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1. YBOJ

Y yBogHOM Jneny oOjalimeHe Cy eTHOJIOTHja W MaToreHe3a WH(pIamariujcKe
OosecTH 1peBa y JbyIU, ONMCAHA UMYHOIIATOT€HE3a EKCIIEPHUMEHTAHOT KOJIUTHCA,
npuKa3aHu OWOJIOMIKM e(eKTH TrajieKThHa 3, a MoceOHO HEroB yTHIa] Ha UMYHCKHU

OJIFOBOP.

1.1. AHOJAMALNICKA BOJIECT HPEBA
1.1.1. Jdedunuumja, eTHOJI0THja U eNUAEMHOJIOTHja

Wndnamanujcka Oosiect LpeBa je XpOHUYHA OOJIECT HENpeIBUIUBOI TOKa,
KOja ce KapakTepuIle akyTHHUM (a3ama u ¢asama pemucuje. /IBa riaBHa KIMHUYKA
eHTuTeTa OBe Oojectu cy Ymuepo3Hu koinutuc u Kponoma Gonect (1). Ilocroju u
WHTEpMEeUjapHu 00K OoniecTH y Koju ce yopaja 10-15% obosenux, koju ce Ha
TeMeJby KIMHUYKHX W JUjarHOCTHYKHX KpUTEpPHjyMa, HE MOry ca curypHomhy
CBPCTaTH HHU Yy Yynuepo3Hu koinutuc HUTH y Kponoy Oonect. Ernonormja mu
naTtoreHesa nHgIaMaiujcke 00JIeCTH peBa HUCY Y MOTIIYHOCTH pasjammbene (Crnuka

1).

dakTopn
cpeauHe

Cauka 1. ETnonomku ¢akropu y unduamanujckoj 6osiectu npeBa. MHOroopojau ¢akropu
yTH4y Ha DPa3Boj HMHQJIAMalMjcKe OoyiecTH IpeBa, Kao ITO Cy ()aKTOpu CpenuHe, TeHETCKa

MPEANCIIO3UIINja, KOMEHCAITHA MUKPO(IIOpa U UMYHCKH OJITOBOP.
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Nudnamanujcky Oonect npesa cy npu onmcanu Wilkis u Moxon 1875.
roguae (2). IlpernocraBiba ce na je HH(IaAManMjcka OOJeCT IHpeBa pe3ysTar
HEaJIeKBaTHOT OJITOBOpAa UMYHCKOT cucTeMa nomahiHa Ha KOMEHcallHe OakTepuje y
0ocoba ca I'eHETCKOM mpeaucrno3umujoM (2-5). I'eHeTcku (GakTOpu HUrpajy BaxkKHY
yJory y maroreHe3u uH(piamaujcke 6omnectu upesa. Oxko 5 no 10 % mamujenara
notBphyje mo3uTHBHY NOpoauuHy aHamHe3y (6). DakTopu cpeauHe, Kao U HaBUKE
ocoba Mory ga yTudy Ha pas3Boj MHQuamanujcke Oojiectu mnpeBa. Mako je momuc
uHkpumuHuInyhux dakropa ayr (Tabema 1), mymeme je jeIWHU jacHO TOKa3aHU
dakrop cpenune koju noBehasa pusuk o1 rmojase KpoHnose 6onectu, a cMamyje pU3UK
Ol HacTaHka yimiepo3Hor komutuca (7). Benumkum 3Hauaj ce mnpumaje wu
NICUXOCOIMjaTHUM (paKTOpUMa KOjU MOTY JIONPUHETH KJIMHUYKOM IOTOpPIIAkY
6onectu (Tabena 1) (7).

[Momanm u3 mureparype (7-10) ykasyjy aa KomMeHcaiaHa OakTepujcka ¢uiopa
yTu4e Ha pa3Boj MHQIamanujcke OoyecT IpeBa. 3amajbeHCKa 0ojecT mpeBa ce He
pa3BHja KaJia ce )KMBOTHHE T'aje TI0]] CTEPUITHUM yCJIOBHUMA.

[TpeBanenua ynuepo3nor koiautuca u Kponose 6onectu y CeBepHoj AMepuLin
u Epporu je 10-200 cimyuajeBa Ha 100.000 cranoBHuka. Hajeha mHumaeHmna ose
OoJiecTy je y pa3BHJEHHUM 3eMJbaMa U JaCHO j€ TMOBE3aHa ca CEBEPHOM TeorpadckoM
HIMPUHOM, a peNaTUBHO je peTtka y Asuju, Adpunu u JlatuHcko) AmMepuiy.
WNumunenna KpoHnoBe Oojectu je mopacia TOKOM MOCTEIHBUX HEKOJIUKO JIEleHH]a,
JIOK TPEHJ 3a YJLEepO3HH KOJUTUC HUje jacHo Aedunucal. IIpermocraBpa ce na
MPEKO J1Ba MHIJIMOHA JbYIH IIMPOM CBeTa Ooiyje o1 uHbIamaiujcke OOJECTH peBa
(11, 12). bomnecr ce jaBsba uzmehy 15 u 35 roaune xxuBota. O6a mosia Cy mo/IjeTHaKo

norohena oBom Gounenrhy (13).
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Tabena 1. dakTopu cpeanHe KOjU Cy MOBE3aHM ca HACTAaHKOM M pa3BojeM HMHQIaMarjcke OoiecTH

1pesa.

AneH/IeKTOMHUja

ConMoeKOHOMCKH

¢axropu

EnnaeMnoJionika nose3aHoct
* AaKTHBHO IYIICHE: CMAbYje PU3HK
¥ TIOBE3aHO j€ ca OJraykuM
KIMHUYKHAM TOKOM 0OOIecTH
* OMBINY ITyIIa4d: moBehaH pU3HK 0
I0jaBe yJIIePO3HOT KOJIUTHCA
** AKTHBHO IIylIeH-e: oBehaBa
PH3HK U IIOBE3aHO j€ ca TeXKOM

KIMHAYKOM CIIUKOM 0OJIECTH

* cMamYyje pU3HK O] TT0jaBe OoJecTH

0 BHCOKH €KOHOMCKH CTaTYC
noBehaBa pH3HK 3a MMOjaBy

nHpIaMamujcke 0oJIeCTH HpeBa.

IMaTtodu3uoaomKa NOBe3aHOCT

Mema IUTOKUHCKU TPOGHIT MyKO3e
Mema OakTepHIUIHY AKTUBHOCT U
€MKOCAaHOUIHY KacKary

CMamyje CeKperyjy HHTECTHHAITHOT
IgA. YTuue Ha cTBapame CI000IHUX

KHCCOHNYKHNX paarKaja

Mema Gananc u3mel)y eeKTopcKux
1 perynatopHux (akropa
“XwurujeHcka Teopuja’. Bumm
SKOHOMCKH CTaTyC je OBe3aH ca
MarbUM HM3JIarameM MapasuTCKUM
uH(pecTajaMa TOKOM JICTHECTBA.
OBo pesyatupa cMambeHuM Th2
HUMYHCKHM OZAITOBOPOM U
MPOIYKIHjOM PEryJaTOPHUX

IIUTOKHHA.

¢ Uudnamarmjcka 6osect npesa

M YJ'H.[epO3HI/I KOJIUTHUC

++ Kponoga 6oJiect

1.1.2. IlaTorenes3a

[TaToreneza uHpaamanujcke OojecTu mpeBa je MyITHAKTOpHjalHa, a TOK

YecTO HENpeABUAMB. Y OCHOBHM IaToreHe3e YiIepo3Hor konutuca u KpoHose

OosecTu je HeaJeKBaTaH U MPOAYKEH HMYHCKHU OJIFOBOP HA LIPEBHE MUKPOOPTraHU3ME,

a TUO UMYHCKOr oaroBopa ojnpehyje u manupecranuje Oonectu. Kon Kponose

0osiecTH ce, MaTOXUCTOJIOIIKH, YOo4aBajy I'paHyJOMAaTO3HM HHOUITPATH Yy MYKO3H,

JIOK C€ KOJ VJIEPO3HOT KOJWTHCA jaBJba)y HeyTpodwine wuHUATpanuje ca

JECTPYKITHJOM €TIUTENa.
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VY nmarorenesu uHpIaMaIjcke 00JIECTH I[peBa 3HAYAJHY YIIOTY UMajy cienehe
henmuje: wneyrpodmnu, wmactouut, eozunodpumu, NKT hemmje, NK henwmje,

neHaputcke henvje u Makpodary.

1.1.2.1. Heyrpo¢uian

Cmarpa ce Ja je y OCHOBH ayTOMMYHCKOT MEXaHWU3Ma WHQIaMaIlnjcKe
0oJiecTH 1peBa AECTPYKTHBHU WH(IAMAIN]CKH OJTOBOP, KOjU j€ AUPEKTHO YCMEpEeH
Ha COIICTBEHE aHTUTCHE MYIIMHA, nexapactux henuja, enurenHux henuja nedemor
upeBa u Apyrux henuja (14-17). AHTuUTena ycMepeHa NpPOTHB HeyTpodmia cy
npoHalhena ko Behuue marnujeHara o0oenux of yiepo3Hor koiuruca (16, 18-20).
Tutap aHTH-HEYTPODUIHUX aHTHUTENIA HE KOpenupa ca akTuBHomIhy Oosectu (21) u
MXOB OMOJIOIIKY 3HAYaj HUje joIll JeHUHUCAH Y OBOM 000Jberby. Hanai u capamuumm
Cy MOKa3aju Jia je y KpBU HalfjeHara ca yjialepo3HUM KOJIUTUCOM Opoj HeyTpoduia
Tpu nyra Behum y omHOCY Ha OHaj y 3apaBux ocoba (22). 3amajbeHa MyKO3a Yy
nanujeHaTa ca ylepo3HUM KOJIUTHCOM Ce KapaKTepHIe MPOIyKIHjoM uToKkuHa |L-
8 u excripecrjom mRNA 3a |IL-8 (23). HTepneykun-8 HUje caMo XeMoaTpakTaHT Beh
nocreinyje u ocio0ahame KHCEOHMUKUX paauKana u3 HeyTpoduiua. Y unpuiarparuma
MYKO3€e J1e0eror mpeBa Ko/ aKTUBHE YIIIEPO3HOT KOJIUTHCA TOMUHUPA]y HEYTPOPHIN
(24).

OcHOBHA XHCTOJIOIIKA KapaKTEPUCTHKA JIe3Wja aKTUBHE (OpMe YIIEpPO3HOT
KOJIUTHCA je MHpUITpanyja MyKo3e HeyTpoduianMa, Koja ce Takohe Hajlazu U KOJ
aktuBHe Qopme KpoHoBe Oomectn, amu y cyomykosu (25, 26). U3smemeHu
OnoxeMu3aM yTHYe Ha MPHUKYIJbamkhe HEYTpOQuiIa Ha MECTHMA 3arajberha, I1a TaKo
neykotpujer B4 (enru. leukotriene B4, LTB4) (27), dakrop akTuBarmje TpoMOOIIUTA
(eurn. platelet-activating factor, PAF) (28), npoaykr aktuBaiuje kommiemeHnta C5a
(29), a napouuto IL-8 (30-32) mocnemryjy murpanujy Heyrpoduna. ['maBHu u3Bop
IL-8 (30-32), mutokuHa KOjU je HajBaXKHHUjU (PAaKTOp MHUTrpalpje HeyTpodwuia, Cy
akTuBHpaHu Makpodaru (30-34).

Heyrpodunu npencrasibajy kibyuHe uHGuamanujcke henmje y ynuepo3HoM
KOJIUTUCY, Ma Tako Opoj HeyTpodmia y TKUBY Je0enor IpeBa Kopeiupa ca
aktuBHomthy OGonectu (35). IloBehana wunHbuITpanuja HeyTpoduInMa, ce MOKE

JICTeKTOBaTH y panuM (azama yireposHor koautuca (36, 37).
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1.1.2.2. MacTouotu 4 e03uHOPUIN

MacTtonutn ¥ €03MHO(QUIN, NPUCYTHH y MYKO3W, WIPajy BaXHY YJOTY Y
NaTOT€HE3! YIIIEPO3HOT KOJIUTHCA.

Tokom akTuBHE (haze HWHQIAMAIMje MACTOIHMTA U C€O3MHODWIH CEKPETYjy
OpojHe MemujaTtope, YKJbydyjyhu u Ttpunrasy. bpoj eo3mHOodpmma u macrorura
MO3UTUBHUX Ha TPUITA3y j€ 3HAa4ajHO ToBehaH y akTUBHO] (OPMH YIIIEPO3HOT
konmruca (38, 39).

Eo3unodunm, pesunentae henuje y 3uay aedemnor mpesa, Hrpajy BaKHY yJIory
y UMyHCKOM oaroopy Ha xenmuHTe (40). [Tomohy OpojHUX MeaujaTopa, aKTUBUPAHH
€03uHO(HUIIM MOTY J1a MHULIMPAjJy uH(pIamanujy y npesuma. Bennka KoHIEHTpaluja
MearjaTopa MOPeKJIOM M3 e03uHOdmIIa, JeTeKToBaHa je y (demecy (41) u TedHocTH
nobujene HakoH nepdysuje aebemor 1peBa (42) y mamujeHata ca XPOHUYHUM
KomuTrcoM. OBO TMO3UTHUBHO KOpEnHpa ca MHOWITPAIHMjOM eo3uHO(MIa y TKHUBY
nebermor mpeBa. CD98 je rimkomunua, Kora IoJ HOPMAJIHUM  (PU3MOJIOMIKHM
yCIIOBUMA EKCIPUMHpPAjy HHTeCTHHANHE enutenHe hemuje. HemaBua crymmja (43)
nokasana je ga ce CD98+ eosnHopmim MOry IETEKTOBATH y Je0OCIIOM IPEBY KaKO
oOonenux of MH(pIamanujcke OojecTH LpeBa, Tako M y 3apaBux ocoba. IFN-y je
[aBHU peryiatop ekcrnpecuje peuentopa CD98 (44). OBako axkTHBUpaHU
eo3nHomIn ocnobahajy 3amasbeHCKe MeaujaTope U Memajy (YHKIM]y EMHUTEIHE

Oapujepe, mTo omoryhyje nosehany arncoprimjy MakpoMOJIEKYJICKUX aHTUreHa (43).
1.1.2.3. NKT u NK heauje

Heuapurcke u enutenane hemuje aedenor npesa y ckiony CD1d mpukasyjy
anturene NKT henujama, koje 3atum npoaykyjy IL-13 koju y3pokyje omreheme
enuTenHe Oapujepe W MOACTHYE Pa3Boj yirepamnuja y npeBuma (46). Mehyrum, y
nepuepHOj KpBH, Ka0 M Yy MYKO3HM Je0eior mpeBa OO0OJEeTNX OJ YIIEpO3HOT
konutuca 6poj NKG2A™ T numdonura je cMamen (45).

[Toctoje ompeunu ctaBoBu M 0 yno3u u Opojy NK henuja y mamujenara ca
yinepo3auMm  konutucom (47, 48). Ilokazano je ma Opoj NK hemmja ca
IIUTOTOKCUYHOM aKTHUBHOIINY je 3HauajHO ToBehaH y JAMUHU TPONPHUjU JeOesior

peBa obonenux of yaepo3Hor konutuca (47). Mehyrum, NK henuje nepudepne
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KpBU MallMjeHaTa ca YIIEPO3HUM KOJUTHCOM II0Ka3yjy AePuiujeHTHEe (yHKIHUje

yKJbY4yjyhu cMameHy HUTOTOKCUYHOCT (49).
1.1.2.4. Nenaputcke heanje

[IpumapHa ¢yHKIHMja WHTECTHHAIHUX JCHIPUTCKUX henuja je TpaHCHOpT
AQHTUTeHAa y CEKYHAApHO JUM(HO TKUBO (ME3eHTepUYHE JIHM(HE YBOpPOBE) H
[TajepoBe mioye u Ha Taj HauYMH ce reHepuiie T JIUMEPOUUTHU UMYHCKH OITOBOP
cneurduyaH 3a aHTUT€HE Y FaCTPOMHTECTUHAIHOM Tpakty. Jlenaputcke henuje u3
JaMHUHE TpOINpHje TacTPOMHTECTUHAIHOI  TpakTa, TPAHCIOPTY]Y AaHTUTEHE
WHTECTUHATHUX Oakrepuja y me3eHrepuyHe iuMmdue usopoe (50, 51) umme ce
M3a3MBa TOJICPAHIIMjAa HA aHTHTeHe U3 XpaHe (52). MaTtectuHanne neHapurcke henwmje
OCTBapyjy AMHAMUYKY PaBHOTEXXY AaKTHBHOI OJAIOBOpA Ha MAaTOTe€HE M TOJIEpaHIHje
Ha KoMmeHcanHe Oaktepuje (53). Kom obonenux of yaumepo3HOr KOJUTHCA
pETHCTPOBaHE Cy POMeHe Y (PYHKIIMOHAIHOM CTAaTyCy M Opojy IeHAPUTCKUX henwja
(53, 54). lenaputcke henmje ce cMaTpajy KJbyYHUM y MHULUjAlHjH, OJPKaBaby U
KOHTPOJIM 3anabema y oBUM Ooinectuma (55). Ilokazano je na cy TLR-2 u TLR-4,
Kao U Mapkep caspeBama- CD40, mojauaHo eKCIpUMHUpaHW Ha HWHTECTUHAIHUM
JIeHIpUTCKUM henujama mnanujeHata ca KponoBom Oomemnthy (53). V' myko3u
obonenux oxa uHpamamujcke 6oxectu upesa nosehan je u 6poj MDC8+ MmoHouuTa
koju ipoaykyjy TNF-a, a koju Mory na 6yay mpeKkypcopu MoIymiaiuje I1eHIPUTCKIX
henuja. Ilpumena anturena cnenuduunux 3a TNF-a y Tepanuju obojenux on
Kponoge Oonectu penykyje aktuBanujy aeHapurckux hemmja (56, 57). Henaputcke
henuje caspeBajy In Situ, a peructpoBan je moBehan Opoj oBux hemuja
(CD86+CD40+) kako y JaMHUHU TPONPHJU Tako W y mepudepHo] oOoNenux of
uHamanujcke 6osiectu upesa. Jenaputcke hemuje nzonoBane u3 nepudepHe KpBU
nanMjeHaTa ca MHQpIamMalujckoM 00JIeCTH LipeBa Moka3yjy noBehany crocoOHOCT Ja
CTUMYJIMITY UMYHCKH onaroBop (58-60). Oma henmjcka momynamuja, Kao W HEHU
MPEKypCOpH, CEH3UTHBHA j€ Ha aKTUBALU]y NMPOMH(IAMalUjCKUM CHUTHAJIMMa, IITO
MOYKE yKa3aTH Ha MEp3UCTEHTHY akTuBanujy T auM@oruTa y TKUBY ILITO CBE 32j€/IHO
onpxkaBa uHGuamalyjy. OYHKUMOHATHO CTame IEHAPUTCKUX henuja omtydyjyhe

onpehyje aktuBanmjcku craryc T aumorMra Kao M CMep CJIEICTBEHOT MMYHCKOT
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OJIrOBOpA y MpaBIly aKTHUBAIMj€ WIM TOJEPAHIIMje aHTUT€HA KOMEHCAJTHUX OaKTepuja

(61, 62).
1.1.2.5. Makpodaru

TxkuBHU Makpodaru, OONYHO HE MUTPUPA]Y Y TUM(HO TKHBO, alld YUECTBY]Y Y
epexTopckoj (a3 UMyHCKOT onaroBopa npukazyjyhu oOpahenu anTurexn
epexkropckum T numdonuruma y namuHu nponpuju (63, 64). NHTeCcTHHAIHU
Mmakpodaru u aeHaputcke henmje uckaszyjy mousekyne II kmace MHC, CDllc u
CD11b. Ocum CXCR1 «koju wuckadyjy cBu Makpodaru, oBe hemmje y
racTPOMHTETCUHAIHOM TPakTy ekpumupajy jour u F4/80, CD68 u CD64 (65).

AxTtuBHpaHu Makpodaru npoaykyjy uHduamanujcke rurokune (TNF-o u IL-
1) u cnobonHe kKuceoHwuke paaukane (66, 67) u Ha Taj] HAUMH YYECTBY]y ¥y
naToreHe3u ymiepo3Hor komutuca (68). MuxubGutopHM (dakTOop MUTpaiyje
makpodara (enrsi. macrophage migration inhibitory factor, MIF) je npBo omucan kao
HOPOIYKT akTUBHpaHuX T IUMQOLUTA, KOjU MHXMOUpPA MEpUTOHEaTHEe Makpodare in
Vitro u mocneuryje akymysnaiujy Makpodara in vivo (69, 70). IToka3aHo je na cy camu
Makpodaru nu3Bop oBor uHXHOUTOpHOT (akropa (71). [IponHpIaMaHMjCKH IUTOKHHU
nopexkioM u3 Makpodara omrehyjy Myko3y ne0enor IpeBa, a 3a aKymyJaiujy
Makpo@ara y TKHBY OJIrOBOPaH je MHHXHOMIHU)CKH (hakTop Murpanuje makpodara (72),
yyja je KOHIeHTpamuja moBehaHa y TKUBY M cepymMy OOOJENIMX O YJIEPO3HOT
konutuca (73).

VY npunor nosehane npounpraamanujcke ynore M1 makpodara norspheno je
u npucyctBo aktuucaHor NF-kB y wmakpodarmma wu enurennum henujama y
3amajbeHOj MYKO3H Y TalijeHarta ca nHduamamnujckom ooectu 1pesa (74). NF-kB je
TPAHCKPHUILIMOHU (PAKTOpP KOJU MMa BAXHY YJIOTY y peryianuju nporuHQIamMaijckiux

IIUTOKMHA Y 3aMaJbeHCKO] Oonectu 1pesa (75).
1.1.3. KnuHn4ka cjauKa

Wudnamanujcku nporec KoJ yIepo3HOr KOJIUTHCA je OrpaHuYeH Ha J1eberno
peBO, JIOK ce mpoMmeHe Koa KpoHoBe OonecTH MOry YOUYMTH JyX IeJorT
racTPOMHTECTUHAIHOT TpakTa. Y YILEpPO3HOM KOJUTHUCY OoyiecT Hajuenthe 3axBara

ynTaBy Iy:KHHY acOernor mpesa (pancolitis), a pehe je cermeHTadHOr Kapakrtepa
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(proctitis, proctosigmoiditis). KiiMHUYKH CUMITOMH YILIEPO3HOT KOJIUTUCA CY TEIIKa
Jyjapeja, peKTalIHO KpBapeme W CIEACTBEHHM T'yOMTaK KpPBU, TEHE3MH U TPYEBH Y
abIoMeHy, a TPOTPECHBHH T'YOWTaK NEPUCTANTHKE, BOJAM y TAKO3BAaHO PHUTHIHO
nebeno mpeBo. Y Hajazy o0oJIeTuX BPJIO YECT je Haja3 KpPBaBO-CIy3aBHUX JAHjapeja.
WuTe3uteT abpoMuHATHOT 0Oja je YIVIAaBHOM cpa3MepaH CTeneHy Ooniectd, a u
TEXHHA OCTAIMX CUMIITOMA KOpEJIHpa ca eKCTeH3uBHoOIIhy OoyecTy.

Boiect je decTo yapykeHa ca peyMaTOHIHUM apTPUTHCOM, CIIOHIMIUTHACOM,
HOJIO3HHM E€PUTEMOM, HOJO3HOM ITHOJIEPMHUjOM M CKJIEPO3UPajyNrM XOJaHTHTHCOM.
Kox myxer Tpajama Oonectu (decte erzarepOaryje) OMTHO CE PEMETH OIIITE CTAme
00JICCHUKA, jaBJba CE aHEMH]ja, XUIIONPOTCHHEMH]a, MPIIABJbCHE, XUITOBUTAMUHO3a U
XHUJIPOCIIEKTPOIUTCKU AUCOATIAHC.

Kao komIummkaiuje yiaiepo3HOr KOJHMTHCA HACTa)y TOKCHYHU METaKOJIOH,
nepdopaije, Kppapemwa 1 CTpUKType aedenor npea. HakoH necer roauna o nojase

NPBHX 3HAKOBA 0OJIECTH pacTe pU3MK O mojase Kapuuuoma (1, 76, 77).

1.1.4. Ilujarno3a

Jlo naHac HHMje mnpoHalleH TayaH NMATOTHOMUYHM JMjarHOCTHYKHU TECT 3a
NOTBpAY Yyiuepo3Hor koiautuca unu Kponose Oonectu. JlujarHosa yiepo3HOT
KOJIMTHCA C€ TeMEe/bM Ha AaHaMHECTHYKUM I[OJalluMa, KIMHWYKO]  CIIHIIH,
€HJ0CKOIICKOM Haja3y, OWOIICHjU CIy3HHMIIE W pajuoJIOLIKOM TMperieay ca
1abopaTopujcKUM Hajasuma. Y IudepeHIjaHoj IMjarHo3u jeé HajBaKHHje Jla ce
pasnuKyje ynuepo3Hu koautuc o Kponose 6onectu. Paznuke nocroje y KIMHUYKO]
CJINIY, EHJO0CKOIICKOM Haja3y, Hajla3y OMOIICH]e U PAaJHOJIOMIKOM Iperieny Hpesa.

VY nabopaTopujckuM HajgazuMa y akTHBHO] (a3u uHbmamanujcke 0OosiecTu
[peBa KapaKTepUCTUYHA je YyOp3aHa CeAMMEHTalldja epUTPOIMTA, TTOBHUIIECHE
BpenHocTH C-peakTUBHOI NMPOTEWHA, Kao W MOBUIIEHE BpeIHOCTH (HMOpPUHOTEHa,
XUMOoaJOyMUHEMHja YU TOBHUIIEHU JETPUHU EH3UMH, KOJU MOTYy OUTH Mocieauna
Tokcemuje wim cemnce (78). YV xemarosomKuM Hajla3uMa ce TOoTBphyje aHemwja,
Jeykouuro3a W TpoMbOoruTo3za. HeomxonHa je neTajbHa MHUKpPOOHMOJIONIKA aHAIM3a
derneca, KOjoM je MOTPEOHO UCKIbYUUTH CyNepHH(EKIHjy y KoloHy. EHmockoncku
nperjied Cy HajBaKHUJU TUJarHOCTHYKM IOCTYILHM 3a IOCTaBJbambe JHjarHO3Ee U

MpOLEHY TMPOIIMPEHOCTH OOJeCTH Yy MalMjeHaTta ca YILEepO3HUM KOJIUTHCOM
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(TPOKTOCUTMOUIOCKOIIHja ¥ KOJOHOCKOoMHja) 1 KpoHoBoM Gosenrhy (KOJOHOCKOTHja
ca TEPMHHAITHOM HJICOCKOIHjOM, €30(haroracTpoIyoJIeHOCKOIIMja U €HTEPOCKOIINja).
Crny3HuIa KOJIOHA je HOPMAITHO BJIaYKHA W CjajHa, ca jaCHMM BacKYJIapHHUM I[PTEKOM.
Hajpanuje mpomeHe ciy3HHUIIE KOJIOHA KOj€é C€ IUJarHOCTHKY]y EHIOCKOIICKU Y
YALEPO3HOM KOJHMTUCY jeCy XHUIepeMHja, €IeM M TyOMTaK BacKyJIapHOT IIPTExa,
3aTHM TPAHYIUPAHOCT, (GPHUjaOUITHOCT U KpPBapeHmE CIY3HUIE, a Y y3HAIPEI0Ballo]
0oiecTH MOTY C€ YOUMTH YIlepanyje, TMCeyAONodunu W CTpukType. Kako
epuUTeMaTo3Ha MYKO3a KOJIOHA ce Kapakrepuie (parwiHoimhy, oHa TEXH Ja KpBapu
U TpH HajMamwo] ctumynanuju. Kama je ¢parmiHocT 3HaYajHA MOXKE CE jaBUTH
CIIOHTAaHO KpBapewe, 0O0e3 koHrakra (79). [loBpimHa Cioy3HHIE TOKa3yje
HEPAaBHOMEPHOCT M HENPABUJIHOCT, a CTCNCH TKHUBHE TPaHYJIAPHOCTH Bapupa y
cmucay ¢unohe unu rpydoctu (80, 81, 82). Cmysnuuna usmely yikyca je yBek
3aMaJbeHCKH W3MEHeHa. Y (a3m pemmcHje CIy3HUIla je paBHa U Onena.
[Iceymononumu cy oapa3 mpoleca 3anejbemha PaHWjUX 3alajbeHCKUX IMPOMEHa ca
xunerpopujoM mpeoctanux nenoBa ciay3Huue. Y KpoHoBoj Gonectu pekTtym je
3axBaheH Tek y 50% marujeHara Tako Ja CTerneH 0O0JecTH ce Mpolemhyje U TOTATHOM
KOJIOHOCKOIIH]jOM U HieockomnujoM. EHnmockoricke mpomene y KpoHoBoj 6omectu cy
1o npaBuity auckonTuHyupane (Skip lesions). Kapakrtepuctuuna je omrpa rpaHuia
nu3Mel)y 3armajbeHCKH U3MEHEeHEe U HOPMAaJTHE CITy3HUIIE.

VY Temkum obaunmuMa 00JecTH BaKHO j€ ypaauTH HaTHBHU CHHMak abJoMeHa
KOJUM c€ MCKJbYyYyje WJIM MOTBplyje TOKCHYHU METaKkoJIOH, Wieyc Win nepdopaiuja
upesa. Upurorpaduja je KopucHa 3a MpoIeHy MPOIIUPEHOCTH OOJECTH Y KOJIOHY, Kao
U OTKpHBaWke KOMIUTHKAIMja IIOMyT CTPUKTypa H KapuuHoMma. [IpomeHe y
YALEPO3HOM KOJUTHCY Cy OrpaHMYEHE Ha CIy3HHIy JeOesor LpeBa, JOK CYy Y
KponoBoj Oonectu TpancmypanHe. CBakako, HajpaHHja Jie3nja y HH(}IaManujckoj
Oosyectu 1peBa je 3amajbeme KpUNTH U (opMmupame KpuntHor adueca. CrBapame
amieca mpesiazd y Malie TMOBPIIMHCKE YIIepanuje Koje 3ay3uMajy Ieny neO0JbuHy
ciy3HuIe. Y MUMIMNHOM CJI0jy HUTH HOCTYIHO XUIEPTPOHpajy MITO JOBOAU JI0
ckpahema 1peBa, a 300T OXUJPHUX MPOMEHA YECTO HacTajy cTpuktype. Jlesumja je
CIMYHA W KOJ YIIepo3HOoT KonmuTrca U kox KpoHnose Oonectu, anmu je xon KpoHose
Oonectu Buie QokamHor kapakTepa. OTOK 3amajbeHOr TKHMBa y3 1yOoke ducype u

yanepanyje, naaje ciay3HHIM KajaapmacT wusriea. Cly3HHIIa OKO YJKyca KOJ
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VIEPO3HOT KOJIMTHUCA j& YBEK MPOMEEHa 3a pa3iuky koj KpoHoBe Gorectu rie je
VIKYC OKpY)KE€H HopmaimHoM ciy3HuIoM. Y 50-60% mnanujenata ca KpoHoBom
6osenthy ¢opmupajy ce rpanynomu. Hakyrpajy ce Makpodaru u apyre 3amnabeHCKe
henuje n popmMupajy ce rpaHyIoMH 03 Ka3e03He HEKPO3€ KOjU CapiKe CIUTEIOUTHE
U MyJTHHYKJIeapHe ypuHoBcke henuje (78). I'panymomMu Mory OUTH y CBHM CJI0jeBUMA
I[PEBHOT 3HJa, OJ CIy3HHIE JI0 Cepo3e, a MaKPOCKOICKH C€ MOTY BHAETH Kao
munujapau yBopuhu (5). Ilopen npeBHOr 3uma rpaHyJOMH MOTY IIOCTOjaTH U Y
IMM(HUM 4YBOPOBMMA, ME3EHTEpUjyMy, IEpUTOHEyMY M jeTpu. ['panynomu cy
npucytHu ko 50-60% GonecHuka (5).

Konutrcu npyre ernonoruje, Kao MTo Cy NHPEKTUBHA KOJIUTUCH, HCXEMUYHU
KOJIMTUC M paJdjallMOHM KOJMTUC MOTY Ja oOTexajy Ae()UHUTHBHY [HjarHO3y
yIALEPO3HOr KoJIuTHca. AmeOHa JAM3EHTEpHja MOXKE Ja CTBOPU JAMJarHOCTHYKE
MOTEIMIKONE NCTO Ka0 EHTEPOKOJIUTUC Y3POKOBAH XEIMKOOAKTEPOM, KOjH Y T10jeIUHUM
CllydajeBUMa MOJKE Jia OTIOHAIA M YJIIEepo3Hu KomuTuc u KponoBy 6onect. Ciinuny
KJIMHUYKY CIIMKY MOXeE Ja 14 U ICeyJOMEMOpPAaHO3HM KOJHUTHC Y3POKOBaH ca
Clostridium difficile. Jenna on xapaktepuctika HHOEKTHBHOT KOJHTHCA je IUjapeja,
yecto mpahena kpapemwem (80, 83). IlpocnektuBHa crymuja (84) je mokasana aa
TpehnHa manMjeHara ca KpBaBOM JMJapejoM U IMOUYETHOM CYMHOM Ha YIIIEPO3HU
KOJIUTUC MMa MHQEKTUBHU KoJUTHC. JlMjarHo3a Mo)ke OMTHU JOaTHO KOMILJIEKCHA,
300r 4Km-EHHIIE Ja MAIMjeHTH KOju MMajy MHGuamalujcky OoJecT 1peBa MOTy Ja
uMajy U uH(eknujy. 3a pa3iauKy OJ NalMjeHaTa Koju mnate o]l HMHbIaMaiujcke
OoJiecTu 1peBa, MarujeHTH ca HHHEKTUBHUM KOJIUTUCOM CE€ CTIOHTAHO M BEOMa YeCTO
Op30 camu omopaBe. 3aTo j€ HEOMXOIHO y aKyTHO] (ha3u MPaTUTH KIWHUYKU MPOTPeEC.
VY cnyuajy omtehema Myko3e, pPeKTyM OCTaje MHTaKTaH, JOK Cy yilepaluje
IPEKPUBEHE KYTUM EKCYJIaTOM, IITO je WHAMKAlKja 3a 030MIbHUje mpaheme 0o1ecTH.
buoncujom je mMoryhe uckbYyuynMTH WHGEKTUBHH KOJUTHC HA OCHOBY XPOHHUYHHUX
IIPOMEHA, Kao IITO Cy HapylleHa MOp(oJoruja KpUITu, arpoduja KpUNTu 1 6a3zaiHu
auMQOUIHN arperaTv, Koje ce jaBjbajy KOJ Yyimepo3Hor koiutuca u KpoHose
6onectu. Taxole, MHPEKTHMBHM KOIUTHC je Moryhe IMjarHOCTUKOBAaTH aKo Cy
youJbHMBE TIiceyAoMeMOpaHe, BHUpPYCHE WHKIy3Wje W Tpodo3ouTtn ameba. Tect
3acejaBama KyJlTypa Kopucrtehu TKMBO y3€TO Ha OMOICH]HM j€é MHOTO BalHMJIHHUJU O]

MHUKPOOHOJIOIIKOT TecTa ¢erneca y OTKPHBaWmy NaToreHa. Y Tepanuju yIepo3HOTr
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KonuTHCca OU Tpedallo MMaTH Y BUAY CYNEpUH(OEKIIH]y ITUTOMETaIOBUPYCOM, jep je
Moryhe nma He ycme Tepanuja WIM c€ OCHOBHa OoiyecT moropma. Kopumhemem
CTEepOHJIa U UMYHOCYIIPECHBHE Teparje y YILIepo3HOM KOJIUTHCY, CTBapa ce WieanHa
cpenuHa 3a MHOEKIMjy W HacTameme nuToMeranoBupyca. LluromeranoBupyc ce y
BEJIMKOM IPOIEHTY MOXE JETEKTOBATH Y PEKYPETHOM YIIIEPO3HOM KOJIUTHCY, KOjH
HE pearyje A00po Ha Tepamnujy. Y HEKHM CiIy4ajeBUMa KIIMHUYKH TOK U MOTOpIIAahe
YJIIEPO3HOM KOJIUTHCA C€ MOXKE YHANPEIUTH TPETUPABEM Ca aHTHBHPATIHUM areHCOM
rannukiaoBupom (85-87).

