rajexkruna-3, GM-CT-01
Jlse rpyne Lgals3™" mumesa cy dgopmupane paHIOMH3HPAaHHM Y30pKOBameM. MHUIICBH jeiHe
rpyne cy ueTpu Hejesbe uHTpaneputoHenHo npumanu 300ug GM-CT-01 um to Tpu myra
HEZEJHHO 0] TOYETKa eKCIIEPUMEHTA, OJTHOCHO 01 UHUIIUpPakha OaKTEPHjOM.
[TocebHa Tpyma MuimieBa je paadl MPOIEHE TepanmujcKor e(ekra WHXMOWTOpa TraleKTHHa-3
npumana 300pg GM-CT-01 ox moueTka jaeBeTe Helesbe €KCIEPHUMEHTa UCTOM ydecTajomhy u

YKYITHOT Tpajama (3 X HelesbHO/4 Henelbe).

3.4. NmyHoxucroxemMuja MUIIMJUX y30PaKa jeTpe
Henapadunucanu napad@UHCKH HCEYIM TKHMBA jeTpe MHKYOMpaHU Cy ca NPUMapHUM 3€4HjUM
aaTuTenMa crnenupuaanM 3a mungun NLRP3 u IL-1f w nmpuMapHUM MUIIjUM aHTHTEIOM
cieuduyuanm 3a Gal-3 (Abcam, Cambridge, UK). Xucronomku npeceny jeTpe BU3yelIn30BaHU
cy xopurihemeM kuta 3a netekiujy 3eujux (Expose Rb-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit;
Abcam) u mumjux (Expose Ms-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; Abcam) anturena.
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O6ojenn wuceunn cy ¢ororpaducaHu IUTUTATHOM KaMEpOM Ha CBETJIIOCHOM MHKPOCKOIY

(Olympus BX5). Ananusupano je 10 mossa mo mpeceky (yBenudame 40X) (244).

3.5. Mepeme HIMTOKHHA Yy XOMOT'eHATHMA jeTpe
KonnenTpanuje nuTokMHa y XOMOreHaThuMa jetpe, nodujennx xomorenusanujom 100mg jerpe y
0.5mL PBS-a u nenrpudyrupamem Ha 14,000 oopraja 10 munyra na 4'C, mepene cy ELISA
(eurs. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) texaukoM yrmoTpeOoM MHIIjEr 1yoceTa 3a

IL-1B (R&D Systems) npema ynyTcTBy mpou3Bohaua.

3.6. M3onanuja moHonykiaeapHux hesmja jerpe u nporouna
LUTOMETpHja

MuiieBu Cy JKPTBOBaHM IIEPBHKAJIHOM JHCIOKAIMjOM, a H30Jiallija MOHOHYKJICApHUX
JICYKOLIUTA U3 jeTpe 00aBJbeHA je METOJI0M pasrpaljuBama jeTpe MeXaHHUKUM cpeactBuma (245).
Ha 5x10° MOHOHYKIEapHHMX eKCTpaxoBaHuX henmja, pecycmengoBamux y mybdepy (50ul)
alTMKOBaHa Cy, y oAroBapajyhuM KOHIIEHTpaljama, MOHOKJIOHCKAa aHTHUTeNa O0eexeHa
¢bayopecrienTHUM MaTepujama. Hakon mHKyOamuje y Tamu, Ha +4°C mocne 20 munyta henmjama
je nogasano 1,5ml xmaanor mydepa (enri. Staining Buffer, BD) u nentpudyruposane va 400G
ner MuHyTta. HakoH pecycnensuje nobujenor tanora y 350ul mydepa henuje cy ananusupane
nporoyHoM nuTomerpujom Ha amapaty FACSCalibur (BD). 3a ananusy noOujeHux mojaaTtaka
nocayxwo je coprep FlowJo.

Bojere HMHTpaIeyIapHAX IMTOKHHA W3BeneHo je kopumhemem BD  Cytofix/Cytoperm™
MeToze. 3a crumynanujy henuja xopumther je ¢opbon mupucrar amerar, 50ng/ml (enr.
Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma) y3 nonaBame jonomuiuHa, 500ng/ml (eHrm.
lonomycin; Sigma) y tpajamy ox 4 cara. Y ToKy In Vitro crumynanuje henuja, HHTpameayIapHu
TpaHCIOpT mpoTenHa je Onokupan MoHeHcuHoMm (BD GolgyStop™). IMocie crumymammje
0o00jeHn cy TOBpIIMHCKM MapKepu, a 3aTuM cy henuje pecycneHgoBane y 250ul
Cytofix/CytoPerm™ pacreopa (BD Pharmingen) u unkyGupane ua +4°C y Tpajamby 20 MuHyTa.
Renuje cy motoM mpane aga myra y Perm/Wash™ mydepy (BD Pharmingen; 1ml/enpyseri;

300G). Tanory cy 3aTHM JOAaTa aHTHTENA 3a ACTEKLU]y LIUTOKHUHA pacTBoperHa y Perm/Wash™

33



nydepy. henuje cy motom npane mydepom Perm/Wash™, u pecycnenaoBade nomohy 350ul

nydepa U NOTOM aHaJIU3UPAHE MPOTOYHOM IIUTOMETPUJOM.

3.7. Ilpoayknuja UMTOKMHA U eKCIIPpecHja MapKepa aKTUBalMje

HakoH cTumyJaamuje DC in vitro
NzonoBame DC u3 crme3nHa cBakor MuIla MOjEJMHAYHO O0ABJHEHO j€ METOJAOM MarHeTHE
cemapanuje y3 nmomoh Pan Dendritic Cell Isolation Kit-a (MACS Miltenyi Biotec) mpema
yIyTCTBY npousBohaua. M3omoBane henmuje cy pecycneHioBaHe KOMIUIETHUM MEIHjYMOM aKKO
Jla UM TyCTHHA OyJie 10%/ml, 1ml CycIIeH3Hje je cumaH y mioue ca 24 otBopa, 1 1oato je mo 10
Oakrepujckux hemuja Novosphingobium aromaticivorans (246, 247). ¥V oapehene Oynapuuhe
nonat je maxubuTop ranektuHa-3, GM-CT-01 y ¢unannoj xonuenrpammju 100uM. Ilo ucreky
uHKyOarmje ekcrpecrja Mapkepa aktupaije (CD86 u CD40) u murokuna (IL-4, IL-1B u p40

3ajennuuke cyojeaunuiie 3a 1L-12/IL23) ananusupana je mpoOTOYHOM IIUTOMETPH]jOM.

3.8. In vitro crumyaanuja nepuToHea HNX Makpodara 6aKkTepujom
[lepuToHeannHn Makpodard Cy H3/ABOjEHH TEXHHUKOM TIIEPHUTOHENIAaHE JaBaKe KOMIUIETHUM
MEJIMjyMOM Kao IITO je paHuje omnucano (248). lobujene henuje cy nHKyOHpaHe ca OaKTepHjoM
N. aromaticivorans 24 cara (oxroc henmja/6akrepuja 1:10) na 37°C y unky6aropy ca 5% COs.
Heke ox henuja cy mpe m3narama OakTepujama MHKyOMpaHe ca MHXHOUTOpOM Kacmase-1 (Z-
YVAD-FMK; 10umol/L). Ilo 3aBpmieTky wuHKyOamwje y ciao0omHoj teuHoctd je ELISA
TEXHUKOM H3MepeHa KoHmeHntpanuja IL-1B u IL-6, ynorpebom mumijer cera (R&D Systems).
Excnpecuja moBpumHckor Mapkepa F4/80 u untpanenynapuux IL-18 u NLRP3 ananusupana je

MPOTOYHOM LIUTOMETPUjOM Kako je Beh omucano.

3.9. Nmynodayopecuenua
W30n0Banu neputoHeasHu Makpodaru (106 henuja/oTBOpY) Cy MHKYOMpaHu 7 JaHa y Iuiodama
ca 6 oTBOpa y KOje Cy CTaBJb€HE OKpYyIJIe IOKPOBHE Jbycnuie W TO y mnpucyctBy N.
aromaticivorans (10" Gaxrepuja/otBopy). Remnje cy 3aTum obenexene anti-F4/80, antu-1L-1p
n antu-NLRP3 anTuTenuma, mHKyOMpaHe ca CeKyHIapHUM aHTUTENIMMa KoHjyroBaHnuM PE wmm

FITC 6ojom (249). Jbycmuiie cy 3aierbeHe 3a npeaMeTHa crakia kopuirhemem ProLong Gold
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antifade reagent with DAPI u ¢otorpaducane kopunthemem Olympus BX51 ¢uyopecuenTHOr

MHUKPOCKOIIA.

3.10. AKTHBHOCT Kacnase-1
[Tepuroneannn makpodaru (1x10° henuja/oTBOp) Ccy uHKYOMpanu 24 cara y TPHUCYCTBY
oakrepuje N. aromaticivorans (1><106 OakTepuja/oTBOp) y IUioyama ca 6 oTBOpa, a aKTUBHOCT

kacrmase-1 je usMepena y nusatuma henmja kopumihemem Caspase-1 Colorimetric Kit-a (R&D

Systems).
3.11. OnpehuBame KOHLIEHTpaLMje rajeKTUHA-3 Y KYJITYpH
CILICHOLMTA

Momnonykieapre henuje cy n3010BaHe U3 Clie3WHA HETPETUPAHUX MUIIEBA METOAOM MEXaHUYKE
pasrpaame. M3omosann crurenomuti (2.5%10° henmja/otBOp) ce MHKYOHpaHH ca HHXHOHTOPOM
ranektuHa-3, GM-CT-01 y ¢unannoj konuentpauuju 100uM 24 cara, a 3aTUM CTUMYJIHCAHH
numnononucaxapuaoMm 1pg/ml (LPS, Lipopolysaccharides u3 E. coli 055:B5) 24 cara, kao miro je
panuje onucano (228). Konnenrpamuja Gal-3 y cynepHarantuma je uaMepeHa KOpHUIIhemeM

Duoset ELISA cera (R&D Systems).

3.12. AHaJIN3a eKNpecuja reHa peakunjoM JAHYAHOT YMHOKABaKha
PHK je wu3onmoBana w3 TKHMBa jerpe KopuinhemeMm Tpu3on pearenca (250). 3a mepeme
KOHIIeHTpanuja u oneHy npeunmheHoctd RNA kopuitheHo je crnekTpooToMeTpHjcKO Mepemhe
abcopoantie (260/280nm) y3 momoh ypehaja Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg,
Germany). IIporniecom peBep3He TpaHCKpHIIHje je nodujeHa kommiementapHa /JJHK, y3 momoh
kuta High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), kako je mpousBohau omucao. Metozom kBantutatuBHeor PCR-a y peamHom
Bpemeny (Quantitative Real Time-PCR, gRT-PCR) oapeljena je peseBaHTHaA reHCKa €KCIIPECH]a.
gRT-PCR je onpehuBan amaparom Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany)
y wiouama ca 96 orBopa (Twin.tec. real time PCR plates 96, Eppendorf). Kopumhenu cy

KOMEPIIHjaTHO JOCTYITHH npajMepu 3a MIPOKOJIareH al (forward:
GCTCCTCTTAGGGGCCACT, reverse: CCACGTCTCACCATTGGGG), a-SMA (forward:
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ACTGGGACGACATGGAAAAG, reverse: CATCTCCAGAGTCCAGCACA), pB-aktuH je
kopumthen kao housekeeping rem (forward: AGCTGCGTTTTACACCCTTT, reverse:
AAGCCATGCCAA TGTTGTCT). Tect je u3zBoheH y mymiukaTy cBakor y3opaka. Bpemnoctu
Ct xoHTpOJIHUX TpHUIUTUKATa (AaKTHUH) Cy Oay3uMaHe o u3MepeHux BpemHoctu Ct Tpuruimkara
PENICBaHTHUX TeHa U Tako je nobujer ACt. PelaTHBHa ekcrpecrja reHa MckasuBaHa je kao 27 .
Bpennoctu cy nmpuka3uBaHe Kao pelaTUBHE Y OJTHOCY IpeMa KOHTPOJIH, MOeHIeHoj Ha 1 Kako je

yoOu4ajeHo.

3.13. CraTucTuyka aHajimsa
[Moganm cy npukasanu kao BpeaHoctT +SD wim + SEM. CrarucTuyka 3Ha4ajHOCT oapehuBana
je He3aBHCHUM y30pKoM Student’s T test u ANOVA-om u e je 6uno norpedno Mann-Whitney U
test-om mim Kruskal-Wallis-om. Cratictuuku 3Ha4ajHUM O3HAa4YeHE Cy J0OMjEHE BPEIHOCTH
p<0.05. Tlogatm cy ananu3upanu KopuimheHem mporpama 3a cratuctuky SPSS 20.0 m SPSS

22.0.
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4. PE3YJITATHU

4.1. Jenemmja Lgals3 yoaaxkaBa mnpuMapHd OWJIHjapHH XOJAHTHTHC

uHAyKoBaH 6akTepujom Novosphingobium aromaticivorans

Panuje cmo mnokasanmu na cy Lgals3-/- C57BL/6 MuiieBu roToBO PE3UCTCHTHH HAa WHIYKIHU]Y
IpUMapHOT OWIMjapHOI XOJIaHTUTHCA KOjU ce u3a3uBa uHPeknujom Oakrepujom N.
aromaticivorans (251). Ha uceurnuma jerpu C57BL/6 WT wmumieBa 000jeHHX XeMaTOKCHIIHH-
eo3uHOM 8 Hemesba mocie wuHpeknuje Oaxktepujom N. aromaticivorans jerekroBaHa je
uHpuTpanyja OunMjapHux kaHanuha, omrehewme OwiMjapHUX KaHainuha ca oOauTepaiujom,
NepUnopTHa U MH(puATpanuja napeHxuma u ¢puodposa. CynpoTHO TOME y CBUM aHAIM3UPAHUM
uceunuMa TKHBa jeTpe HH(PHUIMPAHUX Lgals3” mumesa 3anakeHo je TOTIYHO OJICYCTBO
omrrehennx kananmuha (251). Ceposnomiku mapaMeTpu 0OJeCTH, KOHICHTpAIMje TpaHCaMHHa3a
AST u ALT wu IgA arturena cnemuduunor 3a PDC-E2 cy y rpynmu mHGHIEpanux LgaISS‘/'
MHUIlIEBa Takohe OUIM BeoMa CIMYHM MapaMeTpuMa y IpylH HEeTpeTHpaHHUX (3IpaBHX) MHUILEBA,
3a paznuky o rpyne uHpuiupanux WT muiieBa y K0joj je 1eTeKTOBaHO CTATUCTUYKH 3HAYAjHO
noBehame HaBeICHUX CEPYMCKUX MapameTpa of YeTBpTe Hefelbe Mo nHdpeknuju (251).

3HauajHO u3pakeHuja ¢pudposza y jerpama WT Hero y jerpama LgaISS'/ " MuIIeBa 8 Henesba mocie
undekmje 6akrepujom N. aromaticivorans (Cnuka 1) morBphena je u Picrosirius red 6ojemem

KOJHM C€ IJPBEHO 00j€ BIIaKHA KOJAareHa M KOPUCTH ce 3a JeTeKIujy pudpo3e oprana (252).
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Cauka 1

Ciuka 1. Penpe3eHTaTHBHH NpHMepPH HcedYaka jeTpd MHGUUMPAHMX MUOIeBa 00ojeHHx Texmmkom Picrosirius red.
YBeanuamwa: 100X (ropmu nanen) u 400X 1omu nanesn



KBanTutatuBHOM aHanmu3oM uceuaka jetpu WT u LgaIS3'/' MUIIeBa HHPUIUPAHUX OaKTepHjoM
N. aromaticivorans je yrtBpheno nga je mporeHaT TKuBa 3axBaheH (uOpO30M 3HAaYajHO

craructruku Behu (p<0.001) 3a rpyny WT Hero 3a rpynu Lgals3” mumesa (I'padukon 1)

I'paduxon 1
61 mWT
&\o, O Lgals3-/-
Q
9
a 4-
(o}
s
8
Q 2 -
2
o *k%k
) I_I_I
0 - .

