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1. YVBOJ

['MaBHU [WJb OBOT MCTPaKHMBarbha je UCIUTHBAIGE yJIOTe M 3HAyaja TajeKTHHA-3 y MaTOreHEe3d
NpUMapHOT OWIIMjapHOT XOJAHTUTHCA W3a3BaHOT Ha J[BAa Pa3IMYMTa HAYMHA: KCEHOOMOTUKOM, 2-
OKTaHOMYHOM KHCEIIMHOM KOFYTOBaHOM Ca CepyMCKHMM aiOymuHOM roBeaa (2 octanoic acid
conjugated with bovine serum albumin; 20A-BSA) wu 6akrepujom Novosphingobium
aromaticivorans (NA). 3ato y yBOIHOM Jelly IOCTOje M JeTalbHa O0jallllbelha CTPYKTYpE,
eKcrpecuje W OMOJOMKHX e(dekaTa TaJeKTHHA-3 U HEroBe YJore y peryjanuju UMYHCKOT

OJICOBOPA.

1.1 llpumapHu OWINjapHHU XOJAHTUTHC

[Mpumapuu Ounmjapuu xonanrutuc (enr. Primary Biliary Cholangitis; PBC) je opran-
creurn(pUIHO ayTOUMYHCKO, XOJIECTATCKO 000JbEHhE Y YHMjOj je OCHOBU XPOHUYHHU HECYITyPAaTUBHH
JIECTPYKTUBHU UHTPaXENATHIHH XOJAHTUTHC Ca IECTPYKIIH]OM MAIUX MHTPAXEHaTUIHHUX )KYTHUX
KaHaJia Koja Boau y pudpo3sy u ciefcTBeHy OmirjapHy 1upo3y. bonect cy npsu onucanu Addison
u Gull 1851. rogune (1, 2) a motom u Hanot 1876. rogune (2, 3). lonenaBHo je Ouiia mo3HaTa 1oy
HA3WBOM TpuMapHa OunujapHa nuposa (ox enr. Primary Biliary Cirrhosis; PBC), a 2015. rogune
JIOTOBOpPEHa je IMpOoMeHa KMMeHa OOJIeCTH y NpUMapHH OWJIMjapHHU XOJIAHTHTHC, TaKO Ja je
ckpahienuna octana ucta (2). PBC nma moamMykii aCHMITOMATCKH TTOYETAK Ca JyTUM MEPUOIOM
JaTeHIje Mpe MojaBe TUIIMYHUX CUMNTOMA. [ JTaBHe KapaKTepucTUke O0JIECTH Cy MpOrpecuBHA
JeCTpyKIIMja MaJX U CpelibuX OMIMjapHUX KaHalla, KOja 3a pe3yJITaT UMa XpOHUYHY XOJIecTasy,
nopTHY uH(pIamaIujy u pudpo3y Koja ce HEepeTKO 3aBpiiiaBa HHCYQHUIIN]SHIIN]OM U IIUPO30M JeTpe
ca cBuM nparehum komruukaijama (4, 5). ETnomarorenesa 601ecTH je ¥ mope] HarOMUJIAHKX
eKCIepUMEHTAIHUX T0J]aTaka oOCTajla BEJIMKUM JeloM Hemo3Hata. Mako ce mnaToreHesa
JIETUMHYHO MOK€ 00jaCHUTH ayTOMMYHCKHM MEXaHHMMHMMa yCMEPEHHX Ha HEKOJIHMKO KJbYYHHUX
ayTOAHTUTEHA U BbUXOBUX CIUTOIA CAMU MEXaHU3MH JIECTPYKIIHj€ MAJINX KyUYHUX KaHaja v Jajbe
0CTajy HEJIOBOJHHO pa3jalllibeHu.

JlujarHosa ce 3aCHMBA Ha KJIACHYHOM TpHjacy: KIMHUYKH M JaOOpaTOPH)CKH 3HAIM XOJECTase,
IPUCYCTBO AHTUMHUTOXOHIpHjCKHX aHTUTena (AMA) y cepyMy M XHCTONATOJOIIKH Haias

aCUMETpUYHE JECTPYKIHje HHTpaJoOyJapHUX >KyuyHUX Kananumha. OBa ayToaHTHTENna Cy
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crierduyna 3a enuton E2 paznuuutux cyojenunnia koMmiuiekca aexuaporenase (DC), nommpane
Ha YHYTpallkboj MeMOpaHi MUTOXOHApH]ja, u To: 2-0X0-acid (20ADC-E2), nupysat (PDC-E2),
pauBactu sanar 2-0x0-acid (BCOADC-E2) u 2-oxo-glutarat (OGDC-E2) (6). Unak ce PDC-E2
cMarpa MMYHOJOMHMHAaHTHMM aytoaHTureHoM (7; 8), jep je moka3aHo Ja je ryOuTaKk MMYHCKe
TOJIEpaHIje Ha 0Baj MUTOXOHAPH)CKU ayTOAHTUI'eH UHULIMjanHu forahaj y Hactanky PBC-a, kao
U J1a He MTOCTOjH 3Ha4yajaH JJO0Ka3 3a MUPEHE SMUTOIA ITO OBY OPraH-Clelu(pUIHy ayTOUMYHCKY

OostecT pasiukyje o1 Behure Apyrux ayrouMyHckux oosecta (9).