VcxeMHYHU KOJHMTHUC C€ jaBJba Hajuemhe KOJ CTapUjuX TalujeHara u
VIpPYXKEH je ca cpuaHuM OojlecTHMa WJIM BacKyJapHOM CKiepo3oM. Behuna
nanyjeHara ca ICXeMUYHUM KOJIMTHCOM IIaTH O] U3HEHaTHOT abgoMHHAIIHOT Oosa U
KpBaBUX cTomia. KomoHOCKONmMjoM ce youaBa €eM MYKO3€ U €pHTEM, JOK PEKTYyM
ocraje nHTakTad. OBaj THIT KOIKUTHCA Hajuenthe 3aXBaTa peKTOCUTMOUIATHY BE3y WIIH
CIUIEHNYHY (IIeKCypy, IITO MOXE Jla TOBeAe 10 HHCY(DUIMjeHTHOT CHabaeBama
KpBJbY. Jlesuje ce mpoTexy Ay LENOor lyMeHa U 3ay3uMajy caMo (OKalHe CerMeHTe,
JIOK Cy OCTalM JeJIOBM IPEKPUBEHH HOPMAJIHOM Ciy3HHIIOM. Jlesuje Mykose cy
CIIMYHE YIIEPO3HOM KOJIMTHCY, Al Ha OCHOBY KJIMHHYKE IPOTPECHje CE MOXKE
nocraBuTH qudepennujanna aujaraosa (80, 83).

Kaga cy mnauujeHTH NOABPrHYTH IMOHOBJBEHOM H3JIaramy pajujalyjcKor
3paderma MPWIMKOM TpeTMaHa KOJ| KapIMHOMa IpocTaTe WIM IIepBUKCA, a MUMajy
KpBaBe aujapeje, Tpedano Ou NoCyMmbaTH Ha paJnjallidjCKU KOJUTHC. Y OBOM CIIyuyajy
NpeIMIEKIIMOHA MECTa MPOMEHa Cy MPOKCUMAIIHU PEKTyM U JTUCTATHH CHUTMOMIHU
KojoH. Jla Om ce nmudepeHnHjaTHO AUjarHOCTUYKH PA3JIMKOBAIM PajHjalli]CKU
KOJIMTUC OJ] YJIEPO3HOI KOJUTHCAa TOTPEOHO je OOpaTUTH Maxmy Ha

KapaKTepUCTUYHE POMEHE MyK03€e Ko yiuepo3Hor konutuca (80, 83).

1.1.5. Tepanuja

Jleyewe yniuepo3HOr KOJMTHCA NMPUMAPHO j€ KOH3EpBATUBHO W y BehHHH
OonecHuka naje no6pe pesyarare. [IpBa Tepanuja y Jiedewmy yILIEpO3HOT KOJIUTHCA
KoA ONaXux W cpelme akTHMBHUX (opMu je cyidacanasuH U JApyra jeAumema
aMHHOCATTUITIIIATa. AMUHOCAIUITIIATH (MecanazuH 5-ASA-a) pecTaBbajy aKTHBHE

CYICTaHIE KOje NeNyjy aHTHU-WH(IaMalHjCK{, TaKO INTO WHXUOUPA]y MPOIYKIIH]Y
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npo-uH(pIAMALMjCKUX IMTOKMHA M JPYrUX MeaujaTopa 3anajbema. HemaBHo je
OTKPUBEHO J]a OBU JIEKOBH JIeNyjy MpeKo mnojauyane excrnpecuje PPA penenropa (eHr.
peroxisome proliferator activated receptor gamma, PPA) Ha enurennuM henujama
ne6ernor pesa (88).

Ynpkoc, OpojHIM CTyAHMjaMa aHTUOMOTHUIIM HEMa]y YJIOTY Y JIeUelhy aKTHBHE
U MupHe (asze ynmepo3Hor konuTuca. [lopen HaBeneHHX JIEKOBa KOPHUCTE C€ H
KOPTHKOCTEPOHIM, a3aTPUOIPUH, WHTPABCHCKM IUKIOCIIOPHH W Ha Kpajy
KonekTomuja. CKOpo TIOJIOBMHA TalMjeHaTa Ca eKCTCeH3MBHUM XPOHHYHHM
YJLIEPO3HUM KOJHMTHUCOM C€ JIeYH XUPYHIKH Yy MPBHUX JeceT roaumHa Oonectu (89).
[porieHa KBaNUTETa KMUBOTA TAlMjeHATa ca YJIIEPO3HUM KOJUTHCOM min KpoHOBOM

Oonemrhy urpa 3Ha4ajHy yJIoTy y JIeUeHYy.

1.1.5.1. buoJionika Tepanuja yJauepo3HOr KOJUTHCA

Tepanmja wmarnynmM henmjama 3aBpel)yje cBe BHUIIE TMaXHbEe KaKO Y
HACJIC/IHUM, ayTOUMYHCKHM OOJIECTUMa, TaKo U y WH(IaMaIujcKoj O0IeCTH IpeBa.
Mesenxumanie matuyne henuje (earsa. Mesenchymal stem cells - MSCs) cy aayntHe,
MYJITUIIOTeHTHe henuje, koje ce Mory HahM y CKOpPO CBakOM IOCTHATaIHOM TKHBY
(90, 91). MSCs Mory aa Memwajy MMYHCKH OJrOBOp, pPeryjuily mpoiudeparujy,
aktuBaiujy u epexropcke pynkmnuje T mumdornnra. CBoje 1€JCTBO MOTY J1a OCTBAPY]y
OWJIO IMPEKTHUM KOHTAaKTOM ca henjaMa Koje Mpe3eHTyjy aHTUreHe (eHrii. antigen
presenting cells, APCs) kao u ca NK henujama 6uno nomohy conyouianux ¢akropa
(Cnuka 2) (92). Tlokazano je nma MSCs 3Ha4ajHO yOnakaBajy KIMHHYKH TOK U
CMamyjy XHCTONATOJIONIKE TPOMEHE Yy eKCIepuMeHTAIHOM Koiutucy (93-99).
BepoBaTtHu MexaHN3aM KOjU JIEKU Y OCHOBU UMYHOCYIIpECUBHOT edekTa oBux hemnuja
je BenMKa mpoAyKiuja aHTu-uHdpnamanujckor nurokusa TGF-B (100). I'pyna ayropa
(101) je moka3zana ma MSCs cekperyjy u ranektun 3 (enri. Galectin-3, Gal-3), a na
MSCs koa KOjuX je OoBaj MOJIEKYJ T€HCKOM JeleIijoM "yKUHYT" uMajy peayKoBaHe
umyHocynpecuBHe edekre. Liu u capagaumu (102) cy motepawiun ga MSCs
EKCIPUMUPAJy U CEKPETY]y MOJIEKYJI TaleKTHHA 3 U Jla ce eKCIpecHja OBOT MOJIEKyJia
HHje 3HauajHO Memaja TOKOM IpecejaBama hemuja. Excrpecuja Gal-3 mo3utuBHO

Kopenupa ca wuMyHocympecuBHUM ¢yHKIjama MSCs (102). Tpebamo 6Oum
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HAIIOMEHYTH J1a je MPUMEeHa MaTHYHUX henuja y Tepanuju MHOTUX OOJIECTH jOII yBEK

=
/

y €KCIIEpUMEHTAIHO]j (a3u.

HeyTpodunu MoxouuTi Maxkpodparn Sjs NK henuje T numdrounTin Taea NMMBOUMTH B nnmdrounti
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Npesenusnja WixwBnumja  Mpomena ¢ ji ja npenmdepaunj Winpera i oapiaas WrxnBuumja
anonTose P ¥ M2 n cexpeupmja IL-10 & i W coKpaLmj e yraumj % j
WaKTHBAUM]E  AENMMMYHA WHXHEWLM]E  nosohano perpyTosaise  u gudepeHyujamje
YMTONM3E NocpeAcRaHe Ha MecTo MHpnamaumjo ¥ nnazma henuje
NK henujasa

Canka 2. UmyHnocynpecuBHu epextn MSCs Ha pasiamuute henmjcke momyiaanuje. MSCs
uMajy HMYHOCYIPECHBHO J€jCTBO Ha henmje ypohene u creueHe umyHoctH. CBoje
UMYHOCYIIPECHBHO JIJCTBO ME3CHXMMaJHE MaTW4HE henuje WCIO0JbaBajy HHXHOHUIIN]OM
nposudepanyje Kao ¥ ca3peBaBama y (YHKIHMOHAIHE MMYHCKe heiuje. (KOPHUTOBaHO IpeMa:
Tyndall A. Nat Rev Rheumatol. 2014; 10:117-24).

1.2. DSS KOJIUTUC: MOJAEJ YJIHEPO3HOI' KOJIMTUCA

Jla 61 ce 00Jbe UCTPAXKWIM PA3IUUYUTH €THOJIOUIKU (pakTopu MHpIamManujcke
OojilecTd 1peBa, TMOCIEABUX HEKOJIHUKO JICIICHH]ja pa3BUJE€H J€ BEIUKH Opoj
eKCIIEPUMEHTAIHOT MOJIella KOJUTHCA. TH MOoAeNnu cy 00e30equinu BEeIHKUA Opoj
uHpOpMalja 3aBUCHO O]l IUXOBE CIMYHOCTH ca OHOJOMIKMM CHCTEMOM U
KJIMHUYKUM KapaKTepUCcTHKama nHdIaMaljcke 0oJecTy 1peBa y JbyIH.

VY mmpeM cMHCITY eKCIIEpUMEHTAITHN MOJISITH KOJIUTHICA C€ MOTY TOJICTNTH Ha
CIIOHTAaHO HACTalW KOJHWTHUC, HWHIYKOBaHU KOJMTHC, MOJEIE HacTalle TEHCKOM
MaHMITyJIAI[MjOM M OHE HacTaie agonTuBHUM TpaHchepom (103-105). Hajuemthe
KopuitheHn eKcrieprMEeHTaIHU MOJIENIM KOJIUTHCA CYy OHU y KOjuMa ce MH(pIaMaiuja
M3a31MBa XEMH|CKH, jep ce OOoJecT JIako MHAYKYyje, a TI0YeTKa, Tpajalka U CPEIme
Tenrka uHpIaMaIrja Koja ce pa3BHja MOroayjy JeIHOCTaBHO] KOHTPOJIM Tporeca. Y
OBE MoOJIeJIe KOJIUTHUCA CIa/1ajy KOJIUTUCH MHYKOBAaHU: IEKCTPaH HATPHjyM cyndarom
(enrn. dextran sulphate sodium, DSS), TpuHuUTpOoOEH3€H CYI(POHCKOM KHCEITHMHOM

(enrn. 2,4,6 trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS), aunutrpoGenseH cyndoHckoMm
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kucennaoM (enri. dinitrobenzene sulfonic acid, DNBS), okcazononom, cuphetHoM

KHCEJIMHOM, KaparuHaHoM U jopoarieramuiom (106).

1.2.1. Onmre KapakTepUCTUKE TEKCTPAH HATPHUjyM cyiadara

JlexkcTpaH je KOMIUJIEKCHU IOJIMMEpP CHHTETH30BaH M3 caxapose onapeheHux
Oaktepuja, Hajuemthe Leuconostoc spp u Streptococcus spp (107). [ekcrtpan
HATpUjyM cyn(dar je TOJUaHjOHCKH JepUBaT JIEKCTpaHa, JOOHjeH ecTepuUKaIijoM
ca XJIOPCYMITIOPHOM KHCEJIIMHOM, pa3In4uTe MoJeKylcke Texune, on 5 kDa mo 1400
kDa (Cmuka 3). Campxkaj cymmnopa je mnpubmmwkHo 17% MoOJeKysIcke Mmace,
CKOHIIGHTpUCAH y JBe cyidaTHe Trpymne HO TIYKO3HHM pe3nujayamMa y MOJICKYITY
nexcrpana. Ha coOHOj TemmepaTypu je y oOmuKy Oenor myjaepa, KOjH je JIaKo
pactBopseuB y Boau (100mg/ml).

[TpBU excriepyUMEHTaIHU KOJIUTUCH UHAYKOBAHU Cy PA3IUYUTHM EKCTPAKTHMA
no0ujeHnM 13 Mopcke anru. OBU €KCTPAaKTH pacTBOpeHH y mujahoj BOAM Y3POKOBAIH
cy kxomutuce wmuiieBa, manoa u kyHuha (108). ITomeHyTH ekcTpakTu caapxe
KaparuHaH- cyndaTucaH ToJUcaxapua Beluke MoJekylncke mace. OBo oTkpuhe
CHOXHO j€ YTHLAJIO Ha pa3Boja JPYTUX Mojejla aKyTHOI KOJIUTHCA H3a3BaHUX
nerpagupanuM kaparuaanoM (109). Okayasu u capaaauiu cy 1985. roauHe npBu myT
uHaAyKoBaIM koiauTHe Xpuyaka DSS-om (110). Omaj moxmen je moamdukoBaH 3a
kopuithewe y mumesa (111), a Takohe je pa3BUjeH W XpPOHMUHU MOJEN Yy Xpyaka
(112). ExcrniepuMeHTaIHH MOJEN aKyTHOI KojuTHca u3a3BaHor DSS-om je naHac
jenan ox Hajyemrhe kopuirheHUX Mojesa 3a U3a3uBame OO0JIECTH y MUIIEBA, MMAIl0Ba,

Xpuaka ¥ TBUHEJCKHX Ipacuha.
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Cianka 3. XeMHjcKa CTPYKTypa AeKCTpaH HATpPHjyM cyidara. JlekcTpaH HaTpujyMm cyndart je
MOJIMAHjOHCKH JIepUBAT JAEKCTpaHa, JO0OMjeH ecTepu(HUKalUjoM ca XJIOPCYMIIOPHOM KHCEINHOM,
Pa3INYHUTE MOJIEKYJICKE TEIKUHE.

Mane komuumae DSS-a Mory ce Hahu y makpodarmma medernor mpera u
Me3eHTepruuHuM JuM(pHUM uBOpoBHMa, kao u KymndepoBum henmjama jerpe, mpsor
naHa HakoH agmuHHcTpauuje. Y Kyndeposum henujama DSS ce nerexryje u 8 nana
nocie nociuenmwe agmuaucTpanuje DSS-a, 1ok ra Hema y TKUBY Mo3ra, TuMyca, miyha

u cpiia. DSS ce uznyuyje ypunom u derecom (113).

1.2.2. UuayKuuja KoJuTHCca

Monekyncka Texxuna DSS-a je outan dakrop y uHaykiuju koiutuca (114),
Kao U Mojeny kapuuHoreneze (115). TexxnHa KomuTHCa U KaHIEPOI'€HETCKOT
norennyjana DSS-a xopenupa ca BErOBOM MOJIEKYJICKOM MacoM. Y 3aBHCHOCTH OJT
KOHIIEHTpanje pactBopa DSS-a, myxuHe u ydectanoctu aaMuHHCTpanmje DSS-a,
KMBOTHI-E MOTY JIa pa3BUjy aKyTHH WJIM XpOHUYHHU KoiuTuc (111).

AKYTHHM KOJHTHUC c€ MHIYyKYyje aaMHHHUCTparujoM 2-5% pactBopa DSS-a y
nujahoj Boau, ad libitum, Tokom 7 nana (111, 116-118). XpoHUYHU KOJUTUC CE MOXKE
pPa3BUTH KOHCTAaHTHOM HWHIYKIIMjOM HHUCKHAM KoHIeHTparmjama DSS-a (1-2%) y

pacTBOPY TOKOM JTyXHX BpeMeHCKUM uHTepBaia (111, 112, 119-121).
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1.2.3. KAMHMYKH TOK U XMCTOJIOLIKE MPOMEeHe y KOJUTHCY U3a3BaHoMm DSS-om

KnuHuYKe W XUCTOIMATOJOMIKE KApaKTEPUCTHKE OBOT KOJIUTHUCA HAIUKY]y
OHHMMAa KOJI 000JIeTHNX OJ1 YAIIEPO3HOT KonuTHca. KiimHndke MaHudecTanmje y akyTHOj
¢da3u komuTHca m3a3zBaHor DSS-oMm cy ryOuTak TeimecHe mace, aujapeja, OKYJITHO
KpBapeme y CTOJIMIIM, MUJIOCPEKIMja, aHeMuja U eBeHTyanHa cMpT (122). Tunmune
XUCTOJIOIIKE TIPOMEHE Cy JeTUIelja MyIlMHa, IeTeHepalja enuTeia 1 HeKpo3a Koja
nporpeaupa y HecraHak enutenHux henuja. KacHuje, ce jaBjba uWHOMITpaimja
JaMHUHE TPONpHje M CyOMyKo3e HeyTpo(minMa- KPHUIITUTUC W CaM aIllec KPHIITH

(123).
1.2.4. I1aTorenes3a xosuruca msassanor DSS-om

Tadan mexanm3am kako DSS wHHMIHMpa KOIMTHUC HHje MO3HAT. JemaH of
mMoryhux mexaHuzama je moBehame IpOIMyCTJBMBOCTH MYyKO3€ J1e0eror mpeBa, MITO
oMmoryhasa mponyuirame BEIMKHX MoJIeKyJa Kao 1mTto je moiekyn DSS. Ilouerne
IIPOMEHE Cy yOuJbMBE HAKOH NpBOT JaHa TperMaHa DSS-om u ounryjy ce ryourkom
jenHe komrmoHeHTe 4BpcTe Be3e zonulae occludens-1 u mosehamem ekcrpecuje
npouHdamanujckux nurokuHa (TNF-a, IL-1B, IFN-y u IL-12) y TkuBy nebenor
npesa (124-128). OBu nopaiu nojapkaBajy Teopujy o noBehanoj mpomycT/bUBOCTH Y
paHoj (a3u naTorenese KoJuTHca n3azpanor DSS-om.

Hpyru Moryhu mexanuszam je TUPEKTHO TOKCHYHO JiejcTBO DSS-a Ha Myko3y
KOJIOHA, IITO Mewa MHTEerpuH-04 U M290 cy0jeauHunly Ha enuTenHUM henujama,
npekuaajyhu BUXOBY MHTEPAKIHjy ca yd-uHTpaenutenHuMm T mumdoruruma (129).
Vnora yo-untpaenurenHux T nuM¢onurta y maroreHe3d KOJIMTHCA HHUjE TO3HATa.
Cmarpa ce Ja ydecTBYjy y OdYyBamby MYKO3€ M 3apacTamby HAKOH H3Jarama
Pa3TUYUTHM IITETHUM HOKcama, kao mto je DSS (130).

VYinora mymeHcKkux OakTepHja y MaToreHe3W KoiuTHca u3azBaHor DSS-om je
HejacHa. [IpuMeHa MeTpoHHa30s1a U IUNPO(IOKCAlMHA CMambyje TEeXKHUHY aKyTHOT
EKCTIEPUMEHTATHOT KOJIMTHCA, IOK HE YTHUE Ha TOK XPOHUYHOT 000JbeHha y MHUIIEBA
(131). V germ-free ycinoBuma, MuliieBu pa3Bujajy Beoma texak DSS komurtuc (132),

KOjH Ce MOXe yOJIa)KUTH MPUMEHOM aHTHUT€HA HOpMaiiHe HHTecTuHamHe ¢duope (133).
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CD4" u CD8" T numdonutu, Takohe HeMajy KIbydHy YIOTY y MHIYKIHjH
akyTHOr komutuca. bpoj CD8" T mumdonura je cmamen, gok CD4™ T numdormTa
ocraje HernpoMemeH y akyrHoM DSS komutrcy y BALB/c u C57BL/6 mumiesa (134).
Komuruc n3azean DSS-om ce moxe pasuru y SCID, CD4" neduumjentanx, NK-
nedurmjentaux ¥ arumuuaux CD-1 nude mumieBa, mMrumaiupajyhun na ose henuje
HEeMajy KJbY4HY YJIOTY y UHIyKIuju konmtrca DSS-om (135, 136).

Tavyan MexaHu3am HHAYKIHje KonuTrca DSS-oMm HUje mo3HAT, anu YumkEeHUIIA
Jna ryoutak Kpuntd ¥ noehaHa mpomycT/BUBOCT OOMYHO MpeTxoje HH(IaMaiuju,
yKa3yjy Ja ce WHUIMjajJHe MPOMEHE OJWTpaBajy Ha HUBOY EMHUTENHHUX henuja, a

uHIIaMaluja ce pa3Brja Kao CeKyHaapHa peakiuja (122).

1.2.4.1. Yaora heanja ypoeHe MMYHOCTH y NATOreHe3W KOJMTHCA H3a3BAHOT

DSS-om

hemmje ypohene mmynoctu (Makpodaru, neHApPUTCKE henmje, MacTOIUTH,
eosunodmn, Heyrpopmwm, NK u NKT henuje) ydecTByjy y €KCIEPHMEHTAIHOM
aKyTHOM KOJUTHCY n3a3BaHoM DSS-om (Crwuka 4) (137).

HoBuja wucTpaxkuBama ykazyjy Aa Makpodard Hrpajy BaxkHy YJIOTy Yy
UHAYKIMjH aKyTHOT KojuThca m3a3BaHor DSS-om (138). Makpodaru mnpeysumajy
DSS wto aktuBupa NLRP3 undpmnamazom (enria. NOD-like receptor- NLR family,
pyrin domain containing 3) u Tako mnoBehaBajy TPOAYKIH]Y HH(pIAMAIIN]CKUAX
mutoknHa IL-18 u IL-18. Kacnasa-1 perynuiie cekpeuujy Onoiomku akTuBHUX IL-
1B u IL-18, 3a koje je moka3aHo Aa UMajy yJIOTry LEHTPATHUX MeIUjaTopa y KOJIUTHCY
uzazBaioM DSS-om (139). IMokaszano je ma DSS wmuaykyje ocnobahame IL-1f u3
mumujux makpodara (140). AxkruBanuja nHdIamMa3zoma je MOBE3aHa ca CTBApamEM
cJI000THUX pajiuKana KuceoHuka (eHrii. reactive oxygen species, ROSS) y oarosopy
Ha pasnuuute ctumynyce (141, 142), a DSS ctumynume makpodare na npoaykyjy
cnobonne panukaige kuceonuka (143). Ilojauana ekcmpecdja HHAYHMOWIHE a30T
monokcua cuaterase (enri. inducible nitric oxide synthase, iNOS) y makpodarama
noBehaBa mpoaykuujy a3or MoHokcuzaa (eHri. nitrogen oxide, NO) u moropuraBa
kosiuTUC n3a3Ban DSS-om (144).

WHBa3uja MHTECTUHAIHUX OakTepuja y CyOENmUTENHO TKHUBO j€ MOCIeuIia

tokcnuHux edekara DSS-a Ha enurenne hemmje nedenor npesa. bakrepuje, koje cy
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npouuie omrehenn emnuten, Besyjy ce 3a Toll-like penenrope (TLRs) u Tako
aKTUBHpPAjy JEHApUTCKEe henuje Kkoje moroMm ocnobahajy mnpouHbIamanmjcke
mutokune (TNF-o, IL-12) u xemokuue (enria. macrophage inflammatory protein,
MIP-1a; monocyte chemotactic protein, MCP-1; keratinocyte-derived chemokine,
CXCL1/KC; CCL11), mro wuHAyKyje MHTpanujy Heyrpoduia, makpodara u
eosuHOGMIA y TKUBO aederor npesa (145-148). Heyrpoduiu urpajy BaxHy yiory y
(daronnTo3M MHTECTHHAIHMX OakTepuja Koje cy mpoluie Kpo3 omrehen enwuren
nebemor npesa (148). AkTuBupaHM HEYTPODWIM TPEACTABIbAjy BEIUKH H3BOP
uHmamanujckux mutoknHa (TNF-a, IL-1PB u IL-6) n kuceoHHYKuX paaukaia, Koju
JonpuHoce nH}pIaMaluju u ciegactseHoM omrehemy nedenor npesa (149).

Crynmje in vitro u in vivo cy mnokaszane na NK henuje umajy npoTeKTuBHY
yaory y komuTucy w3azBaHoM DSS-om  (150). NK henwje cmamyjy
nponH(pIaMaNKjcKy YJIOTY HEeyTpoduia, YKJbydyjyhn NpOM3BOAKBY KUCEOHHMUKHX
pagMKania W TPOAYKIHU]y IIMTOKWHA, JUPEKTHHM KOHTaKTOM henuja-hemuja mpeko
uaxubuTopHor pernenropa NKG2A (150).

Ha mecty nndnamanuje y3pokoane DSS-om nosehan je 6poj macronura, Kao
u KoymunHa mporeaza (151). Macronutu npoaykyjy uHdIamMaujcke MeIujatope u
UTOKUHE, Kao mTo cy TNF-o, XxuctamuH u Tpumnrasze, Koju noehaBajy mHOIYKC
HeyTpodwmiia u Apyrux uHdamanujckux henumja y Tkuso aebernor npesa (152).

Murpanuja eo3uHo(nIa U HBUXOBU 3alaJbeHCKU MEIUjaTopu, Kao IITO Cy
€03MHO(MIIHE TIepOKCHIa3e M €O3MHO(PHMIHM KaTjOHCKHM HPOTEHHHU, UTPajy BakHY
yJory y natorenesu konutuca (153, 154).

HctoBpemena aamunuctpanuja DSS-a u axtuBaropa NKT henmja o-
ranakronepamuia (o-GalCer) yonakxaBa KIMHHYKM TOK U CMamyje omreheme TkuBa
nedenor npesa (155). AxkruBupane NKT henuje npencraBibajy MOTEHTHH U3BOP aHTH-
uHdnamanujckux 1urokuHa (IL-10 u TGF-B). TlokaszaHo je W Aa aJONTHBHU
tpauchep aktuBupanux a-GalCer-om NKT henuja cmamyje Texxuny koimruca (155,
156).
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YBOJ TanekTuH-3y eKCIepUMEHTAJIHOM MOJENY AKYTHOT KOJHTHCA

1.2.4.2. Yaora unTOKMHA y NaTOreHe3W KOJIUuTHCcA n3a3BaHor DSS-om

[Tpumemene no3e DSS-a mo3uTHBHO Kopenupajy ca excrpecujom IL-1f3, IL-12
u TNF-a wu cremenom wuHbpuamanmje (157). IloBehana KkoHIeHTpanuja
npouHdamaryjckux mutokuHa IL-1B, IL-6, IL-18 u TNF-a je 3amaxkena u y
aKTUBHO] (hopMu MHGIAMANHjCKe O0IECTH I[PeBa JbYIH, ITO KOPEIrpa ca TS KHHOM
unduamaruje (158-160). V xonutrcy nzazsanom DSS-om nosehana je u ekcrpecuja

IFN-y u IL-4 y 3anasenom TkuBy (161).

1.3. TAJIEKTHH 3

['maBHM 1KMJb OBOT MCTPaKMBama je HCIUTHBamE yinore u 3Hadaja Gal-3 y
NaTOTCHE3W AaKyTHOT KOJHUTHCA H3a3BAaHOr JEKCTpaH HATpujym cyidarom. 3aro
YBOJHHU IO CAIpXKH M JeTajbHa OO0jalllibeha CTPYKTYpe, CKCIpecHje, OMOJIOIIKUX

edekara Gal-3 u onuc BEroBore yiaore y peryiamiju IMyHCKOT OATOBOPA.

1.3.1. Knacudukauuja u CTpPYKTYpa rajJeKTHHCKHX MOJIeKYJIa

["anexTuHu Ccy npBU NyT u30j0BaHU 1976. roguHe W3 mumnha KOKOIIKE M
TKUBa cpua u ryha Tenera (162). 3a HEKONMKO MPOTEHHCKHX (amuidja Koje ce
Be3yjy 3a: ThuykaHe (JiekTune), ykipyuyjyhu C tun nektuna (cenextunu, DC-SIGN,
JCKTUHH W TPOTEUHH KOjH Be3yjy cepyMcky mano3y) (163-167), S tum jnekrtuHa
(ranextunu) (168-172) u curneke (173), je moka3aHo Ja y4eCTBYjYy Y Pa3IU4YUTHM
UMYHCKUM (yHKIMjama. OBO ce yrJaBHOM OJHOCH Ha MpPBY JMHM]Y 010paHe MPOTHB
naToreHa, Murpanujy u audepeHuujanujy henuja, ka0 M HUMYHCKY peryiamujy.
[TprcycTBO OBUX MPOTEHHA O HAjj€ITHOCTaBHU]UX OOJIMKA KHUBOTA Ma J0 JbYIU, Ka0 U
IbUXOBA €KCTMaH3Mja TOKOM €BOJIYIM]je, Cyrepuine Ha OMTHE (PU3HOJIONIKE YIore OBE
MoJtekylicke pamunuje y ocHoBHuM henujckum ¢pyHkiujama (174).

[NanextuHcky pamunjy unHu 15 wiaHoBa (o3HaueHux OpojeBuma ox 1 go 15),
KOj€ KapaKTEepHIy JBE KJbydHE 3ajeIHHYKE OCOOMHE: CITIOCOOHOCT Ja ce Be3yjy 3a
AMHHOJIAKTO3HE jeIMHHIIC TJIUKaHAa WM KOH3EpBHpaHAa CTPYKTypa JOMEHa KOjJUM
nperno3Hajy yribeHe xujapare (eHri. carbohydrate recognition domains, CRDs). ¥
cactaB OBHMX JIOMEHa yna3u oko 130 amuHOKMCenmuHCKUX ocrtataka (175, 176), a

Kpucrtajgorpaduja OBUX JIOMEHA je MoKa3aja BUCOKO KOH3EpBHUpaHE CEHIBUY HaBOje€,
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Koje 00pa3yjy [IBe aHTHIapalieIHO TOoCTaB/beHe [ HaOpaHe Ioye- jeqHa IUIoYa
HaOpaHa je 5 myta, a apyra 6 myra. [llectocTpyko HaOpaHa [ Tuio4a je MecTo 3a
Be3uBame mehepa (177-181).

YsanoBU (aMuIIMje TalieKTHHA CY MOJCJbEHH Y TPHU TPYIIE:

e IIpororun (euri. Prototype)
e Tannemcko noHoBJbeHH THI (eHII. Tandem repeat type)
e Xwuwmepa tun (eurs. Chimera type) (182-184) (Cnuxka 5).

I'pynu mpororun ranekruna ( Gal- 1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15)
NpHUIaaajy HEKOBAJIETHO IOBE3aHH XOMOIMMEPH KOjU Caap)ke JBa JIOMEHa 3a
[PCTIO3HABAKE YIJBCHUX XUApara. [alleKTHHH W3 TPyINe TaHIEMCKO MOHOBJBEHHX
(Gal- 4, -6, -8, -9, -12) nocenyjy /aBa pa3auduTa JOMEHA 3a MPEIO3HABAKE YIJbEHUX
XHIpaTa CIOjEeHUX KPAaTKUM MENTHIOM, 0K Tpehoj rpymd Xumepa MpHUIaga caMo
ragektud 3. OBaj MoOJIeKyJd I[OCeayje CaMO jelaH HEJICKTHHCKH JOMEH 3a
IpEro3HaBame YrIbeHUX Xuapara (Koju je 6oraT mpoJMHOM, TIMIMHOM U THPO3UHOM)

nouupan Ha N tepmunycy (174, 185).
Proto-type
‘ (mmep, aBa naentuuna CDRs)
lanekruu -1, -2, -5, -7, -10,-11,-13, -14 u -15
‘ Tandem repeat-type

(nBa paznuunta CDRs)

’ lanexruu -4, -5, -8, -9 u -12

‘ Chimera-type

(jenan mysnrunie CDRs)
‘ lanexruu-3

Canka 5. Crpykrypa M Kjiacupukanuja rajiekrmHa. Ha ocHOBY cTpykType, kao u Opoja u
opranmzanuje CRD pernoHa, cBu rajeKTHHH Cy KJIaCH(HUKOBAHM y TpH Hoarpyme: 1) proto- tum
rajexkTuHa: caapxe mo jemaH CRD pernoH Koju Moxe Oa auMmepusyje, 2) tandem-repeat- tum
rajeKTHHa: CaJpkKe MO JBa HACHTHYHA MelycoOHo ymasbeHa CRD peruona, 3) chimeric- tum
rajekTuHa: Ty crnajaa camo Gal-3 Kora KapakTepuile IPHCYCTBO HE-JIEKTHHCKOI CErMEeHTa CII0jeHOT ca

jeaanm CRD perunoHoMm.
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1.3.2. Excnipecuja u pyHKIMja rajieKTuHa

Hexu ranekTuHM eKCOIpUMHUpPAHU Cy Y CBUM TUIIOBMMA henuja U TKHUBA JIOK Cy
JIpYTH IPUCYTHHU CaMo y MOjeAMHUM OpraHuMa WM helvjaMa, pu 4eMy CBaKH WiaH
dbaMuiMje raJeKTHHA UMa JeIMHCTBEHH oOpa3zall quctpudynuje. Tako cy Ha nmpumep
TAJIEKTUH | M TrajekTUH 3 eKCIpPUMHpPaHU YOUKBUTApHO, OK Cy APYTM YIAaHOBU
TaJleKTUHCKEe (aMuiIMje YIIaBHOM TKMBHO OTIPaHMYCHHM- TaJleKTUH 2 caMoO Ha

nurectuBau enurten (186), a ranekrun 7 Ha enuaepmuc (187).

["anextunu cy npucyTHu u y Behunu henuja ypohene umyHoctu (Makpodarm,
neanpurcke hemmje, macrountu, NK hemuje, yOT nmumbouutn u B-1 mumdonmrn),
ka0 W y hemujama koje mpumagajy credeHoj uMyHoctH (aktuBupanu B u T

mumorurn) (183, 188).

['ajeKTMHU Cy TPUCYTHU MU Y PAaNIMYUTUM heNMjCKUM oOfiebluMa. jeapo,
nuToIia3Ma, henmjcka MeMOpaHa (Be3aHH 3a TIMKOKOmyrate). CoryOuiHu o0JmIn

raJeKTUHa MIPUCYTHH Cy ¥ Y TKUBHUM TeuHocTuMa (182).