I'pajguxon 1. IlponeHaT TKMBa jeTpe ca AemO3MTHMA KoJjiareHa je 3Ha4yajHo Behm y rpymu WT mumena
unuuupannx 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans mero y rpynu unduunpanux Lgals3” mumesa.
[Ipukazana je cpenma BpegHocT = SD mporeHTa TKHMBa jeTpe ca 000jeHMM [EMO3HTHMa KOJIaTeHA H3pavdyHar
aHaM3MpareM IMperapara TKMBa jeTpe Tperupanux Picrosirius red-om y mporpamy Imagel. Cratucthuka
curHu(UKaHTHOCT je oapehuBana Student-osum t recrom, *** p<0.001

U cemam mecenn mocie mocie uHpeknuje 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans y
jerpama Lgals3” muiesa nema Hu undumntpanuje Hu Gpubpose 1ok ce y jerpama C57BL/6 wild
type mumesa npumehyje Gpudposza, Hekpo3a TKHUBA U CKOPO MOTIYHO OJICYCTBO KyYHUX KaHanmnha
(Cuka 2). U y uceunmma jerpu C57BL/6 wild type murmneBa moOujenum 7 Mecemu Mmocie
Oakrepujcke uH(peKHje o00ojeHnx MeTomoMm Picrosirius red jacHo ce yodaBa HpPUCYCTBO
n3pakeHux Biakana komareHa (Cnmka 3). Y jerpama wild type mumieBa, 7 Mecemnu mocie

nHpexmje, 3amaxajy ce: 01aru HHQUITpaTH y MAPEHXUMY U TIEPUIIOTHOM MTPOCTOPY, OJICYCTBO
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rpaHyioma, obiuTepanyja OMIMjapHUX KaHaiuha y 3Ha4ajHOM IPOLEHTY, 3HauyajHa (Gudpo3a,
HEKpo3a TKHBa Kao U xemoparuje ca omnuparujama (Ciuka 2, I'padgukon 2). XHUCTOIOMIKH CKOP
Koju ykasyje Ha omreheme OunmjapHux kananmmha (p<0.001), ¢udposy (p<0.001), Hekpozy
tkuBa (p<0.001) u xemoparuje (p<0.001) je crarucTuyku 3Hayajuo Behu y rpynu C57BL/6 wild
type y nopeljemy ca rpynom Lgals3” mumesa (I'padukon 2).

Ciauka 2.

C57BL/6 wild type

Cunuka 2. Jerpe C57BL/6 WT muuieBa cexam meceuu nociie madexuuje 6akrepujom N. aromaticivorans ckopo nxa nemajy
skyune xkanaiamhe. PenpesenrartuBau uceunn TkuBa jerpu C57BL/6 WT mumesa u C57BL/6 Lgals3-/- mumesa mobujern 7
Mecelu 110 uHQpeKumju 6akreprjom N. aromaticivorans 060jeHrn TEXHUKOM XEMaTOKCHIIHH-E03HH.
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I'paduxon 2
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I'paduxon 2. 3uauajuo omrehewe jerpu C57BL/6 WT MnmeBa ce 3aap:kaBa M 7/ MecenM HakoH uHHbexuuje N.
aromaticivorans-om. Txusa jerpu C57BL/6 WT u Lgals3” mmmesa usonosana cy 7 meceuu HakoH nuduuupama N.
aromaticivorans-om. Uceunu (Spm) GojeHH Cy XeMaTOKCHIMH-C03UHOM. M3padyHaTe Cy Cpelibe BPEIHOCTH CKOpa Hapamerapa
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omrehema OmnmjapHux kanamuha, ¢uOpose, Hekpoze m xemoparuje/Ommmparuje + SD. CratHcTnuka CUTHH(HKAHTHOCT je
onpehuBana Student-osum t Tectom, ***p < 0.001.

Ciauka 3

Cuuka 3. Uceuak jerpe C57BL/6 WT mummune cenam mecenu nociae nadexkuuje 6akrepujom N. aromaticivorans o6ojen
Texnukom Picrosirius red.
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4.2. IlpucycTBO rajieKTUHA-3 3HAYAjHO MOjayaBa UMYHCKH OATroBOp Tum 17y
jeTpu MuIleBa ca NPUMAPHUM OWJIMjapHUM XOJAHTUTHCOM MHAYKOBAHUM

undexuujom 6axrepujom Novosphingobium aromaticivorans

[TomTo je 3a pa3Boj MpUMapHOT OWJIMjapHOT XOJAHTHTHCA BaXKHA MPOAYKIHMja MH(IAMAIIN]CKUX
IIUTOKUHA aHanmu3upaHa je 3acryrmsbeHoct CD4+ u CD8+ mumdomnura ca excripecujom IFN-y u
IL-17, mehy henujama u3050BaHUX U3 jeTpU LgaIS3'/' u WT Mummna, ocam Helesba MOCIIE
undeknuje d6axrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Hako cy mporentu IL-17 u IFN-y
no3utuBHUX henuja y okBupy CD4+ u CD8+ nonynamuja Behu y jerpama nnpuuupanux Lgals3”
" Mumesa Hero y jerpama mrduuppannx WT MuLIeBa pasidKe HHCY NOCTHIVIE CTATHCTHYKY
3HauajHOCT. PenpesentaTuBHU 110TOBH ca mpoueHTuma IL-17 u IFN-y mo3utuBHux henuja y
okBupy CD4+ u CD8+ mnonynanuja y jerpama WH(UUIUpPAHMX W KOHTPOJHHUX MHUIIEBA U
CTapTerHja rejToBama Cy npukasanu Ha Ciuiy 4.

Melhy rpynama MHQUIIMPAaHUX MHUIIEBA HUCY PETHUCTPOBAHE CTATUCTHUKHM 3HAYajHE PA3JIUKe y
npouenty IL-17 u IFN-y no3utuBnux henuja y nonynanujama CD4+ nu CD8+. Mehytum nassa
aHanM3a ykasazna je ga je mpoueHat u CD4+ u CD8+ nmumdonura koju npoaykyjy IL-17+ y
OKBHpY TMOMyJallje MOHOHYKJeapHUX henuja 3HauajHo Behu y uHuuupanux WT Hero y
nnuumpannx Lgals3” mumesa (251). Behn npouenar IL-17 nosutueemx CD4 u CD8
nuMponurta y rpynu uHpummpanux WT muimieBa ce yodaBa Ha penpe3eHTAaTUBHUM TUIOTOBHMA
npukazanuM Ha Coumuum 5. Ipomentun IL-17+ u IFN-y+ CD4 u CD8 henuja y rpynu
MHOUIMPAHUX LgaISS'/' MUILIEBA HUCY BehM of1 mporeHara oBux henuja y rpynaMa KOHTPOJIHUX
Herperupanux muiiea (Cnuka 5). [Iporenar IFN-y+ CD4+ henuja je nemro Behu y jerpama
nnpunupanux WT Hero y jerpama LgalsB'/' mumeBa (Cnuka 5). Hema pasnuke y mpoIreHTy
CD8+ henuja koje excnpumupajy IFN-y y jerpama unpunupanux Lgals3” u WT wmumesa
(Cnuka 5).

43



Cauka 4

44



Lymphocytes -

buffer
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Lgals3-/- N.
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Ciamnka 4. Crpareruja rejroBama 3a aerekuujy IL-17 u IFN-y no3uruBnux henmja y okBupy CD4+ u CD8+
nonyjganuja. I'ejroBane cy MoHOHykieapHe hemmje, a 3atum CD4+ u CD8+ henunje, y OKBHPY KOjUX CY
netexktoBanu nporeHTr IL-17 u IFN-y no3utuBHuX henmja. Penpe3eHTaTUBHU OT IUIOTOBU MPHUKA3Yjy MPOICHTE
IL-17 u IFN-y nosutuaux henuja y okBupy CD4+ u CD8+ momynauuja y jerpama C57BL/6 WT u Lgals3-/-
munreBa nHGuuupanux 6akrepujom N. aromaticivorans.
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Cauka 5

WT N. aro Lgals3-/- N. aro WT untreated Lgals3-/- untreated
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Cuauka 5. lenenuja Lgals3 cmamyje npucycrso IL-17+ u IFN-y+ CD4 u CD8 numdpouura y jerpama MuiieBa
HakoH unayknuje PBC-a. Ocam Henmesba mocie unpuuupama Oakrepujom N. gromaticivorans us jerpu cy
n37IBOjeHe MOHOHYKJeapHe henuje, nHKyOupaHe cy ca anturenuma cremuduunuM 3a CD4 u CD8 monekyne u
uH(pIAMalMjCKe LMTOKMHE W aHAIM3MPaHe NPOTOYHUM ImTomeTpoM. Ha cmunm ce Buge dot plot-oBu koju
nipuka3yjy npouenre CD4 u CD8 henuja koje excipumupajy IFN-y u IL-17.

4.3. OnycycTBO rajleKTHHA-3 He caMoO /1a 3HA4YajHO cMamyje MHGUITpauujy
jeTpe akTUBHPaHUM, HUTOTOKCHYKMM U nHPaamanujckum NK heamnjama Beh

cMamyje M HHpIaMalMjCKM U HUTOTOKCHYKY MOTeHUMjaa oBux henuja
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3a pa3Boj OwmiMjapHOTr XOJIAaHTUTHCA HakoH wHH(pekunuje Oakrepujom N. aromaticivorans
neonxonna je aktuBHocT NKT hemuja. Oe hemmje mpeko CD1d monmekyma akTuBHpa o-
TITyKypOHO3MIIIEpaMul ipucyTan y henujckom 3uny 6axrepuja. [lopex Tora NK henuje momaxy
aKTHBAIM]y ayTopeakTuBHUX T numdonunTa, mojayaBajy HHUXOBY aKTUBHOCT M TAaKO JIOTIPHHOCE
omrehemy Omnujapuux enurennux hemmja (231). Umajyhu y Buny 3uauaj NK 1 NKT henuja 3a
pazBoj PBC, mpoToYHOM IIUTOMETPHjOM j& aHaJIM3WpaH IpoleHaT U (peHoTun oBHMX henuja y
jerpama unpummpanux WT u Lgals3” mumesa. ¥V jerpama Lgals3” mumesa, 8 Henespa mocie
unpeknuje Oakrepujom N. aromaticivorans, HalleHa je 3HAYajHO Mamka MpOICHATYyaTHA
3actymbeHocT NK (CD49b+CD3-) henuja Hero y jerpama uHpuiupanux WT mumiesa (251).
rtaBumie, nndeknuja yommre HUje nmosehana 3actymbeHocT NK henuja y jetpama Lgals3'/‘
mumreBa. Behu mponertn NK hemmja y rpynu undpummpannx WT mumeBa ce yodaBajy Ha
Cmumn 6 Ha ko0joj cy mnpukasanu penpeseHtaTuBHu dot plot-oBu koju mnpukasyjy NK
(CD49b+CD3-) u NKT (CD49b+CD3+) hemnwje.

Ciauka 6

WT N. aro Lgals3-/- N. aro WT HeTpeTupaHu Lgals3-/- HeTpeTupaHu

NKT
322

NKT
1.92

NKT
- 1.92

NKT
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NK
7.88

NK
121

NK
124

Ciuka 6. enenmja Lgals3 cmamyje mpouenar NK hemmja y jerpu mupuumpannx mumena. OcaMm Henesba
HakoH uH(pekuuje Oaxrepujom N. aromaticivorans-om u3 jeTpu Cy H30JI0BaHE Cy MOHOHyKJIeapHe henuje u
npoto4HOM nuroMerpujoM anammsupane (CD49b+CD3-) NK u (CD9b+CD3+) NKT henuje. Penpesenratisuu dot
plot-opu mnokasyjy 3actymibeHocT NK u NKT koju unbunrpuiy jerpe uHOHUUupaHuXx W HewmHObuuupanux WT,
Lgals3” mumesa.

Jlajbe je ucnUTHBAHO Ja 1M je Osaxa Ooiect Lgals3” wmumresa yapy)XeHa ca ciabujoMm
aktuBanujoM NK u NKT henuja u xao mro ce Buau Ha ['papuxony 3A y jerpama Lgals3™
muieBa uHUIMpanux Oakrepujom N. aromaticivorans mpucyTraH je CTaTHCTHYKH 3HAYajHO
Mamu TmporeHar aktuBupaHnx, NKG2D mno3uTuBHUX, W [HUTOTOKCHYKHUX, MepdHOpuH

no3uTuBHUX, henuja y okBupy mnomynanvje NK u NKT henuja y mopehemy ca rpymnom
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uHpumpannx WT wmumeBa. Y monynanmuju NK u NKT hemmnja mpucytHux y jerpama
HHpHUIMPaHUX LgaISB'/' MHUIIIEBA JeTeKTOBaHa je u ciabuja excrnpecruja NKG2D u nepdopuna y
nopehemy ca excrnpecujom oBux monekyna y y nomynauuju NK u NKT hemuja y jerpama

nnpummpanux WT mumesa (I'papukon 3b).

I'paduxon 3
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I'paduxon 3. Jdeaenmja Lgals3 cmamyje mpoumenar murorokcumukux NK um NKT heiamja y jerpama
HHGUOUPaHUX MAMUNa. MOHOHYKIIeapH HW30JIOBAaHH W3 JETPH, OCME Hele/ba HakoH wuHbuiupama N.
aromaticivorans-om aHanusupand cy (mportounoMm ruroMeTpujoM) (A) IlpukasaHd Cy NPOLEHTH MO3UTHBHUX
NKG2D wu nepdopun nozutuBHux henmja y momsnanujama NK u NKT hemmja. Bpemnoctn cy mpukaszaHe kao
cpenma BpenHoct + SE, 8 mumeBa/rpymm. **p <0.005; *p <0.05. Cratuctudka 3Ha4ajHOCT pas3iHKe je yTBpheHa
Student-oBum t Tectom. (B) Penpe3eHTaTHBHY IIOTOBM W XHCTOIPAMH MPHUKA3yjy €KCIPECHjy MapKepa akTHBAIlMje
NKG2D u mapkepa nutotokcnmaroctu y noomynamujama NK u NKT y jerpama madumupannx u HemHQHUINpaHUX
WT u Lgals3” mummna.

Yerupu Henmebe mo wuuHbeknuju N. Aromaticivorans-om y jerpama LgaISB'/ © MuIeBa je
3a0enexeH 3Ha4yajHO Beha mpoueHTyanHa 3actynsbeHocT |IFN-y nosutuBHx NK u NKT henuja
Hero y jerpama undunupanux Wild Type mumesa (251). Melhy rpynama, detipu Heiesbe mocie
uHpekimje HUje 3adenexeHa pasnuka y npouenty IL-17 nosutiuBaux NK u NKT henwmja (251).
Hame je ucnuran npoueHat IFN-y+ u IL-17+ henuja y nonynanujama NK u NKT, ocme Henemne
HakoH uH(pekmupama N. aromaticivorans-om. I[Iporouna uToMeTprja MOHOHYKJIeapHHUX hennja
M30JI0BAaHUX U3 jeTpU MUIIeBa 8 Heesba mociie nHpeKuje u3mehy Lgals3'/' u WT mumieBa Huje
peructpoBana 3HauajHe paznuke y npoueHTMMa NK u NKT henuja mozutuBHux Ha IFN-y
(Cpaduxon 4A). Anu cy, 8 Hexesba mocie Oakrepujcke nHpeknuje nporeHtu |IL-17+ hemuja y
nonynanrjama NK u NKT cratuctuuku CUTHUQHUKAHTHO Mamu Yy jeTpaMa HHOUIUPAHUX
LgalsS'/' muieBa (I'padukon 3A). JlerekroBaHa je u Mama ekcripecuja IL-17 y momynarmmju NK
u NKT henuje y jerpama Lgals3”" murea Hakom undummje N. aromaticivorans-om y nopehemy

ca rpynom WT mumesa (I'padukon 45).
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I'paduxon 4. Jeneunuja Lgals3 cmamyje mpouenar unduaamammjckmx NK m NKT heamja y jerpama
uHpuIMpanux MumuOa. MOHOHYyKIeapu €y EKCTPaXxOBaHM M3 jeTpH, OCMe Helesbe HakoH arumkanuje N.
aromaticivorans-a, 1 ynotpe6oM MpoTOYHE IUTOMETpHje aHanusupana je ekcnpecuja IFN-y u IL-17 y NK u NKT
henujama (A) Ipouentu IL-17 u IFN-y mo3utuBHux henuja y okBupy nomynanuja NK u NKT henuja. Bpeanoctu
Cy MpHKa3aHe Kao cpenma Bpeanoct + SE, 8 mwmmera/rpymu. **p <0.005; *p <0.05. CrarucTruka 3HAYajHOCT
pasnuke je yrephena Student-osum t Tectom. (B) Penpe3eHTaTHBHY MIIOTOBH M XUCTOTPAMH IPUKA3Yjy €KCIPECH]Y
IFN-y u IL-17 y oxBupy nomynanuja NK u NKT henuja 3actymbeHux y jerpama nHOUIMPAHUX U HEMHOUITIPAHIX
WT u Lgals3” mummna.