1.1.1 KnuHu4Ke 0JINKe MPUMAPHOT OMJIHjapHOT XOJAHTUTHCA

Kinunanuka cnuka u npupoana uctopuja PBC-a 3HauajHO Bapupajy 071 aCHMIITOMATCKUX W CIIOPO
MIPOTPECUBHUX JI0 CUMIITOMATCKUX M Op30 pa3Bujajyhux dhopmu 6osnectu. bonect je yemrha kox
KEHa, KOJI KOJUX C€ JUjarHOCTUKYje YIJaBHOM Yy IeTO] M MIecToj AeneHuju. VHiuneHna
aCUMIITOMATCKUX OOJIMKa O0JIECTH je y TIopacTy, IITO je BEpOBAaTHO Mocjeanlia mosehane ceectu
o PBC u mmpoxko pacnpocTpameHX pyTHHCKUX OMOXEMHU]JCKHUX TeCTOBa 3a PyHKIH]je jeTpe. MHoru
aCUMITOMATCKH MallljeHTH he pa3BUTH CUMITOMATCKY OOJIECT JeTpe Yy POKY O MEeT roIMHa HaKOH
MOCTaBJbarba JAMjarHo3e, Hako TpehrHa bUX MoXxe OuTH 6e3 cumnroMa ayru Hu3 roauna (10).
Cumnromu xoju Hajuenthe npare PBC cy 3amop u npyputyc, a pU3HIKH 3HAIU MOTY YKIJBYYUTH
XUIIEPIIUTMEHTAIN]y KOXKe, XEeMaTOCIUIEHOMETallujy M peTKo KcaHTenazme. HMako Huje
crieruIaH CUMIITOM, 3aMOp je Hajuemrha kimarndka Manndecramyja PBC-a u npucyTan je ko
ckopo 80% manujenata (11, 12). Mexanu3sam pa3Boja 3aMopa Koji OBE OOJIECTH OCTaje HEMO3HAT
YIIPKOC MHOTHM IPETIOCTaBKaMa KOjU YKJbYYyjy ayTOHOMHY auchyHkumjy (13), omreheme
mumuha (14), npexkoMepHy nHEeBHy coMHoieHIHjy (15), mnpoMeHe Yy KOPTHKAIIHO]
excruutabunHocTh (16), mopemehenoj xomeoctasu manrana y [IITHC-y (17). YMmop kon obosenux
O]l IPUMAapHOT OUITUjapPHOT XOJAHTUTHCA OJUTHKY]j€ C€ TPEKOMEPHOM JTHEBHOM COMHOJICHIIN]OM U
[IOropIllaBa KBAJIMTET JKMBOTA. YIPKOC HE TAaKO KOHCTAHTHO] Kopenanuju usmely ymopa u
crereHa omrehema jeTpe, yMop ce MOXKE IOBE3aTH ca CMambCHUM TeHEPATHUM MPEKUBIbaBAHEM
(18, 19).

[Ipyputyc, cMMIITOM MOBE3aH ca JyroTPajHOM XOJIECTa30M, j€ HajTUIIMYHH]a Kanla malyjeHara u
OOMYHO TPETXOOU HKTepycy. Ymorpeba ypCOJCOKCHXOJHE KHCEIMHE 3HA4YajHO je CMamuia

YYeCTaJIOCT OBOT CHUMIITOMa HMaKO MEXaHW3aM OBOT edekra HHje cacBuM jacaH. [Ipyputyc ce
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moropiaBa Hohy, ako je 0ocoba y KOHTaKTy ca ByHOM, WIH y TOIUIHjUM KpajeBuMma. [locTtoje nBa
Moryha objanrmema 3a 1mojaBy NpypuTyca y IpUMapHOM OMIIMjapHOM XOJAHTHTHUCY: PETEHIUja
cCepyMCKe OwiHjapHe KHCEIMHE 300T XPOHHYHE XOJecTa3e WINW/M IojadaHo ociobahame
eHJIOreHuX onuouna. Jledewe npypuryca Moxxe OUTH U3a30BHO, yrioTpeOa xonecupaMuHa (4 g 1sa
710 TpH IyTa JHEBHO) yOia)kaBa MpypuTryc. Y Cllyuyajy ciiabor oJroBopa Ha pe3uHe, KOPUCTH Ce
pubaMIUIIH KaKo OU ce TIOCTUTIIO OP30 OJNaKIIalke MPYPUTYCa, IPU YeMy AyTOTpajHy ymoTpely
OBOT JIeKa UNaK Tpeba m3beraBatu. Y TpeTMaHy MPYpPUTYCa KOPUCTE C€ U AHTATOHUCTH OIHOUA
Kao 1mTo je HantpekcoH (50 mg/nHeBHo). HegaBHo je mpenopydena u ynorpebda ceprpanuna (20,
21).

Bpuo gect nHanas kox o6onenux ox PBC je u cmameme ryCTHHE KOCTH]Y KOj€ MOXe TOMPUMHUTH
ommuke ocreornenuje (33%), a petko u ocreonopose (11%) (22).

ITopTHa xunepTeH3uja je uecTo npucyTHa koa odonenux o PBC u He Mopa yBek J1a UMILIMLIAPA
10jaBy Lupo3e jeTpe. Buie oa nonoBuHe nanujeHata 0e3 repanuje pa3puja HOPTHY XUIIEPTEH3U]Y
y pOKy ox1 uetupu roaune. [IpeBennuja u TpeTMad NopTHE XunepreHsuje y3pokosane PBC-om, ne
pasiiMKyje ce O TPETMaHa KOJI OCTAINX XPOHUYHUX 000JbCHa JETpE.