CBH rajieKTUHM UMajy aQUHUTET MpeMa rajakTo3u, JOK Cy HEKH crenu(pudHu
U 32 pa3IMyUTe OJIUrocaxapue nmosesane ca rajaktozom (189, 190). Besyjyhe mecto
TAJIEKTUHCKUX MOJIEKyJia c€ TpuiarohaBa CTPYKTypH oJiurocaxapuja 3a Koje ce
Be3yjy (182, 189, 191). T'anexkTtuHu cCy CHOCOOHM JAa TPENO3HAJy pa3IUYUTE
KOMIUIEKCHE CTPYKTYpE YIJb€HUX XHUJpaTa, HacTaje IpolecoM eloHranuje. Mana
raJleKTUHU YTJIaBHOM II0BE3Yyjy [Ba INIMKONPOTEHHA, MOHEKaJ IPYIUILY U BEIUKH
O6poj Moinekyna (opmupajyhu MyiTHBaJeHTHE TJIMKOKOBYrare y (opMu perieTke
(Cmuka 6) (182). Tako ranekTHHH pearyjy ca OpOjHHM TJIMKOKOHjyraTHMa Ha
NOBpIIMHU henuja, yKJbydyjyhum W TpaHCMEeMOpaHCKe TNpOTEeHWHE, YHAKPCHO HUX
NoBe3yjy M TakO MOTY 3allOYeTH KacKajJy CHTHAJIHUX Jorahaja y pazIudyuTHM
npornecuma (henujcka nponudepannja u qudepeHnrjanrja u IpoayKIHja MIUTOKHHA).
Mornekynu rajieKTMHa, HHUIUJAIHO MoBe3aHU Mel)ycoOHO MpeKo INIMKaHa y XOMo- U
XETepo- TUMEpE, UTPaJy BAKHY yiory y heiaujckoj nudepeHnujaniju u Opranu3aiiju
TKkuBa. OBU MOJIEKYIIM Cy BaKHU M 'y perynaiuju uMyHcke xomeoctase (176, 185). 3a
(GyHKILM]y raJleKTHHA BaXKHU Cy €H3UMH TIIMKO3WITpaHCcdepase, KOju ce aKTUBUPA]Y Y
paznmuuntuM  (pasama gudepeniujanrje u hemmjcke axkrtuBanuje (192), ma Tako

mojayaHa aKTHUBHOCT OBHMX C€H3MMa ToBehaBa EKCIpPEeCH]y TJIMKOKOWmYyrara Ha
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henujckoj MeMOpaHu IITO 3a TOCIEIUIy UMa BE3UBAabE TAIEKTHHA 32 OBE MOJIEKYIIE
(183). dynkuuja ekcrparenyliapHOr TaJeKTHHA Takohe ITUPEKTHO 3aBUCH O]
akTUBHOCTH  mimkoswiarpancdepase  (193).  Hacympor  tome  dyHKIHja
MHTpaleIyIapHUX TaJIeKTHUHA HE 3aBUCHU O] TOBE3MBamba ca YIJbEHUM XHUApaTHMa jep
ce OBaj MOJIEKYJ AMPEKTHO Be3yje 3a Pa3IU4UTEe MPOTEHHCKE JIMTAHIEC M PETrYJIHIIe
CUTHAJTHE TTyTeBe BakHE 3a OpojHe henujcke mpomece (193). HenaBHo je mokazano na
TaJICKTUHH, MOTY Jia Ce BEXY 3a IJIMKaHe Ha MOBPIIMHU XeJIMUHATa U Ha Ta] HA4WH
omoryhe edekropcke pynkuuje ypohene umynoctu (194). I'nmukanu koju campike N-
alleTUIAKTOAMUHCKE | rosintakroamuncke jtanie [(Galfl, 4GIcNAc)N] (kao tmro cy
JaMUHUH, (UOPOHEKTHH, MEMOpPAHCKH NPOTEWHHU JIM3030Ma M MYIMHH) HCKa3yjy
noBehan aguHHUTET 3a XyMaHe TalieKTHHE, Kao U rajiekKTuHe ntuna u amduouje (179,
195-200). buonomika dyHkuja onpeheHNX rajekTuHa MOKE BapuUpaTd O] MecTa J0
MECTa, Yy 3aBUCHOCTH O] PacCIlOJIOKMBOCTH MOTOIHUX JUTaHana. bruosomike GpyHKIUje
TaJleKTUHAa Yy eKCTpaleaylapHOj CpEeIuHHU, y TPUCYCTBY KHUCEOHHUKA, 3aBHCE O]
adpuHUTETa Be3WBama 3a JHraHie IITO TMPEeBEHUpa OKCUAAIM]y CI000THHUX
IIUCTEMHCKUX pE3UIya, Ka0 M OCETJbUBOCT rajekThHa Ha mporteonusy (177, 201).
Excnpecuja rajiekTuHa ce Memha TOKOM eMOpuoreHnese u henujcke audepeHiujamnuje,
a Mema Ce U y Pa3InIATUM (PU3HOIOMIKIM M TATONOMKUM ycinoBuma (202). Tunehn
TaJIGKTUHU Y4eCTBY]y y (Gy3uju MuoOIacTa, 10K rajlekTHH | u rajgexkTuH 3 riojapa
UMajy yJaoTy y Pa3BOjy HOTOXOpJE U Pa3BOjy MUIIMNHOT TKMBA, KA0 M IEHTPATHOT
HepBHOr cuctema (203-206). ¥V HemaBuum crtyaujama (207-209) je mokaszaHo na

TaJICKTUHU YYECTBY]Y y peryJsaluju ypoheHe u credeHe HMyHOCTH.
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Canka 6. 'ajeKTHHM YHAKPCHO TOBe3yjy NOBPIIMHCKE IJIMKONPOTeMHe M Tako (opMupajy
pemerkacry (popmanujy Ha noBpumau henuje. [anexktuHu pearyjy ca OpojHUM TNIMKOKOHYraTuma
Ha NOBpUIMHY hennja, yHaKpCHO MX IOBE3Yjy U 3all0UYMby KacKaay CHUTHAIHUX foraljaja y mporecruMa
henmjcke npommdepanuje, rudepeHmjamyje, anonro3e, NPOAYKIHje MUTOKHHA. (KOPUTOBAHO IpeMa:

Gerardo R. Vasta. Nat Rev Microbiol. 2009; 7:6).

1.3.3. CTpykTypa rajiektuna 3

Gal-3 (29-35-kD) je yOMKBUTapHH JISKTHH KOjH j& HajIpe HICHTU(PHUKOBAH Kao0
MOBPIIMHCKY aHTUTEeH Mac-2 HCKa3aH Ha TMEepUTOHEATHWM Makpodarmma MuiieBa
HaKOH cTuMynanuje tuoraukonatoM (210). Monekyn Gal-3 je jenuHcTBeHE
CTPYKTYpE KOja ra pa3jmKyje of OCTaJNX WIaHOBA (paMHJIUje TaJIEKTUHA Y KHUMEHhaKa
(211). OsBaj JieKTHH je yrJIABHOM HCKa3aH Ha CMUTEIHHM M CHIOTENHHM henujama,
Kao ¥ Ha henujaMa IMYHCKOT CHCTEMa, Ca Pa3INdYUTOM JUCTPUOYIIMJOM: TIPUCYTAH je
y jempy, UWTOIUIa3MM, MHUTOXOHJApHjamMa, Ha TMOBpIIMHUM henvja Be3aH 3a
[IIMKOKOMYTaTe, TOK CE€ Y CEKPETOBAaHOM O0JIMKY MOke HahM Y TKHBHUM T€YHOCTHMA,
IITO 3aBHCHU Of] OpojHHUX (akTOpa, Kao IITO Cy THN henuje, mpoindepaTuBHU CTaTyC

(212) u wmanmurana tpanchopmanuja (213). Gal-3 KOHCTHTYTHBHO EKCIPUMHPA]y
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MOHOIIMTH, Makpodaru, feHapuTcke henmje, MacTOUTH, €03UHO(UIN U MUjEIIONTHE
henuje, nok ra B u T numdonutu ekcnpumupajy Tek HakoH aktuBauuje (214). Gal-3
Ce CHHTETHIIE Ha CIO0OJHMM pHUOO30MHMA y LUTOIUIA3MH, O€3 TpaHCIOUUpama y
SHJIOIUTa3MaTCKu  peTukyinyMm (215). Mako ce He momepa y eHIOIUIa3MaTCKU
perukynym/IonyujeB amapar, MocToje MHOTOOPOJHHM JOKa3W Ja TaJeKTHH 3 HMa
eKCTpanenyaapHy Jokanu3anyjy. OBaj MOJIEKyJ Ce OUUTIICAHO CEKPETYje HEMTO3HATUM
MEXaHW3MOM, HajBEpPOBATHH]E€ CKTOLMTO30M, HE3aBHCHOM O] EHJOIUIa3MaTCKOT
peruxkynyma u ['onyu amapata (196, 215-217). Jenan oq moryhux HaunmHa cekpeluje
rajJleKkTUHa 3 je IeroBO BE3WBAIkE 32 JIMNUAE MeMOpaHe W MeHeTpanuja Kpos
dochomununnu aBocnoj (218), nox apyre cryamje (219) mokasyjy na raiektuH 3
HajIipe yiaa3W y Be3WKyse Oorare TIMKONMpOTEHMHHMMaA (3a KOje ce Be3yje) Koje ce
¢by3uonumy ca hemujckom MeOpanom 1mTo omoryhyje mocneBame Gal-3 'y
eKcTpanenyiapHu npoctop. ['eH 3a rajexkTuH 3 YMHE MIeCT er3oHa M MeT MHTPOHA
JIOIMPAHUX Ha KPaTKOM Kpaky xymaHor 14. xpomo3oma (220, 221).

Monomepau o6k Gal-3 je monunentuaHU JIaHAIl ca JBa jaCHO OJBOjeHa
pasnuuuTa GpyHKIHoHamHa fomMeHa (Cruka 7) (221-224).

OBaj npoTeuH je jeAMHCTBEH Y (haMIIMju TajJeKTHHA, Jep UMa jellaH J0JIaTHO
nyradak u (uexcuOwiman N-tepMmuHanmHu nomeH. OBaj Hu3 kora ymanM 100-150
aMUHOKHCENIMHA OoraT je MpOJUHOM, IIMIIMHOM, TUPO3UHOM U INIYTAMMHOM (HaJIUK
KOJIareHy-0,) ¥ 3aBpIliaBa ce KpaTkoM xuapodooHom cekBeniiom (215, 220, 221, 224).
Ha camom N-tepmuuycy (mpBux 12 aMuHOKHCENIMHA) JIOLMPAHO je MeEcTO 3a
dbochopunanujy cepuna (225, 226). Y oBoM J0MeHY MOCTOje U Apyra Be3yjyha mecra,
Ha TIPUMEpP MECTO KOje TOICTHUYE CEKpEIHjy JEKTHHY, HEKJIAaCHYHHUM MEXaHH3MOM
(227-230). OBaj momeH, Takohe, 00e30ehyje CTAOMIHOCT M OHMOJIOMKY AaKTUBHOCT
modekyia (179). Tuposun Ha no3unuju 102 u cyceHe aMUHOKUCEITUHE, YUECTBYje ca
CRD nomenoMm y Be3uBamy onurocaxapuaa (231). N TrepMuHAIHA JOMEH YHAKPCHO
NoBe3yje IVIMKaHe Ha MOBpPIIMHU henuje ¥ Qopmupa MEHTaMepe IITO aKTHUBHpa
UHTpaLeNyJapHe CUTHAJlE M eKcrpecujy pasnuuutux rena (182, 227, 232). Jleo
JIOMEHa CIIMYaH KOJareHy-o. CaJp’Kd MEeCTO 3a Be3MBame IpoTea3a Kao IITO CY
komareaze ¥ MMP-2 u MMP-9 (enrn. matrix metalloproteinase, MMP) koje
pasrpalyjy Gal-3 (233). Kuname Bese u3mel)y anannna (Ha mo3unuju 62) ¥ THPO3WHA

(Ha mo3unuju 63) nako nosehaBa apUHUTET TOMEHA 3a BE3UBAHE YIJbEHUX XHIpaTa

25



YBOJ TanekTuH-3y eKCIepUMEHTAJIHOM MOJENY AKYTHOT KOJHTHCA

UCTOBPEMEHO CMamyje crocoOHocT Mel)ycoOHor noBesuBama Mosekyna Gal-3 unme
ce pemere cBe OHEe Oumolomke (YHKIMje KOje Ce 3aCHHBAjy Ha OJIMTOMEpHU3aldjd
mojekyaa (233). N-tepmuHaaHu JOMeEH je BaxkaH u 3a cekpeuujy Gal-3 (234), jep
neneryja npBux 11 amMuHOKMCennHA OHeMoryhyje ceKpeToBame OBAKBOT MOJIEKYJIA
(230). N-TepMmuHaIHHM JOMEH BaKaH je W 3a peryianujy amnomnrtose. [lokaszano je aa
3aMeHa CepHHa Ha MO3UIUju 6 (KOH3epBHpaHa IMO3MUIIMja) PEMETH AaHTHAIMIONTOTCKY

aKTUBHOCT rajektuHa-3 (235).

N TepMuHAIHH J0MEH

C TepMHHAJIHH JOMEH

Ciuka 7. CTpykrypa rajnektuHa 3. [ajgektiH 3 ce cacToju 0O/ jeHOT MOJHIEITHIHOT JaHIla Kora
YHHE J[BA CTPYKTYPHO M (DYHKI[MOHAIHO Pa3IM4UTa JOMEHA: aTUIMYHHA Wid N-TepMHUHAIHHA JOMEH,
KOju 00e30el)yje cTaOmiIHy CTPYKTYpy H OHOJIOIIKY aKTHBHOCT rajiekTHHa 3 W C-TepMHUHAIIHU JTOMEH

KOjI/I CJIY’KH 3a MPETIO3HAaBakE YITbCHUX XHUapaTa.

C-repmunanau kpaj (CRD) Gal-3 uunHM, ka0 W KOJ OCTaJIMX TaJeKTHHA,
JeKTUHCKUA JIOMEH 3a Iperno3HaBame yribeHux xujapara. Cacroju ce on oko 135
AMHMHOKHCEIIMHCKHX OcTaTraka. BesnBame OBOr JIOMEHa Ca TIMKOKOKYraruMa Mema
koH(popmanujy monekyna (176) y 6nusunu Besyjyher mecra (236). OBaj qoMeH uma
Ba)XHY YJIOTY W y aHTHAIOINTOTCKO] aKTHBHOCTH TAJIEKTHHA 3, jep ce yHyTap mera
Hanmasu Bucoko kousepBupaHu MoTHB NWGR (Asp-Trp-Gly-Arg), crpykrypHO
cimmaad BH1 nomeny Bcl-2 damunuje mporenna, koju ce cmarpa KJbYYHUM 3a OBY
akTuBHOCT (237).

Jluranam 3a Gal-3 mocenyjy monu-N-aneTHIakTO3aMUHCKE CEKBEHIIE 32 KOje

ce Gal-3 Besyje Bucokum adunuretom (189, 215, 238). Jlurangm Gal-3 y
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eKCTparenyIapHOM MaTPHUKCYy U Ha henujckoj MeMOpaHu Cy: JIAMUHUH, BUTPOHEKTHH,
eNacTuH, GUOPOHEKTHH, MHTETPUHU U MPOTEHUH Koju Besyje Mac-2 (238-231), 1ok cy
y nuToruiasmMu u jeapy auranau: Bcel-2, K-Ras u anexcun VII (240). Gal-3 Be3an 3a
eKCcTpalenayjJapHe JOMEHe jeaHe Wik o00e CcyOjeqHuIle HHTETpMHAa MOXe 13,
MO3UTHUBHO WJIM HETaTUBHO, MOJYJIHUIIE aKTUBAIM]y MHTETPUHA M TaKO MEHa IHUXOB
apuHUTET 32 eKcTpauenyinapHe auranie (242). Ilorennujanau muranaum 3a Gal-3 cy u
MEMOpaHCKH MPOTEHHU MOBe3aHW ca ju3o3omuma- Lamp 1 u 2 (enri. lysosomal
associated membrane proteins 1 u 2, Lamp) (243). OBu mpOTEHHH C€ YIIIaBHOM
Haylaze Ha MeMOpaHM JHM3030Ma M PETKO ce Mory Hahum Ha cnoJbHO] MeMOpaHu
HOpManTHUX henwja, OK je HmHXO0Ba eKcrlpecHja nmoBehaHa Ha MOBPIIMHU MaJHTHUX

henuja, moceOHO OHMX MeTacTaTCKux (243).

1.3.4. ®u3unosnomka yJjora rajeKTuia 3

Gal-3 je ruiejoTpomaH MOJEKYJN KOjU Moayiuine henujcky QyHKIHjY
BE3WBAKEM 32 Pa3IMIUTEe MOJIKYJE Y jeApy, MHTOIUIa3MH WM Ha henmujckoj
MeMOpaHH.

VY jenpy ce Gal-3 Besyje 3a pubonykieonporenne (244), Gemin 4 (enri. gem
nuclear organelle associated protein 4, Gemin 4) (245), Tpanckpurijcke hakTope
CREB (enrn. cAMP response element-binding, CREB) u Spl (eura. specificity
protein 1, Spl) (246) u [P-xarenun (247, 248). Gal-3 u Gal-1 ce Besyjy 3a
puOoHYyKIIeonpoTenHe U (HopMuUpajy CIjIajcejo30M KOoju IpeKpaja npe-uHhopMaIoHy
PHK (249). Gal-3 momynumie henujcku nukinyc u mnposnudepanujy peryaamnijom
TpaHckpurnuje rena (246). Gal-3 crabunsyje Be3uBame TPAHCKPHITIH]CKUX GaKkTopa
CREB u Spl 3a mpomoTepcku pervoH resa 3a mukiauH D1 u mojauaBa meroBy
excnpecHjy (246), a Besyjyhu ce 3a B-kareHuH moxynupa Wnt curHamau nyt (247,
248).

Y nwromnazmu  Gal-3 moxactuue mponmdepannjy, perynmiie heaujcKy
mudepeHnMjanrdjy M uHXHOupa amonrto3y Be3yjyhu ce 3a K-Ras mporenmH mrTo
axtuBupa kuHaze Raf-1/MEK/ERK curnannor myra (250).

Gal-3 uma u Baxny ynory y audepeHuujanuju Makpodara, B mumdonura n
nenaputckux hemwja (251-253). Toxom audepeninjanmje Makpodaruma, in Vitro,

noBehaBa ce ekcrnpecuja Gal-3 y makpodparmma (251). Cmartpa ce ma mosehana
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exkcnpecuja Gal-3 HeratuBHO genyje Ha audepeHumjaimjy B ammdorura y
IUIa3MOLIUTE TaKo IITO Bedyjyhu ce 3a Tpanckpumnuujcku ¢akrop Blimp-1 (enrn. B
lymphocyte-induced maturation protein 1) cmamyje meroBy axTUBHOCT (252).
Hacynpor tome, mudepeHnujanujy ASHAPUTCKUX henrja W3 HBUXOBUX IpPEKypcopa
npatu cMameHa excripecuja Gal-3 (253).

JlBojaka je ynora Gal-3 y perymanuju anmonTtoTcKe CMpTH, jep €KCIIPUMHUPaH
UHTpaIeyIapHO MHXHOUpa, a excrpanenyiaapuu Gal-3 moacruue amomrosy (240).
Nurpauenynapuo Gal-3 octBapyje aHTHAanmonToTcKy yiory cBojuM C TepMHUHYCOM
KOjU j€ CTPYKTYpHO HaJIMK aKTHBHOM MECTy HMCKa3aHOM Ha aHTHAIONTOTCKUM
Mosiekynuma Qamuinje nporenna Bcl-2 (237). OBaj mpernocraB/beHH MeXaHH3aM
nozapazymeBa aa ce Gal-3, unave mpucyraH y HUTOIUIA3MHU U je/IPY, MOJ YTHIAjeM
Pa3MUUUTHX AMONTOTHYKHX CTHUMYJyca KOHIIEHTPHUIIE HA MHUTOXOHPHjaITHO]
MEeMOpaHH U IITUTH je of omrtehema (254).

Excrpanenynapuun  Gal-3 uma ymory y anxesuju hemuja, XeMOTaKCH,
ca3peBamy TUMOIIMTA M aHTHoreHe3n. OBaj JIGKTHH y4ecTBYje y OpOjHUM aXe3UBHUM
uHTepakjMa GyHKIHMOHUIIYhE Kao MOCT Koju moBe3yje henuje melhycoOHO mnu ca
pa3IM4nuTHM KOMIIOHeHTaMa Banhemnujckor marpukca (240). Gal-3 kao xeMoTakTHUKH
MOJIEKYJI CTUMYJHILIE Murpanujy henvja MmoHouutHo/Makpodarte nunuje (255). ¥V
tumycy, Gal-3 omoryhyje TuMommTHMa na HamycTe THMYC TakO INTO MpPEKUaa
IBUXOBY aJXe3Mjy ca TUMYCHOM MuKpocpeanHoMm (256). Excrpauenynapan Gal-3
crumynume U QGopMmupame KamuiaapHe TyOe in Vitro m in Vivo u Ha Taj HauuH
nojctuue anruoreHesy (257). Takohe, oBaj iekTUH u3a3uBa anonTto3y T auMponuTa,
HITO je HajIpe MoKa3aHo Ha henujckoj JMHUJU XyMaHe T nUMQOLHUTHE JIeyKeMuje, a
notoM u Ha T numdornuTUMa W30J0BaHMM M3 TepH(epHEe KPBU JbYAUW Kao M Ha

MHIUM aKkTHBUpaHuM T muMponuTtrma (258).

1.3.5. Yaora u 3na4aj rajekTuHa 3 y peryjainuju HMYHCKOT 0ir0BOpa

Mmuore henuje uMmyHCKOT cructema ekcripumupajy Gal-3 mro ykasyje ma oBaj
MOJICKYJT MOXKE€ HMMaTH W BaXHY yiory y peryitanuju uHpiaamanuje (Cruka 8).
KOHCTUTYTHBHO Ta EKCIPUMHUPA]y MOHOIUTH, Makpodaru, IeHApuTcke henuje,
MacTOIUTH, HeyTpoduiu, eo3unodunu, 1ok ra T u B mumdonuTn ekcnpumupajy Tek

ToKOM aktuBarnuje (214).
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Gal-3 yrudue Ha aaXe3MBHOCT, XEMOTAKTUYKO KpETamke W aKTHBALU)Y
makpodara (255, 259). OBaj npoTerH (YHKIIMOHHUIIIE KA0 PEUEHTOP KOjU MPEHo3Haje
MOJICKYJICKE oOpaciie (IJIMKOKOYraTe) Ha MOBPIIMHH IIaToreHa kao 1mro cy Neisseria
gonorrhoeae, Leishmania major, Schistosoma mansoni u Trypanosoma cruzi
¢ynkuuonumyhu kao onconun (214, 260-264). Gal-3 nmosehasa npoaykuujy 1L-1p
(214) xao u KMCEOHMUYKUX paauKaia y Mmakpodaruma (251). Hemasua cryauja (265) je
nokasaya Jia Makpodaru Gal-3" mumesa HCKa3yjy cCMameHy (aromuTHy aKTUBHOCT.

IToctoje je u onpeuynu Hanasu o yao3u Gal-3 y aktuBaiuju makpogara. Tako
je in vitro nokaszaHa anrepHaTHBHA aKkTHBalUja Makpodara noxa yrunajem 1L-4 u IL-
13, koja 3aBucu ox eknpecuje Gal-3, jep nonaBame nunomnonucaxapuiaa u IFN-y Huje
oMmoryhuio KoHBep3Hjy akTHBalMje Makpodara y Gal-3" muuesa (266). OBo je y
UCTO] CTyOMju I0JaTHO MoTBpheHO mpumeHoM pekombOuHantHor Gal-3 mro je
CTHMYJIMCAIIO alTepPHATUBHY aKTHBAILH]Y, TOK j€ MHXUOUTOP TaJleKTHHA 3 OJOKHpao
oBy aktuBaiujy (266). Takohe je mokazaHo ga Makpodaru Gal-3" mumesa, nox
yTHULIajeM JMIONOoNucaxapuaa, NpoAyKyjy Behy KOIWYMHY Mpo-HH(IaMaIN]jCKUX
mutoknHa IL-6, IL-12 u TNF-0, Hero makpodaru Gal-3"* mumesa, wrro jacHo
yka3yje Ha aHtu-uH(pIamanujcky ymory Gal-3 (267). CympoTtHo, mokasaHa je u
npouHQIamMaIjcka yjaora OBOr MOJEKylIa MCKa3zaHOT y henujama MUKpOTIHje TIie
u3zasuBa ¢ochopunanujy TtpaHckpunuuonux dakropa JAK2, STATI, STAT3 u
STATS5 u axtuBauujy OpojHux JAK/STAT curHamHux myreBa LITO je H3a3Ballo
MacHUBHY NMpOAYyKUH]jy npouHpiaamanujckux nurokuHa (TNF-o, IL-6, IL-1p u IFN-y)
(268). OBaj ayanm3aMm ce MOXe O0jaCHUTH pa3jiiKamMa y KOHIICHTPAllWjHd IIMTOKHHA
KaKO Y MHKPOCPEINHH 3alaJbeHOT TKHBA TaKO U y CEPyMY.

AKTUBHCaHM HEYTPOOWIN NPEICTaB/bajy BaKaH M3BOP MH(DIAMAIM]CKUX
mutokuHa (TNF-a, IL-1B u IL-6) u ROS-a, koju Mory aa y3pokyjy uHbmaManujy u
omrTere TKHBO gebemor mnpea (149). Gal-3 cayxm kao xXeMmMoaTpakTaHT 3a
HeyTpoduiie, a UMa W BaXHY yiory y mporecy (aromurose (269). Gal-3 mosehasa
(aronuTHY aKTUBHOCT HeyTpo(uia nporecoM HezaBUCHUM o1 CD66a u CD66b, Tako
HITO pearyje ca JUIMONOINCaXapha0M HCKa3aHOM Ha MUKPOOPTraHU3MHUMA.

Gal-3 urpa BakHy YOy y KOTpJhabhy W akTHBaNMju eo3uHodmia (269), a
MenujaTopu eo3nHoduaa (€o3MHOGUIHA MEPOKCHIA3a W CO3MHODHIHU KaTjOHCKH

NPOTEHH) CYy B&KHH Y MaTOreHe3u akyTHOr konutuca (153, 154).

29



YBOJ TanekTuH-3y eKCIepUMEHTAJIHOM MOJENY AKYTHOT KOJHTHCA

Ocum ytuiaja Ha HeyTpodmie, eosuHopuine u Makpodare Gal-3 nenyje Ha
MUTpalujy 1 QyHKIU]y ISHIPUTCKHUX henuja jep OCHM IITO Jeyje XeMOaTpaKTaHTHO
Urpa v KJbydHy yJaory y lbUXOBOj MUTPAIMjH, aAXe3uju u cazpeBamy (147, 270).

Ha mecty umn(dmamamnuje, Koja je u3a3BaHa JEKCTpPaH HATPHjyM cyiadarom
noBehaBa ce OpPOj MacTOIMTa Ka0 M Kao M KOHIICHTpalluja mUXOBUX mpoteas3a (151).
Macrouuty npoaykyjy uadpiamaiujcke Meaujarope kao mro ¢y TNF-a, xuctamus u
TPUNITA3€¢ U HA Ta] HAYWH I0jayaBajy MHOIAMaIM]y, perpyTyjy HeyTpoduiae u apyre
uHpaamanujcke hemuje y tkuBo medenor mpesa (152). Gal-3 je Baxan y henujckoj
ouosoruju Macronura (271) jep MacTOIUTH U3 KOIITaHE CPIKU Gal-3" Mumesa nakon
aktuBanuje, mpeko FceRI, mpomykyjy 3Ha4ajHO Mame KOJMYUHE XHCTAMHUHA W
IIUTOKKHA Yy opehemy ca mactoruruma WT muriea (271).

AxrtuBannja NKT hemuja o-GalCer-om nenyje HPOTEKTHBHO Y MHUIIjEM
kosutucy (155). Osako aktuBucane NKT henuje mnpencrtaBibajy BakaH H3BOP
anTuuHpramanyjckux nutoknHa- IL-10 u TGF-B Tokom xomutnca mzaspanor DSS-
oM (156). IMacuBuu Tpanchep NKT henuja 3HauajHO yOIakaBa CHMIITOME KOJUTHCA Y
muiresa (155). [Tokazana je paznuka y penoruny NKT henuja jerpe y WT u Gal-3"
MHUIIeBa, au npernusna yinora Gal-3 y aktuBaiuju u yakuuju NKT henuja y TkuBy

neberor 1pesa jorr Huje no3Hata (272).

30



YBO/J| T'anexkTnH-3 y eKcriepHMEHTAJIHOM MOJeJly AKyTHOT KOJIUTHCA

xemorakca
murpauuja
antepHaTtuBHa aKktueauvja

¥
/ ROS
>
xemorakca - Murpauuja
Murpauvja 1 ' ’ ) [ IL-1BT anxeanja
tarouutosa R . caspesawe

Neu

=Y h o

/

$ Gal-

ocnobahare Me;]v!ﬁnc/ u \Jpauma (koTpreame)
nperpaHynauvja
MCs J‘
Eos
I ?
NKT

’.

Canka 8. Yiora u 31a4aj Gal-3 y perynanuju ¢pynknuje heauja ypol)eHor nmyHcKor oaroopa.

1.3.6. Ekcnipecuja raiekTuHa 3 y TKHBY KOJIOHA

[Momam w3 nuTepatype ykasyjy Ha ymory Gal-3 y matoreHe3um KaHIepa U
ayTouMyHCKHX Oonectu (269, 272, 273). Jeauna no naHac ob0jaBJbeHA CTyadja O
yno3u Gal-3 y akyTHOM KOJMTHCY H3a3BaHOM JEKCTpaH HATpPHjyM cyiadaroMm je
yKa3zaja Ha mojadany ekcrnpecujy Gal-3 y namMuHHM nponpHju M KpuITama emurena
ToKOM miporpecuje 6onectu (274). Excnipecuja Gal-3 Bapupa y 3aBHCHOCTH OJ BPCTE
muiesa ¥ Mojena konutuca. Konmentpanuja Gal-3 je moBehana y mamnmjenara ca
aKTHBHOM (hOPMOM yJIiepo3Hor koiutrca u KpoHose 6onectu (275).

ok je excrpecuja Gal-3 y cBum henmjama MMYHCKOT CHCTEMa, KOje MMajy
BaXHY YJIOTY Y HACTaHKY aKyTHOT KOJIUTHCA J00pO TOKYMEHTOBaHA, yJora U 3Hayaj
OBOT MOJIEKyJIa Yy MUTpaIiji, aKTUBAIMjU Kao U QyHKIHOHAIHOM (eHoTHuly hemuja

OJITOBOPHUX 32 HACTAHAK M MPOTPECHjy aKyTHOT KOJHMTHCA HUjE jOII YBEK pa3jallbeH.
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2. INJb PAJIA

OCHOBHH IIWJb OBOI' MCTpPaKHMBama je Ja ce UcmurTa yiora u 3Hadaj Gal-3 y
NaTOTeHEe3U KOJIUTHCA N3a3BaHOT JIEKCTPaH HATPHjyM CYJI(haToM.

VY ckiasy ca OCHOBHHM IIMJbEM IOCTABJbEHU Cy M ciieiehy eKcriepuMeHTaIHH
3a/1a1H

1. TlpahemeM KIMHHYKOT CKOpa W MATOXHCTOJOMIKMX IPOMEHA YTBPIUTH

yrunaj genenuje reHa 3a Gal-3 ma omreheme TKMBa KOJOHA y aKyTHOM

KOJIMTHUCY M3a3BaHOM JICKCTPAH HATPHUjyM cyiiarom.

2. Ucniuratu yrunaj aenenuje rera 3a Gal-3 na denorun u ¢pynknuje henmja

UMYHCKOT CHCTEMa Yy TKHBY KOJIOHA.

3. HUcnuraty euKacHOCT NMPHUMEHE HOBOCHHTETHCAHOr aHTtaronmcre Gal-3

(GM-CT-01, Davanat) y mojaeny akyTHOT KOJHMTHCA H3a3BaHOT JCKCTpaH

HATPHUjyM Cyindarom.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. JABOPATOPUJCKE ) KUBOTHUIHBE

Osga cTyauja je u3BeaeHa Ha MulneBuMa yucror coja C57BL/6 ("wild type") u
Ha MHUIIEBUMa HCTOT COja ca IMJbaHOoM jeienujoM reHa 3a Gal-3 (knock-out wim Gal-
3"C57BL/6). Gal-3" mumeBn cy HaGaBbeHH M3 OITAjaMITA 33 MHIICBE
Vuupepsutera Kamupopuuja zaxBamyjyhu mpod. ap Hsu-y (Daniel K. Hsu,
Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine,
Sacramento, California, USA). Ceu mumesn (wild type oxgsocso Gal-3"* mumesn
kao u Gal-3" MUILIEBHU) Cy OJrajaHu y BuBapujymy Daxynrera MEIUIIMHCKIX HayKa y
KparyjeBuy. CrpoBeneHo wucTpaxuBame je oa00puna Etuuka xommcuja 3a
eKCIIepUMEHTAIHE JKUBOTUIe (Dakynrera MEAMLIMHCKHX HayKa YHHBEp3UTETa Y
Kparyjeiy (6poj 01-10747 ox 3.12.2012. roxumue).

VY nojennHavYHUM EKCIIEPUMEHTHMA KOPHIITNEHU Cy YBEK MHILIEBH HCTOT IOJIa
U BpJIo OIMCKe cTapocT (pasnuka y crapoctu Huje Omna Beha on 7 mana). Taxobe,
KopuitheHu cy MHILEBU NMPUOIMKHE TelecHe Mace (pa3iuka y Macu HHMje O6uia Beha

o 0.5 rpama).

3.1.1. Moctynak nodujama CS7BL/6 MuieBa ca HWbAHOM JeJIEIMjOM TeHa 3a

Gal-3

Xomosora pekoMOrHaIja PEeICTaBJba 3aMeHy T'eHa u3Mel)y mapa XoMoJIorux
cexkBeHIM nBa Mojekyna DNA, xoju umajy ciuyHe WIM WHIEHTHUYHE HYKJICOTHUHE
(276). OBuM MOCTYNKOM ce 3aMerbyje HYHKIMOHATHA TeH HEAKTUBHUM T€HOM, YNME
ce YIMOTHYHOCTH €JIMMHMIIE, OAHOCHO “HcKibyuyje” (yHkumja nmocrojeher rena (277).
Merononoruja crBapama “knock-out” muimeBa ce 3acHMBAa Ha 3aMEHU CaMO jEJHOT
JieNla U KOMIUIETHOT LMJbHOT (HOPMAJHOT) reHa He(YHKIIMOHATHUM (MYTHUPaHHM)
TeHOM TIOMOhy XxoMoJiore pekoMmouHaruje (277).

[Mpouec nobujama “knock-out” mumieBa ce 3acHuBa Ha 0a0Kpy oHUX henuja y
KOjUMa ce ojurpaiga xomoJjiora pekomOuHaiyja. Ilpe cBera Bpum ce TpaHcgekuuja
BEKTOpa ca CTpaHuM, HeDYHKIIMOHATHUM T'€HOM y eMOpHOHAlIHe MaTh4He hemuje.
O®parment DNA ca mytupanum renom (i ¢parmeHT DNA ca "uckibydeHum"

TeHOM) Ce Hajlpe yrpaju y HUbaHu BEKTOP KOJU CaJip’KU U JBa J10JIaTHA TeHa KojuMa
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ce KOHTPOJIHINE pEKOMOMHAIIM]A: TeH 32 Pe3UCTEeHIN]y Ha HeomunH (NEeO TeH) u reH
3a Bupycny tumurH kuHasy (TK ren) (278, 279). Neo ren ce yBek yrpalhyje y renom
henwnje, nok ce TK ren rybu camMo yKOJIMKO Ce€ OuIpajia XOMOJora peKoMOMHAIH]a.
OBaj BekTOop ce ybOamyje y KyaTypy henuja 4yuju MemujyM caapXd HEOMHIIMH H
ganciklovir wiu FIAU (enrn. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-B-D-arabinofuranosyl)-5-iodo-
uracil) koju ce moj yrunajeM TUMHIUH KHHa3€¢ META0OJUINY Y TOKCUYHH TPOIYKT.
Ykomuko je ¢parmeHT DNA ca MyTUpaHHM TeéHOM HacyMuIle MHTErpucaH y henujy,
oBakBa henuja Ouhe pe3uCTeHTHa Ha HEOMUIMH, anu he OWTH yHUIITEHA Momohy
ganciklovir-a win FIAU. Ilpexxusehe cBe henmuje y kojuma ce ojurpaia XoMoJiora
pexkoMmOuHanuja, jep he OMTH pe3sUCTeHTHE W Ha HeomuuuH W Ha ganciklovir wam
FIAU (278, 279).

IMTokasaHo je ma mummju red 3a Gal-3 campxu mect erzona (280) mpu demy
€r30H 2 ¥ 3 KOJIUpajy aMMHO-TEPMUHAIHU Kpaj Mojekyiaa Gal-3, mok ersonu 4, 5 u 6
KOAMpajy  KapOOKCH-TEpMHUHAIHU Kpaj ca  JIOMEHOM KOjUM  TIpEero3Haje
yribeHexuapare. Y naboparopuju npod. ap Hsu-a y umiby nodujama Gal-3" mumesa
HampaBJbeH je mpekua reHa 3a Gal-3 Ha HHMBOY eMOpHOHAHMX MaTHYHUX henuja
(281). Ilpu Tome je kopuimheH BEKTOp KOjH je KOHCTPYHCAH Tako Ja CaapiKu
¢dparment kinonupane DNA 3a Gal-3, a cTpaTeruja 3a mo0Oujame Gal-3"" mumesa ce
3aCHUBAJIa HA TIPEKUY OHOT TE€HCKOT PEerHOHa KOjU KOAHMpa JOMEH 3a MPErO3HaBamke
yribeHoxuapara. Jpyrum peuuma, kpatak cermeHT (ox 0.5 xmio 6a3a) xora 4uHe
UHTPOH-4 U €r30H-5 je 3aMEeHmEeH T'€HOM 3a PEe3UCTEHIN]y Ha HeOMUIMH. CerMeHT oA
ersona-4 o ersona-5 mumujer rexa 3a Gal-3 je yrpahen y pMC1Neo Poly(A) Bextop
(Stratagene, La Jolla, CA) u To Ha TopmeM Kpajy y OJIM3WHH MPOMOTEpa 3a TUMHUIUH
krHa3zy-Neo. J[pyru cerMeHT o er3oHa-5 10 er3oHa-6 je yrpahen HucxomHo oa Neo,
JIOK je y BEKTOpY CerMEHT Ha CIOjy MHTpOHa-4 U er3oHa-5 mpekuHyT NeO reHom
(281). Lwpanu Bektop je yrpahen y mwummje maruune hemumje, D3, a 3atum cy
TpaHcekToBaHne henuje cenekroBane y3 mnomoh G418, ok je xomojora
pexoMmOuHanmja y G418-51 pesucteHTHUM henujama aeTeKkToBaHa IOMOhy JBe
texuuke: PCR (enrn. Polimerase Chain Reaction) xopumhemem npajmepa
cnenuduyamx 3a Neo rex, kao u Southern- 6ot xubpuanszanujom. CkpuHuHrom 894
KJIOHOBAa eMOPHOHAIHUX MaTHYHUX henuja naeHTuduKoBaHa cy caMo JBa KjoHa 4A2

1 9A4 y kojuMa je IeTeKTOBaHa XOMOJIora pekoMOuHaIja momohy npobe 4 (281).
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Jenan kjoH eMOpHOHATHUX MAaTUYHUX henuja y KOMe ce ogurpaia XoMoJiora
pexoMOMHaIIM]a je Hajupe MpolarupaH a OHJa Cy OBakBe henuje yOpHu3rane y Tpu u
no nmaHa crape Omacroumcre CS57BL/6 muiieBa, a 3aTUM Cy OBakBe OJIaCTOIMCTE
UMILUIaHTUpaHe y JaxHo rpaBugHe CD1 skenke (cyporar majke). Ha Taj HaumH cy
pBO 100MjeHN XMMEPHUYHN MUIIEBHU, a 3aTUM YKPIITAmHEM XUMEPUYHHX MY’Kjaka ca
C57BL/6 xenkama Hajupe cy godujenu xereposurotHu knock-out muriesu (Gal-3-/+
muInesn). MHOpeTHUM yKpPIITakeM OBAKBHX XETEPO3UTOTHHX MUIIEBA HAKOH JICBET
reHepaiyja Jg00HMjeHH Cy XOMO3WUTOTHH KNnOCK-OUt MuIEBHM KOjU Cy TEHCKH
neduInjeHTHH y ekcrpecuju mosekyna Gal-3 (Gal-3'/' muiesn) (281).