4.4. lepuumjeHnuja rajieKTuHa-3 3HA4YajHO peayKyje eKCcrpecujy
kommnoHneHTe nHdaamazoma NLRP3, npoxyknujy IL-1B n akTuBHOCT Kacna3se-
1 y nepuroHeassHuM Makpoparuma cTumyJaucanux 6akrepujom N.

aromaticivorans in vitro

[Towrro je panuje nokasaHo aa uHpeknuja 6akrepujom N. aromaticivorans mosehasa excrpecujy
NLRP3 komroneHTe HH(IIaMa3oMa y jeTpH | Jia je TpolieHaTya Ha 3acTymbeHocT DC y kojuma
ce peructpyje NLRP3 3nagajuo Behu m y jerpama u ciesmnama WT mumeBa nopeaehu ux ca
IpyrnoM HUHOHUIMPAHUX Lgals3” mumesa, Tpu JpgaHa 1o wuHekuuju Oakrtepujom N.
aromaticivorans (251) y pmasem pany je neTajbHHje WMCIHTHUBAaH YTHIA] TaleKTUHA-3 Ha
akTHBanMjy uHGuamazoma Oakrepujom N. aromaticivorans. Ileputoneannu makpodaru
u3onoBanu u3 Herperupannx WT u Lgals3” mumesa cy in vitro crumynucann Gakrepujom y
TOKY CelaM JlaHa HaKOH 4era je uMmyHodiayopeciennom ananusupana ekcripecruja NLRP3 kao u
IL-1B. Kao mro ce Buau Ha Cnunum 7 ctumynanmja 6akrepujom N. aromaticivorans mosehasa
excripecujy NLRP3 camo y WT wmakpodaruma. ¥ makpodaruma H30J0BaHUM U3 Lgals3'/'

MHUIIIEBA CE€ HAKOH CTUMYyJamnuje OakTtepujoM He yodaBa moBehame ekcrnpecuje NLRP3 y
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nopehemy ca HecTumMynncanuM Makpodaruma (rajeHuM y meaujymy 0e3 Oaktepuja). CiaudHo,
mopact ekcrpecuje IL-1B y makpodaruma crumynaucanum N. aromaticivorans y mopehemy ca
MakpodaruMa rajeHuM camo y Menujymy, ce youdaBa camo y WT makpodaruma (Crnuka 7b).
Excnpecuja IL-18 y Lgals3” MakpodaruMa CTUMYJIHCAHUM OaKTEPHjOM je CIMYHA Kao U y

Hectumynucanum WT u LgaISB'/ " Makpodaruma.

Cauka 7

A
- . -
5

NLRP3
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Camnka 7. EKcnpecnja kommnoHente uHdaamazoma NLRP3 u IL-p ce HakoH in vitro crumyinanuje GakTepujom
Novosphyngobium aromaticivorans ue mnoBehaBa y mepuToHeadHUM MakKpodaruMa [J00MjeHMM U3 TrajleKTHH-3
nepuuujentHux mumena. Umynodnyopecuenna, F4/80 (upsero) NLRP3 undamamozoma (A), wmu IL-1 (B) (3eneno) JHK
o6ojena DAPI-jem (maBo), mepuToHeaaHHX Makpodara uzonoBanux u3 WT (ropa JBa maHena) u Lgals?;"’ (nomwa aBa maHemna)
rajeHux / JaHa y npucycTBy Oaktepuje (pBH 1 Tpehy maHen) Wi caMo Meaujyma (Ipyr ¥ YeTBPTH IaHe).
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Kako je wumynodmyopecieHiiom youena mnoBehana excnpecuja NLRP3 wu IL-1B, nHakon
crumynamuje Oaxtepujom N. aromaticivorans, camo y makpodaruma uzomoBanuM u3z WT
MUIIIEBA HapeJHH EKCHepuMeHTH cy ypaheHum na Oum ce yTBpAMO 3Hayaj TaleKTHHA-3 Yy
akTHBayju nH(pIamazoma d6akrepujom N. aromaticivorans u ctumynanuju uHdamanuje.

AxTtuBanuja uMH(IaAMO30Ma 3a IMOCIEAMIY MMa KOHBEp3H]y Ipo-kacnasze-l1 y akTUBHU OOJIHMK
Kacmase-1 Koja KaTanusyje peakuujy aobujama aktusae popme IL-1B u IL-18 (253) ma je 3aro
aHaJTM3UpaHa aKTUBHOCT Kacmasze-1 y nm3aruma meputoHeanHux makpodara WT wu Lgals3'/'
MUIIIEBAa CTHUMYJIMCAaHUX OaKTepHjoM. AKTHBHOCT Kacmase-1 je crarmctuuku 3HayajHo Beha y
nomnyJaluju neputoHeannnx makpodara WT muineBa in Vitro ctumynucanux Oaktepujom N.

aromaticivorans y mnopehemy ca LgaISB'/' MakpodaruMa CTHUMYJIMCAHMX HA HCTH Ha4YuH

(I'padukon 5).

I'paduxon 5
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I'padukon 5. I'agexkTnH-3 je HeomxogaH 3a aKTHBaIMjy Kacmase-l y MakpodaruMa CTHMYJHCAHHM OakTepujoMm
Novosphyngobium aromaticivorans Iepuroneannn Makpogarn w3onosany u3 Herpermanmux WT u Lgals3” mumesa (1x 10°
henmnja/otBop), ¢y MHKYOHpaHH 24 cata caMo y MeIHjyMy, HIM y TpHcycTBy Oaktepmje N. aromaticivorans (1x 107
OakTepuja/oTBOpP) y Iuioyama ca 6 oTBopa. AKTHBHOCT Kacmase-1 y nm3atmma TpeTupaHux henmja je oapeheHa kopuimhemem
Caspase-1 Colorimetric Kit-a (R&D Systems). Tlpuka3zana je cpeima BpeAHOCT ouuTaHe onTuuke rycrune + SD koja je
JIMPEKTHO Cpa3MepHa aKTHBHOCTH Kacrase-1 (met mumieBa o rpymu , ***p < 0.001. 3nauajuoct je yrBphusana Student-oBum t
TECTOM.
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Jla Oum ce TWOTBpAMO 3HAYa] TajJeKTHHA-3 3a aKTUBHCame HH(pIamazoma Oaktepujom N.
aromaticivorans, makpocgaru usomnosann u3 Lgals3”™ u WT cy crumymnucann 6akrepujom (0xHOC
henuja/0akrepuja 1:10) y npucyctBu naxuodutopa kacnase-1 Z-YVAD-FMK y xoHueHTpauju
10umol/L HakoH yera je y luMa IMPOTOYHOM IIUTOMETPHjOM aHaau3upana ekcripecrja NLRP3 u
IL-1B umja ce aktuBHa (opma moOWja TEK HAKOH aKTHBamMje HMH(IaMO30Ma M Kacmaze-l.
Kontponue henuje cy crumynucane camo Oaktepujom Oe3 mpucyctBa mHxOurtopa. IlporeHar
makpodara (F4/80) koju uckasyjy NLRP3 u IL-1B (I'paduxon 6) cy CTaTMCTHYKH 3HAYajHO
Behn y mnomynanuju mnepuToHeaqHux Makpodara WT wmwmmieBa in Vitr0 cTUMyIucaHUX
6aktepujom N. aromaticivorans y nmopehemy ca LgaISB'/ " MakpodaruMa CTUMYJIHUCAHUX HA UCTH
HaunH. Hema moBehama mpomenta NLRP3 u IL-1p mo3utuBHUX Makpodara y rpymu henmja
n3onoBanux u3 WT mumeBa u cTuMynucaHux OaKTEpHjoM Yy MPHCYCTBY MHXHOUTOpaA Kacmase-1
(I'padukon 6).

Hanas 3nauajuo Behe npoaykuuje IL-1B u IL-6 y neputoneannum makpodaruma u30JI0BaHUM U3
WT wMumeBa HoOre y OHMMa H30JOBAHUM U3 Lgals3'/' MUIIEBa, HAaKOH crtumynanuje N.
aromaticivorans-om, (I'pagukon 7) morephyje pasmmant oxroeop WT u Lgals3” henuja ua in
vitro ctumynanujy Oaktepujom N. aromaticivorans. Huje neTtekToBaHa CTAaTUCTHUYKU 3HAuajHA
pasnuka y nponykuuju IL-1B usmehy rpyma LgaISS'/' u WT wmakpodara rajeHux camo y
Meaujymy 0Oe3 nomaBama Oaktepuja (I'paduxon 7). Mehyrtum, mokasaHo je 1a 10/aBarbe
unxuouTopa kacrnaze-1, Z-YVAD-FMK (10 umol/L) y kyntypy WT makpodara ctumymucanux
oaktepujom N. aromaticivorans snauajHo penykyje npoaykuujy IL-1B, a He yruue Ha
npoaykuujy IL-6 y WT makpodaruma crumysucanum 6akrepujom (I'padukon 7). OBaj Hanas
yKa3zyje Ja je TaJeKTHH-3 HEONXOJaH 3a aKTUBAIMjy HWH(IaMo30Ma W Kacmaze-1, kao u
MocyeInyHe MPOAYKIHje MPOouH(GIAMAIMjCKOT IUTOKMHA Y Makpodaruma CTUMYIHCAHUM

OaKTepHjoM.
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I'paguxon 6
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o
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I'paduxon 6. Tanextun-3 nepuiMjeHTHH NepUTOHeaTHH Makpodaru crumyaucanu Oaxrepujom Novosphyngobium
aromaticivorans umajy mamy ekcnpecujy kommonente unpaamazoma- NLRP3 u IL-B. Ilepuroneansu maxpodaru
n3onoBany u3 Herpernanux WT u Lgals3'/' mumesa (1 x 10° hemmja/otBop), cy HHKy6GUpanu 24 cata y nprcycTBy Gakrtepuje N.
aromaticivorans (1 x 107 Gakrepmja/otBop) ca i Ge3 HojaTka MHXHOHMTOpa Kacmase-1 Z-YVAD (10mmol/L). Excrpecnja
NLRP3 u IL-1f je aHanu3upaHa OpOTOYHOM IIMTOMETPHjOM M MpHKa3aHa je cpelma BpeaHoct nporeHra F4/80+ NLRP3+ u
F4/80+IL-1B+ makpodara + SD 3a 5 mumesa o rpymu , **p < 0.005; *p < 0.05. Craructruka cMrHu()HKAHTHOCT je oapehuBana
Student-oBim t TecToMm.
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I'paduxon 7
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I'papuxon 7. TanekTun-3 je Heomxogan 3a mpoaykuujy IL-p y makpodarmma crumyamcaHuM OakTepHujoM
Novosphyngobium aromaticivorans. Ileputoseansu makpodarn usonopanu u3 Herperuannx WT u Lgals3” mumesa (1 x 10°
hermuja/otBop), ¢y MHKyOHpann 24 cata y mpucyctBy Gakrepuje N. aromaticivorans (1 x 107 Gaxrepuja/oTBop) ca mmm Ges
nonatka uHxuOuTopa Kacnasze-1 Z-YVAD (10 mmol/L). Tlpoxykuuja IL-1B u IL-6 y cymepHaranTtuma KynType makpodara je
ananu3upana ELISA meronom u npukasana je cpeama Bpeanoct konuentpauuje IL-1p u IL-6 + SD 3a 5 mumesa mo rpynu , **p
< 0.005; *p < 0.05. Cratucruyka curaudUKaHTHOCT je oapehuBana Student-oBum t TecToM.
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4.5. GM-CT-01 curnnukanTHo cMamyje omireheme Maaux OnjanjapHux
kaHaJia u ¢gudpo3sy jerpe y mogeay PBC uzazBanom undexuujom N.

aromaticivorans-om

3Hayvaj raJieKTUHA-3 y UHAYKIM]A TPUMApHOT OMJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA M3a3BaHOT MH(EKITHjOM
oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans u passojy omrehema OwnnjapHux kananuha u
¢ubposze jerpe je morBpheH ekcrnepumeHTHMa Yy Kojuma je WT wmumeBuma oJf moyerka
UHIyKIKje OOJecTH aruMKkoBaH W uHXHOWTap raisektuHa-3 (GM-CT-01) u mokaszaHo je naa
OBaKkBa IpHMEHa WHXUOMTOpa TalleKTHHA-3 3HA4ajHO PEAYKYje XHUCTOJIOMIKE M CepyMCKe
napamerpe PBC (251). U 24 wuenmewe mocie uHOEKIHje OaKTepUjoM y jeTpaMa MHIIEBa
TPETUPAHUX HWHXMOWTOPOM TaJeKTHHA-3 BHIIE HeMa omTehema OwiMjapHux KaHanmuha u
¢duobpose (251). V jerpama TakBUX MHIIIEBA CE 1O UCTEKY 24 Helesbe 0 HHDUIMpama, youasajy
camo TpaHyJIoMH, 3a pa3iuky oa jerpu WT muineBa y kojuma ce 24 Henesbe mnocie uHpekiuje
3aJipkaBa nepuOuIMjapHa HHGWITpaIyja u odaupearyja kaHamha y3 MpuCcycTBO rpaHyioMa y
napenxumy (251).

Konnenrpauuje AST u ALT y cepymuma Tako mpeTHpaHUX MUIIEBA Cy 3HAYajHO MAmE HETO
KOHIIEHTpAallMje UCTUX TpaHCaMHHa3a M3MEpeHuXx y cepymuma Herperupanux WT mumieBa 4
Hellesbe HaKoH uHpumpama(251).

Ha armummkoBame GM-CT-01 y modetky mHIyKIHje O0JIeCTH 3HAYAJHO cMambyje omreheme jeTpe
nokaszaHo je u Picrosirius red 6ojemem (Koje ykasyje Ha MPUCYCTBO KOJAreHCKHX BIIaKaHa,
¢ubposze) wuceyaka jerpu goOHMjeHMX TpU Mecela mnocie uHpekuuje Oakrepujom N.
aromaticivorans. Osum cnennpuuHM 00jemeM je ToTBpheHo mpucycTBo pudpose y jerpu WT
muireBa 12 Henespa mocie uHbpekimje Oakrepujom (Cnmka 6). 3aHemapspbHBa JCMO3HIIN]a
KoJareHa JETEeKTOBaHa je M Yy JeTpu LgalsB'/' u WT MumeBa TpeTHpaHUX HHXUOUTOPOM
rajektuHa-3, Tpu Meceuna nocie uHpekunuje N. aromaticivorans. IlponeHat TkKuBa jerpe
3axBaheHor guOpo3oM je craTHCTUYKHM 3HayjaHO Behu y jerpama mHpuuupanux WT mumesa

HEro y nHpuuupaHux Lgals3'/ “u WT wmumiesa koju cy npuMaiin GM-CT-01 (I'padukon 8).
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Ciauka 8

Ciuka 8. MHxOuTOp rajekTuHa-3 cMamyje JeMoHOBame KojiareHa y jerpe mHuuupanux mumesa. Picro-sirius red
6ojeme nceuaka jerpe WT (nipsu pen), Lgals3-/- (npyru pen) u WT (tpehu pen) MuieBa TpeTHpaHHX HHXHOHUTOPOM rajeKTHHA-
3 Tpu Mecena nocne HHOEKIHje.
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I'paduxon 8
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I'paduxon 8. UHxuduTOp rajekTuHa-3 3HA4YajHO cCMambyje MPOUEHAT TKUBA jeTpe 3axBahen ¢udpozom y moaeay PBC
uza3Banom uHpexnujom N. aromaticivorans. Tlpukasana cy cpenma Bpeanoct+ SE mporenara (6 mwuineBa y rpymnu) TKABa
3axBahenor ¢pubpo30M n3padyHaTa aHAIM30M KCedaka jeTpu 3 Mecera rocie napeKuuje, TpeTupanux merogom Picrosirius red y
Image J nmporpamy. CraTuctryka curHuGUKaHTHOCT je oapehuBana Student-oum t Tectom, ***p<0.001.

Takohe je y jerpama HHPHUIMpPAHUX Lgals3'/ " u WT wMumeBa TpeTHpaHUX HHXHUOUTOPOM
raJiekTHHA-3 youeHa CTATHUCTUYKHM 3HAa4yajHO Mama eKcrpecHja mpo-GpuOpoTcKor MoJiekyina, o-
SMC, u npo-konarena y nopehemy ca rpynom napunmpanux WT mumesa (I'padukon 9). Mama
ekcrpecHja npo-¢pudporckor monekyna a-SMC je 3abanexeHa u y jeTpama HH(QHUUIHPAHUX
Lgals3” 1 WT MueBa TpeTHpaHiX HHXHOUTOPOM TaleKTHHA-3, Al OBa PasliKa y OJHOCY Ha
rpyny uHpunupanux WT MuilieBa Huje T0CTHIIA CTaTUCTHUKY 3HauajHoCT (I'padukon 9). Hema
CTaTHUCTUYKM 3HAYajHE pa3liUKe Yy eKCOpecuju mpo-PpuOpoTckux Mosekyna usmehy

UHOUIMPAHUX Lgals3” u WT muresa TPETUPAHUX UHXUOUTOPOM TrajleKTHHA-3.
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I'paduxon 9
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I'padpuxon 9. Muxméurop rajekTHHa-3 3HAYAjHO cMambyje eKCIpecHjy NPOKoJareHa y TKHBHMa jeTpH MHIIeBa
unpunupanux N. aromaticivorans. Excrmpecuja mpokonarena u a-SMC y TkuBy jetpe ompehena je real-time gRT-PCR
merogom 15 Henespa mocne nadexnuje 6aktepujom (7 mumrea y rpymu). [Ipukasane cy cpease BpeaHoctd + SE. 3nauajuoct
pasnuka je yrephena Student-oBum t TectoMm, *p<0.05.