XunepnunuaeMuja, ca nopehaHuM KOHIIEHTpaljama U X0JIecTeposia U TPUIIIMLEPUIA y CEpyMy,
je mpucytHa koa 85% manujeHara. MlHTepecaHTo je 1a YIpKOC CBEMY OBE IMPOMEHE JIUITHUIHOT
npopmia cepyma HuCy npaheHe OYEKHMBAaHMM TPOIMOPIHUjAIHUM ToBehameM WHIMIEHIIE
aTepoCKIIepo3e M KapAHOBACKyJapHUX 000JbeHha, a M1 HeMa KOpelalyje ca CTaIujyMOM OCHOBHE
6onectu. Jleueme OUIMjapHOM KUCEIIMHOM CMamyje JIMMKUE Y KPBU HEMO3HATUM MEXaHU3MHUMa.
Komop6uaurer je Baxkna oanuka PBC. Muorum nopemehaju, Taunuje Apyrd ayTOMMYHCKH
CHUHJPOMH, TOBE3aHH Cy ca IMPUMapHUM OWIMjapHUM XOJaHTMTUCOM: CjOrpeHOB CHHAPOM,
PejHoOB (heHOMEH, ayTOMMYHCKH THPEOUIUTHC, CKIEPOepMa, CHCTEMCKH JIyITyC epUTEMaTo/IeC,
JIOK je TIpeBaJICHIH]ja PEyMaTOMIHOT apTPUTHCA UCTa Kao U y He3axBaheHoj momynarmju (23).
Kao u y nuposzama jerpe Apyrux e€THOJIOTH)a, BEH KPajHU CTaJujyM Moxe Ja OyJe mojajora 3a
pa3Boj XemarolenyJapHOr KaplMHOMa, a BaXHO je HarmoMmeHyTH na PBC Huje moBe3aH ca

xonanrnokapuuaomuma (CCA) wim KapimHOMUMA JI0jKE.



1.1.2 IujarHOCTUYKHU CEPYMCKHU NapaMeTpu

buoxemujcku xoneoctarcku oOpasail mokasyje moBehaHy KoHIEHTpaiujy ankaiaHe (ocdaraze
IITO HUjE MOoBe3aHo ca nmoBehameM amuHoTpaHpepasa. Konnenrparmja IgM y cepymy je moBehana
alld He KopeJupa ca KoHIeHTparjama AMA HUTH OCTanux aHTuTena y cepymy (24). Kana ce

pa3BHje LKUpo3a, OMOXEeMHjCKe IPOMEHE HCTE Cy Kao U Y APYTUM [UpO3aMa.

1.1.3 XucTronaroJiomKu HaIa3

PBC ce, npema knacudukanuju Jlyasura (25) u Illojepa (26), XUCTONOIMKH MOKE TOACITUTH Y
yetupu craaujyma. Crtaaujym 1 o3Ha4eH je Kao MOPTHHU XEMaTUTHUC; CTAAUjyM 2 Kao MEePUIIOPTHH
XETMAaTUTHUC, CTATUjyM 3 Kao cenTtanina (ubdpo3a win OPUIIMHT HEKPO3a U CTaIujyM 4 Kao [Mupo3a.

VY uHunujanHoj ¢a3u maTtoJOomIKH MPOIEC 3axBaTa Malie MHTEpJIoOyJiapHe Ky4yHe KaHanuhe u
OJUIMKYj€ Cce €IeMOM U JIETeHEpallljoM enuTesa kaHaianha Koja nosiako npenasu y hemujcky cMpt
Koja je rinaBHa ommka paHor PBC-a (27). Y oBoj (a3 mocToju u3paxkeHa HHPHITpAIja
MOHOHYKJeapHuM henujama (yriaBHOM Makpodaru M €03MHO(GUIN) MOPTHUX MPOCTOpa OKO
3axBahenux kananuha. [ToHekaa MOTy 1a ce IETEKTY]y U TPaHyJIOMH WM arperaTtv enUTeIOUTHUX
henuja y mopTHUM pOCTOpHUMA WITH YHYTap J100yiyca. I'paHyioMH HUCY KapaKTEPUCTHUYHHU CaMo
3a oBY (pasy Beh ce Mory nerekroBaTy y OMII0 KOM CTaaujyMy OoJIeCcTH. Y o4aBajy ce XHUIepIuia3uja
Kyndeposux henuja u undunrpanuja cunycounaa numponutuma. Ha nporpecujy 6onectu ykasyje
MEPUIIOPTHU XETATUTHUC. Y JOII KAaCHHUJUM CTaaujymMuMa OojiecTH HecTajy omTehenu kananuhu, a
TKHBO ce€ 3aMemyje puOpo3HuM /1a OM ce Ha KOHIy pa3Buia nuposa. [loueB ox paHux crajaujyma

00JIeCTH y XeMaToUTHMA Ce JIETEKTyje OFPOMHA KOJIMYMHA aKkyMyJiupaHor 0akpa (28).

1.1.4 EnunemuoJiornja

[Momanii O WHIMIEHIM W TPEBAICHIM MPUMAPHOT OWIMjapHOT XOJAHTHTHCA ITACHBHO C€
CaKyIUbajy W HE Jajy pEJICBaHTHE IOJATKE KOJH CE€ MOTY CKCTpaloJMpaT Ha IEJOKYITHEe
MOMyJIallijeé HUTH C€ BhHMa MOTY O00jaCHUTH perroHaiHe pasnuke. Mnak, mocrojehw momamm

yka3yjy aa je unnuaenna PBC y crannom nopacty. O61uHO ce HaBoau /1a je 0oJecT yuecTanuja
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y CEBEPHHM KpajeBHUMa CeBepHE MomnyJonTte y nopehemwy ca nojaBom 60JIeCTH y jy>KHUM TOTUTH) UM
kpajeBuma (29-30). IlpocropHe u reorpadcke pasnuke y npeBaneHim PBC cy oncucane y
HEKOJIUKO CTY/IHja, ca rpynucameM 000JIe/InX y orpanndeHuM noapydjuma (32-34). Ose pasiuke
HHUCY MoOTJIe J1a ce o0jacHe aemMorpadCKuM Wik reorpadckuM (GakTopruMa, ajld ¢e MPeTIIOCTaBIba
7la je mocieauIa npucycTsa Beher 6poja obonenux Ha ojpeh)eHoM noapyyjy HOCIeIUIA 1eT0Bamba
HEeKor HewJeHTU(UKoBaHOT (akropa oxoimHe (35). 3a BehmHy ayTOMMyHCKHX OoJjiecTH
KapakTepucTUyHa je Beha ydecTanocT 000JbeBamba y JKEHCKO] MOMyJalUju ajld 3a MpUMapHU
OWIMjapHU XOJAHTHTHC OBaj OJTHOC MOCEOHO j€ YIeuaTJbUB jep JKCHE y OJIHOCY Ha MYIIKapIie

o0oJbeBajy necet myta uenihe (36).