Y Gal-3" Mumesa 106ujeHHX HA OBAKAB HAYMH W30JIOBAHH Cy PaslIMUUTH
opranu (HamOyOpekHa >Klie3ma, MO3ak, cpue, jerpa, miyha, JUMQpHU YBOpPOBH,
CJIe3MHa M THMYC) y KOjUMa XHUCTOJIOIIKOM aHaJM30M HUCY yOYeHE OMJIO KaKBe
npomene. Huje Gumio pasmuke y 6pojy kpBHux hemmja msmely Gal-3" u Gal-3**
MUIIEBa. AHalM3WpaHe cy cyOmomynanyje IuMpounuTa y THMYCY, CIE3UHU H
numbHUM yBopoBuMa. [lokazaHo je ma je ykyman Opoj numdonuTa Kao U OJHOC

+/+

CD4+/CD8+ henuja npuOAMKHO UCTU Y Gal-3"" u Gal-3""" muwesa (281).

3.2. MHAYKHUJA EKCHEPUMEHTAJIHOI' AKYTHOI' KOJIUTHUCA
JEKCTPAH HATPUJYM CYJI®PATOM

ExcrieprMeHTaHu MoJies KOJUTHCA W3a3BaH JIEKCTpaH HATPUjYM CyadaToM,
je jeman on Hajuemhux Mojena, KOpuinheH je W y OBOj CTYyOUjH. YKOJIHUKO je
muieBuma 7 naHa jgocrynad 3% DSS, pactBopen y mujahoj Boau >kuBoTHR€ he
pa3BUTH CHUMIITOME OOJIECTH CIAMYHE Yiepo3HoMm koautucy Jbyau (111). DSS (TdB
Consultancy, Upssala Sweden; DBO001-500g/ 40kDa) je Ouo pacTtBopeH Yy
nectuinoBaHoj Boau. Excnepumenrtanne rpyne WT u Gal-3" mumresa cy nuiue 3%
DSS, 1ok cy KOHTpOJHE TpyIe KUBOTHE-A UMase mpuctyn Boau 6e3 DSS tokxom 7
JaHa. 3a MpoleHy TeXruHe 6oyecT nmpaheH je KIMHUYKU CKOp Y KUBOTHHA, a CTENEH

omtehewma TKUBa JeOeor I[peBa MPOLCHUBAH j€ TATOXUCTOJIOIIKOM aHAIU30M.
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3.3. OAPEBUBAKBE KIIMHUYKOI' CKOPA

Knunnuku ckop (enrs. Disease Activity Index, DAI) je o6yxBarao npaheme

ryOuTKa TelecHe Mace, KOH3HCTEHIMje CTOJHUIE U MPHUCYCTBA/OJICYCTBA PEKTAITHOT

KpBapema TokoM 7 nana npuMene DSS-a (146) (Ta6ena 2).

Tab6ena 2. Knuanuku ckop (Disease Activity Index-DAI)*

0 HeMa ryouTka HOpMaJjHa HEMa KpBapema

1 1-5% HOpMaJHa HEMa KpBapema

2 6-10% peTka c1abo KpBapeme

3 11-15% peTka, ciy3aBa BUJIJbUBO KPBapCHE
4 >15% ndjapeja BEIIUKO KPBapCHE
*DAI ce pauyna xao cyma cea mpu napamempa

['yOuTak TenecHe Mace M 4ecTe Jujapeje Cy KIMHHYKA CHMITTOMH YIIIEPO3HOT
KonuTHca. MUIIIEBH Cy JKPTBOBaHM 7 JaHa HakoH mpumeHe DSS-a pactBopeHor y
nujahoj Boau (EKCHEpUMEHTaJIHE Tpyle), OJAHOCHO MpHUCTyNa OOUYHO] BOAU

(koHTposHE rpyne) y atmocdepu 3acuhenoj auerunerpom (BETA HEM, Beorpan).

3.4. IATOXUCTOJIOHIKE AHAJIN3E

3.4.1. ®ukcanuja u nenapaguHU3aLUja TKUBA KOJOHA

Hakon >xpTBOBama KHUBOTHHA W30JI0BAHO je N1€0EN0 IIPEeBO, KOj€ je TMOTOM
JOHTUTYAMHAIHO MPECEYEHO M yPOJIOBAHO Yy TaKO3BaHE '"MIBajIlapcKe pPoJHUIE", Kao
mto je nmpukazano Ha Cruru 9 (282). OBako nobujeHu y3opiu GuKcupanu cy y 4%
HEYTpaJIHOM THy(depucaHoM pacTBopy ¢opmainuHa, y TOKy 24 daca, Ha COOHOj
temneparypu. [1o 3aBpiieHoj pukcanuju, y3opuu cy AeXuApUcaHu MPoBohemeM Kpo3
cepujy anmkoxoisia pactyhe konnenrpamnuje (70%, 96% u 100%), nmpocBeT/baBaHu y
KCWJIONIY M KallyIlJbeHU y maparuiact. [lonpeunu cepujcku mpecenu, nedsbune 4 pm,

ceueHH cy Ha MukpoTomy Leica RM 2135, Austria.
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Cauka 9. llleajyapcka ponnuya.

3.4.2. bojeme xemaTokcuJIuHOM M eo3uHOM (H&E)

[locne nemapadguHucama y KCWIONYy M Xujapartauuje y onazaajyhem peny
KOHIIEHTpAaIlje alkoxojia, ucednn cy Oojenn Haematoxylin-om mo Mayer-y,
NpOCBeTJbaBaHU y 2% pacTBOpY €03WHA, 3aTUM JEXUAPUCAHH, TPOCBETIbUBAHU W
nocTaB/baHu Ha miounie ca Canada balzamom. Ilpemapati cy aHanIu3upaHu moj

CBCTJIOCHUM MHKPOCKOIIOM HAKOH 24- yacoBHOT CylICHa.

3.4.3. OnpehuBame XMCTOJIOLIKOI CKOPa

Ha xwucromomkum mnpemaparuma oxapehuBano je omreheme enurtena u
uHunTpanyja nHpaamanujckuMm henmjama (Tabena 3) mpema MpeTX0THO OMHMCAHOM
npotokony (283). [Ipenapar cy, HakOH 00jerha XeMaTOKCHIINH-€03UHOM, ITOCMATPaHU
MOJl CBETJIOCHUM MuKpockornoMm (yBehawe 100%) u Qororpaducanu ITUTHTAITHUM

amapatom (BX51, Olympus, Japan).
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Tabena 3. Xucromouiku ckop*

Ckop HNupuarpanmja Enuren

0 HeMa UHWITpaluje HOpMaiHa Mopdooruja

1 UHHUITPAT OKO 0a3ze KpHIre ryourtak nexapactux hemuja

2 uHuITpar nocexe a0 laminae | ryourak nexapactux henuja Ha
muscularis mucosae Behoj moBpIMHHI

3 eKCTCH3UBHH MHPUITPAT TOCEKE | TYOUTaK KPUITH

1o laminae muscularis mucosae,
HNCTamkCHA MYKOBa nu nojaBa

cacMa

4 uHuiaTpanuja 1o laminae ryouTak Kpuntu Ha Behoj HOBpIIMHU

submucosa-e

*CKop ce pauyna mako wimo ce cabupajy ooa napamempa, ca MAKCUMAIHUM CKOpom 8.

3.5. AINTUKALIUJA DAVANAT-a

VY ekcnepuMeHTHMa y KOjUMa j€ WCIUTHBAHO Ja JIM HHTpalepUTOHEaTHa
npumena anraronucte Gal-3 (Gal-3INH, GM-CT-01) moxxe ma mpeBeHHpa KOJIUTHC
m3azBan DSS-om, xopumhenn cy WT wmummesn. GM-CT-01 je nuueapuu
noJjiMcaxapuj, OKBHUPHE MOJIeKylcke TexuHe S54kDa, u3omoBan u3 Cyamopsis
tetragonoloba guar bean/gum (peructpoBan kao matent US 7,893,252). Muxuburop
Gal-3 (Davanat) je mobujen oxm mpodecopa np Anatole Klyosov (Galectin

Therapeutics Inc, Norcross, Georgia, United States of America).

Davanat® je yribeHOXUIpaTHU MOJTUMEP, CACTaBJFEH OJ MAaHO3€ U TaJaKTo3e,
monekyiacke TexuHe S59kDa (Cnmka 10). Ilpoceuna mnojwMepHa jeIUHHIA O-
rajakromanana caapxku 17 B-D-Man pesunya m 10 a-D-Gal pesumya rpaaehu
MOJIMMEPHU MOJIEKYT o]l oko 12 TakBux jeauHuna (284). Y Toky je eBaiyaruja
edekra Davanat-a Ha meractaze KojopekTanHor kapuuHoma y II ¢a3um xkmuHMYKOT

ucniutuBama (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00110721). Davanat nenyje kao
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AQHTaroHMCTa Kako 3a cekperoBanu Gal-3, Tako u 3a eKCIpuUMUpaH HAa MEMOpaHU
henmuja. Besyjyhu ce 3a Gal-3 napymaBa MHOTOOpojHE (QYHKIIHjEe OBOT MOJICKYIIA.
ITojenuunauna no3a Davanat-a koja je kopuinheHa y eKcnepuMeHTHMa je Owmiia

100ug/kg, uarpanepuroncanto 0, 2, 4 u 6. naHa ekcriepumenTa (285).

Canka 10. Xemujcka crpykrypa Davanat-a. Davanat® je yrib€HOXHIpPaTHU MOJIHMED, CACTABILEH 01

MaHO3€ U rajJlakTosec.

3.6. ATINIUKAIIAJA o- TAJJAKTOLIEPAMMJIA (a- GalCer)

a-GalCer je notentHu aktuBatop NKT henuja. V ekcniepumeHTnMa y Kojuma
je ucnutuBaHo aa au ojacyctBo Gal-3 yrude Ha npotektuBHy yinory NKT henuja y
aKyTHOM KOJIUTHCY, MHUIICBHMA je HHTpanepuToHeanHo arunkoBaH o-GalCer

(100pg/xg TenecHe Mace) CBaKOJAHEBHO TOKOM ceqMoIHeBHe mpumeHe DSS-a (155).

3.7. AIVNIMKALIUJA MSCs

JlBanaect carm on moderka mnpumeHe DSS-a, wwmmeBuma ¢y
UHTpanepuToHeanno armkoBane MSCs nobujene u3 koctHe cpxku WT murneBa
(O.5X106 henmuja) y 200ul PBS-a (286) kao u MSCs kynaTuBHCaHE Yy MEIUjyMy ca
noxarum naxuoutopom Gal-3 (287).

3.8. U3OJJAINJA UHOJAMALNUNIJCKUX REJUJA U3 LAMINE PROPRIA-e
TKHUBA JEBEJIOI' HPEBA

HaxoH xpTBOBama MUIIIEBA W3IBOjEHO je TKUBO AEOEIOr I[peBa U M30JO0BaHE
henuje u3 namuue npomnpuje no Beh yrephenom nporokony (288). JleGeno mpeso je

MPECEYEHO JIOHTUTYIMHAIHO M JOAATHO YCUTH-E€HO Ha 3-4 ceklMje, HaKOH Tora je
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ucnpano HBSS-om (enrs. Hank's balanced salt solution, HBSS), koju He canpxu
MarHe3ujym M kanujym. OBako 100MjeHO TKHUBO HPUIPEMIBEHO je 3a JAUTECTH]Y Y
20ml HBSS menujyma ca 10% FBS-om, 15mM HEPES-om, 5SmM EDTA, 30 munyra
y BoJieHOM KynaTtuiy Ha 37°C. @parMeHTH 1peBa Cy HAKOH TOra JI0JaTHO UCIIPAHU ca
HBSS-om u morom ycutwmenu. Canpixkaj je Tpetupan ca 1ml 4000 Mandl jenunuia
xonareraze D u 200ul Dnase (Img/ml NaCl), na 37°C y BojgeHOM KynaTHIy TOKOM
jennor cata. JloOujeHu caapxaj je GUATPUPAH Kpo3 cepujy henmjcKux cura
paznuuutor nmpomepa (100um u 40pm), a norom uentpudyrupan Ha 450g y Tpajamy
on 10 mumnayra. HakoH ommBama cymepHaTaHTa, Taior je pecycrnenmoBan 30%
Percoll-om, a 3aTim Hu3 3um0Be enpysete moaaBan 70% Percoll. Lenoxkymuu caapxaj
je uentpudyrupan Ha 1100g 20 muHyTa, YuMe Cy M3JBOjeHA TPHU CJ0Oja: HAa AHY CY
6usie MpTBe henuje u nedpuc, MPeKo HLUX MOHOHYKIIEAPH JOK CY MOBPIIMHCKH CIIO]
yuHWwIe enutenHe hemuje. [Iumerom je M3BYYCH CpelbH CIIOj U PECYCHEHIOBAH Y

KOMILIETHOM MEJIMjyMY 33 UCTIUTHBAmka MPOTOYHOM IIUTOMETPH]jOM.

3.9. MIPOTOYHA IUTOMETPUJCKA AHAJIU3A ITIOITYJALIUJA
MOHOHYKJIEAPHUX REJINJA

[IpumMeHOM NpOTOYHE LUTOMETpUje oApehuBaH je peraTUBHU U arCONYTHU
O0poj wunHbnamanujckux henuja: makpodara, AeHAPUTCKUX henuja, HeyTpodwmia,
Mmacroruta, eosuHoduina, NK u NKT hennja nHakon 7 nana ekcriepuMeHTa.

Ananuza je paljeHa Ha cBeXe HM30J0BaHUM HH(IaManujckuM henujama us
TKHBa jaebernor 1npesa. HakoH n3onanyje, npuiaukoM Opojama henuja, onpehusana je
BujadbuaHoCT henuja momohy trypan-blue-a moa cBeTIIOCHHMM MHKPOCKONOM. Y CBHUM

eKcrepuMeHTHMa BUjabmTHoCT henrja je uznocuna 90% m0 95%.

3.9.1. bojeme MmeMOpaHCKHX MapKepa

VY TexHunm 60jema MEMOpPAaHCKUX MapKepa 3a (eHOTHIN3ALH]y U oJpehruBame
dbyakuroHamHOT (heHoTumna mnomynanvje uH@IaMmanujckux henwja medenmor 1pesa
NpUMEHhEeHa Cy aHTH-MUIIMja MOHOKIIOHCKA aHTHTENA Pa3InYuTe CIeUu(UIHOCTH

(Tabena 4).

40



TaGena 4. MoHOKIIOHCKa aHTUTENa KopHullheHa y TPOTOYHO] IIUTOMETPH]H.

Cneunuduynoct CAT wan
ObenexuBay Kiaon  M3zorun  IlpousBohau
aHTHTeJAa ==
Armenian
MAR- )
PerCp . Hamster  BiolLegend 134319
IgG
Rat )
FITC 2B8 BioLegend 105806
IgG2b,
Rat )
PE DIH9 BioLegend 145304
IgG2a,
Rat
BD
APC 30-F11 (LOU) ) 559864
Pharmingen
IgG2b,
BVD4- Rat BD
PE ) 554389
1D11  1gG2b Pharmingen
MP5- BD
PE Rat 1gG1 ) 554401
20F3 Pharmingen
Rat
_ ES50- BD
SiglecF PE (LOUL) ) 552126
2440 Pharmingen
IgG2a,
Armenian
Molecular
PerCp N418 Hamster A14788
probes
[o[€]
eBiol3 RatlgG1, - 12-7133-
FITC eBioscience
A K 82
FITC BM8 Rat IgG2a Invitrogen MF48020
Rat Molecular
PerCp M1/70 Al14787
1gG2b probes
AF6- BD
PE IgG2a, ) 553552
120.1 Pharmingen
APC Goat IgG  RnDSystems  FAB2535




IL-12 (p40/p70) Hg= C15.6 RatlgGl
Rat 19G2
IL-1 PE 166931
JES5- Rat
IL-10 PE
16E3 IgG2b
Armenia
145-
PerCp Hamster
2C11
IgGl «
Mouse
FITC PK136
IgG2a,
Rat
PE BM8
IgG2a,
MP6-
PE Rat 1gG1
XT22
Hamster
PE N418
19G
Rat
APC 53-6.7 (LOU)
IgG2a,
Armenian
16-
PE Hamster
10A1
IgG2,

BD

Pharmingen
RnDSystems

BD

Pharmingen

BD

Pharmingen

eBioscience

eBioscience

BD
Pharmingen
Molecular

probes

BD

Pharmingen

BD

Pharmingen

A

554479

IC4013P

554467

553067

11-5941-
81

12-4801

554419

MCD11c0
4

553035

553769

Ha 1x10° henuja mM3o0m0BaHUX W3 AeOeNOr IpeBa pecycrneHaoBaHux y S0ul

nydepa 3a 60jeme (enrin. Staining Buffer; BD) nonara je oaromapajyha xomuunna

IMPUMAapHO KOHKBYIOBAHWX MOHOKJIOHCKHUX AHTHTEIA Cl'IeIII/I(l)I/I‘IHI/IX 3a MOBPIOIHMHCKE

AHTUTEHE PANIMUUTUX cyOmomynanuja hemmja w3 mamuHe mpompuje (TabGema 4).

henuje nzonoBane U3 TKUBa AeOeNOr IpeBa cy MHKyOMpaHe M ca oAroapajyhum

M30TUIICKUM KoHTposnama (Tabena 5). CBa aHTHUTENa 3a MOBPUIMHCKO 00jeHmHe, K0 U

M30TUIICKE KOHTpoJie KopuilheHe Cy y TakBUM KOHIIGHTpaldjama Ja HHXO0Ba




¢uHanHa pazbnaxkema y cycnensuju hemmja (V= 80ul) 6mma 1:100. hemmje cy
unkyoupane 30 muHyTa y Mpaky Ha Temmeparypu +4°C. Ilo ucreky mHKyOauuje,
henmuje cy onpane mpomaBameM 2ml xjanHor mydepa 3a 6ojeme. Hakon tora, henuje
cy uentpudyrupane 5 munyra Ha 2509. Ilocne uenrpudyrupama OIIMBEH je
CympeHaTaHT u Tayor henuja pecycnenaosan y 250ul mydepa 3a 6ojeme. Hemocpenno
HAKOH Tpoleaype Oojema, eKcrpecHja Mapkepa Ha henmjama je aHanW3upaHa Ha
nporouHoMm nutomerpy FACSCalibur (BD) nomohy CELLQUEST codtsepa (BD).
I'pannunuk (enri. gate), je nanpasiben y FSC/SSC mioTy kao peruoH BHjaOMITHUX
MOHOHYKJIeapHuX henmja. PeructpoBano je Hajmame 10.000 morahaja y cBakoj
muTomeTpujckoj aHanusu. [lomamu cy anamusupanun nomohy CELLQUEST (BD) u
Flowing Software 2.5.1.

Tabena 5. M30THNICKE KOHTPOJIE MOHOKJIOHCKHX aHTHUTENA KOPUITNEHUX y IPOTOYHO] IIUTOMETPH)U

CAT
Hasus ObenexxnBauy  Kion HN3oTun IIpousBohau
AHTUTEJIa
PE Rat
IgG2a, k Rat (LOU) BD
) 554689
Isotype IgG2a, K Pharmingen
Control
PerCP/Cy5.5
Mouse 1gG1,
MOPC-  Mouse IgG1, )
K Isotype PerCP ” BioLegend 400150
K
Ctrl
Antibody
APC Mouse
MOPC-  Mouse )
IgG2a, APC BioLegend 400220
173 IgG2a,
Isotype Ctrl
FITC Mouse
19G2a, Mouse BD
FITC G15-178 ) 53456
kIsotype IgG2a, € Pharmingen
Control
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3.9.2. UuTpauesyinapHo 60jeme HIMTOKHHA

WutparenynapHo 6ojeme nuTokuHa je u3BeneHo mo BD Cytofix/CytopermTM
MeToau. Y oBoj cTyauju henuje cy ctumynucane ca ¢popoon 12-mupucrar 13-amerar-
om (PMA, enrn. Phorbol 12-Myristate 13-Acetate, Sigma) u joHoMuIHHOM (CHIIL
lonomycin, Sigma). ®opbos 12-mupuctat 13-anerar U jJOHOMHUIIMH Cy BeoMa MOhHU
aktuBatopu nporeuH kuHaze C (PKC, eurn. Protein Kinase C) mokpehy unduykc
joHa KanmujyMa y henmujy umMme ce MHAyKyje eKCIpecHja MUTOKWHA y henwju Koja je
MPETXO0JIHO aKTUBUpPaHa (pusnonomkuM ctumynycuma (289). Mukybanuonu nepuon y
Tpajamy 4-6 yacoBa je 10BOJbAH 32 MHAYKIM]y BehrHE IIUTOKUHA.

Hyxa wHKyOanmja w3a3uBa MHTEH3WBAH LUTONATOreHU e(ekar MOMEHYTHX
akTuBaropa. [Ipemopydyje ce ma ce Tokom INn Vitro ctumynanuje henuja kopucre
UHXUOUTOPU HMHTpAIleayIapHor TpaHcmopta nporerHa. BD GolgyStopTM (cagpxu
monencud) u BD GolgyPlugTM (campxu Opedenmun A) cy HHXHOMTOPH KOje
npenopyuyje BD Cytofix/CytopermTM npotokoi. [ToMmeHnyTr HHXHOUTOPHU OJIIOKUPAjy
UHTpAIeNyJapHi TPAHCIOPT IMITO JOBOJM 1O akymylanuje BehWHE IMTOKWHA Y
eH/IoMIa3MaTCKOM peTukynymy win ['onyu kommiekcy. OBo moehaBa moryhHocT
nereknuje henwja koje mpoaykyjy uutokuHe. Kako m MoHeHcuH u Opedenaua A
MMajy I03HO- ¥ BPEMEHCKH- 3aBUCTaH IUTOTOKCUYHU e(deKaT, usarame henmja oBum
areHcuma Mopa Jia ce orpannuu. Muky06aiije ca moMEeHyTUM WHXHUOUTOpUMA JTYKE O]
12 yacoBa cy TokcuuHe 3a hemuje. YmpaBo 3aro, pagu mnoehama MoryhHocTH
nerekiuje hemuja koje mpoaykyjy nuutokune kopuiihen je BD GolgyStopTM u BD
GolgyPlugTM mpema BD Cytofix/CytopermTM npoTtokoy.

CycrnieH3uje mnojequHayHUX henuja WM30JI0BaHUX M3 TKUBa Je0esor Ipesa
(1x10°%ml), npunpeMibeHe y menujymy (meaujym ca 10% FBS-om), cy nnkyOupane
Ha 37°C y armocdepu 3acuhenoj 5% CO,. Y cycnens3ujy henuja je mogar PMA
(Sigma; S50ng/ml) u jonodop (lonomycin, Sigma; 500ng/ml). Hakon 2 cara
unkybarmje goxar je BD GolgyStopTM (0,7ul/ml), uume je Oa0kupaHa cekpernuja
MUTOKMHA W ToBehana wWHTpanenynapHa akymynanuja uTokuHa. Ilocme 6 catu
uHKyOanmje (2 cata JenoBama aKTUBAaTOPa, a 3aTUM 4 caTa UCTOBPEMEHOT JIeJIoBabha
M aKTUBAaTOpa M HWHXMOWUTOpa TpaHCIOpPTa LWUTOKMHA), henuje cy ompaHe U

peCyCrieHI0BaHe y MeIrjyMy. 3aTuM cy henuje npebaueHe y TIacTUYHEe enpyBeTe 3a
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umyHodayopeciienTHo 60jeme (Falcon round-bottom test tubes, BD). Tokom Gojema
U 4yBama, henuje cy npkane Ha +4°C y Mpaky.

Hajmpe je ypaheno 6ojeme MeMOpaHCKUX MapKepa MpeMa YHaIpea OIMHMCAaHO]
npouenypu. [ToBpmmHCcKo 60jeme je yBek Oosbe 00aBuTH Tpe (pukcanuje henuja, jep
ENMUTONM TOBPIIMHCKUX MapkKepa MOTy Jila c€ OIITeTe TOKOM (UKcaluje Hu

nepMealuin3anyje.

HaxoH mHKy0anuje ca MpuMapHO KOEKYTOBaHUM aHTUTEIIMMA 33 TIOBPIINHCKE
aHTurene, henuje cy onpane ca 2ml nydepa 3a 6ojeme u nenrpudyrupane (250g, 5
muHyTa). henujcku Tasnor je pecycrnengosan y 250ul Cytofix/CytoPermTM pactBopa
(BD Pharmingen) u unkyoupan 20 munyTta Ha Temiepatypu +4°C. 3atum cy henuje
ompane ca 1 ml Perm/WashTM nydepa (BD Pharmingen) u uearpudyrupane (2509,
5 munyrta). [Tocne onMBama cyrnepHaTanTa J0jara Cy aHTHTENa 3a WHTpAIeTyIapHO
Oojerbe 1MTOKMHA W WHKYyOWpana 30 munyra Ha +4°C. hemujckm Tamor je
pecycriennoBan y S0ul Perm/WashTM mydepa. domata cy nmpuMapHO KOHYrOBaHA
MOHOKJIOHCKA aHTHTeNa crenuduyHa 3a nutokune: antu-TNF, antu-1FN-y, antu-IL-
10, autu-l1L-12, antu-IL-6, antu-IL-1 u antu-1L-4 (Tabemna 4). Hakon wucreka
unkyOanwuje henuje cy onpane ca 2 ml mydepa 3a 60jeme u neatpudyrupane (2509, 5

MUHYTA).

henujcku Tanor je pecycnenaoBan y 250ul mydepa 3a 60jeme U aHaTU3UpaH
Ha TPOTOYHOM LUTOMETpy. 'panmunuk je HampasibeH y FSC/SSC nujarpamy kao
peruon BujaOmnHux henuja. PerucrpoBano je Hajmame 10.000 nmorahaja y cBakoj
nutoMerpujckoj aHanusu. [lomaum cy ananmusupanu nomohy FACSCalibur (BD

Biosciences) u Flowing Software 2.5.1. nporpama.
3.10. U3OJIAIIMJA U AKTUBAIIUJA MAKPO®AT A IN VITRO

Hakon xpTBoBama MHIIEBUMa je yOpu3raH XiajgaH cTepwiaH ¢ochaTHH
nydep (errn. Phosphate buffered saline, PBS) y mepuroneanny nymby. biarom
MIEPUTOHEATHOM JIaBAKOM j€ MacupaHa TpOyIIIHA TyIJba U U3BYUYCH CaJipxkaj. Y TaKo
nobujene cycrnensuje noaasano je mo 200ul FBS-a, a y3opuu cy nentpudyrupanu 5
munyTa Ha 4509. [lo 3aBpmieHoMm neHTpudyrupamy, hemmje cy pecycneHaoBaHe y
komiuietHoM Meaujymy DMEM (enrn. Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma
Aldrich) ca 10% FBS-a, 2 mM L-rayramuna, 100IU/ml nenumpmuaa G u 100pg/ml
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CTPENITOMHIIHA) W TpOBEpeHa je BUjadmIHOCT W Opoj hemuja. Y mpumpemu 3a
OPOTOYHY IMTOMETpHjy henuje Cy KYJITHBUCAaHE Y MHUKPOTHTap IuloyamMa |
crumynucane LPS-om (10ng/ml) y tpajamy ox 2 cara, a HAKOH TOra HHKyOHpaHe 24
cara y npucyctBy 5% DSS-a na 37°C y armocdepu 3acuhenoj BogeHoM napom ca 5%
CO; (290). ELISA texnukom ozpeheHa je KOHIICHTpalMja [UTOKUHA y CYIIePHATAHTY
(TNF-o u IL-1P) y cknany ca npenopykom mpousBohaua (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA).

3.11. AEMJIELIUJA MAKPO®AT A

Jla Ou ce mokaszano Aa nu cy Makpodard KJbYYHH Yy pa3Bojy uHGIamaiuje
TOKOM E€KCIEPUMEHTATHOT aKyTHOT KOJUTHUCA 33 HUXOBY JCMIICHHU]y KOPHUIINEHH CY
munozomu (Standard macrophage depletion kit; Encapsula NanoSciences LLC).
MumeBn cy npummwin 200ul gunmo3zoma HMHTpanepUTOHEATHO S5 MyTa Yy TOKY

ekcnepumenrta: -4, 0, 2, 4 u 6-or mana (291).

3.12. AIOINTUBHU TPAHC®EP MAKPO®AT A
Makpodaru wuzonoBaHU (1x106), CBAaKOJIHEBHO M3 TepUTOHEyMa, 31paBux WT
n  Gal-3" mumesa MHTPABEHCKU CY alVIMKOBAaHU Y Gal-3" mumese IIPBOT JlaHa

uHayKnuje 6omectu (292).

3.13. U3O0JJAIIMJA U AIOIITUBHU TPAHC®EP HEYTPO®HNJIA

MumeBuma je 4 carta mpe >KpTBOBaWka, MHTpaNepUTOHEATHO yOpusraH lml
crepwiHor 3% Ttuornumkonata (IlpuponHo-matematuuku — ¢akynrer, Kareapa
Hucturyra 3a xemujy, YHuBepsuter Kparyjesan) (293). Biarom nepuroneanHom
JaBa)XOM je MacupaHa TpOylIHA IyIJba U U3 BH€ M3BYUEH CaJpkaj. Y30pUH Cy
nentpudyrupanu 10 munyra Ha 300g, motom pecycneHgoBanu y 10ml PBS-a u
noHoBo neHTpudyrupanu 10 munyra Ha 300g. [lo 3aBpiIeHOM LEHTpUYTHpawYy,
henuje cy pecycrnenmoBaHe y KoMiieTHOM wmenujymy ca 10% FBS-a, 2mM L-
rnyramusa, 100IU/ml nennumnuaa G u 100pg/ml crpentoMuiinHa U npoBepeHa UM

je BujabmtHOCT M O6poj hemnuja.
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3a ekcrmepuMeHaTe aJONTHBHOT TpaHcdepa HEYTpoWIM Cy HU30JIOBaHH U3
- 6
neputoHeanne aymsse 3apaBux WT u Gal3™ mumesa (2x10°) u uHTpanepuToHEeaTHO

alJIMKOBAaHM YETBPTOT JJaHa EKCIIEPUMEHTA Y Gal3” muwese (294).

3.14. U30JJAIIMJA U AJOINTHUBHU TPAHC®O®EP JEHAPUTCKUX
REJINJA

henujcka cycnensuja, koja je kopuirheHa 3a H00Hjame YHCTE MOIyJalUje
JCHAPUTCKUX henMja Ha MarHeTHHMM KOJIOHAMa, je M30JI0BaHA U3 CIIE3UHE 3][PaBUX
WT u Gal-3" mumesa. CrneHouuTH Ccy M3ABOjeHU Ha cienehu Ha4yMH: cle3uHa je
XOMOTCHHM30BaHa KJIMIIOM IIPHIIA ¥ MaTepHjall je MPOMYIITeH Kpo3 henmjcko cuTo
(errm. cell strainer, BD Pharmingen, USA) y emnpyBery y3 pnonaBame Sml
KOMILIETHOI Meaujyma. OBako nobujeHa cycneHsuja henuja je neHtpudyrupana Ha
250g TokoM 5 MHMHYTa, a OHJAA je OJJMBEH CyIlepHAaTaHT. l[IpHCyTHU epuTpoLUTH
JTU3UPaHH Cy, TOKOM HHKYyOAaIfje TKUBHOT MaTepujaia, y Sml pacTBopa 3a JIu3upame
y Tpajamy on 5 munyta Ha +4°C. I[locne Tora nogaro je Sml KOMIUIETHOT Meaujyma
Ja Ou ce 3ayCcTaBWIIO Jlajbe JIM3Mpame. 3aTuM cy henuje neHTpudyrupasne, oJUIMBEH
cynepHaTaHT M henuje pecycnenaoBane y Iml kommuerHor meaujyma. Ha taj Haumn
je moOujeHa cyclieH3Wja TOjeAMHAYHMX CIUICHOIMTAa Koja je KopuinheHa 3a Jajby
M30J1alN]y IEHAPUTCKUX henrja Ha KOoJIOHaMa.

W3nBajamwe neHApUTCKUX henMja Ha MarHeTHUM KoJIoHaMa 00aBJba ce y JBE
¢aze. Hajmpe ce henuje oGenexaBajy MarHeTHUM KyriiMiiama Ha cienehu HaduH:
npebpojane henuje (10° henuja), nenrpudyrupane cy Ha 200g Tokom 10 mMuHyTa.
Tanor je pecycniennoBan y 400ul mydepa (PBS pH 7.2, 0.5% BSA u 2mM EDTA).
Honaro je 100ul maraetnux kyrmumna (eura. MicroBeads) o6enesxennx ca CD1I1c.
Cycniensyja je 1006po n3MelIana 1 HHKyOupaHa TokoM 15 munyTa y dpprxuaepy (2—8
°C). Hakon unkybanuje henmje cy omnpane y 1-2ml nmydepa u uenrpudyrupate Ha
200g Toxom 10 muuyTa. Tamor je pecycnenmoBan y S00ul mydepa. ¥V apyroj dazu
00aBJbEHO j€ MarHeTHO H3/Bajame oOenexeHux henuja (MO3UTHBHA CEJEKIN]ja).
Kosone cy nocraBibene Ha MACS cemaparop (enrii. Magnetic cell sorting; Miltenyi
Biotec, Hemauka) u momro cy ompane ca 3ml mydepa Ha BHX je MOCTaBJ/bEHA
henmmjcka cycnensuja. HeobOenexxene hemmje koje Cy mpomwie Kpo3 KOJIOHE CYy

CakyIlJbaHe, a KOJIOHE Cy OmpaHe jour Tpu nyTta ca 3ml mydepa, a moToM mpeHeTe ca
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cenaparopa Ha enpysete. Jlomaro je Sml mydepa u cHaXXHHM U OP3UM TIOKPETOM je
OPUTUCHYT KJIuN KojoHe. OBako cakymbene henuje 6mine cy CD1lct+ nennmpurcke
henwje.

3a agonTHBHH TpaHchep NEHAPUTCKHUX henuja eKCriepuMEHTATHH MHIICBHMA
je uaTpaneputoneanno yopusrasano 200.000 neaaputckux henmja pecycrneHa0BaHUX

y 200ul PBS-a, jeaHokpaTHO metor naHa ekcriepuMenTa (295).
3.15. KOKYJTUBALUJA TIEPUTOHEAJTHUX MAKPO®AT A 1 MSCs

W3 3ppaBux Gal-3" wmuwesa cy mo Beh objammenHom mporokony (3.10.)
U30JI0BaHHM TMEPUTOHEATHH Makpodard M KOKYJITHBHCAaHM TOKOM 24 cara camo ca
MSCs unmu ca MSCs y3 nomarak uaxuouropa. [Ipucycrso muroknna (IL-10 u TGF-B)
y cynepHatanty aHaimusupano je ELISA TexHukoM y ckiaay ca HpernopykoM
npousBohaua (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), 1ok je dbenorun makpodara

aHAJM3UPAH MPOTOYHOM [TUTOMETPH)OM.