C 0063upoM J1a je OKa3aHo J1a HEKU O] MHXMOUTOpa TrajeKTHHa-3 peayKyjy ¢puoposy u 1a cy y
¢$a3yu KIMHUYKOT UCHHUTHBaWka Kao MOTEHLMjaJHU JIEKOBH 3a Tepanujy uavonarcke (udpose
wiyha (225, 226) nasbe cMo Kellenn Ja HCITUTaMo MOTeHIMjaHn Tepanujcku epekar GM-CT-01
y mozeny PBC uza3zBanom Gakrepujom. [lomro je mokazano ga C57BL/6 mumeBn Beh on ocme
Henesbe HakoH uHpekuje pasujy Guodposy (251), jeanoj rpynu undpummpanux C57BL/6 wild
type mumieBa je ox aeBere Hemesbe HHTpanepuoTeaHo ammmkoBad GM-CT-01 y mo3m ox 300ug
TpH IIyTa HENEJFHO y TOKY ueTpupu Hexesbe. HakoH verupm Hepesbe nmpumeHe GM-CT-01-a
MUILEBH Cy )KPTBOBAHU M aHAJTM3UPAHU CY XUCTOJIOMIKH U OMOXEMUjCKH IapaMeTpu OOJIeCTH.

Kao mro ce Buan Ha Ciuuu 9 npumena GM-CT-01 nakon pasoja PBC mnokasyje 3HauajHU
tepanujcku edekar. Y jerpama C57BL/6 wild type mumiea tpetupanux GM-CT-01-om youasa

ce 3HauajHO Mamwa. WHWITpanuja W omteheme OmnmmjapHux kanamuwha (p<0.001), ¢ubposa
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(p<0.005), mekposa (p<0.05) u xemoparuje y mapeuxumy (p<0.001) y mopehemy ca rpymom
werperupanux muinesa (I'padpukon 10). GM-CT-01 cmamyje U HHPHUITPALH]Y Y MapEeHXHUMY
jeTpu MHPHUIMPAHUX MUIIEBa, alu Mel)y rpynama Wmak HemMa CTaTUCTHYKU 3HAYajHE PasJUKe Y
BPEIHOCTH XHCTOJIOMIKOT cKkopa 3a uHpuirpare y napenxumy (I'paduxon 10). Tepamujcka

npumena GM-CT-01 He yruue Ha cMameme nHbuITpara y moptaom npocropy (I'padukon 10).
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Cauka 9

C57BL/6 wild type
‘ ¢
T, G

GM-CT-01

Cnuka 9. Tepanujcka npumeda GM-CT-01 cmamyje omreheme jerpe nHGUUMpaHUX MHIIEeBa. Perpe3eHTaTHBHY MCEYIH
TkuBa jerpu Herpermpannx WT nm WT wmmmesa tperupannx GM-CT-01 12 menmessa mo wmHbekmuju Oakrepujom  N.
aromaticivorans o6ojeHr TEXHHKOM XEMaTOKCHIIMH-E03WH, CTpEIHIe O3HAa4yaBajy: kyre: MHQUITpAT OminjapHux KaHaiuha;
LpBEHE: O0JIUTEpUCAHE KYIHE KaHAIHNe; HapaHIIacTe: IIepUBACKyIapHU HHPHUITPAT; 3eJICHE: XeMOparuje; Jbyondacre: HEKpo3y.
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I'paduxon 10

3 1 s 4 A
'S
«s% '%5
= s
a8 2 Q X
og E X
SE SZo |
&8 £s
s 1 A =g
=
©
0 - 0 -
mWT B GM-CT-01 mWT BGM-CT-01
4 - 4 -
>
s >
EZ 21 g 2 -
&8 3
T &
=
0 0 -
mWT BGM-CT-01 mWT B GM-CT-01
4 - 4 -
2,
=
g
- :
© o
3 2 A S 2 -
g 2
©
Q.
0
3
X
0 - 0 -
mWT EGM-CT-01 mWT BGM-CT-01

I'paduxon 10. GM-CT-01 cmamyje omreheme ouanjapuux kanaaunha n ¢puéposy nsazsane 6axrepujom. Txuso jetpu WT
muIeBa kojuma je armmkoBan GM-CT-01 oz neBete Henesbe nocie nabumpama 6akrepujom N. Aromaticivorans uzosnosano 12
HeZesba Mocie MmpBe a03e OakTepujckux henuja, kao u TkuBo jerpe C57BL/6 WT camo unduimpHanx O6akrepujom, 12 Henesba
nocie uHbpekuuje. Mceunu nebiprHe Spum cy 0o0jeHM XeMaTOKCHIMH-eo3uHOM. Ha rpadukoHy cy cpelme BpeIHOCTH
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XHCTOJIOIIKHX CKOPOBa 3a napamerpe uHdaamanuje, hudbpose, Hekpose, xemoparuje + SE. 3HauajHocT je yrBphena Student-opum
t Tectom, *p<0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001.

CMmameme pubpose jetpu y rpynu C57BL/6 wild type murneBa mocie Tepamujcke NpUMEHE
unaxuburopa rajgekruna-3, GM-CT-01, je motBpheno u 6ojemem ncedaka jerpe Picrosirius red
texuukoM (Crmuka 10). V wumceunuma jerpu mumea C57BL/6 wild type mumesa 12 nemespa
nocie 6akTepujcke HHMEKIMje youaBajy ce mosba Guopo3e oOKo OMIHjapHUX KaHajauha, 0K ce y

ucevlrMa TPeTUpaHUX HHXUOUTOpoM ranektuHa-3, GM-CT-01 ¢ubposa He youasa (Cnuka 10).

Ciauka 10

C57BL/6 wild type GM-CT-01

Cuauka 10. Penpe3eHTaTHBHH MpuMepH Hceyaka jeTpu mumesa C57BL/6 WT u C57BL/6 WT mumeBa tperupanux GM-
CT-01 12 nenespa no undexuuju 6akrepujom N. aromaticivorans odojenux rexuuxom Picrosirius red.

Tepammjcka npumena GM-CT-01 cmamyje um Ouoxemmjcke mapamerpe PBC. YV cepymuma
MHUILIEBA TPETUPAHUX UHXUOUTOpOM ranektuHa-3, GM-CT-01, ox nesere 10 JBaHaecTe HEJCH:E
no uadekuuju Gakrepujom N. aromaticivorans je cTaTUCTUYKH 3HAYajHO Mama KOHIICHTpAIHja

ankiane gocdarasze (I'padukon 11).
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I'paduxon 11
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I'papuxon 11. GM-CT-01 cmamyje xonnenTpanujy ALP y cepymy mumBea kojuma je mHpekmmjom 6axtepmjom N.
aromaticivorans uaayxosan PBC. Konuenrpamuje ALP y cepymy 12 Henesba nocie uHpeKIuje GaKTepHjoM MpeacTaB/beHE Cy
cpenmuM BpenHocTrMa + SD 3a 7 murmmia y rpymnu. 3HauajHOCT je yTBphena Student-oBum t Tectom; *p<0.05.
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4.6. UuxuOuTOp rajieKTuHAa-3 3HAYajHO cMamyje akTuBanujy DC 0akTepujom

N. aromaticivorans

Hennputcke henuje ydecTByjy y MNpe3eHTAUjU AHTHIEHA, AKTUBAIMjU ayTOPEaKTUBHHUX T
mumponuta 1 NKT henuja (254) u nojauaBajy akruHocT NK henuja (255). YV tom cmuciny je
MPOTOYHOM  IUTOMETPHjOM  aHajgu3upaHa  3acTymubeHoct — CD1lc+,  mwmjenommHux
(CD11c+CD11b+) u CD11c+CD1d+ DC y jerpama Lgals3” u WT mumesa y pasnmuntum
nepuoauMa mocie uHpekuuje Oaxrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Ilokazan je
CTaTHCTUYKU 3Ha4yajHo Mamwu mporenar CD1lc+, CD11c+CD11b+ u CD11c+CD1ld+ DC y
jeTpama LgaISB'/' mumieBa Hero y jerpama WT wwuieBa, MO HCTEKYy YETBPTE HEACIbE O]
arrkanuje 6akrepuje (251). Cem Tora, y MCTOM MEPUOIY PETMCTPOBAH j€é M CUTHU(MHKAHTHO
Behu nporenat aktuBupanux, CD86 mosutueaux, CD11c+, CD11c+CD11b+ u CD11c+CD1d+
DC y jerpama WT mumeBa y morpehemy ca mpomeHToM oBuX henuja y jeTpama LgaISB'/'
muiiesa (251). PeructpoBaH je U CTAaTUCTUYKHU 3HAYAjHO MambH mpoueHaT MujenonaHux DC koje
uckazyjy TNF-o, IL-12 u IL-6 u DC koje mpesenryjy munuane anturene, CD11c+CD1d+, y
jerpama LgalsS"' muinesa y nopehemy ca jerpama WT murresuma (251).

Wmajyhu y BUIy YMIbEHHILY J]a HUje MMO3HATO Ja Ju MMYHCKH oxroBop Ha N. gromaticivorans,
KOJU 3a TMOCHEeAUIly MMa pa3Boj OOJIECTH CIMYHE NPUMApHOM OMIIMjapHOM XOJIAHTUTHCY,
3all04MIbe Y JeTPHU WJIM CJIE3MHH Kao W youeHy crmocoOHoct N. aromaticivorans ma aupekTHO
aKTUBHpa AcHIpUTCKe henuje, anamusupan je penotun DC w3 ciie3mHa u jeTpe y paHOM TOKY
nHpexuje LgaIS3'/' u WT wmuieBa, na je Tako HaljeHo na je Tpeher nana mHdexiuje mporeHar
aktuBupannx CD11c+CD86+, CD11c+MHCII+ u undnamanujckux IL-12+ DC cratuctuuku
3Ha4YajHO MamkH U Yy jeTpama U y cie3uHama Lgals3” mumena y nopehewy ca WT mumesuma
(251). Tlopen Tora je y jerpama WT wmuineBa yodeH curnudukantHo nosehan % CD86+ u
undmamarmjckux IL-18+ DC (251).

Anamm3a DC ekcrpaxoBaHuX W3 CIIE3MHA HETPETUPAHMX MHUIIEBa CTUMYJIHCaHUX IN Vitro N.
aromaticivorans-om noka3zana je 3HauajHo Beha axtuBamuja DC nz WT mumesa Hero u3 Lgals3
" muuresa (251). Beha excrpecuja Mapkepa aktuaumje CD86, murokuna IL-12, 1L-4 u NLRP3
KOMITOHeHTe WH(QIama3zoma 3a0enexeHa je y henmjama wmzomoBanuM u3 WT wwumeBa u
cTrumynucanux in Vvitro Gakrepujom N. aromaticivorans y nopehewy ca DC uzonoBanum u3
Lgals3™” muuresa (251).
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[Tomro cMo mokaszanu Ja MpUMEHAa WHXUOWUTOpPA TaleKTUHA-3 OJ1 TOYeTKa MHAYKIHje 00IecTH,
3Ha4ajHO yOsaxkaBa nmpumapHu ounrjapuu xonanrutuc (Cnuka 8; I'paduxonu 8, 9; (251)) kao u
7la CMambyje aKTHBalMjy nH(IaMazomMa y Makpodaruma jerpe paHo mo 6akrepujckoj HHGEKInju
u uMajyhu y Buay 3HauajHo crnabujy aktuBanujy DC Lgals3” muuresa 6akrepujom N.
aromaticivorans gaje CMO aHAIU3HPaId yTHIA] HHXHOHWTOpa rajackThHa-3 Ha aktuBanujy DC
6akrepujom in vitro. Jlenapurcke hemuje uzomosane u3 ciesunna C57BL/6 wild type muiesa cy
in vitro m3narane Oakrepuju N. aromaticivorans ca wim 6e3 10aaTKa HHXUOUTOPA raJieKTHHA-3.
Hakon paBanmeceT4yeTBOpOYacOBHE HHKYOalHje MPOTOYHOM IUTOMEPHUJOM j€ Y CTUMYITHCAHUM
IeHAPUTCKUM hennjama aHaaM3upaHa eKCIpecuja MapKepa akTuBanyje 1 nuTokuHa. Kao mro ce
Buau Ha ['padukony 12 crumynanuja DC Gaktepujom in Vitro aktusupa ose henuje, 3Ha4ajHO
Behu nporierar DC crumynucanux 6akrepujoM ekcripumupa mapkepe akrubanuje CD40 u CD86
y nopehemy ca henujama rajeHum camo y meaujymy. Anu Hema noehama mpomenra CD40 u
CD86 mnosutuBHux DC ykomuko cy cTUMynHcaHe OaKTepHjoM Y MPHUCYCTBY HMHXUOHTOpA
rajektuHa-3 (I'padukon 12). Iporenar DC (CD40+ u CD86+) je 3HauajHO Mamu y KyjlaTypama
KOjUMa je 101aT HHXUOUTOp y mopehemy ca mpoIleHTOM OBHX heirja CTUMYJITHUCAHUX OaKTepPHjoM

0e3 nonaBama naxuoduropa (I'padukon 12).
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I'paduxon 12
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I'paduxon 12. Uuxuburop rajektuHa-3 cmamyje akrtuBauujy DC crumyamcanux Gakrepujom in Vitro.
Henaputcke henuje cy u3onoBane u3 cie3nna Herpetupannx C57BL/6 wild type muieBa MarHeTHOM cemapariijom
u in vitro crumysucane 6akrepujom N. aromaticivorans (omuoc 1:10) y Toxy 24 cara y npucyctey GM-CT-01 (100
uM), koHTponHe hemmje cy crumynucane camo OaktepwjoM. HakoH wWHKyOaruje je MPOTOYHOM ITUTOMETPHjOM
aHanmu3MpaHa ekcrpecrja Mapkepa aktuBanuje CD40 u CD86. Ilpukazane cy cpenme Bpenuoctu + SD mpornenra
CD40 u CD86 mno3utuBaux DC (mo 5 mumesa y rpymnu). 3HauajHocT je yrBphena Student-oBum t TecToM.
*H%*p <0.0001; **p <0.005; *p <0.05.

[Tokazano je u na ce y aeHapurckuM hemujama C57BL/6 wild type mwuineBa nHakon in vitro
crumynaiuje 6akrepujom N. aromaticivorans mosehasa ekcrnpecuja rutokuna IL-1p, 1L-12 u
IL-4 (I'padukon 13). CnuvHO pa3iuiy y MPoIeHTy akTuBupaHux DC ctumynmcanux in vitro
6akrepujom u mporerar DC koje excnpumupajy IL-1B (p<0.005), IL-12 (p<0.05) u IL-4
(p<0.001) je cTaTUCTMYKM 3HAYAjHO MamkU YKOJIMKO cy henMje y TOKy u3jarama OakTepHju
TpeTHpaHe M HHXUOWTOPOM TajekThuHa-3 y mopehemy ca henmjama Koje HUCY TpeTHpaHe

unxuodutopom (I'padukon 13).
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I'paduxon 13
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I'paduxon 13. Uuxuburop ranektuHa-3 cmamyje ekcnpecujy IL-1p, 1L-4 u p40 (IL-12/IL-23) m y DC
CTUMYJIUCAaHUM OakTepujoMm in Vitro. [ennpurcke heiuje cy M300BaHEe MArHETHOM CeNapaldjoM M3 ClE3MHA
Herperupanux C57BL/6 wild type muiea u in vitro crumynucane 6akrepujom N. aromaticivorans (ognoc 1:10) y
TOoKy 24 cara y npucyctey GM-CT-01 (100 uM), koutposne henuje cy crumyircadHe camo Gakrepujom. Hakon
HHKyOalnuje je MpOTOYHOM HMUTOMETPHjOM aHanu3upaHa ekcrmpecuja nurtokmua IL-1B, p40 (IL-12/IL23) u IL-4.
IMpukasane cy cpembe Bpeauocti + SD mponenra IL-1B, IL-12 u IL-4 nosutuaux DC (o 5 mumesa y rpynn).
3HauajHOCT je yrBphena Student-oBum t Tectom. ***p <(0.0001; **p <0.005; *p <0.05.
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4.7. AuxuOuTOp rajeKTuHa-3 3Ha4yajHo peaykyje undaykc T1, T2 u T17