1.1.5 ETnoanoruja PBC-a

Kay3anna ernonoruja PBC-a kao u pasnor ryOuTaka TojiepaHIfje HA JTJOMHUHAHTHE EIHUTOIE CY
JOIII YBEK HEMO3HATH, KA0 M KOJI IPYTrUX HH(DIAMAIN]jCKUX TTOTCHIIN]jATHO Ay TOMMYHCKHX 00JIeCTH.
HapaBHo na ce, ka0 M y JAPYrMM ayTOMMYHCKHM OOJIECTHMA, pa3Marpa: JOMPHHOC TEHCKE
npeaucnosunuje (37) u ¢akropa cpemune (38, 39). Ilpeosnahyje munubeme ma GaxkTopu
OKpYyXema (KCeHOOMOTUIU W/UIH MUKPOOPTaHU3MH) KOJI MIPEAUCIIOHUPAHUX 0c00a MOAUPUKY]Y

ayTOAHTUTEH M TaKO OJIaKIIaBajy npekua Tonepanmmje (40).

1.1.5.1 TI'encku pakTopu

Enmunemuonomnike cryauje ykasyjy na ce PBC yemnthe jaBiba y oapeheHum nopoauiama ma je Tako
penaTUBHM pU3HK 3a HacTaHak PBC-a y nmopoaunama y kojuma uma obonenux 10,5x mro je Bpio
CIIUYHO Ca PU3MKOM Y OCTAJIMM ayTOMMYHCKHM Oosiectuma (41), 0JJHOCHO YKOJHMKO 0coba mma
pohaka obosenor ox PBC y npBoj TMHHUjU CPOACTBA TO j€ HE3aBUCHHU PH3HK 3a 000JbeBambe, a 0dds
ratio msuocu 6.8-10.7 (42). Kox MOHO3UMTOTHHMX OjM3aHana CToma KOHKOpAaHTHOcTH 3a PBC
u3Hocu 0,63 mro je Hajeeha croma mel)y cBum ayronmynckum 6onectuma (43). CBu 0BH Haslazu
yKa3yjy Ha jaKy TeHCKY Mpeanco3uninjy 3a pa3soj PBC. Omucana je yapykenoct onphennx HLA
xamorunoBa (DRB1*08:01-DQA1*04:01-DQB1*04:02 DRB1*04:04-DQB1*03:02) u Beher
pusuka 3a pa3Boj PBC, anmu u nporektuBHM yTumaj Apyrux xamitotunoBa (DRBI1*11:01-

DQA1*05:01-DQB1*03:01 u DRBI1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*0602) (44). Omnmucan je wu
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npeaucrnonupajyhu yTuiaj BapujaHTu reHa YMjyu MpOJyKTH KOHTOPJIMILY UMYHCKE M TO T€Ha 3a

IRF5, IL-12RB2, IL-12A.

1.1.5.2 ®akTopu OKOJIHE

[TojaBa Behe yuectanoctu PBC-a y oapehennm reorpadckuM moapydjuMa ykasyje Ha yTUIAj 10
cajia joIll yBEK HEMO3HATOT (haKTopa OKOJIMHE KOju yTude Ha maroreHesy PBC-a.

NupexnnjoM 1 MexaHU3MHMa AHTHIeHCKe MHMHKPHje MOTy ce 00jaCHUTH yTHIAju (akTopa
okosuHe Ha HacTaHak PBC. Moryhu npekianajyhu enuton muko0Oakrepuja je hsp6S jep uma uctu
MoTuB Kao u autured PDC-E2 (45). nenTudan MOTHB, Ha KOju ce poaykyjy IgG3 antuTena kox
obonenux on PBC, je unentudukosan u y 6akrepuju Lactobacillus delbrueckii (46). Melhytum
Kao HajBepOBAaTHHMjU MHMKPOOpraHM3aM Koju JonpuHocu pas3Bojy PBC ycmen monexynce
MUMHKpPHj€ O3HAUY€HA j€ MHTECTHHAIHA KOMEHCalHa NpoTeoOaKkTepuja MPUCYTHA Y XyMaHOM
derecy Novosphingobium aromaticivorans (47, 48). N. aromaticivorans caapsxu fBa npoTenHa,
KOJU CY BUCOKO XOMOJIOTH ca UMyHooMuHaHTHUM enutorniomM PDC-E2. Taxole je nmokazaHno je na
MOCTOjU yHaKpcHa peakija m3melly AMA u3 cepyma ob6osenux ox PBC u E. coli, amu je 1000
myTa jada KpocpeakTuBHOCT mokazaHa wu3melly PDC-E2 u Oakrepuje koja merabonuiie
kceHoOnotuk- Novosphingobium aromaticivorans (49). 3nadajan mojarak je W Ja MHIICBU
uH(UIMpaHH OBOM OakTepujoM pasBujajy sesuje Hauk PBC (50).