3.16. MEPEIbE KOHUUEHTPALMUJE IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 U TGF-g ¥
CEPYMY, N30JIATY TKUBA KOJIOHA U CYIIEPHATAHTY

Konnenrpanuja Gal-3 u nurokuna (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 u TGF-B) y
cepyMmy, M30lIaTy TKMBA LIpeBa M CyMEpHATaHTy Makpodara akTHBUpaHuX in Vitro
onpehuBana je xomepuujaaHuM HHIUpeKTHUM ELISA kuroBuma crnenuduuHum 3a
mumuje nutokude (Mouse Gal-3 DuoSet ELISA Development kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-1f DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-6 DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse TNF-a DuoSet ELISA Development kit,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse IL-10 DuoSet ELISA Development
kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Mouse TGF-f DuoSet ELISA
Development kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Ilpema ymyTcTBY
npousBohaua, crangapau cy pactBopenu y PBS-y (pH 7.2) Ttako na moderHe
koHientpamuje oyaxy 2000pg/mL 3a Gal-3, TNF-a , IL-10 u 1000pg/mL 3a TGF-p,
IL-6 u IL-1p.

I[a ou ce ,Z[O6I/IJ'Ia CTaHJapHa KpHBa Ca 8 Tauaka HaIlpaBJbCHU CY IITOKOBU

CEpHjCKHX JBOCTPYKUX pasbnaxkema y pactBapauy (1% BSA y PBS). Hemocpenno
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npe u3BoheHa TecTa CBU y30piu cy pasonaxenu 20 myra y J€jOHH30BAHO] BOJIH.
3atum je 100ul pamne koHueHTpanuje "Besyjyher" anturena A0aaTO Y MUKPOTHTAP
miouy ca 96 Oynapumha ca paBHumM gHOM (SARSTED). Ilnoue cy mnpenensbeHe
aJXe3uBHOM ()OJIMjOM M OCTaBJhEHE Ha COOHO] TeMIlepaTypu NMpeKo HohM, HAKOH Yera
cy OyHapunhu MaHyeITHO HCIIpaHu ImydepoM 3a UCIIUpame. 3aTUM je Y cBe OyHapuuhe
nonat 6nokupajyhu nydep y dunanaom Bosrymeny on 200ul u mmoue cy ocraBibeHe
jenaH caT Ha COOHOj TeMIIepaTypH.

HaxoH Tora mutoue cy ucnpane mygepom 3a ucrupame. Pazdonaxenu y3opuu u
NPUTIPEMJbEHH CTaHIApAM Cy CUIaHW y OyHapuuhe, a 3aTUM Cy IUIOYE NMPEKPHBEHE
anaxe3wBHOM (OJMjoM W OCTaBJbeHE HAa COOHOj TemmepaTypu jaBa carta. llocrne
WHKyOalMje W Wuchnupama Ioya, y cBe OyHapuuhe je npomaro 100ul pamae
KOHIICHTpaIlje JCTEKIIMOHOT aHTUTeNa, a OHJa Cy IUIOYe IIOHOBO OOJIOKEHE
a/J1Xe3uBHOM (DOJIjOM M OCTaBJHEHE jOII JIBa caTa Ha COOHOj Temmeparypu. [1o ucreky
WHKyOaluje Iiode Cy HucIpaHe, a oHjma je y OyHapumhe cumano 100ul pamae
konueHrpanuje Streptavidin-HRP (enrn. Streptavidin HorseRadish Peroxidase) u
ocraBjbeHe 20 MUHYTa Ha COOHOj TemmepaTypu 0e3 AUPEKTHOI M3jaramba CBETIOCTH.
Haxon unkyOanuje ycienuiio je Ucnupame Ijioda, a oHAa je y OyHapuumhe cumaHo
100ul Substrate Solution (Color reagent A u Color reagent B y ognocy 1:1). ITioue
Cy OCTaBJbeHE Ha COOHO] TEMIIEPAaTypH 3aKJIOHEHE O] TUPEKTHE CBETIOCTH, a HAaKOH
20 munyra nonaro je 50ul pactBopa 3a mpekupame peakuuje. Ilocne memama y
Tpajarby 07 HEKOJIMKO MUHYTa HM3MEpeHa je ONTHYKa ryCTHHA y3opaka Ha Microplate
Reader-y (Zenyth, Anthos, UK) na TanmacHoj nyxuuu on 450nm. HW3mepene
BPEIHOCTH Cy YMameHE 3a BPEAHOCTH arcopOaHiu cierne mpobe (IejoHn30BaHa
BOJIa), M TaKO HampaBJbeHA CTaHIapJHa KpuBa NOMoOhy Koje Cy H3padyHare

BPEIHOCTH 3a CBAaKM MojeHa4YaH y30pak. CBH y30pIH Cy MEPEHHU Y TPUILIUKATY.
3.17. AMYHOXUCTOXEMUNJCKE AHAJIN3E

Excnpecuje IL-1B8, NALP3-a u Gal-3 monekyna y TKuBY ne0enor mpesa
UCIUTUBAHE CY UMYHOXHCTOXEMHM]CKH, KOpUIThemeM 3edjer MoIMKIOHCKOoT aHTH-L-1
anturena (enri. rabbit polyclonal anti- IL-1 antibody; ABCAM; ab9722), 3euyjer
noaukIoHCKor antu- NALP3 anturena (enr. rabbit polyclonal to CIAS1/NALP3 ;
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ABCAM; ab91525) u 3eujer monukioHckor antu- Gal-3 anturtena (enri. rabbit
polyclonal anti- Gal-3 antibody; ABCAM; ab53082).

TkuBo je Toxkom 24 w4aca ¢Quxkcupano y 4%-THOM HEyTpaHOM,
nygepru3oBaHoM (GopMaEXUaAy U KalylybeHo y mapaduH. Pe3oBu nebspune 4-5um
Cy MOHTHpAHU Ha MoceOHe BUCOKO aaxepeHTHe rouuie SUperFrost® u cymenu Ha
temneparypu on 56°C y Toky jemHor cara. Mceunu cy pemapadMHHU30BaHU
IpOBIAYECHEM KpO3 cepujy ankoxona onafajyhux koHuentpanuja. I[Ipouec
ocnobahama aHTUTEHA je 00aBJbeH ,,KyBambeM* y MHKpoTanacHoj nehu Ha 560W y
IUTPATHOM ITyepy MPBO JBa IyTa 0 5 MUHYTA ¥ jenanmyT 8 munyta. [locie Tora cy
IJI0YMIle Ucnupane TekyhoM BomoM 5 muHyTa. OBako MpUNPEMIbEHE IUIOYHUIE CY
oCTaBJbeHE 5 MHHYyTa y KuBeTtama ca 3% pactBopom BojoHHK-miepokcuaa (H20y).
Hakon ucnupama miaouuile cy npeHere y kusere ca pochataum mydepom. [lnouunne
Cy OCyIIeHe OpHcameM U TKUBO ,,0MBUYCHO IMOCEOHOM OJIOBKOM 3a Ty HaMeHYy,
HAaKOH dYera cy IUIOYMIIE NMOCTaBJbeHE HAa HOCAd y BIAXHO] KoMmopu. Hamero je
npUMapHO aHTUTeNOo y 3anpeMunu ox 100pul u unkyoupano 30-60 munyra. [1o ucreky
UHKYyOanuje, miovmLe cy ucnupase y pocdaraom nydepy, Kpo3 TpH KUBETE, a 3aTUM
je Ha BHUX HAHETO CEKYHJAapHO aHTHUTENO, Ne()UHICAHO MpernopyKkama mpous3Bohaya 3a
cBako mpuMapHOo aHTuTeno. CeKyHIapHO aHTUTENO j€ Takohe MHKyOupaHo mpema
npotokony mpousBohaua. Kako Ou ce Busyain3oBajla peaklMja IUJIOYUIE CY
uHkyoOupane 5-10 munyrta ca Hanetum AEC (3-Amino-9-EthylCarbazole). ITocne
UCIMpama y30puu cy o6ojeHM nmo Mayer-y um mpekpuBeHH HOKPOBHHMM CTaKJIOM

npuMeHoM riuiepoia. [lo3utuBHMMa Cy ce cmaTpana henuje o6ojeHe 1pBeHo/OpaoH.
3.18. MOJIMMEPU30BAHA JTAHYAHA PEAKIIUJA (PCR)

3.18.1. U3oaanuja RNA

Ja Ou ce u3 TkuBa aeGenor npesa uzojoBaia RNA, TKUBO je mpeTxogHO
ycuTeHo U au3upano RNA uzomaropom (Invitrogen, Paisley, UK). Ycurmeno Tkuso
je mpemuBeHo ca 250ul u3omaropa. JloOuwjeHe cmermie Cy CKyIJb€HE y TUIACTUYHE
enpysere (1,5ml), a HakOH 5 MUHYTa HHKYOalKje Ha COOHO) TeMIepaTypu JOJaTo UM
je mo 50ul xmopopopma. HakoH MHTEH3UBHOT Melllama y30pIH cy MHKyOupanu 10

MuHyTa Ha +4°C, a 3atuM neHTpudyrupanu Tokom 15 muayra Ha 12000g HaA +4°C.
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[lentpudyrupameM Cy ce jacHO U3I0BOjUIIe TpU Gpakiuje: ropma (BojaeHa) Gppakiyja
y k0joj je RNA, noma (xmopodopmcka) ¢pakiidje ca MPOTCHHUMA M JUIHIAMA U
uHTepMeanjapHa ¢pakuuja y kojoj je DNA. Boaena d¢paknuja je cKymbeHa Y
IUTACTHYHE ETIPYBETE, MOMEIIaHa ca U30MPOIIPAHOIIoNIoM ana partes u nukyoupana 30
MUHYTa Ha COOHOj TemrepaTypu. Y CIEIWIO je HeHTpUYyrupame TOKOM 15 MuHyTa
Ha 12000g na +4°C, a mocie oauBama CyrnepHaTaHTa TaJloT y kKojeM ce Hanmazu RNA
je ompas JBa myTa y Tpajamy o 5 munyta Ha 7500g y 1ml 70% eranona u cymeH 1o
UClapaBama IEJICKYIHOI €TaHoJlia. Y30pHM Ccy TMOoToM pactBapanu y 20ul
nectwinoBaHe Bojge. Hakon wm3onmammje RNA, y3opum cy HCOUpaHU JIUTHjYM

xyopuziom, jep DSS naxubupa nmomumepasy u peBep3Hy TPaHCKPUIITA3Y.

3.18.2. PeBep3Ha TpaHCKpUIILja

Hakon mepema koHueHTpanuja Ha Gene Quant KoJopuMeTpy BOJYMEHY
pactBopa koju campxku 1ug RNA nomaBano je 15ul Bome m 0,2pug HACyMUYHHX
npajmepa (Fermentas, Vilnus, Jluteanuja). Hakon Tora y pactBope je mojaaBaH U
dNTP (3’-meokcu mykieorua tpudocdar) (Fermentas, Vilnus, Jluteanuja) tako aa
¢uHanHa KoHIEeHTpanmja Oyne 1mM. Kao koHTposa 3a eBeHTyalHy KOHTaMHHAIH]Y
cmyxmia je Boga. PactBopu cy mHkyOupanu 10 munyta Ha 70°C, na 6u ce mpajmepu
(xexkcamepu) HacymuuHO Be3uBaiu 3a RNA, mo ucTeKy TOr BpeMeHa y30pIH Cy
MIpEeHETH Ha CcyBU Jie[l. HakoH meT mMuHyTa y y30pke je momaaHo mo 4ul mydepa 3a
peBep3Hy TpaHckpumiujy (5 x First Strand Buffer, Fermentas, Vilnus, JlutBanuja) u
1pl M-MuLV peep3ue tpanckpunraze (200 U/ul, Fermentas, Vilnus, JIutBanuja).
VYcenenuna je nakyoanuja y Tpajamy oa 10 muayTa Ha 25°C, a motom 60 MuHyTa Ha
42°C, na Ou ce omurpaia peakiyja peBep3He TpaHCKpunyje. Peaknuja je mpekuHyTa
uHKyOarmjom y3opaka Ha 70°C tokom 10 munyta. Ha oBaj Haunn no6ujena je CONA
(kommiemerapaa DNA), koja je y pacTBOpeHOM cTamy dyBaHa Ha +4°C 10 ymorpebe

y peaKIju JaHYaHOT YMHOXKaBamba.

3.18.3. Peakuuja JlaHYaHOI YMHOKaBama y peajinom Bpemeny (RT-PCR, real

time polymerase chain reaction)

Peakimja nmaHYaHOr YMHOXaBamka y peEaJHOM BpEMEHY je€ NpoBeleHa Ha

amapatry ABI Prism 7500 Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Peaknmje cy mpumpemaHe mpema cranaapaHoM mporokony 3a QuantiTectSYBR
Green RT-PCR vy jennom xopaky (Applied Biosystems, Cheshire, Benuka Bpurtanwuja),
y3 ynoTpedy komepuujanno goctynaux mpajmepa 3a NLRP3 u IL-1p (R&D Systems,
Minneapolis, MN). IIpajmepu 3a B-aktun (sens 5’-TCCTTCTTGGGTATGG-3’ u
antisens 5’-ACGCAGCTCAGTAACAG-3’) cy nuzajuupanu kopucrtehu Primer
Express® software v2.0 (Applied Biosystems, Cheshire, Benuka Bpuranuja).
Nuunmjaan kopak RT-PCR je 6mo 2 munyra Ha 50°C, npahen 3aapkaBamem of 10
muHyTa Ha 95°C. ¥V peakumju je Omno 40 nukiayca, Koju cy ce cacrojaid ox 15
MOJIIMKITyca TOIUbeHha Ha 95°C, 32 KOjOM je CIIeIMo jeJaH MUHYT Be3MBama IpajMepa
3a DNA u cunteze DNA nanmna Ha 60°C. CBe peakinuje cy paljeHe y TPUILIHKATY.
I[Mpar ananuse mukiayca (Ct, cycle of threshold) je 6uo mogemen Ha 0,1 penaTuBHUX
¢duyopociientHux jenaununa. llpoceune Ct BpEeTHOCTH KOHTPOJIHHUX TPHUILTUKATA
(axTHH) cy oay3ere oA npocedyHux Ct BpeIHOCTH TPUILIMKATa reHa O]l UHTEpeca U Ha
Taj HauMH je nobujeH ACt, 0K je penaTUBHA eKCIIpecHja reHa m3pakeHa kao 2-ACt.
Pesynratu cy npukasaHu Kao peJaTUBHHU y OJHOCY Ha KOHTPOIY, KOja je apOuTpapHO

nmojelnieHa Ha 1.

3.19. CTATUCTUYKA OBPAJIA ITIOJATAKA

[Tomanm cy aHanu3upaHu KopulIhewmeM CcTaTUCTUYKOTr mporpama SPSS
Bep3rja 19. Hopmannoct pacmogene je oxapehena tecrom Kolmogorov-Smirnov.
VYKONHMKO Cy BPEAHOCTH MMaje HOPMaJHy pacrnojeny KopuiiheH je mapaMeTapcKu
Student’s-oB t Tect. Y cityuajy HenpaBmIHE pacroiene KopuiiheH je HemapaMmeTapcKu
Mann-Whitney-ee U tect. PesynraTi ekcriepuMeHTa Cy M3paKeHH Kao BPEAHOCT =+
crangapana rpemka (enrn. Standard error/Mean, SEM). CtaTuCTHYKH 3HA4ajHOM
pa3mMKOM cMaTpaHe cy nobujeHe BpemHocTH p<0.05, a CTaTUCTHYKH BeoMma
3Ha4YajHUM O3HaueHe cy oHe 3a koje je p<0.01. Microsoft Excel je xopumhen 3a

Kpeupame rpadukoHa 1 Tabena.
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4. PE3YJITATH

4.1. leneunuja rena 3a Gal-3 3HauajHo cmamyje omreheme TKMBa Ae6es10r MpeBa

u3aszpano DSS-om

Texxuna Oonectm kao W crened omrehema TKuBa Jebenor 1peBa
NPOICHUBAHU Cy oApehuBameM KIMHHUYKOT CKOPa, MEPEHEeM IyKHHE KOJOHA WU
aHAJTM30M MATOXHMCTOJIONIKUX MPOMEHA y MCEUIIMa TKUBA KOJIOHA JOOUjEHUX HAKOH
KPTBOBamba JKUBOTHA CEIMOr naHa mpuMmene DSS-a. JloOMjeHH pe3yiTaTd jacHO
yKa3yjy aa jaesienuja rera 3a Gal-3 3nauajHo yomaxasa 0oJjiecT v cMamyje omreheme
TKHUBa Je0eIIoT 1peBa.

Knunnuku ckop je oapehuBan cBakogHeBHUM mpahewmem  crenehux
nokaszaresba. TEJIECHa Maca, PEeKTAIHO KPBAapeHme W KOH3HMCTEHIMja (ereca Kako je
JETaJbHO OTHMCAHO Y MOTJIaBJby 3.3. Gal3”" muuresn Cy cIIopHje T'yOWIIH TeIECHY Macy
Hero C57BL/6 mumieBn, oBa pasimka je craTUCTHYKH 3HadajHa (Durypa 1A).
BunssuBo kpBapemwe u3 nedenor mpeBa je Ouino uspaxkenuje y C57BL/6 mumieBa
(Cnuka 11). Gal3” mumesn Cy TOKOM €KCIIEpUMEHTa MMaJli yIJIaBHOM HOPMAaJHO
dbopmupane croiuie, A0k ce ko C57BL/6 mumieBa nmojaBmia nujapeja oJ meTor J1aHa
eKCrepuMeHTa. Tako je YKymaH KIMHHYKH CKOP Gal-3" mumesa Guo cratncTHUKE

3Ha4yajHO Mamwu Hero y C57BL/6 mumesa.

C57BL/6 + DSS Gal-3" + DSS

Py

Cauxa 11. KpBapewme u3 nedesor npesa y C57BL/6 HakoH ceaMoaHeBHe mpuMmene DSS-a

(03HAYECHO CTPEITUIIOM).
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®@urypa 1. /lenenuja rena 3a Gal-3 3nauajHo cmamyje omreheme KosioHa n3a3BaHo DSS-om. A.
['yGurak TenecHe Mace y npouentuma. b. Kmunmaku ckop C57BL/6 u Gal-3" mumesa nakon 7 nana
npuMeHe DSS-a. KNMHUYKY CKOp je CTAaTHCTHYKU 3HAYAjHO MABH Y Gal-3" y mopehemy ca C57BL/6
mumieBnma. B. Jlyxxuna konona C57BL/6 u Gal-3" muuresa 7 nasa HakoH npumeHe DSS-a. JlyxxuHa
KOJIOHA j& CTATHCTHYKH 3Ha4ajHo Mama y C57BL/6 mumesa. I'. Xucronouku ckop C57BL/6 u Gal-3"
MuieBa 7 aaHa HakoH npumeHe DSS-a. JI. Ykymuu Opoj uH(binamanujckux henuja je cTaTHCTHIKH
3Hauajuo Mamu y Gal-37 mumesamma. M3MepeHe BPEJHOCTH TPH TMOHOBJGCHA EKCIIEPHMEHTA Cy
MpuKa3aHe Kao cpenma BpeaHocT + SE (ekcrmepumentanne rpyme: 40 MumeBa 1Mo rpynu; KOHTPOJIHE

rpyme: 10 mumesa mo rpymnu) (¥p<0.05, **p<0.01).
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PE3YJITATH TajeKTHH-3 y eKCIIepUMEHTATHOM MOy aKyTHOT KOJUTHCA

Jomr jeman mapamerap omierehema aebenor mpeBa je ckpaheme MyXKHUHE
kooHa. JlykuHa konona y Gal-37 muieBa Guia je craTHCTHUKM 3Hauajuo Beha y
nopehemwy ca ny>;xuHom oBor oprana y C57BL/6 mumesa (durypa 1B).

[TaToxuctonomka ananu3a naebenor IpeBa je oOyxBarana cieneha aBa
napamerpa: omreheme n nHuATpanKja TKMBa UMyHCKUM henujama. OBa aHanmsa je
NoKasaa 3HaYajHo Mame omreheme TkuBa Konona y Gal-3" mumesa (®urypa 1 T
Cnuka 12), mpaheHo wm3pakeHHjoM HHPUIATpanujoM wuHGIaManujckuM henujama.
Taxohe je y TkuBy kojoHa C57BL/6 mumieBa jacHO BHAJbUBA AECCTPYKLMja KPHIITH,
epo3uja emuTeNa W HCTambEHke JIAMHUHE MNpONpHje, TOK Cy M aKO NPUCYTHE OBE
MPOMEHE 3HAYajHO Mame HW3PaXKEeHE Y Gal-3" mumesa. 3a pasIuKy OJ jacHO
BUJUBMBUX, JU(PY3HUX M M3paXeHUX HHOmITpara uH(pIamauujckux hemuja koju
3axBarajy cBe cjojeBe 3uma kojoHa C57BL/6 wmumeBa koj Gal-3" muwesa
UHQWITPATH Cy Mame LEeNyJapHu U yriaBHoM orpanudenu (Ciuka 12). [IpoTounom
IUTOMETPHjoM je yTBpheHo na je 6poj mHGIaManujckux henuja y JaMUHU TPOTIPUJU
Gal-3" mumesa crarncTrukn 3Ha4yajHO Mamu Hero kox C57BL/6 mumeBa (®Purypa

10).

(CS7BL/6 konTpo.1a CS7BL/6+ DSS
. = YN EET vr,._-"‘.'s‘

%"

< 3
/e 5
AR

Canka 12. Penpe3eHTaTHBHHM MCeYH TKHBAa KOJIOHA HaKkoH nmpumene DSS-a. PemnpesenrarnBHm
WCEUIlM TKUBA KOJIOHA 000jeHH CTaHIAPHUM IaTOXHMCTONIOMKHM OojemeM (yBehawe 100x). Ha neBoj
CTpPaHH CJIMKe Cy NpPUKa3aHW TKUBHM HMCEYIM KOHTPOJIHHX, a HA NAECHO] CTPAaHU EKCIIEPUMEHTAIHHUX

MHUIICBA.
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4.1.1. Konuenrpanuje antuuHpaamanujckux TGF-f u IL-10 cy Behe mok cy
KOHIeHTpanuje npouHdaamanujckux nurokuna IL-1f u TNF-a mame y Gal-3"

MUIIIeBAa HAKOH npuMeHe DSS-a

Kaxo je xon Gal-3" mumesa yOueH MamHu KIMHUYKH CKOp, 3HA4ajHO ciaduje
omreheme TKHBa KOJIOHA B Mamku O0poj nHpramaujckux henuja y TkuBy konona Gal-
3" Mumesa ucrmrano je 1a M Cy OBE pa3iuKe MOCIeInIa y Pa3IuKe Yy MPOIyKIHjU
nponHQIaMaIijCKuX VS aHTUUH(IIaMaIjCKUX MUTOKMHA. KOHIIEHTpalyje IMTOKMHA
oapehuBane cy y cepyMy MHUIIeBa ceaMor aaHa ekcnepuMenTa ELISA metomom.

Kao mto ce jacHo Buan Ha Durypu 2A KOHIEHTpAIje aHTUUH(IIAMAIIH]CKUX
murokuna (IL-10 1 TGF-P) cy 6une cratuctuuky 3Hadajuo sehe y cepymuma Gal-3"
Hero y C57BL/6 mumesuma. MctoBpemeno, aeneunja reda 3a Gal-3 je y3pokoBasa u
CTAaTHCTUYKU 3HAYajHO cMameme KoHeHTpauuja IL-1p u TNF-a y cepymy obonenux
MUIIIEBA.

OBH Hana3um KOpenupajy ca CMamemhHM KOHIEHTpalMjaMa MCTHX IIUTOKHHA
amu u IL-6 wu3MepeHuMm y u30jIaTMMa TKHMBAa KOJOHA Gal-3" mumesa (paznuke y
KOHIIeHTpauujama IL-6 y cepymuma HHUCY Joce3aie HUBO CTaTUCTHUYKE 3HAYajHOCTH)
(®urypa 2B).

KoHneHnTpanuje cBUX aHATM3UPAHUX ITUTOKWHA Y CEPYMY M M30JIaTHMa TKHBA
KOJIOHa HeTpetnpannx Gal-37 MuIeBa HHCY Ce CTATHCTHYKH 3HAYAJHO PA3IUKOBAIIE

0J1 KOHIIEHTpAI1je NCIMTUBAHUX IIUTOKMHA Y HeTpeTupanux C57BL/6 mumesa.

Asooo
1 C57BL/6 xonTpona
2500 M Gal-3-/- konTpona
uC57BL/6 + DSS
i | Gal-3-/- + DSS
2000 *
E *
El 1500 o
1000
500 "
2 AL._Lia
0 s =
IL-1p TNF-g IL-10 TGF-p
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®urypa 2. BpengHocTH KOHUEHTpalMja HUTOKHHA y CepyMy M y H30JIaTUMa TKMBa KOJIOHA
C57BL/6 u Gal-3" mmmesa. A. Cepymu: xonuentpanuja IL-1f u TNF-a je cratucTryku 3HaYajHO
Mama y cepymy Gal-3" mumesa 7 nasa sakon npumene DSS-a y mopehermy ca KOHLEHTPALHjoM
cepyMckux nutoknHa y C57BL/6 mumesa, nok je konnentpamuja TGF-f u IL-10 6wra crarnctnakn
3Ha4yajHo moBehana. Huje OmI0 CTaTHCTHYKM 3HA4YajHE pa3MKe Yy KOHICHTPAIMjH CEPyMCKHAX
nuToknHa u3Mely koHTponmHmx rpyma. b. M3oaarm: kxonumentpammja IL-1B, TNF-o m IL-6 je
CTATHCTHYKH 3HAYAJHO MaFba Y H30/IaTHMA TKIBA KojioHa Gal-3" mumesa 7 jana Hakos npuMene DSS-
a y nopehemy ca koHIeHTparujama oBux nutokuHa y C57BL/6 mumieBa. Huje Omino craTHCTHYKH
3HaYajHe Pa3JIUKe Y KOHICHTPAIWjX [IATOKHHA y TKUBY I[peBa W3Meljy KOHTpoJaHHX rpyma. M3mepeHe
BPEIHOCTH TpU TIOHOBJbEHA EKCIIEPHMEHTa Cy TMpuKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct = SE
(excniepumMenTanue rpyne: 20 MuIIeBa MO TPYIH; KOHTPOJHE rpymne: 8 mumena 1o rpymu) (*p<0.05,
**p<0.01).

4.1.2. Excnpecuja Gal-3 mosiekyJia y TKuBy aedesior npesa

Hakon 3amaxama ma nenernja reHa 3a Gal-3 peaykyje omreheme TKuBa
koioHa wu3azBaHo DSS-om, C57BL/6 wmumeBn cy XpTBOBaHH Yy pPa3IMUUTHM
BPEMEHCKUM MHTEepBajIMMa (TpBor, Tpeher, MeTor U ceaMor JaHa) TOKOM IMpPHUMEHe
DSS-a u aHanmmsupana je auHammka ekcrnpecuje Gal-3. MMyHOXMCTOXEMHjCKUM
0ojemeM je TOKa3aHO Ja y TOKY Tporpecuje OOJECTH KOHTHHYAJIHO pacTe Hu

excnpecuja Gal-3 y TkuBy kosona (Cruka 13).
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Jlok ce mpBOr JaHa yodaBa pENATUBHO Maiu Opoj enuTenHux henwja
no3uTuBHUX Ha Gal-3 y Hem3MemeHnM kpurnrtama Tpeher qana Opoj oBakBux hemuja
pacte ja Ou ce meTor gaHa oBoMm nosehamy excrpecuje Gal-3 y uuTormiasmu u jeapy
OpUIPYXKWIA €po3Hja KpUIITH y3 T0jaBy JacHO YOWbMBHX HH(puUITpara
uHamanujckux henmja. 3aBpHIHOr JaHa eKclepuMeHTa Benuka BehwHa henmja je

no3utuBHA Ha Gal-3, y CBUM cJI0jeBHMa IO TYHHKE MYCKYJIapuC.

Canka 13. Exnpecuja Gal-3 y TkuBy kojona C57BL/6 mMumeBa y pa3iuduTHM BpPeMEHCKHUM

HHTEpBaJIuMa.

4.2. Ykynan 0poj u mpoueHTyaJHa 3acTynsbeHocT M1 je 3nHayajHno mama a M2

makpodara Beha, y o6osiesnx Gal-3" muueBa

Hanas 3nauajHo texer omrehema TKHMBa Kao M M3paxkeHWja WHPUITpaAIH]ja
uHpamanujckuM henujama y C57BL/6 muieBa UMIUTMIUPATIH Cy MPETIOCTABKY Ja
O0u Makpodaru, OJHOCHO KUXOBa OUIIOIapHA aKTHUBAIKja, MOTJIM OUTH OJrOBOPHU 32
yOUu€HEe pasiiiKe. 3aTo Cy MPOTOYHOM ITUTOMETPUjOM, oApehUBaHU KaKO MPOIICHAT U
0poj mHpuITpymuhux makpodara tako U (GyHKIHOHATHU (EHOTUN OBHX henwja y
JamMuHU  mponpuju  obonenux CS57BL/6 nu Gal-3" wmumesa ceamor jaHa

CKCIICPUMCHTA.




VY naMHHM TIPONPUjU PErHCTPOBAH j€ CTATUCTHYKU 3HAYajHO MArbH MPOIEHAT
F4/80+CD11b+ wu F4/80+CD11b+SinglecF- (colonic) wmakpodara. Vuyrtap
nonynanuje F4/80+CD11b+ wmakpodara 3amaxka ce CTaTUCTUYKM 3HA4ajHa
nomuHanuja henuja koje nmpoaykyjy IL-1B, IL-6 u IL-12 u excnpumupajy monexysn 11
knace MHC y Gal-3" mumesa (durypa 3).
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®urypa 3. IlponeHTyaHa 3aCTYIVbEHOCT MaKpo(ara pasau4uTHX (PYHKIMOHAJIHHUX (peHoTHIA Y
JIAMUHH NMPONPHjU KOJIOHA. A. 3amakeH je CTaTHCTHYKH 3HadajHO Mamyu nporeHatr F4/80+CD11b+
Makpodara koju mpoaykyjy IL-1B u IL-6 xao u 6poj F4/80+CD1 1b+SinglecF- colonic makpodara y
JaMUHU TPOTIPH]jU Gal-3" mumesa y nopehemy ca C57BL/6 mumeBuma 7 naHa HakoH npumene DSS-
a. B. Penpesenrarnun dot plots mobujeru mpotourom nuromerpujom. [peu dot plot mokasyje gate-
oane hemwmje; apyrm dot plot pempesentyje mpomenatr F4/80+CD11b+ wmakpodara KoioHa,
F4/80+CD11b+SinglecF- (colonic) makpodara, kao u makpodara koju excnpumupajy IL-1B, IL-6 u
modtexyn Il kmace MHC y TkuBHOM H30nary moOHjeHOM U3 jJamuHe npomnpuje obdonenux C57BL/6
muniesa; Tpehu dot plot mokasyje pecnekTHBHE MPOLICHTE UCTUX lieliija U30JI0BAaHUX U3 Gal-3" mpma.
H3mepene BpemHOCTH Cy IpUKasaHe Kao cpeama BpenHocT = SE (6 mmmreBa y rpymm) (*p<0.05,

##p<0.01).
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PE3YJITATH TajeKTHH-3 y eKCIIepUMEHTATHOM MOy aKyTHOT KOJUTHCA

YoueHe pasiuKe y MPOLEHTYATHO] 3aCTYIJBEHOCTH PA3IMYUTUX IOMYJIaluja
Makpodara 3amakeHe Cy W KaJia je aHAIM3WpaH alCoNyTHH Opoj TUX MOomyiandja y
y30piumMa, Ia je Tako Opoj makpodara y JIaMHUHHU MPOTPHjH Gal-3" cratucriuku
3Ha4ajHO Mamu Hero y C57BL/6 mumeBa. Takohe je y mamuHu mpornpuju Gal-3"
MHIIIEBa Mawbu U arcoiayTHu 0poj F4/80+CD11b+ u F4/80+CD11b+SinglecF- colonic
Makpodara, kao U Makpodara koju npoaykyjy IL-1B, IL-6, IL-12 u excnpumupajy
mouteky Il kmace MHC (®urypa 4).
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®urypa 4. bpojuaHa 3acTyn/beHOCT nomyJanuja makpodgara y TkuBy kojaoHa C57BL/6 n Gal-3"
mumena. bpoj F4/80+CD11b+ wmakpodara koju mnpoxnykyjy IL-13 m IL-6 xao wm Opoj
F4/80+CD11b+SinglecF- colonic makpodara y jaMiHU OPONPHUjH TKUBA KOJIOHA Gal-3" muuesa 6uo
j€ CTaTHCTHYKH 3HauajHO MamwH y mnopehemy ca oBuM npodminma makpodara y C57BL/6 mumea 7
JaHa HakoH npuMene DSS-a. V3mepeHe BpPEeOHOCTH U3 EKCIIEPHMEHTa Cy NPHKA3aHe Kao Cpelmba

BpeaHocT £ SE (6 mumesa y rpymun) (*p<0.05, **p<0.01).
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4.2.1. lenennja rena 3a Gal-3 onakmasa ajiTepHaTHBHY aKTHBAINjy Makpodara

YoueHO 3HAUajHO CMameme mpoueHTa U Opoja M1 makpodara y namMuHH
MIPOTIPHUjU Gal-3" muwesa HMILTAIIIPAIO je TMPETIOCTaBKy Ja aenenudja rea 3a Gal-3
yTHY€e Ha aKTUBaI]y Makpodara.

Y ToM HMIbY, aHaJIM3WpaHA j€ pellaTUBHA 3aCTYIJBEHOCT W arcoixyTaH Opoj
F4/80+CD206+ u F4/80+IL-10+ anTepHaTMBHO aKTHBHCAHUX Makpodara y JaMHHU
nponpuju C57BL/6 n Gal-3" mumesa.

bpoj u mpouenatr makpodara koju excnpumupajy CD206 (peuenrtop 3a
MaHO3y) Kao u Makpodara koju npoaykyjy IL-10 craructuuku 3HaudajHO je Behu y

TKUBY KOJIOHA y Gal-3"" muwesa (durypa 5A).
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®urypa 5. IIpouenat u 6poj M2 makpodara y TkuBy kojioHa CS7TBL/6 n Gal-3" mumesa.

A. Bpoj u nponenar Makpodara koju excripumupajy CD206 u makpodara koju npoxykyjy IL-10 je 6mo
CTaTHCTHYKH 3HaYajHO BehM y TKHBY KOJIOHA Y Gal-3" y nopehemy ca C57BL/6 mumesnma. b.
PenpesenraruBan dot plots mporoune muromerpujcke aHammse. [Ipeu dot plot mokasyje gate-oBane
henuje; apyru dot plot pempesentyje npouenar F4/80+CD206+ makpodara KonoHa 1 Makpodara Koju
npoaykyjy IL-10, a xoju cy uzonoBanu u3 C57BL/6 mumieBa; tpehu dot plot nmoka3syje nporeHat oBux
makpoara, a Koju cy m3onoBand u3 Gal-37 muma. MsmMepeHe BPEIHOCTH M3 EKCIIEPHMEHTA Cy

IIprKa3aHe Kao cpenma Bpeanoct + SE (6 mumesa y rpymu) (*p<0.05, **p<0.01).

3HauvajHa pasiuka y nporeHTy M2 ¢enoruna makpodara y TkuBy kosioHa Gal-
3" Muuresa je mpuKa3zaHa M penpe3eHTaTUBHUM JoTmiotoBuMa (®durypa 5b). Huje
OMJIO CTAaTUCTMYKU 3HAuyajHE pa3jIMKe Yy IMPOLEHTY W Opojy aHaiu3upaHux henuja
u3Mel)y MuIieBa KOHTPOJIHUX TpyTia.