Jum@ponura y jerpe nHGUUMPAHUX MHUILIEBA

Kako je moka3zaHo ma jeTpe rajieKTwH-3 ACQUIMjEHTHUX MUIIEBAa KOjU pa3BHjajy 3HAUYAJHO
ci1abuju 0OJIUK MPUMApPHOT OWJIMjapHOT xolaHTHTHCa 8 Hexesba mo uHpeknuju 6akTepujum N.
aromaticivorans caapxe 3HadajHo MamH mporeHat IL-17 mosutuBaux CD4+ u CD8+ henuja
(Cnmuka 3, 251) y gajkeM TOKY Cy aHanu3upaH e(eKTH HHXUOWIMjE Ha Ha IPOLIEHTE
3aMaJbeHCKUX M aHTU3aNaJbeHCKUX JTMMQOLUTA Y jeTpH 4 Henesbe mociie MHPEKIHje OaKTepujoM.
Wudekuuja mumesa N. aromaticivorans-oMm Huje CTaTUCTUYKH 3HAYajHO yTHIAJa Ha noBehame
HU TPOIIEHTA HU afcoyTHOT Opoja momylnalyja aHaIM3UpaHuX JUMQOLUTa Y TPYIU Lgals3'/‘ u
WT wmumeBa kojuma je amumkBaH GM-CT-01 mro je mopeheno ca mwuiieBuMa KOju HUCY
npumMaiy nexuGurop (TaGema 1). Y rpymu Lgals3” muiiea Tpetupatux GakTepujoM je youeHo
noBehame Opoja mHamanujckux CD4+ henuja y omHOocy Ha rpymy LgaISB'/' HETPETUPAHUX
MuUIIeBa aiau 0e3 CTaTUCTUYKE 3HA4ajHOCTH, JOK C€ HU OBaj MHUHMMAallHAa mopacT Opoja
uHbnamanujckux henmja Huje youno y rpynu WT MurieBa TpeTupaHuX MHXHOUTOPOM y OJTHOCY
Ha rpyny Herperupanux WT mumeBa (Tabema 1). Craructuuku 3Hadajuo Behu nporenatr CD4 u
CD8 henuja nosutuaux Ha Tbet, RORyt u IL-17, kao u CD4+IFN-y+ henuja, yetupu Hemesbe
nocie uadekmuje N. Aromaticivorans-om 3adenexen je y jerpama WT muiieBa y nmopehemy cy
IIPOLIEHTOM HaBeleHuX henuja y jerpama Lga|S3'/' u WT MumieBa TpeTMpaHUX HHXHOUTOPOM
rajektuHa-3 (TabGena 1). Amnconythu Opojeeu CD4 u CD8 mno3utuBHHX Ha (dakTope
TPaHCKpUIIIHje U NUTOKHHE KapakTepuctuune 3a: Tum 1 (Thet u IFN-y), Tun 17 (RORyt u 1L-17)
u tun 2 (GATAS, IL-4, IL5 u IL-13), ocum CD8+IL-5+ henuja, je crarucTruku 3Ha4ajHo Behu y
jerpama unpunupanux WT Hero y nHpuImpaHux Lgals3” 1 WT wmuuresa KOjUMa je arIMKOBaH
nuaxubutop (Tadena 1). Huje nerekroBaH mopacT arncojyTHOT Opoja HCIIMTHBAHUX MOIyJIalja y
jeTpama Lgals3'/' u WT kojuMma je gaBaH MHXHOUTOp mocie MHGUIUpama OAKTEpUjOM HEro Y
KOHTPOJHUM Tpynama. Mel)y ucnutuBanum rpynaMa HeMa pasjiMKe y MPOLEHTY U arlCOIIyTHOM

opojy Treg henuja (Foxp3 u IL-10 nmo3utuBHux) (Tabena 1).
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Taobena 1

NPOLIEHTH ANCONYTHM BPOJ X 10

WT untreated LGASB; Wikao  LCASLEN \(I;VT| g.'aLo WT untreated LGASLSQ WT N. aro (A \ng 2.@;0

=) unireated o ar al-3in ) unireated o an al-3in
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

CD4+Thet+ 1191076 2054051  816+2.42F 3411075 2681049  6,644,91 9208200  962743884™% 17514817 8534455
CD4+IFN-y+ 0821053 0771083  54941.88F 1741096 0926062 453302 3424292  g682068™ 8654505  3,182,94
CD8+Thet+ 0512022 1,00:0,15  405:0,82F 123t024  189:080 2774138 5014118  4p47+1058* 640308 540234
CDB+FN-y+ 1101088 0991096 3414168  176£106  115:089 509488 4294427  395042108% 863546  3,9944,22
CDAtRORVH+ | 1481057 1394048  349:062% 2081033 1926065 833439 6661291  4160+11,00F 18441318  6,7744)5
CO4+IL-LT+ 1001081 1701087  74412,08% 265:055 1421046  6,06t513  7.88t443 823621 57°*% 11,1544,39 4741301
CDB+RORyt  1,07:029 0821023 2574034 146:023  096:029  6,00£255 3744120  30,05¢1,94% 12944235 3104134
CDB+IL-LT+ 1241085 1731070 50141.31* 1524049  176:031  7,00:384 8044360 5804401 19" 7964474 5671299
CD4+GATA3+ 1331041 1656064 2661081 1891048 1541055 7414327 7164139 314241320 9934550 4544178
CD4+IL-4+ 1241071 1666040  317:0.87 1666057  189:071  7,104475 7834273  371+1172% 8204355  6,024330
CDAHL-5+ 1,08:094 1264148 4158217 1241073  121:086 6964690 6024752  4963:3217F 5514258 4314392
CD4+IL-13+ 1081094  1,69:0,63  338:0,88  173t055 1491062  6,07¢368 7994356  3881+1204% 875t450 4,903
CDB+GATA3+ (0871049 0851047 1066037 00691018 0841027 4748297 3894245  1215:4,38% 3564196  2,5041,05
CDB+IL-4+ 0656032 0981059  1,19:0,36  061:028  080:034  368:218 4634279  1345:325% 3184207 2504140
CD8+L-5+ | 0,36:040 0462077  077:096 031031  048:003  241£297 223388  9,65:12%4 127:119 1744206
CDB+IL-13+ 0831027  1,041033  1,89:0.36  096:036 1001016 4721212 4994226  2198:620% 4894259  2,6041,90
CD4+Foxp3+ | 1042072 1824148  196:064  161£116  188:135 6154494  869:883 23234772 12714574 6224474
CD4+IL-10+  [1,30:081 2471050  1,91£151  089:065  1,36£1,56  7,684537  11,12:219  2214#1784 4174326  5,1446,72
CD8+Foxp3+ | 0,35¢0,31 069107  065:¢058  055:0,77  071£1,00  213£206 3344539  7.306,09 4148349 210:2,89
CD8+L-10+ | 1512075  1,51:059 1674174  066:043  177:221 883522  1164:719 212242426  310£201  6,80£9,66

Tabena 1. ®enoruncke paziauke CD4+ u CD8+ numdpouura npucytuux y jerpama WT, LgalsS'/' u WT mumeBa koju cy
npumaau uaxuouTop, GM-CT-01, y 4eTBpTOj Hene/bH HAKOH MHAYKIHUje GoecTn. MoHOHYKIeapHe henuje cy u30ioBaHe
U3 jeTpH HETPeTUpAHUX Kao M MulleBa 4 Henesbe Tocie MH(pEeKuMje W aHanu3upaHe cy HaBeneHe momynanuje CD4+ n CD8+
henuja mpOTOYHOM LUTOMETPHjOM. BpeaHOCTH HPOIEHTa M alcoJIyTHOr Opoja MCIUTHBAHUX IMOIYyNalMja Cy MpHKa3aHe Kao
cpenme BpeaHoctn £ SD, * 3Hawajuoct pasmuke (p<0.05) WT N. aro vs. LgasI3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01; **
sHavajaocT pasnuke (p<0.005) WT N. aro vs. Lgasl3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01; *** 3qauajuoct pasnuke (p<0.001) WT
N. arovs. Lgasl3-/- N. aro u WT N. aro GM-CT-01. Craructryka 3Ha4ajHOCT pasnuka je oapehena ANOVA t tectom .
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4.8. Excnpecuja xommnoHeHnTe uH(paamazoma NLRP3 u wundaamammjckor
uuTokuHa IL-1P je mama y jerpama uHuumpanux LgaISB'/' u WT mumena

Tperupanux GM-CT-01-om

ITokazano je ma je Gal-3 amconyTHo He3aoOMIa3aH y akTHBaUWju MH(IaMa3oma Makpodara y
ycinoBuma In Vitro crumynanuje N. aromaticivorans-oM, aa y rajeKTHH-3 JIeQHIUjCHTHUM
MakpogaruMa HakoH cTuMyainuje 6akrepujom Hema nosehama excrnpecuje NLRP3 komnonenTe
uHpIama3zoma, Hema akTHBandje Kacmasze-l, Hu mosehane mnpoaykuuje IL-1B (Cnuka 7,
I'padukonu 5-7). Jla 6u ce moTBpAKNO OBakaB edekar rajekTuHa-3 Ha aKTHBaIMjy HH(IaMazoma
OakteprjoM W IN VIVO, aHanM3WpaHa je ekmnpecuja kKommoHeHte uH(puamazoma NLRP3 wu
npoxaykiyja IL-1B, muroknHa Ymja mpoayKnMja TUPEKTHO 3aBUCH O] aKTUBAIlHje MH(IaMa3zoMa,
y uHunaTpatuma jerpu Herperupanux WT, Lgals3'/' u WT mumieBa TpeTupaHuX HHXHOUTOPOM
rajekTuHa-3, ceaaM JgaHa nocie wuHbuImpama Oaktepujom N.  aromaticivorans.
NMyHOXMCTOXEMHJCKOM aHAJIM30M HCeYaKa jeTpu / JaHa TIocie OaKTepHjcKe HHQEKIUje
nokazana je Beha excripecuja NLRP3 y undunrparnma jetpm mnpummpannx WT mumesa y
nopehemy ca HHUIMPaHUM LgaISS'/' u WT muieBrMa TpeTUpaHUM MHXHUOUTOPOM TaleKTHHA-3
(Cnuka 11). ITpouenar NLRP3 no3utuBHe MOBpIINHE Y HHPHUITPATHMA jeTPE je CUTHU()UKAHTHO
Behu y rpynu unpunupanux WT Hero y uHpuUIMpaHUM Lgals3'/' u WT muieBuma TpeTupaHUM

uHxuouTOopoM rajgekruna-3 (I'paduxon 14).
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Ciauka 11

Canka 11. Excnpecuja NLRP3 n y jerpu WT, LgaISS'/' u WT MumeBa TpeTHpaHHX HHXHOMTOPOM rajeKTHHa-3, cegam
JaaHa nocoJjie unuuupama. [pukasanu cy penpesentatuBiu uceunu excrpecuje NLRP3 y undunrparuma jerpu WT, LgalsS"'
u WT MuIimeBa TpEeTHpaHUX MHXHOMTOPOM ranekTiHa-3 7 jaHa HakoH wH(pekuuje Gakrepujom N. aromaticivorans. NLRP3
MMO3UTHBHE MOHOHYKJIeapHe hennje cy mpucytHe y jetpu WT muriesa.

I'pajuxon 14

N
o
)

**

e
N O
L L

0 SN

mWT
C Lgals3-
£ GM-CT-01

NLRP3 no3nTuBHa noBpLUMHA
y nHcpuntpatuma (%)

I'papuxon 14. Ilpumena GM-CT-01 curundukanTHo ymamyje mpoueHat heamja koje cy mosmtuBHe Ha NLRP3 y
nnuarparama jerpu. Cenam gana nocie nuduuupama WT, Lgals3™ u WT Muuesa TpeTHpaHinX HHXHOHTOPOM raleKTHHA-3
(7 mumesa o rpynu) uzpauynat npoueHar NLRP3 mosutusnux henuja y unduntparuma jerpu ananusom y Imaged nporpamy
ncevaka jerpe 000jeHHX MMYHOXHCTOXeMHjckoM meToxoM. Ilpukasane cy cpeame BpenHoctd + SE. 3HauajHocT je yrBphena
Student-osumM t TecTom; **p<0.005.
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Takohe, 3abenexxena je ekcrpecuja IL-1B y wundwmirparuma jerpu WT wmwumeBa a0k y
uHpUATapTUMA jeTpU HHOULIHUPAHUX LgaISS'/ "u WT mumeBuMa TpPEeTUPAHUX HHXUOUTOPOM
rajekTuHa-3 roToBo aa Hema |L-1p mo3utuBHux henuja (Cnuka 12). KBaHTUTaATUBHOM aHAIIU30M
Hceyaka jeTpe je mokaszaso fa je npoueHar |L-1B—mo3utuBHe noBpimmHe y HHOWITpaTUMA jeTpH
unpunmpanux WT MuieBa cTaTucTUYKY 3HayajHO Behu y nmopehemy ca rpynama nHGUIUpaHux

LgaISB'/' u WT MuIieBrMa TpeTUpaHuX HHXHOUTOpOM ranekrtuna-3 (I'papukon 15).

Ciauka 12

Cuauka 12. Excripecuja IL-1B y jerpu WT, Lgals3-/- 1 WT muieBa TpeTHpaHuX HHXHOUTOPOM rajleKTHHA-3, celaM JaHa
nocoje nHpuuupama. [Ipukazanu cy penpe3eHTaTHBHU ucednu ekcnpecuje IL-13 y unpuntparuma jerpu WT u WT, LgalsS"/'
n WT wmumieBa TpeTHpaHWX HHXHOMUTOPOM ranekThHa-3 7 jaHa HakoH uHpekimje Gakrepujom N. aromaticivorans. IL-1P
MO3UTHBHE MOHOHYKJIeapHe henuje cy mpucytHe y jerpu WT mumiesa.
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I'padukon 15

IL-18 no3uTMBHa NoBpLUNHA Y
mHdunTpaTuma (%)
N

2 .

0 -
mWT
O Lgals3-
8 &Mm-CT-01

I'papuxon 15. llpumena GM-CT-01 curnnpuxantao ymamyje npouenar |L-1p nosutuBHux heauja xoje undpuarpunry
jerpy. Cenam mana mocne uHduuupama WT, Lgals3—/— u MuIIeBa TpeTHpaHHX HHXHOMTOpOM ranekthHa-3 (7 MuIeBa Mo
rpynu) u3padyHat npoueHat |L-13 mo3utuBHux henuja y unbunTpatiMa jetpu aHammzom y Imagel mporpamy mcedaka jerpe
000jeHnX UMYHOXHCTOXEMHjCKOM MeTtozioM. IIpukasane cy cpenme BpenHocti + SE. 3HauajHOCT je yrBpheHa Student-oBum t
tectoM; **p<0.005.

ITopen Tora, aHamM30M, MPOTOYHOM IIMTOMETPHUJOM, MOHOHYKJIEapHUX hesuja M30JI0BaHUX M3
jetpu 7 naHa mocie uHQeKnuje OakTepujoM, 3a0eNeXeH jeé M CTaTUCTMYKU 3HadajHo Behu
nporeHar F4/80+ wmakpodara xoju ekcnpumupajy NLRP3, IL-1p wu IL-18 wmehy
MOHOHYKJIeapHUM henujama u3osioBaHuM u3 jerpu uH@uuupanux WT mumesa y nopehemwy ca
henujama M3070BaHUM U3 jeTpU MHOUIIUPAHUX Lgals3” u WT wmuuresa TPETUPAHUX

nHxuobuTopom raigekruna-3, GM-CT-01 (I'papuxon 16).
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I'paduxon 16
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I'padpukon 16. lipumena GM-CT-01 curnudukantHo ymamyje mpouenat NLRP3, IL-1p u IL-18 no3utuBHX Makpodara
y jerpama. Cenam nana nocie nHuuupama WT, Lgals3—/— 1 MuIIeBa TpeTHpaHUX HHXUOMTOPOM ranekTrHa-3 (7 Muiiesa mo
rpyIH) MPOTOYHOM muToMeTprjoM je oapehen mporenar F4/80 makpodara koju excpumupajy u NLRP3, IL-1p u IL-18.
IMpukasane je cpeare BpeaHocty + SE. CrarucTuuka curHuHKaHTHOCT je oapehuBana Student-osum t Tectom; *p<0.05.
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Jlaswe, cratucTiky 3HadajHo Beha mpoaykinuja IL-1B y jerpama madumupannx WT mumieBa
HEro y HH(pHUIMpaHuX LgaISB'/ "1 WT mumea koju cy npumanu naxuoutop GM-CT-01, kaou 'y
nopehemy ca KOHTPOJTHHM HETpeTpeTHpaHHM MuiieBuma, je morBphena ELISA anammzom
XOMOTeHaTa TKHBAa JETpH JOOMjEHHX CceAMOr JjaaHa mocie HuHuuupama Oaktepujom N.

aromaticivorans (I'padukon 17).

I'padpuxon 17

BWT untreated

400 - *

OKO untreated
EWT NA
OKO NA

~ 300 A &WT NA GM-CT-01

=

~~

(@)}

3 200 A

(51 T

N

= 100 -

0 - \

I'paduxon 17. HaxuduTop rasekTuna-3 3Hayajuo cMamyje npoakuujy IL-1B y jerpm. Cenam nana nocne vHQUIMpama
WT, Lgals3—/— u WT mumieBa TpeTupanux WHXHOUTOPOM rajgektiHa-3 (7 MHUILIeBa M0 IPYIH) y TKHBHOM XOMOTEHATY jeTpHu Cy
ELISA meronom ompehene konmentpanuje IL-1P. IIpukasane cy cpeame BpexHoctu + SD. 3HawajHOCT je yrBphena Student-
oBuM t Tectom; *p<0.05.