[Tomto jerpa uma KJby4yHy yJIOTYy y METab0IM3My TOKCHHA, XEMAaTOLMTU U OMIIMjapHe EMUTENIHE
hemuje (enr. Billiar Ephitelial Cells, BECs) cy KOHTHHYHpaHO H3JIOKEHH XEMH]jCKUM
Hycrpoussoauma. [loganu o nosezanoctu PBC u yecte ynorpede nakoBa 3a HOKTE MOJIPIKABajy
TEOpHUjy O YJI03U KCEHOOMOTHKA y HacTaHKy OoyiecTH. KceHOOMOTHK 2-OKTaHOWYHA KHCEIWHA
KOPHCTH C€ Kao aUTHB y XpaHH, a CACTABHH j€ JIe0 KO3SMETHIKHUX TpenapaTa HapOunuTO JIAKOBA 32
HOKTe. In Vitro u in Vivo aHanu3e yka3syjy Ha NMOTCHIMjalHy yJOTY 2-OKTaHOMYHE KHUCEIHHE Y
Hactanky PBC-a Maga peakTHBHOCT 2-OKTaHOMYHE KHcelanHe ca AMA M ca JUIOMYHOM
kucenuHoM Huje mokazana (51). NOD u C57BL/6 wmuiieBd UMyHU30BaHU 2-OKTaHOUYHOM
KHCEJIMHOM KOBYTOBaHOM ca ajlOyMHHOM ToBeher cepyma pas3BHjajy XHCTOJIOIIKE OJJIUKE
ayTOMMYHCKOI' XOJaHTUTHCA (MMOPTHU MHOUITpATH Y Kojuma JoMuHupajy CD8+ numbounutu u
pa3Boj rpaHysoma y jerpu) ca nosehanum konueHrpauujama AMA (52-55). OBaj mozen npyxa

yOeIspHBe JJOKa3e Jja Cy KCeHOOMOTHUIM Y3pOUYHO TMoBe3aHu ca HactankoMm PBC.
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CTAPOCT

HEVMYHCKW TEHU

NPUMAPHU
BUNTUJAPHU
XONAHTUTUC

UMYHCKW T'EHW J KVBOTHA CPEOVHA
N KCEHOBMOTULN

BAKTEPUJE U
BUPYCU

Cxema 1. Emuonowku gpaxmopu y npumapHom
OUIUjaAPHOM XONAHSUMUCY

1.1.6 bunaujapue enutenne henauje

HajunrepecanTHuje nuTame y Be3u ca eruomnaroreHesoM PBC-a je mocrojame cnenuduyuHor
MMYHCKOT OJITOBOpa YCMEPEHOT CaMO Ha EMHUTEN MAIUX WHTpaXeNnaTHIYHNX OWINjapHUX KaHaja, a
HE 1 Ha UICTOPO/IHE XOJaHTHOLIUTE BehrnX KaHaa HUTH Ha OWJIo0 Koje apyre henuje, nako cBe henmje
MMajy MUTOXOHJIpHj€ U Y FBbUMa IIPUCYTHE ayTOAHTUTEHCKE KoMIIekce. Manu kaHaimu 00J10KeHH
Cy OunujapHUM enuTeNHUM henvjama (XOJaHTHOLUUTHMA) KOje WHUIMjaTHO OMBajy moroheHe u
JeCTpyupaHne crnenu@uIHrM HWMYHCKHM OJIrOBOPOM y KojeM ydecTByjy M CD4+ m CD8+ T
mumoruta (56; 57). OBa cenekTHBHA AECTPYKIIMja yKa3yje Ha jeIMHCTBEHE MMYHOIATOJIOIIKE
KapakTepucTUKe oBe Oosectu. I103HATO je 1a XOJIaHTMOLMTH HUCY caMO NMAacUBHU MOCMaTpaydu y
pUMapHOj OuiMjapHoj nupo3u, Beh Mory na nmosehajy ekcripecujy agxe3MoHHX MOJIEKyJia Kao U
nponykuujy TNF-o, IFN-y u IL-1, mocie crumynaiuje npornH(IaMaiujckuM uTokuHuMa (58).
Kpo3 BapujabunmHy ekcmpecHwjy aaxe3noHUX MOoJeKyida ¢ NpouHdIaMaIdjCKUX IUTOKHUHA,
XOJIAHTMOLIMTH MOTY J1a MOAYJIMITY HHTEH3UTET U JIOKAJIU3alM]y 3anajbemhCeKor nporeca. He mame
Ba)XXHO j€ U /1a XOJIAHTMOLIUTH UMajy CBOjCTBa MPOo(eCHOHAHUX aHTUT'eH Npe3eHTyjyhux henuja,

jep TokoMm wuHGIamanmje excrnpumupajy moiekyne Il kmace MHC kao u KOCTHMYyJaTOpHE
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mosekysne CD80 u CD86 mrto um omoryhyje na unHreppearyjy ca T aumdonuruma u Tako
JONIPUHECY HAcTaHKy uH(aMaiyje u omrehewmy OWIMjapHUX KaHajda TOKOM HHHULMjalHje U
nporpecuje 6onectu (59).

XOaHTHOIIUTH MaIuX OWIMjapHHX KaHajla Cy MHOTO BYJIHEpaOWIHHUjU HETO eHUTENIHE henwje
Behux kaHana. 3a pa3nuKy of XonaHruouurta Behux xanana y enutennuM henujama xananuha, y
onroBopy Ha omrteheme, nzoctaje cuare3a nporenna TTF3 (enr. Trefoil Factor Family, TTF).
OgBaj mousiekyn npunaga nopoguu TTF, kojy unHe Manu npoTeMHU Pe3UCTEHTHH HA MPOTease, U
OJIrOBOpaH je 3a roBehame BUCKO3UTETA 3AIITUTHOT ciioja ciay3u (60).