Jlobujenn momamM TMOKa3yjy Jnga jgenernuja reHa 3a  Gal-3  omakmiaBa

QITEpHATHUBHY aKTHBANN]jy Makpodara y Konutucy nza3Banom DSS-om.
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4.2.2. IlepuToHea Hn MaKkpodaru 3apaBux Gal-3" mumeBa akTHBHCcanu in Vitro

Junonoaucaxapuaom u DSS-om npoaykyjy mamwe TNF-o u IL-1p

[Tomro je moka3zaHa pasziuka y Opojy W HpOLEHTY Makpodara y JIAMHUHHU
nponpuju C57BL/6 n Gal-3" muwesa, nermrano j€ ma M ce oBa pa3juKa MOXE
yCIoCTaBHUTH | IN Vitro. Makpodaru u3onoBanu u3 neputoneyma 3apasux C57BL/6 u
Gal-3" muuesa CTUMYJIMCAaHH Cy Jmnononucaxapuaom u DSS-om. Konnentparuje
TNF-o u IL-1B cy mepene y cynepHatantuMa 48 catu nakyoamnuje ELISA texaukom.
M3mepeHe KOHIIEHTpallHje [IUTOKMHA Yy CylIepHATAaHTUMa NIEPUTOHEATHUX Makpodara
Gal-3" muuresa cy Guie craTHCTHYKH 3HAYajHO Mambe Hero y C57BL/6 (durypa 6A).

[TpoTOYHOM LUTOMETPHjOM IOKA3aHO je Aa Cy Makpodaru H30JO0BaHU W3
MEPUTOHEYMA 3paBUX Gal-3" mumesa a motom ctumynucanu u LPS-om u DSS-om
IPOJIYKOBAJIM Cy CTaTUCTHYKU 3HAa4ajHO Mame IL-1f u ekcripuMupamy CTaTUCTUYKU

3HauajHo Mamke NLRP3 y mopehemy ca C57BL/6 makpodaruma (Purypa 65).
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®urypa 6. In vitro crumyaucann Makpodarn H30/10BaHH H3 NEPUTOHEYMa 3IPaBUX MHIIEBA. A.
Maxkpodaru 3apaBux Gal-3" mumesa ctumynucanu LPS-om u DSS-om npoaykoBanu ¢y CTaTUCTUIKH
3HauajHo Mame TNF-a u IL-1B. b. Makpodaru 3apaBux Gal-3" muwesa ctumynucann LPS-om u
DSS-om npoaykoBanu Cy CTATUCTUYKU 3HauajHO Mamwe IL-1B 1 ekcrpuMupany CTaTHCTHYKY 3Ha4YajHO
Mame NLRP3. M3Mepere BpeHOCTH U3 eKCIIEpHMEHTa Cy MpHKa3aHe kKao cpeama BpexHoct + SE (10

muinesa mo rpymnu) (¥p<0.05, **p<0.01).

4.2.3. AnonTuBHM TpaHcdep nepuTOHEATHUX MaKkpodara

CBaKOIHEBHH aJONTHBHHA TpaHchep meputoneananx makpodara (10° hemuja),
n3onoBaHux u3 3apaBux C5S7BL/6 xxuBoTH®A, Y Gal-3" mumese Ha CEIMOIHEBHOM
TpermMany DSS-oM 3HawajHO je moropmao KIMHMYKE MaHHdecTanuje OojecTu
npaheHe m3paxkeHujuM omrehewmrnMa TkuBa KonoHa (Purypa 7). Tako je ryOurax
TeJeCHE Mace, Kao M YKYITHU KIMHUYKHU CKOp, OMO cTaTUCTUYKHU 3Ha4yajHO Behu y Gal-
3" Muuresa KOjH Cy pUMIIH niepuToHeanHe makpodare C57BL/6 mumiesa (durypa
7A, B).

Gal-3" mumesn KOjU Ccy NPUMMIHM IEPUTOHEATHE Makpodare M3 3ApaBHX
C57BL/6 xuBOoTHHa UMaNU Cy CTaTUCTHUYKH 3HadajHO Kpahu kosjoH (Purypa 7B) u

u3pakenuja omrehemba TkuBa KomoHa (Crnuka 14). 3a0enexeHo je eKCTCH3MBHO
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omTteheme Myko3e M QyOJ/bMX CTPYKTypa 3HJa KOJOHA, Ka0 W MO0jadyaHO IMPHCYCTBO
uH}IaManyjckux henwja y cyOMyKO3M KOJIOHAa OBaKO TPETHPAHHX >KUBOTHIHHA.
XHCTOJIOMIKH CKOP Gal-3" mumesnma KOJU Cy aJONTHBHUM TpaHCHEPOM HPUMHUIH
nepuToHeasine Makpodare u3 3apaBux C57BL/6 xuBoTuma je O0mo 3HauajHo Behu

-/- . .
Hero ckop Gal-3"" muiieBa kojuma HUCY TpaHchepucaHe hemuje.
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@urypa 7. AponTMBHM TpaHcdep NePUTOHEATHHMX Makpodara. ANONTUBHHM TpaHchep
MePUTOHEATHUX Makpodara M30J0BaHHX u3 3apaBux C57BL/6 xuBOTHIA 3HA4YajHO je IOTOpPIIA0
omrreherse TknBa Konona Gal-3” mumesa tperupannx DSS-om. A. IIpoueHar ryGuTKa TeIeCHe Mace
HAaKOH aJIONTUBHOT TpaHcdepa Makpodara. B. Kinuuauuku ckop. B. Ckpaheme nyxnHe KOJIOHA HAKOH
aflonTUBHOT TpaHc(epa Makpodara. I'. Xucronomku ckop. M3MepeHe BpeqHOCTH U3 eKCIEPUMEHTA CY

MpHKa3aHe Kao cpeama BpenHoct + SE (¥p<0.05, **p<0.01).
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Canka 14. Penpe3eHTAaTHBHM NATOXHCTOJIONIKH MpeNapaTd HAKOH aJONTHBHOI TpaHcgepa
nepuToHeaaHn Makpodara (100x). Ha necHoj cTpanu cimke NMpHKa3aHU Cy TKHBHU HCEYIH Gal-3"

MHUILIEBa HAKOH aionTuBHOT Tpauchepa C57BL/6 u Gal-3" Makpodara.

Konnenrpauuje IL-1B u TNF-a y cepymy Gal-3" mumesa, KOjU Cy IpUMIIN
Makpodare nzonoBade u3 3apaBux C57BL/6 mumesa cy Ouie cTaTUCTUYKU 3HAYajHO
Behe Hero KOHIIEHTpAIMje UCTHX ITUTOKMHA Y MHIIEBA KOjUMa HHUCY TpaHC(hepHCaHH

makpodaru (I'papukon 1).
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I'paguxon 1. IIpoMeHe KOHIEHTpanHje NUTOKWHA Y Gal-3" MmmeBa HaKoH agONTHBHOr
TpaHcdepa Makpodara. AjonTHBHM TpaHchep NepuToHeanHuX Makpodara 3apaBux CS57BL/6
JKHBOTHIbA 3HauUajHoO je noBehao npoaykimjy IL-1B u TNF-a y Gal-3" mumesa Tperupanux camo DSS-
oM. M3MepeHe BpeTHOCTH U3 CKCIIEPHMEHTa Cy MpHKa3aHe Kao cpenma BpeaHocT = SE (6 mumieBa y

rpymn) (*p<0.05, **p<0.01).




4.2.4. Jlenennja rena 3a Gal-3 cmamyje excnpecujy NALP-a u IL-1B y TkuBy

KO0JIOHA

Y TKuBy KkojoHa oxapehuBana je ekcmpecuja NALP-a u IL-1B

umyHoxucroxemujckoM u PCR metonom.

VY ekcrepuMeHTaIHOM KOJUTHCY u3a3BaHoM DSS-om nenenuja rena 3a Gal-3
y3pokyje Mamy ekcrnpecujy NALP-a u IL-1p y TkuBy konona (Cnuka 15a u 0). Ha
TKHBHUM mnpenaparuma C57BL/6 MumeBa ce yodaBa 3HadajHo Beha nudysHa
uHpUITpaMja Koja Jocexke 10 cyOMyko3e y mopehemy ca TKHBHHM IpermapaTuMa
Gal-3" wmummesa. Y Gal-37  wmumesa yoyaBa ce Mamwa HHpUITpanuja
uH}uamanujckuM henujama y3 ouyBaHy Mopdosorujy kpuntd. LluToruasmarcka
excnpecuja NALP-a u IL-1B je Oumna 3HauajHo Beha y mnduatpatuma C57BL/6

MUIIEBa y mopehemy ca TKHBHUM IperapaTumMa Gal-3" mumesa.
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Canka 14a. Exknpecuja NALP-a y TkuBy kosona CS7BL/6 n Gal-3" mmmesa Tperupanux DSS-

OM.
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Canka 146. Excnipecuja IL-1PB y TkuBy kosiona CS7BL/6 u Gal-3" mumesa Tperupanux DSS-om.

Excnpecuja rena 3a NLRP3 u IL-1-B je onpehuBaHa y TKMBY KOJIOHa METOJJOM
PCR. Excnpecrja oBHX T'eHa y TKHBY KOJIOHA je OWJIa CTATUCTHYKH 3HAYajHO Mama y
Gal-3" mumeBa y nopehemy ca ekcnpecujoM oBux rena y C57BL/6 muiieBa

(I'pacukon 2).

300 14C57BL/6 xoHIpona
14 Gal-3-/- xoHTpONA
250 1 WC57BL/6 + DSS

#Gal-3-/-+DSS§

Excnpectja
— — =
[ L =
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I'padpuxon 2. Cmamena ekcnpecuja reia 3a NALP u IL-1f y Gal-3"

MHuIIeBa TperupaHux DSS-
om. Y tkuBy konona Gal-3" mumesa tperupannx DSS-om Guia je cMameHa eknpecuja rena 3a NALP
u |IL-1B. 3mepene BpeAHOCTH U3 SKCIIEPUMEHTA Cy MpHKa3aHe Kao cpeama BpemHocT = SE (¥p<0.05,

#%p<0.01).
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4.2.5. Jlenuienuja makpogara ykuaa pasjMKe y TeKHMHH 00JeCTHM U CTeleHy

omrrehema TknBa nsmel)y C57BL/6 n Gal-3" mumesa

Jla Ou ce yTBpAuo yTHLa] Makpodara y 0BOM MOJIeNly aKyTHOT KOJIMUTHCA, OBE
hemuje cy nermerupane numozomuma (-4, 0, 2, 4 u 6-or JaHa EKCIIEPHMEHTA).
Jemennja Mmakpodara je 3HauajHo yoOnaxkuiaa 0oJecT y 00e eKCIepuMeHTAIHE TPYIie
(Durypa 8). Huje Ouno 3HauajHE pasznuke y TYOHTKY TEJIeCHE Mace, Y KIMHHUYKOM
CKOpYy, Kao HHM y cKkpahemy IyKMHE KOJOHAa HAKOH IPUMEHE JIMIIO30Ma u3Mehy
C57BL/6 u Gal-3" mumesa (®Durypa 8A, b u B). IlaroxucTosomkoM aHalIn3oM je
noTBph)eHO 1@ HHje OWI0 CTAaTHCTUYKW 3HAuYajHE pasiuke Yy HapyllaBamy
MopdoJIoTrHje TKMBa KOJIOHA Yy TpylamMa XHBOTHHA KOje Cy MPHUMWIE JIMIIO30ME
(®urypa 8I'; Cnuka 16). YV rpynaMa MumieBa Koje cy IpUMUIIE JIUIIO30ME HE youaBa
ce wuHbwiITpanyja uHbIaManMjcKUM henujama, Kao HHU JAECTPYKLIMja KPHIITH.
Xucromomku ckop C57BL/6 wmumieBa koju Cy NPUMIUIA JIMTIO30ME je OHO
CTaTUCTHYKMA 3HAYajHO MamH y mnopehemy ca xuctonomkum ckopom C57BL/6
MuIieBa koju cy npumanu camo DSS. Ha TkuBHum npenaparuma C57BL/6 muineBa
kKoju cy mpuManu DSS youaBajy ce 30pHucaHe CTpYKType KpUNTH U UHPHUITpaIuja
uH(paamanujckuM henmjama QyX CBUX cJl0jeBa KOJIOHA, Ka0 M HCTaJbeHa JIaMUHA
nponpuja. Hacynpor tome, C57BL/6 muimieBn Koju cy NPUMMIIU JHMIIO30ME UMaAjy
o4yBaHy MOP(}OJIOTH]y KPUNTH ca MUHHUMAIHUM HHQPUITPALMjOM HH(IaMaIlljCKUM
henujama oko 0azu kpuntu. Omreheme TKUBA KOJIOHA Gal-3" mumesa TPETUPAHUX
DSS-om je Gmiio cratucTHukM 3HadajHOo Behe y mopehemwy ca omrtehemem TKHBa
kosona Gal-3" Mumesa KOJU cy mpuMuiIn jumno3ome. Ha TkuBHuM npenaparuma Gal-
3" mumesa Tpetupanux DSS-om youaBa ce m3paxkeH KPUOTHTHC Ca MECTUMHYHUM
KPUITHUM amiecuMa M HajBehuMm JeoM O4YyBaHUM CTPYKTypama KpHIITH, JIOK je
UHUITpalja OrpaHUYeHa Ha MyKo3y. [laTOXMCTONOIIKOM aHaJlM30M Mpenapara
Gal-3" muwmesa KOJU Cy MPUMHJIH JIMIIO30ME yo4daBa C€ OUyBaHa JIAMUHA TIPOIpHja

KOJIOHA, MPO’KETa PETKOM MH(PUITPALIH]OM.
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43. Y JaMHHH TPONpHjU 000jeauX Gal-3" mumesa NPHUCYTHO je Mame

HH(JIAMAIUjCKUX a BUIIE PeryJaTOPHUX JeHaApuTcKux heamja

Hakon wucnutuBama ysnore makpodara y KOJHTHCY H3a3BaHOM DSS-owm,
HAMETHYJIO C€ MCIUTHBAkE MoIyanuja qeHaputckux hemuja. Tako je y u3onatuma
JamuHe npomnpuje oapehuBan npoueHar u 6poj CDl1lct+ nennmpurckux henuja, a
yHyTap Te momynanuje onpehuBan mpoueHar henmja xoje excnpumupajy Il kmacy
MHC (1-A), CD80, CD11b+ kxao u henuja xoje nmpoaykyjy TNFo u IL-6.

VY 5aMuHM NpoIpUju Gal-3" mumesa 3abenexen j€ CTaTUCTHYKH 3HAYajHO
MamH TporeHar kako ykynHux CD1lc+ henmja Tako M BHXOBHX cyOmomynamnyja:
CD11b+, TNFat+ u IL-6+, MHC II+ u CD80+ (®durypa 9). Huje mocrojana
CTaTHCTUYKM 3HAa4yajHAa pa3idKka Yy TMpOIeHTY JeHIpUTckux hemuja wusmely
KoHTposHux rpymna (durypa 9).

Paznuke y mpomneHTyalHO] 3aCTYIUBEHOCTH Cy C€ OJpa3mie M Ha YKYyIHE
Opojese henmujckux cyOrmomnyamnyja U3BOjSHUX U3 JIAMUHE IIPOIIPH]E, Ta je TaKo Opoj
neuaputrckux (CD1lc+) kao u uHbmamanujckux aenapurckux hemuja (CD1lc+
CD11b+) je OMO CTaTHCTHYKHM 3HA4YajHO MambH Y TKUBY KOJIOHA Gal-3" mumesa y
nopehewy ca CS57BL/6 wmumeBuma (®urypa 10). Jlenmputcke henuje Koje
excnpumupajy mosekyn Il kmace MHC kao m CD80 cy craTHCTHYKH Mambe
3aCTyIJb€HE y TKHUBY KOJIOHA Gal-3"  mumesa tpetupanux DSS-om. Bpoj
nenapurckux hemmja koje mpoaykyjy TNF-o u IL-6 je takohe Omo cratuctuuku

3Ha4YajHO MambU Yy Gal-3" mumena (®urypa 10).
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®urypa 9. Ilpouenar aenapurckux henuja y TkuBy kojioHa CS7BL/6 u Gal-3" mumesa.
Ipouenar CD1c+, CD11c+CDI11b+, CD11c+I-A+, CD11c+CD80+, kao u onux koje npoaykyjy TNEF-
o u IL-6 je OMO CTAaTHCTHYKH 3HAYajHO MamU Yy TKHBY KOJOHA Y Gal-3" y mopehemy ca C57BL/6
MunieBruMa. M3MepeHe BpEeIHOCTH M3 EKCIIEpUMEHTA Cy INpHKasaHe Kao cpenma BpemnocT = SE (6

muiesa y rpymu) (¥p<0.05, **p<0.01).
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®@urypa 10. Ykynnu 6pojeBn 3a nomyJjanuje neHaApuTckux heauja y TknBy kogona CS57BL/6 n
Gal-3" mumesa. Bpoj CD1lc+, CD11¢c+CD11b+, CD11c+I-A+, CD11¢c+CD80+, ka0 u OHHX KOje
npoaykyjy TNF-a u IL-6 je 6HO CTATHCTHYKH 3HAYAjHO MamH y TKHBY KonoHa y Gal-3" mumesa y
nopehewy ca C57BL/6 munieBnma. M3mepene BpeIHOCTH U3 EKCIIEPUMEHTA Cy MPHUKa3aHe Kao Cpe/mba

Bpentoct £ SE (6 mumieBa y rpynn) (¥p<0.05, **p<0.01).

OppehuBanu Ccy W MPOLEHTyaJlHU U HYMEPUYKH OJHOCH CyOmomynanuja
perynaropaux aenaputckux hemuja CD11c+CD8+ kao u nenapurtckux henuja koje

npoaykyjy IL-10 y namunu nponpuju.
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[Tponentyanna 3actymbeHoct CD11c+CD8+ kao u nenapurckux henuja xoje
npoaykyjy IL-10 je Omia craructuuku 3HauvajHo Beha y Gal-3" wmumesa, nako

3HA4YajHE pasJIMKe y alcoJIyTHUM OpojeBrMa HUCY 3abenexeHe (Purypa 11).
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®urypa 11. IIpoueHat M ykynaH Opoj peryJaTOpHUX JeHAPUTCKUX henmja y TKHBY KoOJIOHA
C57BL/6 u Gal-3" mumega. [ponenar CD11c+CD8+ je GHO cTaTHCTHUKH 3HAYajHO BehH y TKHBY
KOJIOHA y Gal-3" mumesa y nopehemy ca C57BL/6 mumesuma (p<0.01). M3mepeHe BpemHocTH 13

KCIIEpUMEHTa Cy IpHKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct + SE (6 mumesa y rpynu) (*p<0.05, **p<0.01).

4.3.1. AnontuBHHU TpaHcdep AeHapuTcKHUX henja

AnonTuBHM TpaHchep JEHAPUTCKUX henuja H30J0BaHUX U3 ClIe3UHA
Herpetupanux CS5S7BL/6 u Gal-3" mumesa y Gal-3" peLUINHjeHTe HHje H3a3Bao
3HauajHo Behe omreheme konmoHa. Huje 6o cTaTuCTUYKY 3HaYajHE pas3iiuke u3Mehy
eKCIIEPUMEHTATHUX Tpylna y CBHUM T[apaMeTpuMa Kako KIMHUYKOT Tako |

xucToJomKkor ckopa (durypa 12; Crnuka 17).
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®urypa 12. ApontuBHu Tpancdep Aenapurckux hemmja. A, B, B, I. AmontuBHEH TpaHChep
C57BL/6 u Gal-3" JNEHIPUTCKUX henuja y Gal-3" peuMnujeHTe HHje Y3pPOKOBAO CTATHCTHYKU
3HauYajHy pasiuKy H3Mel)y eKCIepUMEHTaIHHX Ipyna. M3MepeHe BpeAHOCTH U3 EKCIIEpUMEHTa Cy

[pPHKa3aHe Kao cpeiba BpeaHoct + SE.

Gal-37~ konTpo.1a Gal-37~ + DSS + Gal-3 DCs

SRR 35
Gal-3-+ DSS

|}

Canka 17. Penpe3eHTATHBHU NAaTOXHCTOJIOLIKH NMpenapaTu Gal-3" mumesa Tperupanux DSS-

oM Hakon Tpancdepa C57BL/6 n Gal-3" nenapurcknx hennja (necua crpana ciuxe, 100x).
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4.4. llporextuBHa yjaora NKT heanja y omrehemy TKkHBa K0JIOHA M3a3BaHOM

DSS-om

bynyhn nma cy nmpoTOYHO IHUTOMETpPHjCKE aHalW3e IoKas3aje CTAaTHCTHYKU
3HaudajHo noBehame ykymHor 6poja CD3+NKI1.1+NKT henuja y TkuBy konona Gal-3
" Mumesa Tpermpannx DSS-oM HaMeTHyna ce Hieja Ja ce ACTAJbHHjC HCIATA
eBeHTyaJlHa yjora oBux hemuja y konutucy wuzasBanoM DSS-om. ¥V Ty cBpxy
kopuiither je morentuu aktuBatop NKT henuja: a-GalCer. Exciepumenta y Kojuma
je ucrutBaHo Aa iu oxcycrBo Gal-3 yrude Ha mportektuBHy ynory NKT henwja y
aKyTHOM KOJIUTHUCY [M3ajHUPAaHU Cy TaKO Ja C€ MHIIEBUMAa HHTPAIECPUTOHEATHO
yopusrasa a-GalCer (100pg/xg TenecHe mMace) CBaKOJHEBHO TOKOM mpumene DSS-a.
[Tpumena a-GalCer yonaxkuia je KIMHUYKY CIIMKY M CMambuiia omteheme TkuBa y 00e
UCIIUTHBAHE TPyl MUIIEBA, &M Cy CTATUCTUYKH 3HAYajHE pasjMKe 3a0eiexeHe y
NPETXOJHUM eKcnepruMeHTrMa octaine. [la cy Tako C57BL/6 mumieBu Tperrpanu
DSS-om u a-GalCer-om wumanu cTraTHUCTHYKM 3HAYajHO BehM M KIMHUYKH |
XHCTOJOUIKH cKop y nopehemy ca Gal-37 MuleBnMa Ha HCTOM TpeTMaHy HaKo je
Oonect M KOJ jeHUX M Apyrux Oonect yonaxeHa (Purypa 13; Crnuka 18). Takobe,
npumena o-GalCer-a nosehaBa u npomenat NKT henuja koje mpoaykyjy IL-10 y
TKUBY KOJIOHA y 00e excriepuMenTainne rpyme (durypa 14).

Hako je ammmkanmja o-GalCer-a m mocnennuna aktuBanuja NKT henwmja
3HayajHO cMamuia omTeheme TKHMBa KOJOHA, HHUje ce Memala pasnuka usmehy
excnepuMeHTanHux rpyna (®Purypa 13) mro ykasyje na aktuBHocT NKT henuja y

OBOM MOjIeNy OosiecT He 3aBucH o1 ekcnpecuje Gal-3 mosekyia.
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®urypa 13. IIporexkTuBHa yiaora NKT hesmmja y omrehewy TkuBa KoJ10Ha 3a3paHoM DSS-om He
3aBHCH 0] mpucycrBa moJekyiaa Gal-3. A, b, B. ['yOurak TenecHe Mace, KIMHUYKA CKOp, Kao W
ckpaliele KOJIOHA je OMJIO CTaTHCTHYKH 3Ha4ajHO Mame Y Gal-3" mumesa y nopehemy ca C57BL/6
muieBuMa HakoH npumeHe oGalCer-a. I'. Xucronomku ckop HakoH npumene aGalCer-a. M3mepene

BPEIHOCTH M3 EKCIIEPUMEHTa Cy IpUKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct = SE (¥p<0.05, **p<0.01).

Canka 18. PenpesenrarmBHH XucTOJIOIIKH npenapatu C57BL/6 u Gal-3" mumeBa nakon

npumene a-GalCer-a (ua necroj crpanu cimke, 100x).
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—_

5 WCS5TBL/6 xouTpona 14 C57BL/6 xoHTpoma

0 -
A 9 - 4 Gal-3-/- koHTpOMa E 357 14 Gal-3-/- xoHTpoMma
o 8- M C57BL/6 + DSS 30 - WC57BL/6 + DSS
= 7  Gal-3-/- + DSS <25 # Gal-3-/- + DSS
5 6- T B C57BL/6 + DSS + aGalCer
E 5 g - M Gal-3-/-+ DSS + aGalCer
E 4 4 g 15
g =
5 |
(lJ : =5 0 letows
CD3+NK1.1+ NKT hetnje NKT+IL-10+

®urypa 14. IIporexkTnBHa ynora NKT heanja y omrehemy TkuBa koa0Ha n3zazpanom DSS-om.
A. bpoj NKT henuja je 6no cTaTHCTHYKH 3Ha4ajHO Behw y Gal-3" mumesa y nopehemy ca C57BL/6
mumeBnma. b. [Iponertyanna 3acrymbseHoct NKT hemunja xoje mpoaykyjy IL-10 je 6mna ctaTucTiHIKA
3Ha4ajHO Beha y TKMBY KOJOHA Y Gal-3" mumesa camo Ha DSS-y, xao u Gal-3" mumesa KOjH Cy
npumuia o-GalCer y mopehemy ca C57BL/6 MumesnmMa camo Ha DSS-y, anu u Koju Cy NpUMIIIH  O-
GalCer. M3MepeHe BpeTHOCTH M3 SKCIIEPHUMEHTA Cy IPUKa3aHe Kao cpelma BpeaHocT + SE (6 muiiea

y rpymn) (*p<0.05, **p<0.01).

4.5. lenenuja rena 3a Gal-3 cmamyje 6poj HeyTpoduia y TKMBY KOJOHA

C o03upoM Ha cTyadje Koje yKa3yjy Ha  3HauajHy  yJory
NOJUMOP(OHYKICApHUX JICYKOIIMTAa Yy MAaTOreHe3M KOJHMTHCA H3a3BaHOI JIEKCTpaH
Hatpujym cyindarom (137) wucnurana je wu ymora Gal-3 'y axkTuBanuju
noIMMOp(OHYKIICAPHHUX JICYKOLIMTa Y OBOM Mojely Oomnectu. JloOujeHu pesynratu
JacHO yKa3zyjy Ha Mamy 3acTyIUb€HOCT HeyTpoduiaa, Kao M HeyTpodpmia Koju
npoaykyjy IL-1B u TNF-o y namuuu mponpuju Gal-3" mumesa y nopehemy ca
C57BL/6 wmmmesuma. bBpoj CD45'CD11c’Ly6G" meyrpoduna um Heyrpoduma
CD45'CD11c’Ly6G" koju mpoaykyjy IL-1p u TNF-q, je 610 CTATHCTHYKM 3HAYAjHO

MamHU y TKUBY KOJIOHA Gal-3" mumesa tperupanux DSS-om (Purypa 15).
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®@urypa 15. Ilpouenar u ykynHu 6poj Heyrpoduia y TkuBy konona C57BL/6 n Gal-3" mumesa.
IIponenar u 6poj CD45+CD11c-Ly6G+ Heyrpodmiua, kao u 6poj CD45+CD11c-Ly6G+ HeyTpodmia
Kkoju mpoaykyjy IL-1p u TNF-0. je 61O CTATHCTHUKH 3HAYAJHO MaFH y TKHBY Konona Gal-3” mumesa
tpetupanux DSS-om (p<0.001). M3mepeHe BpeOHOCTH W3 J[Ba IIOHOBJBEHA EKCIIEPHMEHTa Cy

MpHKa3aHe Kao cpeama BpenHoct £ SE (6 mumesa y rpymn) (¥p<0.05, **p<0.01).

Mehytum, wnako je Ouna 3HauajHO Beha 3acTymsbeHOCT oBe henujcke
nomnynamnuje y TkuBy kosoHa C57BL/6 mwumeBa, anonTuBHU TpaHchep HeyTpoduia

M30JI0BaHUX U3 neputoHeyma 3npaBux C5S7BL/6 mumieBa y Gal-3" peluIujeHTe Huje
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M3a3Ba0 CTATUCTHYKU 3Ha4yajHo Behe omreheme komoHa. AmonTuBHU TpaHchep
HeyTpoduia (2x106, WHTPANEPUTOHEATTHO) HHUjE Y3POKOBAO CTATHCTUYKU 3HAYAJHY
paziuky u3mel)y ekcriepruMeHTaIHUX Tpyna y TYOUTKY TeJeCHe Mace, KIMHUYKOM U
XHCTOJIOIIKOM CKOpYy, HHTH cKpahewmy kosioHa (Purypa 16). Ha xucromomkum
npenapaTuMa Takohe ce He youaBa 3HauajHa pasiuka y omTehemy TKHBa KOJIOHA
(Cnuka 19), mro ykasyje Aa HeYyTpOo(hUIN HUCY NUPEKTHO OJTOBOPHHU 32 PA3JIUKE Yy
natorene3u konutuca uzmehy C57BL/6 n Gal-3" mumesa.
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M Gal3-/- DSS
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E L1Gal3-/- DSS Gal3-/- HeyTpodwH

op

—
(=]
|

—_
[=]
1
e

(=3} [==]
KimMHMIKH ckop
i b »~ el
D = Lh k2 L W L e L L

e
1
—_

(=]
1

Tyourax TesiecHe Mace (%) }

[l

[=]
|

os)
=

9_ 9_
8 _8-
£7- g7,
=
0 e
g4 £,
= =
34 3 4
A |
1 1
0 - 0 A

®urypa 16. AxontuBan Tpanchep Heyrpopuaa. A, b, B, I'. AnonrtuBau tpaHcdep Heyrpoduia
HHUje y3pOKOBAa0 CTAaTHUCTUYKH 3HAYajHY pa3lMKy Hu3Mel)y eKclieprMEeHTaaHHX Tpyna y KIHHHYKO]
MaHu(ecTalyju KoiauThca. V3MepeHe BpEeIHOCTH W3 EKCIIEPUMEHTa Cy IIpHKa3aHe Kao Cpenmba

BpenHocT + SE.
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Gal-3--+ DSS + Gal-3-- HeyTpoqm i

Gal-3-- koHTpoIa

Canka 19. Penpe3eHTaTHBHM MATOXUCTOJIONMIKH MpenapaTu Gal-3" MuuIeBa HAKOH AXONTHBHY

TpaHcdepa C57BL/6 n Gal-3" HeyTpoguia (1ecHa crpana ciuke, 100x).

4.6. Nenenuja rena 3a Gal-3 He Mema 3aCcTYIUbEHOCT MACTOIUTA, €03MHODUIIA U

NK hennja y TKHBY K0JIOHAa MuIIeBa TpeTupaHux DSS-om

[IpoTOoyHOM IUTPOMETPUJOM CY aHAIM3MpaHE OcTaje Mnomynaunuje hemuwja y

TKHUBY KOJIOHA.

Mactouutn: Huje 6uso craTucTHuke 3Ha4ajHE pa3iuke y Opojy MacTOIUTA Y TKUBY
kosona Gal-3" mumesa y opehemy ca 6pojem macTonuTa y TKuBy kojona C57BL/6
mumeBuma (I'paduxon 3). OBu Hanmasu moTBpheHH cy W cnenuduaHuM OojemeM
Toluidin Blue-om (Cnuka 20). TamHO JbyOUYacTO MPeOOjeHH MACTOLUTU Cy OWIH

3acTyIJbeHH y HHpuaTpaTuMa nHpaamanujckux hemnuja y TKUBY KOJIOHA.




L C57BL/6 kouTpOna

25 4

) 14 Gal-3-/- + xouTpona
“« 24 WC57BL/6 + DSS
= # Gal-3-/- + DSS
215
H
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53
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.. =

FeeRIA-CD117+ MACTOIIHTH

I'padukon 3. YkynHu 6poj Macrouura y TKUBY Kos1oHa CS7BL/6 u Gal-3" mumesa. Huje 6mto
CTAQTHCTUYKY 3HauajHe pazimke yopojy FceRI+CD117+ macronura y TkuBy kosona C57BL/6 n Gal-3°
" Mumesa Tperupanux DSS-om. M3MepeHe BPEIHOCTH H3 eKCIIEDHMEHTA Cy NPHKAa3aHe Kao Cpemba

BpenHocT + SE (6 mumieBa y rpymn).

100x Toluidin Blue macromurin  100x Toluidin Blue macToimi
CS7BL/6 + DSS

s

Canka 20. Cnennduyno 6ojeme MacTonuTa y TKUBHUM ncedynuma C57BL/6 u Gal-3" mumesa.

Eo3unopuau: Y xomutucy mzazBanoM DSS-oM HHje OWIO CTaTUCTHYKH 3HA4YajHE
pasznuke y TpoIeHTyalnHo] 3acTyiubeHocTH CD45+SiglecF+ eosunoduna, kao u
eosunodpuna CD45+SiglecF+ koju mpoaykyjy IL-13 y TkuBy KojoHa Gal-3" u
C57BL/6 mumieBa (®urypa 17). Cneunduunnm Congo red Gojemem oBe henujcke




MOMyJalkje TOKa3aHO j€ Ja HHuje OWIO CTaTUCTUYKU 3HAYajHEe pas3JIuKe Y
NPHCYTHOCTH eo3uHO(MIA y TKHBY KojnoHa m3mehy C57BL/6 u Gal-3" mumesa

(Cnuka 21). TamHO 1pBeHO NpebojeHH €03uHOMUIM Cy NMPUCYTHH Y HHOUITpary

uH(paamanujckux henuja.

LIC57BL/6 xkouTpoma
4 Gal-3-/- + xouTpona

4.5+ 4 -
. MW C57BL/6 + DSS
331 ¥ Gal-3-/- + DSS
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CD45+ SinglecF+ eozuHodum FcERI+CD45+SinglecF+IL13+ eozHHOQHIH

®urypa 17. IlpucycrBo eo3unoduia y TkuBy kojgoHa C57BL/6 u Gal-3" mummesa. Huje o6uno
CTATHCTUYKU 3HadajHe pasnuke y mpoueHty CD45+SiglecF+ eosmHOGmMIa, kao M eo3mHOGMIA
CD45+SiglecF+ xoju mpoaykyjy IL-13 usmehy Gal-3" mumesa u C57BL/6 mumesa Tperupannx DSS-
oM. M3MepeHe BpeTHOCTH U3 EKCIIEPHMEHTa Cy MpHKa3aHe Kao cpenma BpeaHocT = SE (6 MumieBa y

Ipymny).

100x Congo Red eozmnodnim 100x Congo Red eozmnodunin
CS7BL/6 + DSS Gal-37- + DSS

Canka 21. CnennduyHo 6ojeme MacTonuTa y TKRUBHUM ncedynuma C57BL/6 u Gal-3" mumesa.
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NK henwnje: Hucy youene pasznuke y ykymaom 6pojy NK henuja y TkuBy konona usmehy

C57BL/6 u Gal-3"" mumesa (I'paduxon 4).

. L1 C57BL/6 xouTpoma
i4 Gal-3-/-+ xoHTpOmA
MC57BL/6 + DSS

M Gal-3-/- + DSS
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I'padukon 4. Ykynuu Opoj NK hesmja y TkuBy konona CS7BL/6 u Gal-3", Hwuje Ommo
CTATHCTHYKH 3HadajHe pasnuke y Opojy NK hemwnja y tkuBy komona C57BL/6 n Gal-3". Hzmepene

BPEIHOCTH M3 EKCIIEPUMEHTA Cy IPHKa3aHe Kao cpemma BpenHoct + SE (6 mumesa y rpymnn).

4.7. llpumena Davanat-a 3nauajHo cMamyje omreheme TKMBa KOJIOHA M3a3BAHO

DSS-om

Hakon 1o je 3amaxkeHo na nenenuja reHa 3a Gal-3 rena 3Ha4yajHo cMmambyje
omrehewe TKMBa KoJIoOHa wu3a3BaHo DSS-om, ycnen cMmameHOr MpHCYCTBa
uH(pIamManujckux henwja Koje MpojyKyjy LUMTOKHMHE Yy JaMHUHHU TPOINpHjHU, ciaduje
npoaykuuje 1utokuHa (TNF-a, IL-1pB, IL-6) u mnoxactunama anTepHATHBHE
aKTUBalMje Makpodara, uUCHHTaH je edekar NpPUMEHE HOBOCHHTETHCAHOT
anraronucte Gal-3 (Davanat) Ha TexxuHy OojiecTH M CTemeH oinrehema TKUBa
KOJIOHA y KONUTUCY u3a3BaHor DSS-om ko C57BL/6 mumiesa.