78



49. GM-CT-01 cmamyje M NpoAYKUMjy TajeKTHHA-3 y jeTpH MHuIlleBa

napunupannx oakrepujom N. aromaticivorans

[To3Haro na pa3nuuuTa NaTOJIONIKA CTamba YTHYy Ha roBehame ekcrpecuje rajekTuHa-3 y jeTpu.
Kako 6u ce ucnurano aa Jii HHXUOUTOP TaleKTHHA-3 YTHYE M Ha MPOIYKIH]Yy TaICKTHHA-3 Y
JeTpH UMYHOXHCTOXEMH]CKOM METOJIOM j€ aHaJIM3HMpaHa €KCIpecHja TaJeKTUHaA-3 y jeTpama /7
naHa nocie uHdpeknuje 0akTepujoM. Y jeTpu HETPETHTAHMX UM HEHMH(PUIIMPAHUX, KOHTPOJIHHUX,
WT u LgaIS3'/', Kao M MHOUIPAHUX Lgals3'/' MUIIIEBA HHjE€ NETEKTOBAaH TAJICKTHH-3, alld je
3Ha4YajHO ToBehame eKCIpecHje AeTEKTOBAHO Y MOHOHYKJIeapHUM uHpuiTpatuma y jerpu WT
muiieBa 7 qana nocie uadekiuje N. aromaticivorans (Cruka 13). V jerpama undunupanux WT
MUIIIEBA TPETUPAHUX HMHXHOMUTOPOM TaJeKTHHA-3 JCTEKTOBaHA je 3aHeMapJbuBa EKIIpecHja

rajektuHa-3 je (Ciuka 13).

Ciauka 13

Lgals3-/-

e § ‘.'."

Ciuxka 8. Excripecuja rasektuna-3 y jerpama Herperupanux u WT u Lgals3-/- mumeBa u WT, Lgals3-/- u WT mumesa
TPeTHPAHUX HHXHOMTOPOM rajieKTHHA-3, cedaM aaHa nocie undexuuje 6axrepujom N. aromaticivorans.

Kako Ou ce moTBpANIIO CMamkemke eKCIpecHje TalleKTHHA-3 TTociie TpuMeHe naxuounTopa, ELISA
METOJIOM Cy aHAJIM3UPaHe KOHIICHTPAaIlMje TaJeKTHHA-3 Y CyllepHATaHTUMa KYJITypa CIUICHOIINTA
CTUMYJIMCAHUX JIUIIOTOIMCAXapUIOM ca M 0e3 MHXHOuTOpa ranekTuHa-3. TpeTupame MHUIIjUX
CIUICHOIIUTa MHXUOUTOPOM TaJeKTHUHA-3 Mpe CTUMYIAIMje JHIMOMOINCAXapUAOM CTaTHCTUYKU

3HAYajHO CMambYyje KOHIICHTPAIH]jy MpoaykoBaHor rajgektuna-3 (I'padukon 18).
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I'paduxon 18
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I'paduxon 18. Muxuburop rajeKTHHA-3 3HAYAjHO CMambyje MPOAYKIUHUjY TajJeKTHHA-3 y Yy KYJATYPH CIUIEHOIMTA
TpPeTHPAHUX JIHMOJdUcaxapuaoM. KoHIeHTpamuja rajekTWHa-3 y CyNEepHATaHTy KyIType CIUIEHOLUTa IO0OWjeHHuX u3
uwerperupanux WT mumieBa, crumysucane in Vitro LPS-om (1pg/ML) 24 cata; TpeTnpaHe HHXHOUTOPOM rajJekTHHA-3 Y TOKY 2
cara nipe crumynanuje LPS-om; HeTperupane. Pesynrtran cy mpukasaHu kao cpenme BpemHoctd + SD, **p < 0.005, ***p <
0.001.
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5. ITMCKYCHJA

Jlocamamme crynudje 'y kKojuma cy wucnutuBaHu edektu Gal-3 y marorenesm PBC-a cy
JOKYMEHTOBAJIC pa3U4MUTe, CYIPOTHE yJOore OBOT MoJjeKkyna y pa3Bojy PBC-a. ¥V nBa monena
PBC y kojuma Hema jake CTUMYJallMjeé MMYHCKOT CHUCTeMa ajajyBaHCMMa Beh ce MMYyHCKH
OJITOBOP HAa ayTOAHTUTEH aKTWBUpPA OakTepujaMa Koje MOry na Oydy, WIH jecy Je0 HOpMalHe
MHUKpodJIIope, MoKazaHa je mHbuamanujcka yimora ranektuHa-3 (241, 242). Y Haiioj paHujoj
cryauju (251) je mokasaHO na TaleKTHH-3 nenyje npouwH(paamanujcku y maroreHesu PBC
u3asaHor mH(ekimjoM Gakrepujom N. aromaticivorans u ma jerpe Lgals3” mumesa koju
pa3Bujy Oomnect caapxke Behu mporenar DC koje excrpumupajy KOMIIOHEHTY HH(Iamazoma
NLRP3.

VY 0B0j cTynuju je neTajbHUje UCIMTaHA YIIOTa TajleKTHHA-3 Y aKTUBAIUjU HH(]IaMa3zoMa TOKOM
uHdeknuje Oaktepujom N. aromaticivorans kao u TOTEHIMjaHA Tepamnujcku edekar
uHxuouropa raigektuHa-3, GM-CT-01, y moneny PBC usza3Banom uHdexmujom 6axkrepujom N.

aromaticivorans.

5.1. Jememmja Lgals3” u ¢apmaxosomka wuHXHGHOHMja ragexkTHHA-3

yos1axaBajy Mmanudecranuje npuMapHOr OUJIMjapHOT X0JAHTUTHCA

Pesyntati 0BOr MCTpakMBama jaCHO MOKa3yjy Ja OJCYCTBO TeHa 3a rajektuH-3 kox C57BL/6
MUIIIEBA 3HAYAjHO yOJIakaBa ayTOMMYHCKH XOJIAHTUTUC WHIYKOBaH HHGeKIjom 6akteprjom N.
aromaticivorans. CraGuje omreheme »xyunnx kamammha y rtpymn  Lgals3”  wmmmesa
uHpumpanux Oakrepujom N. aromaticivorans yzapykeHO je ca CMameHheM OMOXEMM]jCKUX
nmapameTpa 0oJecTH, OCIa0JbeHMM HWMYHCKUM OJATOBOpoM Tuma 17 y jerpu U ocinabibeHOM
aKTUBalLlMjOM MH(]IIaMa3oMa y JeTpU U CIEe3UHH.

ITokazano je na gapmaxosomnika nHxuouLyMja rajgektnaa-3 GM-CT-01-om y nepuony uHAYKIH]je
00JIeCTH 3HAYajHO CMamYyje TeKUHY ayTOUMYHCKOT XonaHrutuca. Ilopen Tora mokasaHo je u 1a

GM-CT-01 npumemeH Tepanujcku 3Ha4ajHO cMamyje omTeheme KydHux kananuha u Gudposy
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jerpe. Ilpumena GM-CT-01 y npBe ueTtupu Henebe Of MOYEeTKa MHIYKIIMje OOJECTH 3HAYajHO
CMamYyje BpeIHOCTH uMyHoroOynuHa A kiace crienuduanor 3a PDC-E2, konuentpanujy AST
u ALT y cepymy, excrpecujy NLRP3 undnamazoma y jerpu, nponykuujy IL-1p (I'paduxonu
14-17; Cnuxke 7 u 8) u unduykc T1, T2 u T17 henuja y jerpy 8 (Tabena 1) u Ha koHIy HUOpO3y
jerpe (Cnuka 8; I'padukonu 8 u 9). A tepanujcku npumemeH GM-CT-01 cmamyje hubposy u
HEKpo3y jeTpe, cmamyje omreheme OunujapHux KaHanmuha W OHMOXEMHjCKE IapaMerpe
npumapHor ounujapror xonanruruca (Crnuke 9 u 10; I'padpukonn 10 u 11).

Pesynratu HenaBHOT McTpaxkuBama ykaszyjy ma GM-CT-01 cBoje edekre y in VIVO cucremuma
BEpOBATHO HE OCTBApyje MHXMOMIIMjOM KAaHOHCKOT MECTa 3a Be3MBama yribeHHX xuapata (231)
IITO je JOBEJIO y NMUTAmhE CEJICKTHBHOCT JIeJIOBakha OBOT MHXHOUTOpA. Stegmayr u capaiHuly cy
TECTOBMMAa WHAYKIMjE XEMarllyTHHAIMje KOjUMa Ce€ HWHAMPEKTHO Ca3Hajeé O CII0COOHOCTH
uaxubunuje ranektuHa-3 mokazaau ga GM-CT-01 we umuxubupa ramektun-3 (231). [aswe,
Miller je ca capaguuiuma nokazao ga GM-CT-01 mpumapHO HMHTEppearyje ca HEKaHOHCKUM
MECTOM 3a BE3MBabE YIJbEHHUX XHapaTa Ha F-cTpanu ranektuna-3 (228). Hacymport pesysaratima
MPETXOAHO HABEJICHHMX CTyaWja y Kojuma je Tectupano BesuBambe GM-CT-01 u ramextuna y
pacTBopuMa MeToaoM duryopeciieHTHe aHu3orponuje u crocooHoct GM-CT-01 na maxubOupa
XeMariyTUHaIujy, y HEeKOJHKo crynuja je mokazaHo aa GM-CT-01 mewa ¢dynxuujy hemuja
TPETHPaHUX OBHM HMHXHOUTOPOM IN Vitr0 Kao M Ja Mema TOK HEKOJUKO HH(IAMAIH]CKUX
6onectu. [lokazaHo je na TpeTupame XyMaHUX JUMQOLUTA, KOjU MHOUITPUILY TyMOpe (EHIJ.
Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL) u3omoBaHux u3 acuuTeca KOjU Cy C€ pa3BUIIM YCIe[
3axBaTama MepuToHeymMa TymopoM, uHxuouropom GM-CT-01 mnojauaBa HUTOTOKCHMYHOCT
CD8+T numdouuta y okBupy nomynauuje TlL-a u mosehaBa mpoxykuujy IFN-y y oBum
hemujama. Omucanu epekar GM-CT-01 monekyna Ha imMdoruTe Koju HHQUITPHUIITY TYMOpE je
no3Ho 3aBuctaH (228). Hamasm Hekonawko cryauja ykasyjy aa GM-CT-01 octBapyje
UMYHOMOZYNIaujcke edexre iN VIVO y HEKOIHMKO Pa3NMuUTUX HH(IaManujckux OonectH. Y
MOJIeTTy MacHe jeTpe Koja HHje H3a3BaHa aiuKkoxonoM U omrehemy jeTpe u3a3BaHOM
THOALIETAMHIOM TIOKa3aHo je nma tepanuja GM-CT-01-om cMmamyje 3amasbeHCKH UHQHUITPAT U
¢ubposy jerpe (256, 257). Y Momeny KOJMTHCA MHUINEBA H3a3MBAHOT JEKCTPAH HATPHjyM
cyndaroM mNpUMEHa ME3eHXMMCKMX MaTH4HUX henuja rajenux y mnpucyctsy GM-CT-01,
CMamyje KOHLEHTpauujy rajiekruHa-3 y cepymy (258), a mpumena GM-CT-01 mumieBuma y

BpeMe MHIYKIIHje KonuThca yosaxasa ooect (259).
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Hanasu oBe cTynuje o cMamemy eKCIpecHje TalleKTHHA-3 y HHPUITpaTaMa jeTpe MHIIeBa KOju
cy undunupanu 6akrepujom N. aromaticivorans u tpetupanu uaxuoutopom GM-CT-01 (Cnuka
13) u cmameHe KOHIICHTpalMje TaJeKTHHA-3 y cylnepHataHTHMa henmujcke Kyatype in Vitro
tperupane oBuM uuxuoburopom (I'paduxon 18) ykasyjy ma GM-CT-01, nako ce He Besyje 3a
KaHOHCKO MECTO 3a BE3MBamb€ YIJbEHHX XHIpaTa Ha MOJIEKYNy TaJeKThHa-3, HWHXHOHWIIEe
EKCIIPeCcH]y TaJIeKTHHA-3.

Muiiju MoJesl ayTOMMYHCKOT XOJIaHTMTHCa M3a3BaHor mHpekmujom N. aromaticivorans je y
nopehemy ca 6onenthy n3a3BaHOM KCEHOOMOTHIIMMA, CIMYHUJU IPUPOIHOM Pa3BOjy MPUMApPHOT
OUIIMjapHOT XOJIAHTUTHCA KO JbYH, jep j€ MO3HATO 1a MUKPOOPTaHU3MHU KOjU MOTY J1a Oyay Je0
HOpPMaJIHE MUKPOQIIOpe peBa JONPUHOCE Pa3BOjy CIOHTaHEe MH(]IaMaIyje )KyYHUX ITyTeBa KO
muiesa (260). N. aromaticivorans, cBenprcyTHa o-poTeodaKTeprja Koja MOXKeE J1a Ce JCTEKTYje
y CIYy3HUIM AWTECTUBHOT TpakTa KO JbyaW, caapxu KouzepBupanu PDC-E2 emnwmrom,
MeTabounIIe KCeHOOMOTHKE U OMETa EHTEPOXENaTHIKy [UPKYIAIUjy KydHHX KucenuHa (261).
VY 0BOj cryauju cMo mokaszanu jaa jaenenuja Lgals3 arenymme PBC u3asBan Oakrepujom N.
aromaticivorans Tako mTo yTuue Ha ypoheHU M CTCUCHHM UMYHCKH oaroBop. hemmjcku 3ua N.
aromaticivorans caipxu TIIMKOCQUHTONUIKIEC KOjU mpe3eHToBaHu y ckiony CD1d xomruiekca
Ha DC akruBupajy NKT hemuje (102). I{utokuHM Koje HPOAYKYjy aKTHBHUpPaHE aHTHICH
npe3eHtyjyhe henuje, kao mro cy mujenouane DC u Kyndepose henmje, nojayaBajy akTuBaunujy
NKT henuja (262). AxktuBupane NKT henuje nmponykyjy UUTOKMHE KOjU CTHUMYIHILY Aalby
aktuBanjy DC w Ha Taj HaumH WMajy KPUTHUHY YJIOTYy Yy OJpKaBalby HMYHOCTH Ha
MHKpoopranuzme kao mTo je N. aromaticivorans, anm W y akTUBHpamy ayTOPEaKTHBHHX
nomaradykux T nmumdonura (263). ITprcyctBo NKT u DC koje excipumupajy CD1d ce 3HauajHO
nosehaBa y jerpama ocoba obonenux ox PBC (264, 265, 266). Hamia ctyauja je mokaszana Mamy
3actymsbeHocT NKT henwja y jerpu Lgals3'/' munieBa uHpuuupanux Oakrepujom N.
aromaticivorans, koju ckopo jia u Hucy pa3suin 3Hake PBC (I'padukonu 3 u 4).

KibyuHe maTosomike npoMeHe y jeTpu, KapaKTepUCTUYHE 3a NPUMApHHU OWIMjapHHU XOJIAHTUTHC:
uHpUATpayja KydyHUX KaHanuha u cTBapame rpaHysioMa, KOJU Cy paHH]je MOKa3aHU y MPBU MyT
OIMMCaHOM MofeNy Xosianrutuca m3a3zBaHoM mHpeknujom 1101 NOD mumeBa Oakrepujom N.
aromaticivorans, nerekToBaHu cy u y jerpama nHpunupanux C57BL/6 mumesa (109). Ca npyre
CTpaHe y jeTpama Lgals3”" mumresa youeHa je camo Oyiara uHpUITpanuja *Ky4HUX KaHana 0e3

peKua KOHTHHYHTETa OwimjapHor emmtena (251). Ilrasume y jerpama Lgals3” mumesa
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cegaMm Mecelu nocie uH(pekIrje Huje youeH HUKakaB maTtoJsiomku Hanas (Cnuka 2, I'paduxon
2).