HoBu mogauu ykasyjy aa je Tokom PBC-a BynHepaOMIHOCT XOJIaHTMOIMTA HA MEePPOPHHCKO-
rpan3uMcky U Fas/FasL wHuIMjanujy amomrose HajoAroBOpHHja 3a aykromneHwjy. [lopen Tora
HEJIaBHO j€ TMOKa3aHO W J1a Cy MHTaKTHe OuiujapHe enuTenHe hemuje cmocoOHe 3a (HaromuTo3y
anoNTOTCKH ycMpheHnX OuijapHUX enuTeaHux hemmja mro o6e3behyje HoBe eHporeHe u3Bope
ayroantureHa. OBe YMH-CHULIEC HABOJIE HA MPETIOCTABKY J1a jeé TKUBHO crieu(uyuHO omreheme
PBC-a y3pokoBaHo 6ap NEIMMHYHO CIENU(DUIHOM OCETJHUBOIINY XOJAHTHOIUTA OWIIHjapHUX
KaHanrha Ha aronTo3y Kao U 1a (haronuToBamke alloNTOTCKUX TeJamara oJ CTpaHe HEU3MEHCHUX
BECs ammudukyje peakiujy.

OBa jenuHCTBEHA KapaKTEPUCTHKA aroNTo3€ XOJAHTHOLUTA JEIMMUYHO OCBETJHABA HHUXOBY
moryhy ynory y umyHonatorenesu PBC-a jep je Mmoryhe na HeoaHTHreHHM KOjU Cy TOTEKIH W3
(aronMTOBaHUX aMOMNTOTCKHX XOJIAHTHOIMTA akTHBHpajy jauMdorure (61). Hanme, anmonrozom
XOJIAaHTHUOIIMTA CE HE YHUIIITaBa rI1aBHU ayToaHTUreH mutoxonapuja PDC-E2 Beh ocTaje unTakTan
U J0CTymaH uMyHCKoM cuctemy (62; 63). Cramno wusmaramee PDC-E2 npucTturior on
XOJIaHTHOIINTA, a Ha IMOBPUIMHM He3axBaheHUX XOJAHTHOIMTA je TMOCIEAHLA M HEeyCHEeIIHOT
KoBaJieHTHOT Be3nBama PDC-E2 3a riryraTtioH TokoMm amonTo3e y oBuM henujama. JIpyro BaxHO
3amakamke KOje ce OJHOCH Ha YJIOry amonTOTCKMX XojlaHruonurta y marorenesn PBC-a je
MHTEH3WBHA MPOAYKIIMja MpouH(pIaMaIijCKUX HUTOKHHA Y Makpodaruma koJ1 ocoba obonenux
o PBC-a koju cy MHKyOHpaHH ca arnonTOTCKUM TeJIMMa M3 XOJaHTHOLUTa y npucyctsy AMA
(64). butHO je na ce HaOMEHE J]a Cy XOJAHTHOIMTH KOjU Cy KOPUINNEHW Yy eKCIepHMEHTHMA
y3€TH OJ] IBa HOpMaJHa JIOHOPA, ITO yKa3yje J1a He MOCTOju (PEeHOTUIT OMIHjapHUX CMMUTEITHUX
hemnja cneunduuan 3a PBC u 1o Moxe na Oyne ofjammeme 3a HaBpahawe PBC-a mocie

TpaHciuianTanyje (65).
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NmyHoxucToxemMujcko Oojere OWmMjapHUX KaHalla MOHOKJIOHCKMM aHTHTENIUMa Koja Cy
yCMepeHa Ha MUTOXOHJPHjCKE ayTOAHTUI'€HE Cy TOKa3aja MHTeH3uBHY ekcrpecujy PDC-E2 na
anuKIIaHOj (JIyMEHCKO]) MoBpIMHU henuja Manux OunujapHux kaHama (66; 67). XomaHrHOmUTH,
Kao y OCTaJIOM | henuje Apyrux enuresa, MMajy yJory y TpaHcrnopty IgA y myMmeH OwinjapHOT
nykryca. IgA cnenuduuna 3a PDC-E2 ynaze y X0JaHTHOLUTE MPEKO HOIMUMYHOITIO0YIMHCKOT
penieniropa u popmupajy komruieke ca PDC-E2, mto moxe na nonpunece uznaramy PDC-E2 Ha
anMKaJIHO] MOBPIIMHY OmIMjapHux enutenHux henuja. Takohe, Tokom TpaHciuTo3e kpo3 henuje
KOj€ eKCHPUMHUPAjJy MOJUUMYHOITOOYJIMHCKH PELEeNnTop, IUMEpHYHU IgA Moxke Ja MHUIUpa
akTHBanMjy kacnasza (68). Huso antu-PDC-E2 IgA anTtutena y cepymy obonenux ox PBC je y

JIMPEKTHO] KOpellaallrju ca HUBOOM aKTHBaluje kacnasa (68).