Knuanuku ckop je moka3ao jJa HMHTpamnepuToHeaidHa mpuMeHa Davanat-a
(100pg 0, 2, 4 u 6. nana TokoM 7 nana npumeHe DSS-a) npeBenupa temko omreheme
TKHBa KoJIOHa m3a3BaHo DSS-om. Kao mro je mpukazano nHa ®@urypu 18, kmuHHIKH
CKOp j€ CTaTUCTUYKU 3HAUYajHO MamkU y MHUIIEBA KOJU Cy NPEBEHTHBHO MPUMUIH

Davanat, y nopehemy ca mumeBuma koju cy npumuian camo DSS-om. [lyxuna
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KOJIOHA je Omia craTucTUuku 3HadajHo Beha y C57BL/6 muieBa Koju Cy MpUMUIH
Davanat.

[Taroxucronomnka aHamM3a KOJOHA je MOTBPAMIA KIMHUYKA U MaKPOCKOIICKA
sanaxama (Cnuka 22). 3HauajHo Mame omreheme konona youeHo je y C57BL/6
MUILEBA KOju Cy nmpeBeHTuBHO nmpuMmiu Davanat. ¥ C57BL/6 mumesa TpeTupanux
camo DSS-om 3amaxena je macoBHa uHOwWiITpanyja uH(pIaManujckuMm henmjama
npahena ryOuTkoM HOpMasHe Tpalle TKHBa KOJIOHA ca HCTAaHCHOM JIAMUHOM
IPOIPHjOM JIOK Cy y MuIIeBa Tperupanux u Davanat-om 3anaxkenu camo (okaaHu
uHQUITpaTH MHpIAMaMjcKuM henmujama y3 odyBaHy CTpYKTypy Kpuntu. Kao mro
nokasyje Cnuka 22, KOJIOH MHIIIEBA, KOJH Cy MMaJld MPHUCTYIT caMo mujahoj Bomw, je

ouno O4YYyBaH U HCIIPOMCHCHE rpabe mITo je Yy €ariiaCHOCTH €a KIIMHUYKHM CKOPOM.

L C57BL/6 KoHTpONA
W C57BL/6 + DSS
HC57BL/6 + DSS + Davanat
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®urypa 18. Edexar Davanat-a na exciepumeHnTaianu koauruc. A, b, B, I'. I'yOurak Tenecne mace,
KIIMHAYKA CKOp ckpaliele KOJIOHAa M XHUCTOJIOIIKH CKOp Cy Omim ymepeHuju mocie npumeHe Davanat-
a. M3MepeHe BpEeOHOCTH W3 EKCIEPUMEHTa Cy IpHKa3aHe Kao cpeama BpemHoct = SE (¥p<0.05,
**p<0.01).
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Cauxa 22. PenpesenTatuBHH npemnapatd kojoHa C57BL/6 wmmumieBa HakoH mnpumeHe Davanat.

CraHmapHO MaTOXKCTOJIONIKO Oojeme (yBehame x100).

4.7.1. Davanat 3nauajHo cmamyje konuerpanuje |L-1p u TNF-a y cepymy

Kako cy KIMHWYKH [TOKa3aTesbH U MaTOXHUCTONIONIKA HCIUTHBAKA TIOKa3aln 1a
npumena Davanat-a ybnmaxaBa Oosiect W cMamyje omTehema TKHBa KOJIOHA KOJI
C57BL/6 MuIeBa U jJa OBM IOJALM KOpennpajy ca Hamasuma y Gal-37 mumesa,
ucnuTaH je u yrunaj Davanat-a Ha KoHIeHTpanuje pelneBaHTHUX UTOKUHA Y CEpyMy

kao u excrpecuja NALP-a u IL-1p in situ.

Konnenrpanuja IL-1B u TNF-o je Owmima cTaTHCTHYKH 3HA4YajHO Mama y
cepymy muiieBa kojuma je mat Davanat y mopehemy ca mumieBnma KojuMa je naT

camo DSS (I'paduxon 5).
L C57BL/6 KoHTpONA

W C57BL/6 +~DSS
#C57BL/6 + DSS +Davanat

3000 -
2500 -
'E 2000 -
‘EISUD 1

1000 +

0 .
IL-1p TNF-a

I'papuxon 5. IlpomeHa KOHLEHTpalHWje HUTOKMHA y cepyMy HakoH mnpumene Davanat-a.
Konnenrpamuja IL-1B u TNF-0 y cepymy je cTaTHCTHUKM 3Ha4yajHO Mama y C57BL/6 mumesa ca
KOJIMTHCOM HakoH npumeHe Davanat-a y mopeljemy ca koHneHtpanujama m3mepeHum y C57BL/6
MHUIIEeBa KOjH HUCY nmperpeTupanu Davanat-om. M3mepeHe BpeTHOCTH U3 eKCIIEPUMEHTa Cy MPUKa3aHe

Kao cpeama BpenHoct £ SE (¥p<0.05, **p<0.01).
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4.7.2. Ilpumena Davanat-a cmamyje excripecujy NALP-a u IL-1p

Nmynoxucroxemujcka ananmusa exkcrpecuje NALP-a u IL-1B y TkuBy KonoHa
C57BL/6 mumeBa, 7 nana HakoH npumene DSS-a moka3zana je ma Davanat 3Hadajao
cmamyje ekcrpecujy IL-1p m NALP-a y TkuBy konona (Cnuka 23). Ha TKuBHUM
npenapatuma C57BL/6 mumesa koju cy npeBeHTHBHO npuMmuian Davanat, ce youasa
3HayajHO Mama ekcnpecuja NALP-a y muromnasmu unHpnamanujckux hemuja y
nopehemy ca TkuBHUM nipernapatuma C57BL/6 mumeBa koju cy nmpumuian camo DSS.
henuje xoje excnpumupajy NALP y C57BL/6 muieBa koju cy npumuian camo DSS
Cy NMPHUCYTHE M y MYKO3u M y cyOMyko3u. Hacympor tome, npucyctBo hemuja koje
excripumupajy NALP y tkuBy komona C57BL/6 mwuimieBa Koju Cy NPEBEHTHUBHO
npummin Davanat je Ouna orpaHmdyeHa camMo Ha MyKO3y. YKymnaH Opoj OBaKBHUX

henuja je 61o 3HavajHo Behu y mumieBa koju Hucy npummie Davanat (Cruka 23).

C57BL/6 KoHTpona C57BL/6 + DSS C57BL/6 + DSS+ Davanat
; 5 Lol N .

NALP »\

Canka 23. Exnpecuja IL-13 u NALP-a y TkuBy konona C57BL/6 mumeBa HakoH npumerne Davanat-

a.

4.8. ®apmakosiomka nnaktuBanuja Gal-3 y MSCs nmoacruye ajiTepHATUBHY

aKTUBAIUjy Makpodara y TKMBY KOJIOHA

4.8.1. IlpeBenTuBHAa npuMeHa MSCs 3Ha4ajHO cMambyje KOJIUTHC MULIEBA

TpeTupanux DSS-om

[Ipumena MSCs, mnperxomgno Tpetupanux Davanat-om, TokoM pa3Boja

KOJIUTHCA 3HaUajHO cMamyje KoHIeHTpauujy Gal-3 y cepymy obosenux MuiieBa mro
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6u moruo ykasatu 1a U MSCs cekperyjy Gal-3 y oBom mozeny 6ostectu (I'padukon
6).

14 C57BL/6 - DSS+ MSCs+ Davanat

6000 - {1C57BL/6 + DSS+ MSCs
5000 - % 1
g 4000 - I
20 3000 |
2000 -
1000 -
0 |
Gal-3

I'pad¢ukon 6. Ilpumena MSCs mperxogHo Tpermpanux Davanat-om cmamyje KOHIEHTpaUUjy
Gal-3 y cepymy obo.iesiux MuiieBa. Y cepyMmy MHIIEBa, Koju cy npumuin MSCs ca (hapMakoIomKu
nHakTuBUpannM Gal-3, KoHIeHTpamuja OBOr MOJEKyJa je Omia 3Ha4ajHO cMameHa. l3mepeHe

BPEIHOCTH U3 EKCIIEPUMEHTA CY MPUKa3aHe Kao cpenma Bpeanoct £ SE (¥p<0.05, **p<0.01).

HNako je wunaktuBanuja Gal-3 y MSCs cmamuia KOHIIGHTpPAIUdje OBOT
MOJIeKyJia y cepyMHMa 00OJIeIMX MUILEBA TO HUj€ YTHUIANO0 HAa YKYIHHU MOTEHLHjall
oBUX henuja y yOnaxkaBamy pa3Boja akyTHOr koiutuca. Hucy 3abenexeHe pasnmuke
HH Y ONICEPBUPAHUM KIMHUYKUM HH y MATOXUCTOJNIOMKUM mapamerpuma (durypa 19)
u3Mel)y 1Be eKCIieprMEeHTaIIHE TPYTIe MUTIIEBA .

[Taroxucronomka aHanM3a KOJOHA j€ TOTBPAWIA KIMHMYKA 3amaXama O
yOnaxaBawy OonecTd. 3HauajHO Mame omreheme KoJOoHAa YO4YeHO je Yy
eKCHepUMEHTAIHUM IpylaMa MUILEBa KOjU Cy MPEBEHTUBHO npuMuian MSCs kao u
MSCs mperperupane Davanat-om. VY o00e ekcrepuMeHTalHe Tpyle MHUIIEBa
Tpetupannx MSCs 3anmaxa ce 3Ha4ajHO cMameHa WHOUITpanuja WH}IaMamujcKuM

henmujama (Cnuka 24).
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PE3YJITATH TajeKTHH-3 y eKCIIepUMEHTATHOM MOy aKyTHOT KOJUTHCA

4.8.2. dapmakosiomika wuHaktuBamuja Gal-3 y MSCs 3HauajHo mnosehasa
koHueHTpauujy IL-10 y cepymy mumeBa tperupanux DSS-om

Konnentpanuje TNF-o, IL-1B u TGF-B cy Oune 3HauajHo Mame y rpymama
MUILEeBa, Koje cy npumane win camo MSCs wim MSCS nperxoaHo KyJITHBHCAHE Y
npucyctsy Davanat-a y mopehewmy ca rpymom koja je Tpetupana camo DSS-om
(®urypa 20). OcHoBHa pa3iuka u3Mel)y oBe [1Be eKCIICpUMEHTAIHE TPYIe caapiKaHa
je y pasnuuntuM KoHneHTpanujama |1L-10 xoje cy Omie craTUCTHYKH 3Ha4ajHO Behe y
rpymu Koja je npeBeHTrBHO npummia MSCs nperperupan Davanat-om (durypa 20).
OBakaB HCXOJ eKCIpUMEHTa je ykazao Ha ynory Gal-3 y mnpoaykuuju aHTu-

uHpnamanujckor utokuna 1L-10.

1 C57BL/6 kouTpona

MC57BL/6 + DSS
M C57BL/6+ DSS+ MSCs+ Davanat
LCSTBL/6+ DSS+ MSCs
E X
3000 4 Mex | 2500 -
2300 2000
- 2000
1500
‘Ep1500 %
= & 1000
1000
500 300
0 - 0
TNF-a
f% 2500
1400 - —EE
1200 - I I 2000 |
= 1000 - 21500
£ 00 - 5
(=1
& 600 - 1000 -
400 -
500
200 -
0 - L - 0
TGF-p IL-10

®urypa 20. ®Papmakoiomka nHakTuBamuja Gal-3 y MSCs 3nauajHo mopehaBa KoHIeHTpanujy
IL-10 y cepymy mumeBa tperupanux DSS-om. Konnenrpammja TNF-o, IL-18, TGF-f u IL-10 y
cepyMy mulieBa TperupaHux DSS-om. M3mepeHe BpeqHOCTH M3 €KCIIEpUMEHTa Cy IpUKa3aHe Kao

cpeama Bpeauoct + SE (¥p<0.05, **p<0.01).
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4.8.3. llpumena MSCs 3HauajHoO cMambyje HHPUITPaNujy HHGIAMALUjCKUX

hesuja y TkKHBO KO010HA MumeBa Tpetupanux DSS-om

Kao mro je mpukazano Ha @urypu 21 cratuctuuku 3HauajHo Behu mpoueHar
F4/80+ wmakpocdara, kao u oHuX Makpodara KOju MPOAYKYjy HHGIaMAIIjCKe
nutokune: IL-1B u IL-12 je Ouo y rpynu mwuiieBa Koju cy npummin camo DSS y
nopehemy ca rpymama koje cy mpumuie komOunanujy DSS-a m MSC-a. Takohe,
yodeHa je CTaTHCTUYKH 3HAYajHO Mama NPOIEHTyalHa  3aCTYIJbEHOCT
UH(IIaMaIH]CKHX neagpurckux  hemmja  (CD11c+CDI11b+t), MacTOLUTa
(FceRI+CD117+), xao u NKT henmja (CD3+NKI1.1+) y rpynama muineBa ca

KouTHCOM Koje cy mpummie MSCs y nopehemwy ca MumieBuma Koju Cy NPUMHIH
camo DSS.

U C57BL/6 xoHTpOna

i %k 6 % @C57BL/6 + DSS
- . 1. 2 5 % C57BL/6+ DSS+ MSCs+ Davanat
30 - LIC57BL/6 ~ DSS+ MSCs

S 25 4 -

$ s

= =

£ 20 g, I I

= o)

215 - g

5] I 224

E- 10 =

L
1
—

[=]
[=]
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92



PE3YJITATH TajekTuH-3y eKCIEPUMEHTAJIHOM MOJENy AKYTHOT KOJHTHCA

®@urypa 21. IIpouenat umyHckux heauja y TKuBy KojoHa HakoH npuMmeHe MSCs. Ctatuctuaku
Mama TMpoIeHTyanHa 3actyiubeHoct F4/80+, F4/80+ IL-1B, F4/80+ IL-12, CD11c+CD11b+,
FceRI+CD117+ kao u NKT henuja y rpynama xoje cy npummie MSCs u MSCs ca HHXHOHTOPOM Y
mopehemy ca C57BL/6 mmmeBnma HakoH 7 maHa mpuMeHe DSS-a. M3mepeHe BpemHOCTH U3

EKCIICpUMEHTA CY MPHUKa3aHe Kao cpeama BpeaHoct £ SE (¥p<0.05, **p<0.01).

4.8.4. ®apmakoiaomka nHakrupanuja Gal-3 y MSCs noacruye ajiTepHATHBHY

aKTUBaNujy Makpodara

[Iporenar antepHaTuBHO akTuBUcaHux Makpodara (F4/80+ CD206+) kao u
Makpodara xoju npoaykyjy IL-10 je 6uo 3HauajHo Behm y TKHBY KOJIOHAa MHIIEBa
koju cy npummin MSCs. Ilpucycrso Davanat-a y menujymy 3a kyntusucame MSCs
jour BUILlE MPOXyOHIIa OBY pas3iuKy, Ia Cy Tako 3a0eiexeHe BPeIHOCTH (IpoleHaT
AITCPHATUBHO aKTHBHCAHMX Mapkodara u Makpodara mnozutuBHux Ha IL-10)
3HayajHO Behe KOJ TakBUX MHIIEBAa HETO0 KOJ MHIIEBA KOjH Cy NPUMHIN
Hemozaynucane MSCS mro ykasyje na unHaktuBauuja Gal-3 y MSCs 3HaudajHO

noBehaBa KUXOB KalalMTeT 3a WHIYKIHM]Yy aITEpHATHBHE aKTHBalMje Makpodara
(durypa 22).

wx C57BL/6 xouTpona
* 2 5§ C57BL/6 + DSS
T i C57BL/6+ DSS+ MSCs+ Davanat
LU C57BL/6 + DSS+ MSCs

;
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. .
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.
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=]
—
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(=31

[
=]
1

._.
=)
.
—
i
RN
. .
—

=]
|

=]
|

F4/80+ CD206+ F4/80+ IL-10+

®@urypa 22. [Ipouenatr M2 makpodara y TKHBY Ko0JoHAa HakoH nmpumeHe MSCs. Craructniku
Beha mpoueHTyanHa 3actymbeHoct F4/80+CD206+ u F4/80+ IL-10+ anTepHaTHBHO aKTHBHCAHHX
Makpodara y rpymnama koje cy npumuie MSCs ca nuHXHOUTOpoM y mopehemny ca rpyrnoM MUIIEBHMA,

koju cy npummin camo MSCs. M3MepeHe BpeAHOCTH M3 EKCIIEPUMEHTa Cy IpHKa3aHe Kao Cpelmba

BpenHocT + SE (*p<0.05, **p<0.01).
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Ja O6u ce gomarHo mnotBpamia yaora Gal-3, mopexkiom w3 MSCs y
QITEPHATUBHO] aKTUBAIMjU Makpogara, TOKOM pa3Boja eKCIIEpUMEHTATHOT KOJIUTHCA,
nepuTOHeanHH Makpodarn wW3onoBaHM W3 3upaBux  Gal-37  mmmesa  cy

kokynaTuBucanu ca MSCs ognocHo ca MSCs nperxoHo Tpetupanux Davanat-owm.

W3narame nepuToHeATHUX Makpodara Me3eHXUMATHUM MaTHYHUM henujama,
nperpetupanuM Davanat-om 3HadajHO je TOJApU30BajO HUXOBY aKTUBALU]Y ¥
npasiy M2 (@urypa 23A). Huje nocrojaia cTraTUCTUYKA 3HAYQJHOCT Y TPOIeHTY M1
Makpodara m3mel)y excnepumeHTanHUX rpyna. Takole, moka3zaHa je 3HadajHO Beha

koHneHTtpanuja IL-10, amu we wu TGF-f y cynepHarantuma wmakpodara

kokyntuBucanux ca MSCs u unaktuBaropom (durypa 23b).

A R
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— ] 1
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MSCs+Mo
S

FL2-H
CD11b PE
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94



1 Gal-3-/- M@+ MSCs

s 45 - u Gal-3-/-M® + MSCs+ Davanat
® % 40 4
i —_ 35
;\?20 g o T
R | I E
E 15 E 25
20 |
ESUR 5
= E. 15 4
E‘ 5 10
5 4
0 - 0 )
F4/80+ CD206+ F4/80+ CD11b+
OMSCs
B H@MSCs+Davanat
11 Gal-3-/-M®+ MSCs
1600 - u Gal-3-/- M@+ MSCs+Davanat
® 140
1400 1 120 - }
1200 -
E 1000 - L § 100 1
5] g go -
£ 800 =~
600 - 60
400 - 40 1
200 - 20 1
0 - 1]

IL-10 TGF-p




JAUCKYCHNJA TajekTuH-3 y eKciepuMeHTaTHOM MOJey aKyTHOT KOJIUTHCA

5. ITAICKYCHJA

OCHOBHHM 3aKJby4yaK CIPOBEICHOT HCTPaKKMBamba yKazyje Ja Jejeluja reHa 3a

Gal-3 cmamyje uH(pIaMaNK]jy y MOy aKyTHOT KOJIUTHCA u3a3BaHor DSS-om.

5.1. lenrenuja rena 3a Gal-3 peaykyje omreheme TKHBA KOJOHA y KOJUTHCY

uszazpanom DSS-om

Gal-3 je wman ¢QaMuiamje JCKTHHA, KOjU CE€ Be3yjy 3a [-rajakTro3uje,
eKcrpuMupane Ha OpojHuM henmjama Kako MMYHCKOT cHcTeMa, Tako W henmjama
JIpyrux TKUBAa W OpraHa. Y 3aBHUCHOCTH O] CBOje JIOKan3aluje (LMUTOIUIa3MaTcKa,
jenapHa, MeMOpaHcKa WiH ekcrpahenujcka) oBaj MOJICKYJ UTpa Pa3InIUTE yJore y
nporecuma uHpIamalmje, anonrose u kanueporexese (240).

HNako je Gal-3 ekcipumupan Ha CBUM hierjama HMYHCKOT CHCTEMa KOje uMajy
Ba)XHY YIIOTY y HacTaHKy Koiutuca uzasBaHor DSS-om (204), no cama Huje
o0jamrmeHa HBEroBa yjora y MaTOr€He3H OBOT MOfena aKyTHOT Koiurtuca. Oba
CTyaHWja je 1O MpBH MyT MoKa3zaja jaa jeiendja reHa 3a Gal-3 yOmaxkaBa KIMHUYKA
TOK, peaykyje omteheme TKHBa, cMamyje Opoj MH(pIamauujckux hemmja y TKUBY
KOJIOHA ¥ MPOAYKIHU]Y POUH(IIaMall]CKUX [IUTOKHUHA.

Knunnuke maHudecranyje ynuepo3HOr KOJWTHCA HAJIMK Cy aKyTHO] (as3u
KosuTHca u3a3BaHor DSS-oM: Temka aujapeja, peKTaJHO KpBapewme U T'yOuTak
tenecue mace (111, 138).

Ja Ou ce yTBpamie pa3iuKe y TSKHHH OOJECTH W OICEKHOCTH ommrehema
TKHBa KOJIOHA KOJ EKCIIEPUMEHTAIHOI KOJMTHca m3asBaHor y Gal3” u C57BL/6
MHUILEBa, opehuBaHN Cy KJIMHUYKM U MATOXHUCTOJOMKHM ckop. OBa cTyauja je, 1o
IPBU IIyT, TIOKa3aJa ja jaenenuja resa 3a Gal-3 3HauajHo yonakasa OoJiecT u cMamyje
omrteheme TkuBa n3a3BaHo DSS-om: 7 nana HakoH nmpumene DSS-a, knmmHWYKH ckOp
Gal-3" wmumesa 6uo je craructuuku 3HavyajHo Hku (p<0.05) y mnopehemy ca
C57BL/6 mumesuma (Purypa 1). Ananusupajyhu XHCTOJOIIKE MpenapaTe KOJIOHA
KHUBOTUHa TpeTupaHux DSS-oM youeHa je MacoBHa MH(UITpalKja HHGIAMAII]CKUX
henuja y TkuBy konona C57BL/6 wmwuiieBa 3a pa3iuky of Gal-3" mumesa xox KOJUX
ce BHJIEJIO OTPaHMUYEHO MPHUCYCTBO MH(pIaManujcKux henuja, MITO HaM je yKaszajio Ja
je nenenuja rena 3a Gal-3 3HauajHO cMamMiIa IPUCYCTBO MH(IamManujckux henuja y

JaMUHU Tporpuju. Mogen akyTHoOr koiuTuca u3za3BaH DSS-om je moBezan u ca
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3HauajHUM CKpahemeM KOJIOHA KOje 4eCTO KOopelupa Kako ca KIMHUYKOM CIUKOM
TaKo ¥ ca cTeneHoM uHpaamanuje y TkuBy (296, 297). Y 0Boj cTyAuju je MOKa3aHo J1a
cy Gal-3"" muwesn Tpetupanu DSS-oM mmanu Ty)XM KOJOH HEro Ha WMCTH HAaYWH
tperupanu C57BL/6 muiesu.

OnpehuBama xKoHEHHTparyja MUTOKkUHA y cepymy (ELISA texnumkom) kao u
aHamu3e  (QyHKOMOHATHUX  (QeHoTuna uHIaMaAMjCKUX henmuja  TPOTOYHOM
IUTOMETPHjOM Cy MOTBpAMJIA Ja jaejienrja rena 3a Gal-3 3mauajHo ce cMmamyje Opoj
uH(pIamanujckux henuja y TKUBY KOJIOHA W CIEJACTBEHO TOME KOHIIEHTpalllje
nponH(pIaMalNjCKUX IUTOKHHA Yy CEpyMYy JKHBOTHHA Tpetupanux DSS-om. ¥V 0Boj
CTYJIUjH je MOKa3aHo J1a TOKOM Iporpecuje 00JIeCTH y TKUBY KOJIOHA KOJI )KHBOTHEHA
koje ekcnpumupajy Gal-3 (C57BL/6) pacte ekcrmpecuja OBOr MOJIEKYJa, IITO
JTUpEeKTHO ykasyje ma Gal-3 3HauajHo mompuHOcH mporpecuju Gosectr. Mathieu u
capamHuIU cy Takohe mokasanu noehany ekcrpecujy Gal-3 y namunu nponpuju u
SMUTENTy KPUITH TOKOM akyTHOT konuTrca C57BL/6 u BALB/c MuieBa Tpetupanux
DSS-om (274). Tloctoju Hecnaramwe oko ymore Gal-3 y pasmuuntiM Momenuma
uHuamanujckux Oonectu. Jlok nedunujenumja Gal-3 penykyje unbpnamanujy y
MoJIe/TiMa ITHeYMOKOKHe mHeyMoHHuje (298) u arepockiepose (299), abnanuja reHa 3a
Gal-3 moxacthue WHGIAMAIUjCKKM OIrOBOP y MOJETy ITHEYMOHHUje H3a3BaHe
Toxoplasma gondii (300). OBakBu Haja3u CHAKHO CyrepuIlry aa OM yjora MOJIEKyJia
Gal-3 y undraamanuju mMoriia OUTH OpraH crnenupuYHa ¥ pasidydTa O MOJeNa JI0
MoJiena.

5.2. Jlenenmja rena 3a Gal-3 cmamyje npucyctBo M1 makpodara y TKuUBY
KO0JIOHA Y KOJIUTHCY n3a3BaHoM DSS-om

OcHOBHa KapaKTEpUCTUKA YILEPO3HOr KOJIMTHCA je XpOHMYHA MH(pIamaiuja
TKMBAa KOJIOHa Yy KO0jOj YYecTBY]y MHOre IOmylanuje U cyoOmomynanuje
uHdamanvjckux henmja (25, 39, 52, 64).

AHanM30M eKcrpecuje MeMOpaHCKMX MapKepa HCKa3aHUX Ha WIH Y
uHpunTpuinyhuMm uHbnamanujckuM henujama JOOMjeHMX W3 JIAaMHHE MpONpHje
KolIOHa obonennx Gal3” mumesa youeHo je na jaeienuja rena 3a Gal-3 cmamyje
3aCTYIUbEHOCT TpouH(uiamanujckux Makpodara MI1. 3abenexeH CTaTUCTUYKH
3HayajHO Mamu OpOoj MOHOHYKJeapHUX heivja y TKHBY KOJIOHA 000Jenux Gal3”

MUIIIEBA MOXE OWTH JUpEeKTHa mocienuna yrunaja Gal-3 Ha Murpammjy aeykomura.
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Gal-3 monctuye xemoTakcy MoHouTa H in Vitro u in vivo (255). Ectpanenynapau
Gal-3 cBojoM onuromepuszanujoM omoryhaea ImojauaHO BE3HMBambC JICYKOLUTA 3a
eHJoTeNHe henuje MmTO oONakmiaBa eKCTpaBasalMjy M aKyMyJalujy JEyKOUUTa Y
tkuBy (301). Ocum tora, excrpanenyiaapau Gal-3 omoryhyje aaxesnjy MOHOHYKIICapa
3a JIAaMHHHMH eKcTpahenujckor Marpukca Ta ce OHH Tako JAyKe 3aIpiKaBajy y
3anasbeHoM TKUBY (302). JacHo je na oxcyctBo Gal-3 cMamyje XeMoTakcy ¥ 3Ha4ajHO
peaykyje Opoj MOHOHYKJI€apa y TKHUBY.

3HavajaH JONPUHOC pa3yMmeBamy HacTaHka MH(piIamanuje uzazBane DSS-om
Jana  Ccy WCTpakuBama yiore hemuja ypoheHe UMYHOCTH y TIporpecuju
eKCIIepUMEHTAIHOT aKyTHOr kojutuca (137). MHunujanHo je yka3aHO Ha KIbYyYHH
3Hauaj (QyHKUMje Makpodara y HHHOHMjaIMju M Pa3Bojy HH(IaManuje y
ekcriepuMeHTanHoM konutucy (138). Pesyntatu mo0ujeHr y OBOj CTYAMjU MOKA3Yjy
na oacyctBo Gal-3 momapusyje MMYHCKH OArOBOp Tako ImTO (haBopusyje
QITEpHATUBHY aKTUBAaIMjy Makpodara. PernctpoBano 3HavajHo mosehame Opoja u
nporeHta Makpodara koju mnpoaykyjy IL-10 u xoju excnpumupajy CD206 y
oGomennx Gal-37 MuieBa je ouMrIenHO MOCIEAMIA OACYCTBA OBOI MOJeKyina. J1o
cama o0jaBJbeHa HCTpakMBama Koja ce OaBe 3Hauajem Gal-3 3a akruBanumjy
Makpodara y pa3TuauTIM OOJIeCTHMa Cy KOHTPaJUKTOPHA, A je TaKo MOKa3aHo Ja
Gal-3 moxcthue  anTepHATHBHY — aKTHBalMjy  Makpodara y  MojeiauMa
eKCIIEPUMEHTAIHOT KoyuTHca W Muokapautrca (266, 303). HemaBHOo o00jaBibeHa
CTyAMja EKCIIEPUMEHTAIHOT CTeaTOXeNaTUTHCAa M3a3BaHOI JMJETOM IOKa3ana je Ja
nenenuja rera 3a Gal-3 cmamyje mHpIamanujy jerpe MHAYKYjyhu antepHaTHBHY
aktuBaiujy Mmakpogara (304). Tako je m cmamena ekcrnpecuja Gal-3, moOujena
NPUMEHOM HWHXHOUTOpa OBOT MOJIEKYJa, WHIyKOBajla alTepPHATHBHY aKTHBALUjy
Makpodara y Mozeny XenaTuTruca u3a3BaHor KOHKaBaJIuHOM A (272).

[Toctoje u ompeunu moxaaiy aa ju excnpecuja Gal-3 y makpodaruma genyje
npouH(IaManujcKu WM aHTuuHpIamaijcku (267, 268). Li u capagaumu cy
noKaszajim Jia Makpodaru Gal-3" mumesa, y oarosopy Ha LPS in vitro, nosehasajy
npoaykiujy npouHgpiaamanujckux IL-6, 1L-12 u TNF-a mutokuna mro ynyhyje Ha
antunHpramaijcke epexre Gal-3 y makpodaruma (267). Mehyrum, cryauja Jeon-a
W capagHuKa yKa3zyjy Ha npouHuamanujcky ymnory Gal-3 y mMukporimju jep je

excripecuja Gal-3 m3aszBana mojayany Qocdopuianujy TpaHCKPHIILIUOHUX (aKkTopa
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(JAK2, STATI1, STAT3 u STATS) ca aktuBaijom JAK/STAT curHanHux myreBa
IITO je 3a pe3y/iTara UMajo MAcHBHY MPOIYKIU]y MPOMH(IAMAIIN]CKIX [IUTOKHHA!
TNF-0, IL-6, IL-1p u IFN-y (268). OBne npukasaHu pe3yitaTd JOOHjCHH y MOJIEITY
EKCIICPUMCHTAIHOI KOJWTHCA YyKa3yjy naa ekcmpecuja Gal-3 y wmakpodaruma
noacTuye HH(pIamanujy mojadaHoM mnpoxykuujom IL-18, IL-6 u IL-12 nox
cynpumupa npoaykuujy IL-10 (durype 3 u 5).

Ocum miro je Gal-3 je mpucyran y/u makpodaruma oBe hendje Cy ¥ CHaXHH
u3Bop ekctpahenujckor Gal-3 (305). M3noxkeHu [aejcTBY BEIUKUX KOHIICHTpAIlHja
IFN-y makpodaru macuBHO cekpetyjy Gal-3 (267).

Benuke konnentpanuje IFN-y u IL-12 aktuBupajy nonapusamnujy mMakpodara
y M1 (305, 306). HdejctBo IL-4 u IL-13 na makpodare C57BL/6 mumieBa in vitro,
nonapusyje oBe hemuje y M2 mok oxacycrBo Gal-3 (makpodare Gal-3" MHIIICBA)
yKHJIa OBY TOJIapu3allijy HeMemajyhu cTerneH KiacuyHe akTHBanuje Makpodara mos
yruiajem LPS-a u IFN-y (266).

Hexonuko npouH¢praMalujckux LIUTOKMHA, a npe cBux IL-1B, cy ykibyuenu y
WHUIM]jAlK]y KOJUTHCA W HPOTPECHUBHY ICCTPYKIHMjy TKHBa KomoHa (140, 143).
Knununuka ctynuja npahewa KoHIIEHTpaluja npouH(pIaMalyjCKuX UTOKUHA TOKOM
aktuBHE (hase mHIaManujcke 0oJieCTH IpeBa je N00pO JOKYMEHTOBalIa HHUXOBO
nosehame (307). Ilosehane konmentpammje IL-1p, IL-6, IL-8 u GMCF (enrm.
granulocyte macrophage-colony stimulating factor, GMCF) y aktuBauM (¢azama
yinepo3Hor konutica U KpoHoBe Oosectu kopenupajy ca TexuHoMm Oonectu (159,
161). [NoBehana npoaykumja IL-1p je nerekroBaHa Kako y JbyAH ca WH(IAMAIH]jCKOM
6onectu npesa (308) tako u y koautucy uzasBanom DSS-om (309, 310). IL-1B je
npouH(pIaMalnjCKU UTOKUH KOTra MPEeBacXOJHO MPOAYKY]Y KIACHYHO aKTHUBHCAHU
MOHOIIMTU U Makpodaru, kao u pubpobdnactu, henuje raarkux Mumuha U eHA0TEN
(311). HemaBHO 00OjaBibeHA CTyaWja je jaCHO yKasaja Ja akTHBalMja Kacmaze 1 y
paHOM CTaJujyMy HMMYHCKOT OJroBopa Yy3pokyje mnpoaykuujy IL-1B mro 3a
nociaequily uMa uHGIaMalujy KapakKTepUCTHUYHY 3a EKCIEePUMEHTATHU KOJMTHUC
(312).

OBne nmpuKa3aHOM CTYAMJOM je T[IOKa3aHO Jia aJONTUBHU TpaHcdep
IepPUTOHEANHIX Makpodara, M30I0BaHUX W3 3apaBux C57BL/6 y Gal-3" mumese,

3Ha4YajHO TOropIlaBa KIMHUYKE MaHHdecTaluje koiauTthca U mnosehaBa cepymcke
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koHnentpauuje |L-1B (durypa 7 u I'paduxon 1). OBu pe3ynaratu 61 HOCpeTHO MOTIIN
yKa3aTH Ja IepUTOHEATHH Makpodaru Gal-3" mumresa cmameno npoaykyjy IL-18 u
Ja Ou TO MOrao OMTH OCHOBHH PAa3JIOr PErMCTPOBAHMX COJHUX pasiiuka y omrehemy
TKUBAa U KIMHUYKOM TOKY KojiwutHca. [leruienuja mMakpodara in vivo ocum mro je
yOnaxkuiia 60JIeCT M cMambHiia CTeNeH omTehema TKIBa, yKUHYIIA je U Pa3liuKe y CBUM
Manudecramujama konuruca usmely C57BL/6 u Gal-3” mumesa (®urypa 8; Ciuka
16), 1mTo je HEABOCMKCIICHO yKa3allo Ha KJby4He yjore makpodara u ekcrpecuje Gal-
3 y muMa y pasBojy 6onectu. Ilepuroneannu makpodaru 3apaBux Gal-3" muwresa
crumyiacanu LPS-om u DSS-owm, in vitro, npoaykoBanu cy 3HadajHo Mambe TNF-o 1
IL-1B m excnpumupanu 3HatHO Mame NLRP3 Hero mneputoneamnu wmakpodaru
C57BL/6 (durypa 6). Ilokazano je ma DSS aktuBupa wunH(paamazom mro 3a
nocieauity uma nosehany npoaykiujy IL-1B (290) u na akTuBanuja OBOT IIUTOKUHA
kao u IL-18 y makpodaruma 3aBucH 0] ayTOKATaTUTHUKE pa3rpajmbe Mmpo-kacmasze-1
y CH3UMCKH aKTHWBaH xerepoaumep kacmaza-1 (313-315). AkruBupana kacmaza-1
nasee pasrpabyje monekyne npo-1L-1B u npo-1L-18 u unaykyje ocnobahame muxose
6uoaktuBHe (opme (316, 317). 3a KOHPOPMALMOHY NMPOMEHY U IMyHY aKTHUBALH]jy
Kacmaze-1 HEONXoJHA je aKTUBAIMja HUTOIUIA3MATCKOT MPOTEHHCKOT KOMILIEKCa
Ha3BaHor wuH(uamazom. Mudnamazom NLRP3 je jeman on Haj0ospe MpOydEeHHX
yranoBa (amminje NLR pementopa, a cactoju ce u3 NLRP3 kommnonente,
amanropckor nporerHa ASC (enrs. apoptotic speck protein containing a caspase
recruitment domain, PYCARD) wu wMomekyma mpokacmaze-1 (318, 319).
HoxymentoBano je u na NLRP3 wunrteppearyje ca crtpecopuma DAMPS (enrm.
Damage-associated molecular pattern molecules, DAMPS) kao 1mro cy
excrpanenynapau ATP, yparau kpucranu, amuioua u ap. (320-322). Ha akruBanujy
NLRP3 y makpodarama Takohe yruuy M ciI00OJHM paJuKald KHUCEOHUKA KOjH
HacTajy y OAroBopy Ha pasnuuute crumynyce (141, 142) na tako u Ha DSS (143, 323,
324).