Melhyrum, 3a pa3nuKy oj Hala3za KOju Cy NpHKa3aHu y Moneny Oonectm m3a3Bane kox 1101
NOD wmwumesa, y jerpu C57BL/6 mumeBa unduumpanux Oakrepujom N. aromaticivorans
nerekToBana je ¢ubposa jerpe kako Tpu (Cimka 1, I'padukon 1) tako u cemam (Cnmka 3,
I'padpuxon 2) mecenu mocie uHpEKIHje. Y HCEUIMMa jeTpe Cy YOUCHHM 3HAYajHH CHO3UTH
BJIakaHa kojareHa (cimuke 1 u 3), kao u noBehana ekcripecuja kojareHa u a-SMC y TkuBy jerpe
(I'paduxon 9). 3a pa3Boj pubpo3e TkuBa HeonxoaHa je moBehana mpoaykimja Th2 muToKMHA
(267). Kox NOD wmwumieBa je Th2 uMyHCKH OAroBop 3HauyajHo ateHyupan (268), mok ce koj
C57BL/6 WT wmuiieBa HakOH Pa3IHYUTHX OOJIMKA CTHMYyJandje T JUMQOIUTAa YBEK MOPE.
Th1/Th1l7 uurokuna nponykyjy u Th2 murokunu, nako mame Hero koa BALB/C mumesa (269).
Heunpurcke henuje wusonoBane w3 WT mumieBa W morom In Vitro crumynucane N.
aromaticivorans-om y Behem mnpoueHty ekcrnpumupajy IL-4 (I'paduxon 13)- 1UTOKHH
Heonxo/aH 3a audepeniujanujy y Th2 henuje. Takohe, 3Hauajan npuius CD4+ u CD8+ henuja
Koje ekcnpumupajy npodudporcke turokune, |L-4 u IL-13, mpumehen je y jerpama WT
mumeBa nHpunupHanx Oakrepujom N. aromaticivorans (Tabena 1). 3nauajHa aktuBanuja Th2
UMYHCKOT OJIroBopa wu3a3BaHa wuH(pekuujom Oakrepujom N. aromaticivorans u mnosehana
IpoAyKIHja MpouOpOTCKUX LIUTOKMHA MOXe Aa o0jacHH Hana3 ¢pubpose jerpe y moaeny PBC
M3a3BaHOM OBOM OakTenjckoM mHpekiujoM. [To3HaTo je na rajgekTuH-3 akTuBHpa (HakTope KOju
nenyjy npopudporcku kao mro ¢y FGF u TGF-f crumymumyhn y3 To U cTBapame KojlareHa y
Pa3IMYUTHM EKCIIEPUMEHTAIHIM Mojenuma Oonectit u 6onectuma (270). dedunujenunja uim
dbapmakosomka O0okana ranekTuHa-3 mpaheHa je peaykuujom ¢ubpose Oyopera (271), cpua
(272, 273), jetpe (274, 275). ¥V ckitagy ca OBUM Haja3MMa je U Pe3y/Tar OBe CTyIHje y KO0joj je
MIOKa3aHO CKOpPO OJACYCTBO (pubpoze y rpymnu Lgals3'/' munieBa kojuma je PBC umnaykoBan
uHdekuujom 6akrepujom N. aromaticivorans. [Topexn Tora nerekroBana je u peaykiuja Gpudpose
y jerpama WT mumeBa xoju cy npumanu uaxuoburop GM-CT-01, u To u y rpynama TpeTUpaHUM
HHXHOUTOPOM 0] oueTka uHayKiuje oonectu (I'padukon 8) kao u y rpymaMa MHUIIIEBA KOjU CY
HHXHOWTOp TpuMaid oa jAeBere Hedesbe HakoH wuHpeknuje (I'paduxon 10, Cmuka 10).
Penykiuja ¢pubpose jerpe HaKOH TpeTMaHa MHXHMOUTOPOM TajeKTHHa-3 je MOTBpheHa je HaazomM
na tperupambe DC ca GM-CT-01 tokom in vitro ctumymuije N. aromaticivorans-om, 3HadajHo

cMamyje ekcripecujy npodudporckor iuTokuHa, IL-4, y camum henujama (I'paduxon 13).
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5.2. Jlenenuja LgaISB'/' U dapMako/JomIKa UHXUOUIIMja TaJIeKTUHA-3 Y jeTpH
MuIIeBa HHPUOupaHux Oakrepujom N. aromaticivorans cmamyjy

3actym/beHocT T, NK u NKT heamnja koje ekcnpumupajy 1L-17

Haxo ce yrmasaoM cMatpa 1a je PBC ayroumyncka 6osect mocpenoBana Thl mumdonutuma, y
JUTEpaTypu Cy NMPHCYTHU W HaJla3d KOjU TOBOpE y HpWIOr 3HayajHe yiore Thl7 hemuja y
OTIOYHIbabY M Pa3Bojy Oosectu. Tako je moka3aHO M 3HAYajHO HaKyrbawe Thl7 henmja kao u
noBehana excrpecuja CCL20, xemokuHa koju npusiadn Thl7 henuje, y jerpama obonenux o
pUMapHOTr OMIHjapHOT XouaHruTuca (276). J[pyro ucTpakuBame MoKa3yje 3Ha4ajHO MPUCYCTBO
MOHOHYKJIeapHHX henmja koje ekcripumupajy IL-23 u IL-17 y mopTHuUM myTeBHMMa y KacHUM
dazama PBC (277). Jerpe IL-2Ra knockout mwuieBa koju crioHTaHO pa3BHjajy OOJNECT HAIUK
MPUMapHOM OMIIMjapHOM XOJIaHTHTHUCY cafpike arperate IL-17+ numdonnra y mopTHOM TpakTy
(278). Ipucyctro y jerpu henuja koje npoaykyjy IL-17 je TunuuHo 3a KacHuje haze npuMapHOr
OWMjapHOT XOJAHTHMTHCA M jaCHO TOBOPH Y NpHJIOT 3Ha4aja koHeep3uje Thl y Thl7 y oBoj
Oonecrtu (279).

Ycknaheno ca octanum mapameTpuMa 00JecTH (XHCTONOMIKK CKOp, TapaMeTpu cepyMa) HaljeH je
3HayajHo Mamwu % |IL-17+ henumja y jerpama uHOUIMpaHUX Lgals3'/' muireBa (Cruka 3,
I'padukon 4, Tadena 1). Takolhe, 3Ha4ajHO MamK IpoleHAT U Opoj henuja Koje eKCIPUMHUPA]Y
uuTokuHe KapakrepuctuyHe u 3a T1, T17 u T2 umyHcku oaroBop mpumeheH je U y jeTpu
MHUIIIEBA KOjU Cy TpeTHpaHu MHXHOuTOpoMm ranektuHa-3 (Tabema 1). Hajsehu amcomytHu 6poj
CD4 u CD8 hemmja xoje cunrerumy IL-17 Ouo nerekroBan je y jerpama WT wmumena
nHpumpanux 6akrepujom N. aromaticivorans (Tabena 1). Y3umajyhu y 003up Hamie pesynrare
U npeTxoaHe u3Bemraje (279), Moxe ce MpeTHOCTaBUTH JIa TJIaBHY YJIOTY Y pa3Bojy MPHUMAapHOT
OunMjapHOT XOJaHTuTHCa HHAyKoBaHor koj C57BL/6 mumeBa Oaktepujom N. aromaticivorans
urpajy IL-17 nponykyjyhu numdountu. Takolhe, y HameMm UCTpakuBamy je OTKpuBeHa Beha
excripecuja I1L-17 y NK u NKT hemujama xon 3apaxkennx C57BL/6 mumieBa xoju pa3Bujajy
oonect (I'pdankon 4) mrTo je y ckiaay ca MPETXOJHUM OTKpUheM J1a MUKPOOKPYXKEHE jeTpe
noreHnupa npousBoamy IL-17 (278). Mwmajyhu y Buay mokasan 3Hauaj IL-17 3a pa3Boj
cucremcke ckiepose (280) u ¢ubpose jerpe (281, 282), ¢ubpo3a jerpe aerTeKTOBaHA KOJ
nHpuimpanux C57BL/6 mumeBa moxe ce oOjacHuTH W moBehanom ekcrpecujom IL-17 u y

mumporutuma u y NK u NKT henujama y jetpu.
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5.3. Meaennja Lgals3” u (papMakoJIOIIKa MHXHOMLMjA TAJIEKTHHA-3 CMaIbYjy

akrusanujy DC u3azBany N. aromaticivorans

denorunuzaija DC jerpe u crnesune HakoH Tpeher mana ox unduimpama N. aromaticivorans-
OM yKa3ajia je Ha CHTHH(HKAHTHO CMameme % aKTUBHCAHMX M heimja Koje eKCIpUMHPajy
nHpmamanujckn nuTokuH IL-1B y cnesmnama m mamu npounenat DC koje excripumupajy
nH(pIAMAIM]CKU [IUTOKUH y jeTpama LgaIS3'/' muieBa y nopehemy ca WT mumesuma (251).
Hame, y da3u pazBujeHe OONecCTH, Y jeTpama LgaISB'/' MUIIIEBA j€ OTKPUBEH 3HAYajHO Marbu
NpoIIeHAT aKTHUBHpPaHUX W wuHGuamanujckux wmujenougaux CD11lb+ u CD1ld+ DC xoje
npeseHtyjy qunuae (251). OBu pe3ynratu Cy CynpOTHOCTH HAIIUM pe3yJiTaTuMa YTBphEeHHM Y
mozeny PBC-a u3a3BaHOM MMYyHH3AIHjOM KCEHOOMOTHKOM, TJI€ TalIeKTHH-3 E€KCIPUMHUpPAH Yy
henujama OmnMjapHOr emuTeNa Urpa HajBaKHHUJY YJIOTY y YKYIMHOM e(eKTy rajekThHa-3 Ha
pa3Boj u Texuny Oonect (9), anmu Cy y CKIaay ca MPETXOJHHUM H3BEINTajUMa J1a CMambEHe
excrnpecuje ranektnHa-3 y DC maxuOHme npou3Boamy HH(IAMANMJCKAX IUTOKHHA Y OBUM
henujama (36). V ckimamy ca OBUM Hajda3MMa je M 3HAYajHO CMAmbemhe EKCIIpecHje Mapekepa
aktuBanuje CD86 u CD40 (I'padukon 12) u nurokuna 1L12/23, IL-4 u IL-1B (I'padukon 13) y
AeHApUTCKUM henmujama in Vitro Tpetupanum Oaktepujom N. aromaticivorans y mpucycTBy
nHxuouTopa ranekruna-3, GM-CT-01.

3nayajuo Mawu npoueHar IL-1B+ DC tperupanux naxubutopom rainexktuna-3, GM-CT-01 y
TOKy crumynanuje O6akrepujom N. aromaticivorans (I'pa¢ukon 13) moxe, 003upoM Ha 3Ha4aj
IL-18 3a mudepenumjanmjy Thl7 henwja m mpomykuumjy IL-17 (283), na oOjacHu cmameH
nporierat CD4+17+ u CD8+IL17+ henuja y jetpu oBuX MuIiieBa. ATeHyalnuja HH(IAMAIN]jCKOT
norenijana DC kama Henmocraje Gal-3 je y ckiany ca CTyaujaMa O YJIO3M TaleKTHHA-3 Yy
MaToreHe3M JpYruxX HHQIaManujcKux obosbemwa jerpe (245, 275, 284) u akyTHOT KOJHMTHCA
(259). Cnabuja akTrBanuja U HeaaekBaTaH pa3Boj nHpaamarmjckux DC kama Hemocraje Gal-3 je
HaBepOBaTHUjH y3pok HeanekBaTHe akTtuBamuje NKT hemmja, arcosmyTHO HEOMTXOIHUX 3a Pa3Boj

PBC wu3zazBanor undekmujom N. aromaticivorans-om (109). Ciuyan edekar rajaekTuHa-3 je
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paHMje TOKa3aH y IpyrmM MojenuMma omirehema jetpe (284) um majBepoBarHHje je ciaabuja
OCETJBUBOCT, TOTOBO PE3UCTCHIIH]a, LgaIS3'/' muieBa Ha pa3Boj PBC uzazBan unbekmujom N.
aromaticivorans-om mociueauia HeMoryhHOCTH afiekBaTHOT akTuBUcama DC MuKpoopraHuzMom

kana Hepoctaje Gal-3, unme ce OJIOKMpa HHUIIHM]ATHU KOPaK y MaTOTeHEe3:n OBE O0JIeCTH.

5.4. leaenuja LgaISB'/' U papMaKoJIoIIKa MHXUOUIHja rajleKTHHA-3 CMambyjy

akTuBanujy uadgiamaszoma uzaspany N. aromaticivorans

VY nuTepaTypu HEAOCTajy MOJAIM O MPETIocTaB/beHoj nuTepakimju Gal-3 u N. aromaticivorans-
a. Mebhyrum, y3umajyhu y oO3up WHTEpakiMjy TaleKThHA-3 U Pa3IMUUTUX OaKTepHjCKUX
TJIMKOKOHjyraTa M TIIMKOCQUHTONUIKMIA Ha XyMaHuM henujama (285), Bpiio je BepoBaTHO ja
rajekTuH-3 MOXe IUPEKTHO Ja Beke riukochuuromunuae Oaktepuje N. aromaticivorans.
Crumymucame DC excrpaxoBanux u3 3apaBux WT wmmumesa N. aromaticivorans-om in vitro
pe3yiToBalia je TMOojauaHOM EKCIPECHjOM MapKepa akTHBalvje W HHGIaMaIijCKUX ITUTOKWHA
(Cpadukonu 12 u 13). Ctumynucawe DC u3 Lgals3-/- xxuBoTumba, Ha UCTH HA4YKH, HHUjE UMaja
NPETXOAHO HaBeaeHe edekTe, kao U ctumyinanrja WT DC y npucycTBu HHXHOUTOpA TajeKTHHA-
3, GM-CT-01, jep nuje youena noBehaHa exrcpecuja MapKkepa akKTHBAIlM]e HU WH(IaMAIIH]CKUX
wurokuHa (251). OBu pesynratu ykasyjy Ha To na Lgals3” mumesn He paseujajy Goect mocie
urdexmje N. aromaticivorans no ceemy cyaehu 36or nncydunujentHor aktuucama DC kana
Henocraje Gal-3, mro mocneauuHo omera anekBatHy aktuBanujy NKT u ayropeaktuBHux T
hemuja. OBaj 3ak/bydak je y CKJIAQy ca MPETXOJHUM H3BEIITajuMa Jia TaleKTHH-3 rmoBehaBa
crumynaTopHy crnocooHoct DC y aktuBammju edexropckux ¢ynknuja NKT henmmja xoja
nokazaHo omrehyje jerpy y XxemaTuTucy u3a3BaHOM O-TajlaKTo3WiIepamMuaoM (284).

AxTuBHCaHM HH(IaMa30M Yy JETpUHUM Makpodarama nMa 3Ha4yajHO MECTO y HaCTaHKY U Pa3Bojy
obosbema jerpe (286). V jerpw TpaHCT€HHX MHIIEBA KOJjU KOHCTUTYTHBHO EKCIIPUMHUPA]y
aktuBHM NLRP3 mok3aHa je 3HauajHa muponTo3a xemnaToiura, naduamanuja u ¢pudposa (287).
3a axtuBauujy NLRP3 wunpnamazoma y wmakpodaruma HEONXOAaH j€ TalleKTUH-3 KOjU
aAyTOKPHMHUM MEXaHM3MOM I10jayaBa MMYHCKH OATOBOp Yy KojeM ce mpoxaykyje IL-17 (242).

3natHo Behu nmpomenatr NLRP3+ DC u makpodara, Beha npoaykmuja IL-1B u Beha ekcnipecuja
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NLRP3 u ASC y jerpu, pano HakoH mH(pekuuje 6akrepujom N. aromaticivorans, merekroBaHu
cy y jerpama WT wmumeBa y mopehemy ca rpymnom LgaIS3‘/' muiresuma (Ciauke 11 m 12,
I'padukonn 14-16).

Hasbe in vitro ctumymnaiuja DC 6akrepujom N. aromaticivorans 3uadajuo nmosehaBa ekcripecujy
NLRP3 y henujama u3010BaHHM H3 TajeKTHH-3 MO3MTHBHUX MumieBa (251), mok in vitro
CTUMYyJIallija TepuToHeanHux Makpodara WT >kuBOTHEA OBOM OaKTEpHjOM pe3yiTyje
noBehanom ekcripecujom NLRP3 undnamazoma, moBehanom nmpoayknujom IL-1p u moBehamem
aktuBHOCTH Kacmaze-1 (Cmuka 7, I'paduxonn 6 w 7). OBu pesynratd Ccy y CKIaay ca
pesyiTaTuMa MPETXOJHe CTyAHje Y KojuMa je mokaszaHo ma jaeneruja Lgals3 xom dnTGF-BRII
MHILICBA pE3yiTyje CilabujoM akTuUBanujoM HH(pIamMazoma, areHyamnujom Th1l7 wumyHCKOT
OJICOBOpA M 3HAYAjHUM T00O0JbIIAKEM XOoTaHTuTHCa (242).