1.1.7 AIMyHCKH OATO0BOP Y NPUMAPHOM OMJIMjaPHOM XOJAHTUTHCY

Mexanu3mu OmirjapHe JSCTPYKIIM]e HUCY 10 Kpaja UCTPAKEHH, ajTu CIICIM(PUIHOCT MaTOJIOIIKUX
IIPOMEHa y MaJluM OWJIMjapHUM ITyKTyCHUMa, IPUCYCTBO HHPHUITpPALUje y MOPTHUM MPOCTOpUMA U
excnpecuja monekyna II kmace MHC Ha XonaHTHOUMTHMA yKa3zyje Ha WHTCH3MBAH HMYHCKH
OJIFTOBOP KOJU yCMEpPEH Ha XonaHruouurte. OBU HalasM ykasyjy Ja je JecTpyKlHja OuiInjapHUX
henuja mocpemoBaHa ayropeakTuBHUM T nmuMdonuTiMa Koju uHGHITpHUILy TKHBO jetpe (57).
CD4+ u CD8+ T numdouuTi MOTy Ja ce JAETEKTY]y Y MOPTHOM IPOCTOpy ocoba 000JIenux of
PBC-a (69-71). Ocum moBehaHe KOHIEHTpamuje ayroaHTuTena cnenupuunux 3a PDC-E2 y
cepymy peructpyje ce 100 mo 150 myra Behum 6pojem CD4+ T u 10 myra Behu 6poj CD8+ T
auMdonnTa CHEU(PUYHUX 32 AHTUIEH y JeTpU M XWIYCHUM JIMM(HHUM YBOpPOBHMA, HErO Yy
upKyanuju odonenux ox PBC-a (72). iBe 3nauajue cyononynamnuje CD4+T nmumdorura umajy
ynory y natorene3u PBC-a, a To cy Th17 u Treg hemuje (73). 3nHauajuo mamwu HuBo CD4+
CD25"9" mumdporuTa je nerexToBaH y mepudepHoj kpBu 06onennx ox PBC i 4aHOBUMA HHXOBE
nopoautie, Takohe FoxP3+ Treg henuje mory na ce neTexTyjy y TMMQOUTHIUM UHOUITpATUMA Y
noptHoM tipoctopy (74). Th17 henuje umajy npounduamanujcky yiaory y PBC-y, nmosehana
¢pexsenna IL-17-no3uTBHUX TUMpoNHTA je oKa3aHa y omrehemy jeTpe Koa ocobda o0oenux
on PBC-a kao u kox IL-2Ra-/- MuIieBa Koju CIOHTaHO pa3BHjajy XonaHrutuc (75).

VY jerpu obonenux ox PBC-a nmoctoju rpanyiomaro3Ha uHdIamaluja yapyxxeHa ca mosehanom

npoaykiujoM noiaukiaonckux IgM. Kyntype xymanux xonmaHruomnuta ekcripumupajy TLR, ma je
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Moryha cTuMyaiuja OBUX pelienTopa JIUMONOTUCAXaPUIOM U TUMTOTEUXOUYHOM KHUCEIHHOM KOje
Cy NIPUCYTHE Y OMIIMjapHOM TPAKTy. Y OBAaKO CTUMYJIHMCAHUM XOJAHTHOLUUTHMA ce akThBHupa NF-
KB, ma X0JaHrHOLMTH Ha OBaj HAYMH YYECTBYjY AMPEKTHO y omTehewy OunujapHor tpakra (76).
VY onroopy Ha ctumynaiujy TLR xomanruonuty npoaykyjy npouHdiaamaiyjcke nutokuse 1L-6
1 TNF-a u xemokune IL-8 u CX3CL1. CX3CL1 je xemoarpakTaHT 3a henuje Koje eKCupuMupajy
CX3CRI1, a xox ob6omemux ox PBC y mopTHOM mpocTopy W yHyTap OWIHjapHOX eMUTeNa
omrehennx OwinjapHux kaHana mory ga ce Hahy CD8+ u CD4+ T numdonutn koju
excupumupajy CX3CRI1 (77). Y narorenesy PBC cy ykspydyene u NKT henuje. Ko obonennx ox
PBC-a perucrpoBan je nosehan 6poj NKT henuja xoje mpemno3Hajy anturere y ckinomny CDI1d
MoJieKyna, a 0poj oBux henmja je Behu y jerpu Hero y nepucdepHoj kpeu. [loBehan 6poj NKT
henmja koje mpeno3nHajy anturene y ckiomy CDI1d momnekyna je mokasan y jerpu dnTGF-BRII

MHUIIIEBA KOjH pa3BHjay XxoaaHrutuc (78).

1.1.8 UHuMuujanuja npuMapHor OMJIMjapHOT X0JAHTUTHCA

Kako Ou ce pa3ymenu CIIOKEHH MATOTCHETCKH MexaHu3Mu y Hactanky PBC BaxHO je nma
MIOMEHYTH JIB€ YHH-EHUIIE KOje Cy KpUTHUYHE 3a pa3Boj Oosectu. [IpBo, r1laBHU ayTOAHTHUTEH j€
KOMITOHEHTa YHYTpAallllb€ MHUTOXOHApPHjCKE MeMOpaHe W na Ou henuje MMyHCKOT cHCTeMa

OCTBapHJIe KOHTAKT ca enuTonumMa Tpeba a npesasul)y Tpu pasznnuure MemoOpane (Cxema 2).