VY nporecy ucnuTHBama Moryher MexaHn3Ma HacTaHKa WH(pIaMalje y TKUBY
xonona C57BL/6 mumesa je nmokazana nmosehana excripecuja NLRP3 undnamazoma n
IL-1B y nopehemwy ca eknpecujom y TKUBY KOJIOHA Gal-3" mumesa tperupanux DSS-
oM. Takolhe, norBpheHa je u nosehana excnpecuja rema 3a NLRP3 u IL-1B y TkuBy

kosiona C57BL/6 mumieBa (Cnuka 14a u 6; 'padukon 2). JloOujeHu pe3yaratu cy y
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CKJIJIy ca CTYIMjOM KOja je JOKYMEHTOBaJa Ja Jelelrje reHa 3a kacnazy-1, NLRP3,
ASC, karencun B u karencun L cmamyjy cBe MaHudecTayje KOIUTHCA W3a3BAHOT
DSS-om (290).
5.3. Jeanenuja rena 3a Gal-3 cmamyjy npucycrBo nHdpaamauujckux henmja y
TKHBY KOJIOHA

AHanm3a ekcmpecuje MeMOpaHCKMX Mapkepa wuHpuamanujckux henwja y
TKUBY KOJIOHa 000JIeInX Gal3" muwesa yKa3zaja je Ja OJICyCTBO OBOT' MOJICKYJia
CMambyje MPUCYCTBO AeHApUTCKUX henuja u Heyrpoduia (Purype 9 u 15).

Jlo6po je mo3naro na Gal-3 uma BaxkHy yJory y MHIrpaiuju JACHIPUTCKUX
hemuja (270, 325), a na aktuBanuje TLRs y oBum henujama y3pokyje ociobahame
NpouH(IAMalMjCKUX IUTOKMHA W XEMOKHMHA INTO JONPUHOCH HHQWITPAHjH
nonuMopdoHyKIieaprMa Kao M akTHBAIMju Apyrux hemmja ypohene umynoctu (145,
326, 327). Murpanmjy nenapurckux hemuja perymume Gal-3 nokamusoBan y
[JIMKOJIMIIONPOTEHHCKMM MHKpPOJOMEHMMa IutazmMa memOpane. Gal-3 je audysHo
pacejaH y IMTOIUIa3MH HEAKTUBHUX JEHAPUTCKUX henuja, a cTuMynanuja oBux henuja
NOJMMEpHU3alMjoM HOBHUX MHKpo(dUIaMeHaTa aKTHHAa oMoryhyje KOHIEHTpHCame
Gal-3 y nomenytum nomenuma henmjcke memopane. Gal-3 ce takole KOHIIEHTpHIIIE U
y nenoBuma henmjcke MeMOpaHe YKJbYUEHE y KpeTame, Kao IITO Cy JaMEIHUIOIn]e.
[lokazano je 1ga Cy MHUKPOJOMEHH IUIa3Ma MEMOpaHe Mame CI0XKEHH KOJ
JNeHIpUTcKuX henuja Gal3" Hero xox ucrhx henuja C57BL/6 mumesa, a aa je Gal-3
HYXaH 32 HBHXOBO KOMIUIETHO (opMupame, ITO YTHYE Ha CIOpUje KpeTame
He3penux aeHapuTckux hemnja Gal3” mumesa y apenaxue nmumdre usopose (270).

[Tokazano je ma wHTpanenymapau Gal-3 cympumwupa npoaykmujy IL-12 y
neHaputTckuM henujama u Ha Taj HaumH cMmamyje Thl umyHncku ogrosop (301, 328).
OBnie mpuKa3zaHu pe3yiTaTH Cy TMOKaszanu Ja jaenernuja rena 3a Gal-3 cmamyje Opoj
uH(pIamanujckux, a nosehaBa Opoj peryaaTOpHUX [EHIPUTCKUX henuja y TKUBY
kosiona (durype 10 u 11). HegaBHo ob6jaBibeHa CTyAMja je TOKaszajga Ja Jeieluja
reHa 3a Gal-3 wm cenexruBHa mHxuOunuja Gal-3 cmamyje O0poj mHDIaMaMjcKuxX
nernpurckux hemuja (CD11c+CDI11b+) y TKHBY jeTpe M MOCIHENIyje TOJEPOreHU
benoTun neHpuTckux henuja, kao U OHUX Koje mpoaykyjy 1L-10 (329).

AntunHpnaamanujckd uTokuH 1L-10 mma kJbydHy yiory y ojpxkaBamby

XOMEOCTa3e y TaCTPOMHTECTHHAIHOM TpakTy. JKUBOTUIbE ca aenenujom reqa 3a 1L-10
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WIA HErOoB PELENTOop CIOHTAHO pa3BHjajy KoiuTuc, a nedpunmjenuuja I1L-10
[OropIliaBa KIMHUYKH TOK y HEKOJHMKO Mojeia konutuca (330-334). AmnukoBame
IL-10 yOnmakaBa KOJUTHUC Yy MHIIEBa, TaKO INTO HWHXUOWpPA WHTECTHHAIHY
uHbIaMaIK]y ¥ CYIPUMHUPA IPOAYKIH]Y MpouH(Iamaiujckux urokuHa (335-337).
Hennpurcke henuje, makpodaru, T u B mumdouurn upoaykyjy IL-10, koju
BE3MBAEM 32 CBOj pelentop cMmamyje npoaykiujy TNF-o mpeko pazmuuumThx
MexaHu3ama, ykJbydyjyhu uaaykuujy SOCS3, kao u apyrux aHTHUHGIaMAIN]CKIX
npotenna (338-340).

Gal-3 onakmaBa ocnobahame memujaTopa W3 Macromnura aktuBaimjom FceRI
n/wmm FceRI-IgE kommutekca (240, 341). MacTornuTu mopekaoM u3 Koctae cpxu Gal-
3" mumesa uMajy 3HauajHo Mamu HuBO mnporenHa JNKI1 y mnopehewmy ca
MacTOIMTHMAa W30J0BaHMM U3 KocTHe cpxu C57BL/6 wmwumieBa, mrto je
HajBEpPOBaTHHUje y3pOK Mame nponykuuje I1L-4 (271). YV namuHM NpOIpUjU KOJIOHA
C57BL/6 u Gal-3" mumesa tperupannx DSS-oM Huje 3anaxeHa 3HAYAjHA Pa3UKa y
Opojy YKYIHHX MacTOLUTA.

[Tokaszano je ma TokoMm uH(pekuuje mumena ca T. Gondii, Gal-3 noxctuye
CTBapame PEaKTUBHHUX KHCCOHMYKUX BPCTA y TIEPUTOHEATHUM HeyTpoduimuma (342).
Nute3uteT Gosectr y akyTHO] (a3u yIepo3HOT KOJUTHUCA j€ TTOBE3aH ca nmoBehanum
UHQIIYKCOM HeyTpodmiaa y MyKo3y W JyMEH IpeBa, INTO 3a MOCIEOUIy HMa
dopmupame kpunTHUX amueca (343). AKTUBHMCAHM HEYTPOMWIM KOJU IUPKYIHUILY,
NpPEe/CTaB/bajy BEIMKH W3BOP MPOMH(IAMAIM]JCKUX LUTOKMHA M HUXOBA YIOra je
noBehana y akTuBHO] (a3u ymuepo3Hor kojutuca. IL-6 u IL-1B, xao u ciobonuu
pazuKaay KUCEOHWKA Cy IMOTEHTHW aKTHUBAaTOpU HeyTpodmia, Tako aa moBehaHa
NpOIyKIIMja OBUX MEIHjaTopa MOXKe Aa Y3pokyje Temko omreheme enurena (148).
Pesynraru npukazanu y oBOj CTyIujHu MOKa3yjy na nenenuja reHa 3a Gal-3 cmamyje
ykymnas 0poj HeyTpoduia u npoaykuujy IL-1B u TNF-a. Ha ocHOBY 0oBuX pe3ynrara,
3aKJbYUYEHO je€ Jla cy JeHApuTcke henmuje u HEYTpo(UIU OArOBOPHU 3a MPOAYKIHU]Y
npouHpramanujckux nutokuna (TNF-a, IL-6 u IL-1p).

[Tokazano je na je mpoaykiuja IL-6 moBehana y xonutucy mszazBanom DSS-
oM (344-351), mTo je y ckiamy ca oBJe MpruKa3aHUM pesynraruMma. [lo3narto je aa IL-
6 axktuBupa STAT3 mro nosehaBa kourentpanujy S100A9 (352). S100A9 je

e(EeKTOPCKU MOJIEKYJT KOjU TojayaBa TpaHCIykuujy curHana ca TLRs (353) u moxe
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na perpyryje rpanyionure (354-358). brnokupame oOBOr Mosiekyna yoOliaxkaBa
eKcrepuMeHTaIHu KoiuTtuc (352).

TNF-a je jeman on HajpaHMjuX OMOMapKepa y MHHUIIMjalIHO] (a3u KoIHMTHCA.
OBaj IIMTOKHMH TOCIEIIyje CEKPeUHjy IPYrux MpouHGIaMaIldjCKUX ITMTOKHHA H
noTeHIMjaaHo ymamyje epexre 1L-10 (359).

Ha je ynora NKT henmja y momeny akyTHOr Konutuca uza3BaHor DSS-om
MIPOTEKTUBHA YKa3ajJ0 jeé HEKOJWKO CTyAHWja y Kojuma je mokymeHToBaHo aa NKT
henuje, HaKOH cTUMyNalyje, MPoAyKyjy 3HadajHe konuyuHe IL-4 u IFN-y, a na je
noBehaHa ¥ MUTOJMTHYKA aKTUBHOCT oBux henmja (360-365). ITokaszano je ma NKT
hemuje koje mpoaykyjy IL-9 npeBenupajy pa3Boj akyTHOT KonuTuca u3azpanor DSS-
oM Tako mrto cynpumupajy nponykuujy IFN-y u [L-17A ucroBpemeno nosehasajyhu
npoaykiujy IL-10 u TGF-B (156). Moryhu ytunaj Gal-3 Ha ¢yukiujy NKT henuja
je W Jajbe HepacBeT/bCH MAKO HEKW Mojaly yka3yjy Ha To aa Gal-3 urpa BaxknHy
nporH(pIAMaNNjCKy YJIOTY y XeaTUTHCY M3a3BaHOM KOHKAHABAIMHOM A Tako IITO,
usmel)y ocranor, moehaBa wuHbuaTpanujy u aktuBanujy NKT hemwja (272).
AxtuBanja NKT henuja o-GalCer-om je 3HauajHo cMmamuina omreheme TkuBa
KOJIOHa y 00€ BpCTe >KMBOTHIbA AJIM HHje YKHUHYJIO Pa3lIUKe y KIMHHYKOM TOKY
XHCTOJIOMKOM ckopy (Purypa 13; Cauka 18). Hacynpor oBum Hanazuma y Gonectu
001jeHO0] MPUMEHOM OKCa30JI0Ha IOKYMEHTOBaHa je npouHdaamanujcka ynora NKT
henuja nmocpenoBana nosehanom npoaykuujom IL-13 koju uMa TOKCHUYHO J1€jCTBO Ha
enutende henuje (366).

5.4. Ilpumena anrtaronucre Gal-3 je cmammia omrehewe TKHBA KOJIOHA U

uHpaamanujy uzazsany DSS-om

[lpumena Davanat-a je 3Hauwajuo (p<0.05) cmamuIa KIMHUYKH U
naroxucrojomku ckop y C57BL/6 mumeBa tperupanux DSS-om. TkuBO KojoHa
C57BL/6 mumieBa kojuMa je naBan Davanat 6umiio je ouyBaHe rpahe ca MECTUMHUYHO
npucyTHUM HHGuaManujckum henujama. [Ipumena Davanat-a je 3HauajHO cMambUIa U
koHuentpauyje |L-1B u TNF-a y cepymy xao u excpecujy NALP-a u IL-1B y TkuBy
konmoHa. ®Papmakonomka wuHaktuBanuja Gal-3 je 3Ha4yajHo cmamuia Oolecr,

penykyjyhu aktuBanujy nadaamazoma u npoaykuujy IL-10.
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Traber u capaguuim cy nmokaszanu na Davanat 3HayajHo cMamyje eKCIpecujy
Gal-3 y wmakpodaruma (285). Y momeny Oo0JieCTH HEAJIKOXOJHE MacHE jeTpe
dapmakomomka uHaktuBanmja Gal-3 Davanat-om je cmammia omreheme
xemnaroruTa, uHpaamanujy u Guoposy, mTo je OWI0 MOBE3aHO 3a PEIYKOBAHOM

excnpecujom Gal-3 Ha makpodaruma (367).

5.5. ®apmakosomka nnaktupanmja Gal-3 y MSCs nocnemmuiia je aJJTepHATUBHY

aKTUBaNMjy MaKpodara y TKMBY KOJIOHA

HNmynoperynatopne kapakrepuctuke MSCs oTBapajy MOTIYHO HOBE
tepanujcke mMoryhaoctu. [lokazano je ma MSCs mory na jaenyjy MHXHOUTOPHO HE
camo Ha henmje cTedeHe MMYHOCTH, Hero W Ha hemnuje ypohene mmynoctu (92).
Makpodaru mpencraBibajy jeAHe OJ KJbYYHHX henuja y mMaTOreHe3W aKyTHOT
YJLEPO3HOT KOJMUTHCA Y JbYAH, KA0 M Y MOJIENTy aKyTHOT KOJHuTHCa u3a3BaHor DSS-
om (138, 290). HemaBro cy Liu u capagnunu mokasanu ga aruikkaimja MSCs, y
MOJIeNTy aKyTHOT KoiuTHca u3a3BaHor DSS-om, perpyryje makpodare u moactude
NPOIYKIHUjy aHTHMHQIAMAlMjCKUX LUTOKMHA M Tako yOiaxkaBa KIMHHYKH TOK
6omnectu (100). Pesynaratm noOMjeHH Y OBOM HCTpaXHBamy Cy IOKazaau JAa Cy
KJIIMHUYKH TOK W omTeheme TKMBa KOJIOHA OWJIM 3HA4ajHO Mambd HAKOH arlIhKaIluje
MSCs. Cepymcka xonrentpamuja IL-10 je Owmna mnosehana, xkao u TporeHAr
QITEPHATHBHO aKTUBUCAHMX Makpodara y TKHUBY KOJOHAa HAKOH TPEBEHTUBHE
npumere MSCs (Purype 20 u 22). Kim u Hematti cy npeu mokazamu na MSCs
U30JI0BaHE M3 KOCTHE CPXH JbYAM MOTY Ja MOACTAaKHY alTepHATUBHY aKTHBALH]y
makpodara (368). Jlpyra cryamja je mokasaia Ja MOHOIIMTH HW30JIOBaHH U3
nepudepue kpBu nosehano excnpumupajy CD206, a cmameno excnpumupajy HLA-
DR u penykyjy cnocoOHOCT ajopeakTHMBHOT ojroBopa T mnuMmdornura HaKoH
KOKynTHBHCamka ca MSCs n3ooBanux u3 mymuane Bpmue (369). Zhang u capagaunu
cy nokazanu MSCs u3onoBaHe U3 TMHTUBE JbYJU MOTY Ja MHAYKY]y IMOJIapU3alujy
makpodara y M2 denotun (370). YV 0Boj cTyauju je mokaszaHo ga (apMaKoIoIIKa
nHaktuBanuja Gal-3 y MSCs 3a pesyntar uma noBehaHo mpucycTBO alTepHaTHBHO
akTHBHCaHHX Makpodara (F4/80+CD206+) kao u makpodara koju npoaykyjy IL-10 y
TKHBY KOJIOHA )HBOTHIbA TpeTHpanux DSS-om. OBo je yka3ano Ha BaxHy ynory Gal-

3, xoju mpoxaykyjy MSCs 3a nmomnapuzaiujy makpodara y M2 denorun. Gal-3 urpa

104



JAUCKYCHNJA TajekTuH-3 y eKciepuMeHTaTHOM MOJey aKyTHOT KOJIUTHCA

BaXHY YJIOTY Yy MoJlapu3alMju Makpodara, kao u mwuxoBoj GpyHkuuju (267, 268, 272,
371). Ilokazano je ma y ™opaeny (YJIMHHATHOT XeMaTUTHCA W3a3BaHOI ca
KOHKaBalmHOM A genenuja rena 3a Gal-3, xkao u ¢apmakoiomKka HHXHOHIIH]a
(TD139) oBor MoseKysa MOACTHYY alTepHATHBHY aKTHUBAaIlUjy Makpodara y TKHBY

jetpe (272).

[Togatm u3 OBOT MCTpaKMBamba Kao M TNOJAIM M3 JIMTepaType ykKasyjy Ha
BakHy ynory Gal-3 y maroreHesu KOJIMTHCA, a MOje] HHHIKjaTopcke yiore Gal-3 y
MaTOTeHEe3W AaKyTHOT KOJUTHUCA, NPETIIOCTaB/beH U Ha OCHOBY OBJIE IOKa3aHHX

pe3yiitata, MpuKas3aHa je Ha cimiu 25.

VY novernoj dasu akyrHor kosmtuca Gal-3 omuromepusyje arperare LPS-a
ociobohene u3 OakrTepuja HpoApJIHMX Yy CyOMyKo3y Tako wmTo MoHOMepHu Gal-3
cBojuM C-TepMHHAJIHUM JOMEHOM pearyje ca TIJMKaHuma u3 arperara LPS-a.
CrnenctBena crabmnm3anuja MoHomepa LPS-a omakmaBa pacTBapame arperucaHux
dopmu. Tako ocnobohenu monomepau LPS caga moxke ma ce Bexxe 3a CDI14, mTo
akTuBUpa ¢arouutody jep omoryhyje rpynucame CD14 Ha moBpmumHM Makpodara.
I'pymucann CD14 3ajemHo ca TLR-4 u monomepuum LPS (CD14/TLR-4:LPS)
aktuBupa NLRP3 mTo mosehaBa mpomykumjy IL-1f y makpodaruma u oTmounme

JaJby JIAaHYaHY PEaKIH]y.

Yop3ana u nojayana undaamanuja y TkuBy kojaona y C57BL/6 mumena
ykasyje Ha BaxHy npouHpaamanumjcky yaory Gal-3 y moaeay akyTHOr

KOJIMTHCA, IITO OM MOIJIO 1a HMA M TepalujcKe HMILINKaLHje.
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6. BAK/bYYAK

Henenuja rena 3a Gal-3, kao u nmpumena Davanat-a, yomakaBa cuMIrrome u
penykyje omreheme TKUBa y MOJIETy MUIIjEr aKyTHOT KOJIUTHCA U3a3BAHOT JIEKCTPaH
HaTpujyMm cyndarom. J[emenmja rena 3a Gal-3 3HayajHO cMamyje aKTUBALU]jY
uHpnamazoma NLRP3 wu mnpoaykmumjy IL-1f y wMakpodarmma KoJIOHAa TOKOM
uHunujanae  ¢aze  kommtHca.  Hemocratak  Gal-3  moBehaBa  mpucCycTBO
anTunHGpnamanujckux (M2) makpodara y JaMUHHE TPONPHjH 000JIETUX MHIIEBA IIITO
cMamyje MHQUIYKC MH(IaMalMjCKUX ICHIPUTCKUX henuja W HeyTpodmia y TKHUBO

KOJIOHA ¥ MaHH(]ecTyje ce 3HaYajHO CIabUjuM KOJIUTHCOM.

3ak/bydak je M3BEIEH Ha OCHOBY cienehux pesynaTara J00HjeHUX TOKOM TpeTMaHa
Gal-3" u C57BL/6 mumesa DSS-om:

1. Gal-3" mumesn cropuje pasBujajy KOIMTHC WTO Ce MaHHU(ECTYje O4yBaHOM
Jy’KMHOM KOJIOHA, MAalbUM XUCTOJIOIIKUM M KIIMHUYKHUM CKOPOM

2. lenenuja rena 3a Gal-3 uHxubupa cexperujy nporH(GIAMAIM]CKAX UTOKHHA H
cMamyje MPUCYCTBO 3ana/bemhCKUX henuja y JaMUHU NpONpHjU KOJIOHA

3. Cmameme napameTapa CUCTEMCKe MH(IaMIMje perucTpoBaHo y Gal-3" mumesa,
nocienuia je norehaHe 3acTyIUbeHCTH aHTMMH(IaManujckux (M2) makpodara u
peryiaTopHuX  JEHJIPUTCKUX  hemuja  Ka0o M CMAameHOr  IPUCYCTBA
npouHpraamanujckux (M1) makpodara, uHGIaManujcKuX AEHAPUTCKUX henuwja u
HeyTpo(duia y JTaMUHU MIPONPHUJU UH(IAMUPAHOT KOJIOHA

4. OncycrBo Gal-3 y3pok je cmamene aktuBaunuje uH(inamazoma NLRP3 u u
cnenctBeHe mnpoxaykuuje IL-1f y F4/80+ wmakpodaruma 3amajbeHOr TKUBAa U
NepUTOHEyMa IITO je TOTBphHeHo U IN  VItr0 CUMyITaHOM CTHMYJIAldjoM
MePUTOHEATHUX Makpodara, 3ApaBux Gal3” mumesa, LPS-om 1 DSS-om

5. OxroBop mepuTOHeanHHX Makpodara 3apaBux Gal3” mmmeBa Ha cumynTany
ctumynanujy LPS- om u DSS-om ouinkyje ce cMambeHOM eKcIipecrjoM HH(pIaMa3oma
NLRP3 u nocnennyHo cMaweHoM npoaykiujom I1L-18

6. Ilpumenena Davanat-a cmamyje cekpeuujy NpouH(IIaMalMjCKUX LUTOKMHA H
excinpecujy NALP-a u IL-1B y TkuBy kosnona oGonenux CS57BL/6 mwumeBa mito

cMamYyje omreheme KojoHa 1 yOnaxkaBa 0oJiecT.
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CKPAREHUIE

IL untepneyku (interleukin)

ROS pEaKTHBHH MEIUjaTOPH KrceoHuka (Reactive Oxygen Species)

SCID 030M/pbHa KOMOMHOBaHA UMYHOIe(pHUITH]eHITH]a
(severe combined immunodeficient)

RNA pubonykienHcka kucenuHa (ribonucleic acid)

LTB4 lipid-derived mediators leukotriene B4

PAF dbaxrop axTuBaimje Tpomooruta (platelet-activating factor)

CDh cluster of differentiation

IFN-y unrepdepon-y (interferon-y)

NKG2A  wunxubutopHu perenrop ypoheno younaukux henuja (The inhibitory NK
cell receptor)

NKT ypoheno younauke T henuje (natural killer T cells)

henuje

NK ypoheno younauke henuje (natural killer cells)

henuje

TLR peuentop ciauyan Toll-y (Toll-like receptor)

MDC8 MapKep 3a XyMaHe JIE€YKOLUTE

TNF-a dbakTop Hekpo3e Tymopa-a (tumor necrosis factor-«)

MHC moJiekyi I kirace ri1aBHU KOMILJICKC TKMBHE Oy AapHOCTH (Major
histocompatibility complex)

CX3CR1 xemokuHCKH perentop 1

NF«xB TpaHCKpHuMuouu dhaxrop (nuclear factor kB)

5-ASA (5-aminosalicylic acid)

DSS nekcrpad HaTpujym cyndar (Dextran Sulphate Sodium)

TNBS TPUHUTPO OCH3EH CyI(POHCKA KUCEINHA
(2,4,6 Trinitrobenzene sulfonic acid)

DNBS aUHUTPO OeH3eH cyidoncka kucenuna (Dinitrobenzene sulfonic acid)

MIP-1a.  macrophage inflammatory protein

MCP-1 monocyte chemotactic protein

CXCL1/ keratinocyte-derived chemokine
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KC

CCL11  xemoxwun 11 (chemokine 11)

a-GalCer o-ramakromepamu,g

NLRP3  NOD-like receptor family; pyrin-containing domain 3

NLRs peuentopu camaran NOD-y (nucleotide binding and oligomerization
domain, NOD-like receptors)

NO a30T MOHOKCHIA

iNOS a30T MOHOKCH/J] CUHTA3€

Gal-3 rajeKThHa 3

CRD JIOMEH 3a MMpero3HaBame yribeHuX xuapata (carbohydrate recognition
domain)

MMPs MaTpUKCHa MeTaonporenHasa (matrix metalloproteinase)

Lamp the lysosomal associated membrane proteins
CREB CAMP Response Element-Binding

WT wild type

Gal-3"  galectin 3 knockout

DAI Disease Activity Index

Gal- CHUHTETCKM UHXHUOMUTOp rajieKTHHa 3

3INH

HBSS Hank's balanced salt solution

FBS fetal bovine serum

PBS phosphate buffered salline

EDTA eTuJIeH nuaMuH TeTpa cupherHa kucenuna (ethylenediaminetetraacetic
acid)

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

HRP Streptavidin HorseRadish Peroxidase

SE cranfapana rpemka (Standard Error)
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Tanextun 3 (enrn. Galectin-3, Gal-3) je nekTHH KOjU WMa BaXHY YIOTy Y

vH(pIaManuju W MaJWTHUM OOJIeCTUMA, alh J€ HEroB 3Hada] y TATOTEHE3U

YILEPO3HOI KOJUTHCA HEMO3HAaT. Y OBOM HCTpakUBamby HCIHTHBAH j€ YTHIA]

nenenuje reqa 3a Gal-3 u gapmaxonomke naxuounuje Gal-3 Ha maToreHesy aKyTHOT

KOJIUTHCA U3a3BaHOT JIEKCTpaH HaTpujyM cyndarom (enrn. Dextran sulphate sodium,

DSS).

VY uctpaxusamwy cy kopunthernn CS7BL/6 wild type (WT) u knockout mumiesu

(Gal-3" ma C57BL/6 mnomiosn). AKYTHH KONMTHC j€ W3a3BaH CEAMOIHEBHOM

npumeHoM 3% BogeHor pactBopa DSS-a (monekyncka texxumna 40kDa, per 0S).
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Davanat (100ug), antaronuct Gal-3 je maBan WT muieBumMa UHTparepuTOHEATHO
CBaKOr' JIpyror JaHa. AHaJIM3MpaH jeé KIMHUYKH TOK OOJIECTH, MaTOXHUCTOJIOIIKE
npomMeHe, oapehuBana je KOHIEHTpalyja MUTOKMHA Y CEpyMUMa U M30J1aTHMa TKHBA

KOJIOHA Kao ¥ peHOoTHIT HHQIIaMaIijcKuX henrja y TKHBY KOJIOHA.

Henenuja rena 3a Gal-3 kao m nmpumena Davanat-a je 3Ha4yajHO cMamHIIa
omreheme komona DSS-tpetupanux xuBotuma. Y nopehemy ca WT mumeBuma, y
TKMBY KoJloHa DSS-Tpernpanux Gal-3" xuBoruma Guia je HWXa KOHIEHTpaIuja
undamarnujckux nurokuHa (IL-1B, TNF-o u [L-6) y3 wMame mNOpHCYycTBO
unpnamanujckux henuja. bpoj F4/80+CD11b+ makpodara koju npoaykyjy IL-18 u
IL-6 xao u ©Opoj F4/80+CDI11b+SinglecF- colonic wmakpodara, CDIllc+
uH(IaMaIyjcKux AeHapuTcKuX henmuja koje ekcripumupajy CD80 u [-A u nponykyjy
undnamanujcke urokune (TNF-a u IL-6), CD45+CD11c-Ly6G+ HeyTpoduia koju
npoaykyjy TNF-a u IL-1f je Ouo 3HauajHO MamM y TKUBY KosnoHa DSS-Tpetupanux
Gal-3" muwesa. V3 To, Opoj antepuatuBHO aktuBUpanux F4/80+CD206+ makpodara
u CD11c+CD8+ nennpurckux hemuja koje npoaykyjy IL-10 je 6uo 3Hauajuo Behu y
TKUBY KosioHa DSS-Tpetnpanux Gal-3" sxuBotuma. In vitro JIMITONOJINCAXAPUAOM H
DSS-om akTuBHCaHM Makpodard, HM30J0BaHM M3 IEPUTOHEYMa 3IpaBUX Gal-3"
MUILEBa, MpOoJIyKoBaIM cy 3HauajHo mawmwe TNF-a u IL-1B y nopehemy ca WT
Makpodaruma. ANONTHUBHU TpaHchep MEpUTOHEATHUX Makpodara M30JI0BaHUX U3
3apaBux WT xuBoTHIbA 3HA4YajHO je moropiao omreheme koiaoHa DSS-Tpernpanux

Gal-3" Mumesa.

HajBaxnuju 3axkspydak oBe auceprauyje je na Gal-3 nma npouHdiamaiujcky
yJIOTy y TaToreHe3W AakKyTHOT KOJHUTHCA, jep aKTHBalKMjoM HH}IamMazoMa Yy
Makpodaruma y3pokyje cHakaH MH(}IaMajcKi OATrOBOP, MUTPALM]y U aKTHUBALIU]Y

Makpodara, HeyTpoduiIa U JeHAPUTCKUX henuja.
Kiby4uHe peun: nekctpad HaTpujyM cyidaT, KOIUTUC, TAIEKTHH 3

JaTym npuxBarama TeMe O] CTPaHe

HHB:
T 29.10.2014.
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Abstract:
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Galectin-3 (Gal-3) is an endogenous lectin with a broad spectrum of
immunoregulatory effects: it plays an important role in autoimmune/inflammatory and
malignant diseases, but the precise role of Gal-3 in pathogenesis of ulcerative colitis is

still unknown.

We used a model of Dextran Sulphate Sodium (DSS)-induced colitis, that has
a high degree of uniformity and reproducibility to human colitis, to test susceptibility
of wild-type C57BL/6 and Gal-3-deficient mice (Gal-3") to this disease. DSS (3%,
molecular weight 40kDa) was dissolved in water and given to C57BI/6 and Gal-3"
mice in place of normal drinking water (ad libitum) for 7 days. Disease Activity Index
(DAL weight loss, stool consistency, visible blood in feces), was used to assess the
clinical signs of colitis. The cellular make up of colon and phenotype of colon-

infiltrated immune cells were determined by flow cytometry.
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Genetic deletion of Gal-3 significantly reduces the damage of colon tissue of
DSS-treated mice. Level of pro-inflammatory cytokines (IL-1B, TNF-a u IL-6) was
significantly lower in sera and colons of DSS-treated Gal-37 mice when compared to
WT DSS-treated mice. The total number of CD11lc+ inflammatory dendritic cells
(DC) which expressed CD80 and I-A and produce pro-inflammatory cytokines (TNF-
a and IL-6) as well as TNF-a and IL-1B producing CD45+CD11c-Ly6G+ neutrophils
were significantly lower in colons of Gal-37 DSS-treated mice. In addition, the total
number of inflammatory colonic (F4/80+CD11b+SiglecF-, F4/80+CD11b+I-A+, IL-
1, IL-6 and IL-12 producing) macrophages were significantly lower in Gal-3"" mice
compared with WT DSS-treated mice. On contrary, there was significantly higher
number of IL-10 producing regulatory DCs and alternatively activated M2
macrophages in colon tissue of Gal3”" DSS-treated mice. In vitro lipopolysaccharide
(LPS) and DSS-stimulated peritoneal macrophages isolated from untreated Gal-3"
mice produce lower amounts of TNF-o and IL-1B when compared to WT cells.
Adoptive transfer of WT macrophages managed to significantly enhance the severity

of DSS-induced colitis of Gal-3™ mice.

Gal-3 expression promotes acute DSS-induced colitis and plays an important
pro-inflammatory role in the induction phase of colitis by promoting the activation of

NLRP3 inflammasome and production of IL-1 in macrophages.
Keywords. DSS, colitis, Gal-3

Accepted by the Scientific Board on:
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Defended on:
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Thesis defended board
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8.3. BUOTPA®CKHU ITOJALIN AYTOPA

bojana (JoBan) CumoBuh MapkoBuh je pohena y KpameBy 26.01.1984.
roguHe. OCHOBHY IIKONy U ['MMHa3ujy (IpUpPOJHO-MAaTEMATUYKK CMEp) 3aBpIlnia je
y KpasseBy. Yniucana je Menuuuncku ¢dakynret y Kparyjesiy 2003. rogune, rae je u
mumomupana 2009. O6aBuna je 00aBe3HM JIEKAPCKU CTaXK M MOJOXKHUIA CTPYYHHU
ucnuT. HakoH 3aBpIIEHMX OCHOBHUX CTyIWja yIHcala je akaJeMCKe JIOKTOpCKe
ctynuje Ha PakynreTy MeAMIMHCKUX Hayka y Kparyjesiy y okto6py 2010. ronuse,
n3bopHo moxapydje Mouekyincka MemunuMHa — noanoapydje: MmyHosorwja,
uH}amanuja u MHQeKnuja. Y CMeHH TOKTOPCKH UCIUT je MOJI0XKHIa y okToopy 2012.
roguHe ca oneHoM 10 (mecer). Tokom 2013. rogune (ampuii-mMaj) ycaBpllaBajia ce y
naboparopuju mpodecopa Ranieri Cancedda, Hernosa, Mranuja. Takohe, Tokom 2009.
rOJAMHE je MpoBella HEKOIMKO Mecel y Jsaboparopuju mpodecopa Konstantin

Kappas-a, Jlapuca, I'puka.

Kanmunar bojana CumoBuh MapkoBuh akTHUBHO ce 0aBM HAy4YHO HMCTPAKUBAUYKHM
pagoMm y mabopatopujama lleHTpa 3a MOJEKYJICKY MEIHMIIMHY W HCTPaXKUBambha

MaTtuyHuX henuja, dakynrera MeAMIMHCKUX Hayka y KparyjeBmy. YdecHHK je
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mehynapoanor European Chron’s and Colitis Organisation- ECCO mnpojekra.
KoHTuHYyHpaHu HaydYHO-UCTPAXKUBAYKHU paJl ce orieaa y ydenrhy Ha mpojeKTuMa Koje

dbunancupa QakynTeT MEIUIIMHCKUX HayKa, YHUBep3uTeTa y Kparyjesiy.

YyecHuk je Makpo-tipojekta DakyiaTeTa MEIUIMHCKUX HayKa YHHBEP3UTETa Y

KparyjeBiy noa Ha3uBoM:

MIT 01/12 ,UmyHomaronoruja WHGIAMATOPHUX, AYTOMMYHCKHX U MAJIUTHHUX

o0oJsbema: LenyJapHu U MOJICKYJIApHU acTIeKTH .

ITopen Ttora, ydyecHuk je nBa JyHuop-mpojekra Dakyinrera MEIMLUUHCKUX HayKa

VYuusepsureta y Kparyjesiynoa Ha3uBoM:

* [Torennujan MmaTnuaaux henvja u3 ekconmpanux MIICYHUX 3y0a na audepeHnnpajy

y henuje ca HepBHUM KapakTeprCcTHKama y in Vitro yciosuma (J1104-12)

* Ytunaj curtansor nyra IL-33/ST2 na Heoanruorenesy y kapuuHomy nojke (JI104-

13).

Kpo3 uctpaxusauke nporpame dakynrera MeqUIMHCKUX Hayka y Kparyjesiy
2012. rogune mpouuia je o0yky kareropuje B (HamnexHa nuua — MCTpakuBauu) y
Tpajary oA 80 "yacoBa M Ha Taj HAUMH je 0CIOcO0JbEHA 32 PaJ] ca eKCIEPUMEHTAITHUM
JKuBOTHbaMa. Takohe, moxahana je Kypc 3a 10OpoOUT JTaOOPATOPH]CKUX KUBOTHHA
onpxaH Ha MeauuuHckoM Qakynrery, YHuBep3utera y beorpany HoBemOpa 2012.

T'OOUHC.

bojana CumoBuh MapkoBuh je octBapuia 62.5 6070Ba 0 OCHOBY pajoBa
00jaB/beHUX Yy LEeNUHM y MehyHapoIHUM uiau JoMahuM dYacomucuma, 0OJJOBaHUX

npema wiany 177. Ctatyra dakynrera:

- JIeBeT pajoBa y LETUMHU MyOIMKOBaHA Yy HaydyHUM dYaconmucuma melyHaponHor

3Ha4aja;
- TPY pajia y LeIMHU MyOJIMKOBaHA y HAllMOHAIHUM YaCOITUCHMA;

- Behu Opoj caxeraka Ha Mel)yHapOJHUM HayYHUM CKYIIOBHMA.
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