AxTHBanMja HH(IAMa30Ma UTpa BaXKHY YJIOTY Y MMaTOreHe3u 000Jbema jeTpe (MeTaboNInYKuX U
uH(]IaMalUjcKUX) Koje Cy MOKpPEeHyTe clnadbuM aiu mnoHaBibajyhum ctumynycuma. C mpyre
CTpaHe, CHOKHU CTHMYJIYCH MMYHCKOT CHCTEMa KOjU C€ KOPHCTE y MHAYKIHjH ayTOUMYHCKOT
XeMaTUTHCA aKTUBUPAjy MPBEHCTBEHO perenTope ypohene umynoctu (288). Paznuuntu HaunHu
cTuMyianuje henmuja ypoheHe HMMYHOCTH Yy MOJENy MHpUMapHOr OWJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA
MHYKOBaHHX KCEHOOMOTHKOM U MH(peknujoM Oakteprjom N. aromaticivorans mory aa o0jacHe
cympoTaH edekar ranektuHa-3 y oBa naBa monena PBC. N. aromaticivorans mma arunuyan
henujcku 3ua KOjU Caap’Ku INIMKOC()PUHTOIUINAE, MOJIEKYJIE CIIMYHE MOJEKyJInMa y MeMOpaHu
€yKapuoTa, KOJU yIJIaBHOM HE€ M3a3uBa MHQuaMalujy u omreheme TKUBaA, HAKO C€ JETEKTYje Y
CIy3HHUIM qUrecTUBHOT TpakTa (111).

Crora Moxe Ja ce MNpeTnocTaBM Ja ce akTUBalMja ypol)eHe HMYHOCTH OaKTepHjoM H
uHduamaijckun oaropop Ha N. aromaticivorans kon MwuieBa TOKpehy aKTHBAIUjoOM
nH(IIaMa30Ma OJJHOCHO HHTEIPUCAEM IT0jeIMHAYHO HEIOBOJFHUX CHTHAJA IITO CTBapa YCIIOBE
3a MOCJIEANYHO aKTHBHCAamke UMYHCKUX henmja u pa3Buhe xonanrutuca. OacycTBo 60jecTu Koj
LgaIS3'/' MUIIIEBA U 3HAa4ajHO aTeHyucaHa OonecT kogq WT koju cy mpumann WHXHOUTOp CY Y
CKJIJly ca MPETXOJHAM TIO/Ial[MMa O yJI03U TaleKTUHA-3 y aKTHBaluju uHdamazoma (259, 242).
VY Moaeny nmpuMapHOT OWJTHjapHOT XOJIAHTUTHCA MHIYKOBAHOT MMYHH3AIHjOM KCEHOOMOTHKOM
henuje ypoheHe MMYyHOCTH, YIJIaBHOM JEHAPUTCKE, CE€ YIJIaBHOM aKTUBUPA]y KOMIIOHEHTaMa
komrwietHor Freund's anjyBanca koju crumyamme TLR 4 (288) wmro ymamyje ymory

nH(]IIamMa3zoma y akTUBAIU]1 Ypol)eHe UMYHOCTH.
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Moryhe je u ma ce DC WT wu ramektuH-3 neuIjeHTHUX MHUIIEBA CKOPO IOMIjeTHAKO
AKTUBHUPA]y MEIIaBUHOM KCEHOOMOTHKA M aJ[jyBaHCAa, YNME CE CMamyje 3Hayaj rajJeKTHUHa-3 Kao
MOJlyJIaTopa UHUIMjanHe da3ze mpUMapHOr OMIIMjapHOT XoJaHruTHuca. Takohe, Ha OCHOBY HaIler
MPETXOJHOT Haja3a Ja JaedulMjeHrja TalleKTWHA-3 TMOACTHYE pPa3BOj HHQIAMAIN]CKOT
¢denorumna DC y jerpu muIieBa HMyHH30BaHUX KCEHOOMOTHKOM M ajjyBaHcoMm (241) u umajyhu
y BH]y [TO3HATY YJIOTY rajieKTuHa-3 y areHyanuju uadaamanuje u3a3sue aronuctuma TLR (289)
MOJKE J]a C€ MPETIOCTaBU Jla TajieKTUH-3 aTteHyuine aktupauujy DC u3a3Bany umMyHH3aLMjoM
CMEIIOM KCEHOOMOTHKA W a/jyBaHCa W TaKO JONPHHOCH aTE€HYyalMju MPUMapHOT OWJIHjapHOT
XOOAHTUTHCA U33a3BaHOT KCEHOOHMOTHKOM.

Moryhe o6jammeme mpouH(pIaMalMjCcKe YIOre rajlekThHa-3 y ayTOMMYHCKOM XOJAHTUTHUCY
UHIyKoBaHOM HMH(pekuujom mumena Oaktepujom N. aromaticivorans je BepoBaTHO MOCICIHUIIA
JOMUHaHTHE ynore wuHGmamazoma y akruBaumju DC wu  wmakpodara Oakrepujom N.
aromaticivoran, mro pe3yaTyje akTUBaIMjOM U TUdepeHIInjanjoM U Qpyrux henuja koje urpajy
KJbYYHY YIIOTY Yy MaTOreHe3u mpuMapHor OumnmjapHor xonanrutuca, nocedbHo NK, NKT u T
henmmja koje mpoxykyjy IL-17. VI3 HaBeneHor je jacHO Ja MHXHOWIMja CHUTHANIM3ALHUjE Y KOjoj
ydecTByje TalleKTHH-3 MOXKe Ja OyJe NOTCHIMjajHa Tepanujcka CTpaTerdja 3a JICUeHhe

IIPUMapHOT OMIIMjapHOT XOJaHTUTHCA.
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6. SAKJbYULIA

lanekTnH-3 urpa npowHQIaMaIMjCKy YJIOTY y pa3BOjy IPUMapHOT OWJIMjapHOT XOJaHTHUTHCA
usasBanor wuHpuupamem C57BL/6 kuBotmma Novosphingobium aromaticivorans-om.
dapmakojonKka WHXUOHWIKja TaleKTHHA-3 y TOKY HMHAYKIHUje OojecTd MMa HUCTH edeKkaT Ha
ucnosraBambe PBC kao u aenenmja Lgals3 rena, a tepanujcka npuMeHa HHXHOMTOpPA 3HAYAjJHO
cMmamyje hudposy jetpe, omreheme ounujapaux kananuha u OnoxeMujcke napamerpe O6onecTu.

l'anextnH-3 octBapyje wuHpaamuujcky ynory y wmozaeny PBC wu3a3Banom Oakrepujom
Novosphingobium aromaticivorans 6apem Ha qBa HauuHa: 1. oMoryhaBa ajeKBaTHY aKTHUBAIIUjy
DC naxon oBe Oakrepujcke nHpekuuje koje onna mory na akruBupajy NKT NK u T henuje
HeonxoAHe 3a pa3eoj PBC; 2. moactuue axTtuBauujy uHGIaMa3oMa M Tako I10jayaBa

uHbIaMaujy y jeTpu.
3aKJbydly IPOMCTUYY U3 HABEJCHUX EKCIIEPUMEHTATHUX Hallaza:

1) Hedbunumjeniuja Gal-3 u papmakosonika HHXHOUIIK]a raJeKTHHA-3 yAPYKEHE Cy ca 3HaYajHO
MambUM olTehemem OnnjapHux kaHaauha u MamboMm GuOpPoO30M jeTpe.

2) Jerpe Lgals3-/- mumieBa uHOGUIMpPaHUX OaKTEPHjOM CaapKe 3HAYAJHO MarbU MPOICHAT
akTUBUpaHuX, kao 1 1L-17 no3utuBaux NK u NKT henuja.

3) Jerpe Lgals3-/- kao m mumeBa koju cy y $asu mHIYKIMje OONECTH MPUMAIU HHXHOUTOP
raektnHa-3, GM-CT-01, cangpxe 3Hauajuo Mamu Opoj CD4 m CD8 mmmdorura koju
cunteruiy 3anabeHcke (IFN-y u IL-17) u npopudporcke iurokune (IL-4 u 1L-13).

4) TanektuH-3 je HEONXOJaH 3a aKTUBALUHWjy HH(IaMa3oMa y MakpodaruMa CTHMYIHUCAHUX
6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Beha je akTMBHOCT kKacnase W MpOAYyKIIHja
IL-1B y WT makpodaruma uznaranux Oakrepuju in Vvitro u Behu nporenar WT makpodara
u3naraHux Oakrepuju in  Vitro excnpummpa NLRP3 wu IL-1B. HWudunrpatu jerpe
unpummpannx WT mumeBa cagpxe Behu nponenar hennja koje cuarerumry NLRP3 u IL-
1B.
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5)

6)

7)

lanexkTnH-3 je HeomxomaH 3a aaekBarHy aktuBaijy DC 6Gakrepujom Novosphingobium
aromaticivorans. Msnmaramwe wuaxubutopy ranektuna-3, GM-CT-01, y Bpeme in Vitro
cTUMynanuje OakTepujoM cMmamyje nporeHar aktupupannx CD40 u CD86 nmo3uTuBHUX Kao
u DC koje excnipumupajy uutokune p40 (1L12/23), IL-1p u I1L-4.

Nuxubutop ranektuHa-3, GM-CT-01, npuMmemeH TepanujcKy 3Ha4ajHO CMamyje omTeheme
OwnmjapHux KaHaiauha W ¢uOpo3y jeTpe W cMamyje KOHIICHTpanujy ankaiaHe ¢ocdarase y
CepyMmy.

WNuxuburop ranekruna-3, GM-CT-01, 3HauajHo cMamyje eKclpecHjy TajJeKTHHA-3 Yy jeTpu

UHQUIUpAHUX MHUIIEBA M ociobal)ame rajeKTHHA-3 U3 CIUICHOIUTA CTUMYJIHCAHUX N VItro

LPS-om.
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8. BUOTPAOGUIA

Hp Anexcangap ApcennjeBuh je pohen 30.11.1986. ronune y KparyjeBiry. OCHOBHY HIKOJIYy H
IIpBy kparyjeBauky rumHazujy 3aBpummo y KparyjeBiy. MHTerpucane akageMcke CTyIHje
Menununckor (Qakynrera, YHuBepsutera y KparyjeBuy ymucao 2005/2006. u ycneurHo
3aBpino 2012. ronuHe ca IpOCEYHOM OLIEHOM 9,65. AKTUBHO ce 0aBU HAayYHO-UCTPAKUBAYKUM
panom y lleHTpy 3a MOJIEKYJCKY MEOWIIMHY W UCTpaKUBamkE MAaTHYHHX henuja, Dakynrera
Meauuunckux Hayka y Kparyjesmy. VY wmajy 2013. roxumHe ywecTBoBao je Yy
MyJITHAMCIMITIHEApHO] ko ,,5" Course on Cytoskeleton: Cytoskeleton in Cell Organization

Ha Uncturyty Kupn y Iapusy.
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IIpeamerHa oapeaHUIA/ K/bY4HEe pedn PBC, ranextun-3, Novosphingobium

no aromaticivorans, uadaamasom,
raJIEKTUH-3 UHXUOUTOP

YAK

Yyga ce: bubmuorenu ®akynrera

qy MEUIMHCKUX HayKa y KparyjeBity

Baxxna nanmomena:
MH

HN3Box:
na

3HauajHO cialuje u3pakeH MpUMapHU OWIIMjapHH XOJAHTUTUC U3a3BaH UH(DEKIjoM GaKkTepujoM
Novosphingobium aromaticivorans, ca Mmamum orrehemeM OMIHjapHUX KaHanuha v BpJIo ¢i1abo
uzpaxxeHoM (uOpo3om, JerTekToBaH je y rpymama Lgals3—/— u MumeBa TpeTHpaHUX
uHxuOuTopom ranektuHa-3, GM-CT-01. V jerpama wild type wmwumeBa wuHOHUIEPAHUX
Oaktepujom  Novosphingobium aromaticivorans gerektoBaHa je Beha 3acTYIIJbEHOCT
nHpnaamanujckux Makpodara, NK, NKT u T henuja y unpunrparuma. Y unuiarparuma jerpe
Lgals3-/- u mumeBa Tpetupanux UHXHOUTOpOM ranektuna-3, GM-CT-01, je HakoH uHpekimje
oaktepujom Novosphingobium aromaticivorans, y unduiarpatiMa jerpe 3a0enexeHa Marmba
ekcrpecrja uHdiaamazoma NLRP3 u mama npoaykiumja [L-1B y nopehemwy ca rpymom wild type
mumieBa. In vitro crumynanmja wild type mnepuroHeamHumx Makpodara OakTepHjoM
Novosphingobium aromaticivorans 3a mocnenuiy uma Behy ekcrnpecujy NLRP3, aktuBHOCT
kacnaze-1 u npoaykuujy IL-1B y nmopehemy ca cTuMynucaHum nepUTOHEATHUM MakpodaruMa
Lgals3—/— mumea. GM-CT-01 takohe penykyje aktuanujy DC u excripecujy nutokuna I1L-4,
IL-1B u p40, 3ajenuunuke cyojequnuie 1L-12 u IL-23 y DC in vitro ctumynucanum 0akTepujoM
Novosphingobium aromaticivorans.

Hamm pesynratu ykasyjy Ha 3Hauaj rajeTkuHa-3 y crumynauuju wuHpiaamanuje y PBC
n3a3zBaHoM uH(pekujom Oaktepujom Novosphingobium aromaticivorans, a koju ce ornena y
aktuBauuju DC u wmu¢pnamazoma NLRP3 u nocnenuunoj mpoaykuuju IL-18, u ykasyjy na
TAICKTUH-3 MOXXe Ja Oyne MeTa JeloBama MOTCHIMjATHUX HOBUX JIeKOBa. [ anekTuH-3 je
BEPOBATHO YKJbYUEH Yy MH(DIaMaIlljCKU OATOBOP HAa KOMEHcallHe OaKkTepHje I[peBa IITO MOXKe Ja
Oy/ie MHITMjaJTHA OKKJAd 3a Pa3B0j MPUMAPHOT OMIIM]apHOT XOJIAHTUTHUCA.
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Jatym npuxBarama Teme o crpane HHB: 12.12.20109.

hiti|

Jdatym ondpane:

hi (o)

YiaHoBH KOMHCH]e:

KO

1. IIpod. ap 'opaana PanocaB/beBuh, Banpeanu npodecop Pakynrera MEIUIIMHCKUX HayKa

VYuusepsutera y KparyjeBny 3a yxy HaydHy obmact MukpoOuonoruja U MMyHOJIOIH]a,
MIPECEeTHIK

IIpo¢g. np HUBan JoBanoBuh, Banpennu npodecop dDakynarera MEIUIMHCKUX Hayka
VYuusep3utera y KparyjeBny 3a yxxe HayuHe oOiactu MukpoOuosnoruja ¥ MMyHOJIOTH]a;
Omnkounoruja, 4iaH

Ipodp. nap Hdanuno Bojsoguh, penoBuu mnpodecop MeaunuHcKor dakynTeTa
Bojnomenununcke akagemuje YHuBep3utera oadpaHe y beorpany 3a yxKy HaydHy oOsact
NmyHonoruja, wian
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therapeutical target in autoimmune cholangitis. Galectin-3 appears involved in inflammatory
response to gut commensals leading to PBC

Accepted by the Scientic Board on: 12.12.2019.
ASB

Defended on:
DE

Thesis defended board
(Degree/name/surname/title/faculty)
DB

1. Prof. dr Gordana Radosavljevié, Associate Professor of Microbiology and
Immunology, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, president

2. Prof. dr Ivan Jovanovi¢, Associate Professor of Microbiology and Immunology and
Oncology, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, member

3. Prof. dr Danilo Vojvodié, Full Professor of Immunology, Medical Faculty,
University of Military Academy Belgrade, member

132



133



Obpaszay 2
JAOKTOPCKE JHCEPTALIHJE

WHNP, A.-r'l‘
4 % Z n
) WD s AN W AN

AL EANMON

134

A



135



PagoBu koju cy OMJiM ycJIOB 3a IPUjaBy 3aBpLIeHe JOKTOPCKe AucepTanuje

1. Arsenijevic A, Milovanovic J, Stojanovic B, Djordjevic D, Stanojevic I, Jankovic N,
Vojvodic D, Arsenijevic N, Lukic ML, Milovanovic M. Gal-3 Deficiency Suppresses
Novosphyngobium aromaticivorans Inflammasome Activation and IL-17 Driven
Autoimmune Cholangitis in Mice. Front Immunol. 2019;10:1309. M21; IF= 5,789

2. Arsenijevic A, Milovanovic M, Milovanovic J, Stojanovic B, Zdravkovic N, Leung
PS, Liu FT, Gershwin ME, Lukic ML. Deletion of Galectin-3 Enhances Xenobiotic
Induced Murine Primary Biliary Cholangitis by Facilitating Apoptosis of BECs and
Release of Autoantigens. Sci Rep 2016; 6:23348. M21; IF=5,228 (2015)

3. Arsenijevic A, Harrell CR, Fellabaum C, Volarevic V. Mesenchymal Stem Cells as
New Therapeutic Agents for the Treatment of Primary Biliary Cholangitis. Anal Cell
Pathol (Amst). 2017;2017:7492836. M23; IF= 1,574 (2017)

4. Arsenijevic A, Milovanovic J, Stojanovic B, Milovanovic M, Gershwin EM, Leung P,
Arsenijevic N, Lukic ML. Xenobiotic induced model of primary biliary cirrhosis. Ser J
Exp Clin Res 2014; 15(3):145-150. M52

136