Cxema 2. MumoxoHpuja ca u3080jeHOM
YHYMpawHom mMemOpaHoOM y CKaomy Koje ce
HAAA3U 2A1a8HU aymoaHmuaeH y npumapHoOm
bunujapHom xonaHaumucy
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OAroBop Ha OBO MUTAKE j€ JICTUMUYHO Y jEIMHCTBCHO] KAPAKTEPUCTHIIN aNONTO3¢ OMIIHjapHUX
enuTeNHuX henuja v 3apKaBamby UIMYHCKH aKTHUBHUX aHTUT€HA YHYTap aloNTOTCKHUX TeJalara.
WNuutujanan norahaj Koa reHEeTCKU MPEAUCIIOHUPAaHNX 0co0a jomn yBek Huje jacad. [pyro, PBC
WHULIMJAJIHO 3axBaTa henuje WHTpaxemaTuYyHUX OWJIMjapHUX JIyKTyca, JIOK j€ aHTUTCH
aucTpuOyHupaH y MHOTUM TKHBHMA YKJbY4yjyhu ekcTpaxematuuke ounujapHe aykryce. [lo caga
MIPEITIOKEHU NMaTOTEHETCKU MOJISNIN YKa3yjy Ja je Kiby4HH forahaj mpekun tonepaniyje T henmja
Ha enurone PDC-E2. Ilpoayknuja antutena cneuuduunux 3a PDC-E2 Huje noBosbHa 3a
omreheme OnnMjapHux Kanaauha kao mro ce panuje mucimio (79). IlpBu Kopak y maToreHe3u
Oonectu je TyOUTaK ayToTONIepaHIMje, BEpOBAaTHO yciea Mmoinekyiacke mumukpuje (80). IIpema
OBOj TeopHju OakTepujcKa Wi WHQEKIHja peTpoBHpycHMa, BEpoBaTHO Mokpehe m ycmepasa
MMYHCKH OJIFOBOP TaKoO J1a Kao MOCEeAUIa OBE aKTHBAIM]€ HACTaje arloNnTo3a eNUTeHUX henuja.
EHIOTOKCMH W IpyrH MOJEKYJICKH oOpaciu OakTepuja Cy CHa)XKHHM aKTHBATOPH HMYHCKOT
oarosopa. OBU MpoAyKTH OaKkTepuja ce HOPMAIHO eIMMUHHLITY mpeko xyud (81). Jlumux A ce
nedochopuuiiie 1 MHAKTUBUPA alKaiHy GocdaTasy xyuu (82). Jlunua A je ”UMyHOTEHH CacTOjak
LPS-a I'pam HeratmBHuMX Oakrtepuja, m Apyru PAMPs ce akymynupajy y XemaTomuTruMa M
OMIIMjapHOM EIMTEINTy MITO JONPUHOCH UH(pIaMaIuju Manux ounrjapaux kanana (83-86). Ocobe
obonene ox PBC-a ucnospaBajy jak umyHcku oarosop Ha LPS (87, 88). Ocum Gakrtepujckux
aHTUTEHA, NCTPAXXMBAHA j€ U yJIora BUpyca Kao nokperaykux areHaca y PBC-y. Bupyche yecture
Cy OMHCaHe YHyTap OWIMjapHHX enuTeTHuX henmuja xox obdonenux onx PBC-a, a y cepymy oBuX
ocoba cy JeTeKTOBaHa aHTUTENa Koja Cy yeMepeHa Ha perpoBupyce (89, 90). 'enercku matepujat
XyMaHor [} peTpoBHpyca je nacHTH(HUKOBaH y TUMPHUM 4BOpoBrMa obosenux o PBC-a (91). V
NPUJIOT TOMEHYTOj XWIoTe3u roopu mnojaBa PBC-a mel)y ocobama koje cy murpupaie us3
moJipyyja ca HUCKOM mnpeBaiieHniom PBC-a y nmonpydje ca Bucokom npepanieHiiom PBC-a, kao u
ciyuyajeu PBC-a mely ocobama koje HHMCY y CpoJCTBY a kuBe y ucTo] kyhu. Jlasee, xona
nalujeHaTa JICYeHUX TaKpOJIMMYCOM MTOHOBHO jaBJbame PBC-a ce mecuiio panuje u y Texoj Gopmu
y mopehemy ca nedenuma wukinocnopuHuma (92-94). Kako Owmio, yiora perpoBupyca y
etnosioruju Hactanka PBC je jomr yBek muckyrabunna (95). ¥V ckiamy ca MOJCIOM MOJIEKYJICKE
MUMHKpHje, [JoHC je ommcao anTepHATHBHH MATOTCHETCKU MOJET TJie Cy WHUIIMjaTHH OKHIa4YH
BUPYCHH HJIH OAKTEPHjCKH eMUTONH KOju ¢y xomonoru ca PDC (96). T numbornuty crernuduyHu
3a conctBeHn PDC-E2 wn30eraBajy HeraTHBHY CeJEKLH]y Y TUMYCy 300T HHCKOT apUHHMTETa

wmuxoBux T hemmjckux penenrtopa. OBaj MPETHOCTaBJbEHH MOJEN IOApa3yMeBa Jia CTambe
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aKTUBallMje aHTUreH mnpe3eHTyjyhux henuja mnpomemeHOM edukacHOmNy aHTHUTEHCKE
MpEe3CHTAIMje MOXKeE Jia MpoMoBHIle pekus Tonepanimje (97). Kao mro je momeHnyTo panuje, y
nato¢uzuonorujy PBC-a cy ykipydene u npyre henmje ypohene umynoctu. Y obudajenu Hanas y
PBC-y cy rpanynomu, noBehaH HuBO mnosukiaoHckux IgM, xwumnepocerssuBoct Ha CpG
onurojneokcunykineoruae U nosehan Opoj NK henmja mrto je cBe moBe3aHo ca ypoheHuM
MMYHCKHAM OJIrOBOpOM. BakTepHjcku M BUPYCHU €NHUTONH WHAYKY]Y ypol)eH MMyHCKH OATOBOD
Kpo3 BezuBame 32 TLR koje excipumupajy XyMaH! XOJaHTHOIUTH IITO je TOKAa3aHo y KyJITypama
oBux henuja (97-100). OBu Hana3u ykasyjy Ja je akTHBaIMja ypoheHe HMyHOCTH 00aBe3Ha y OHIT0
koM Mmojneny PBC-a. [Ipyru Hana3 moBesyje crapeme U ckpaheme TeaoMepa Kao jeJUHCTBEHY
kapaktepuctuky omtehema xonanrwonutua y PBC-y. 3nauajHo ckpaheme Tenomepa y
noroheHuM XonaHruouuTHMa y mopehemy ca HOpPMaJHUM XOJIAHTHOLUTUMA y 00e rpyrme
(o6onenux ox PBC-a u koHTposiHE TpyIie) yka3yje Ha henujcko crapewme. OBe MPOMEHE HHUCY Y
CYIPOTHOCTH Ca XUIIOTE30M O PETPOBHUpYCUMa jep BUpycH Mory aupekTHo aa omrere JJTHK xon

o yIokHUX 0coda (101).

1.1.9 Auumaauu mogeau PBC

OmnucaHo je HEKOJIMKO KMBOTHHCKHX Mojena 3a PBC, a cBu ce MOory NoJenuTH y Tpu rpymne:
criontanu pa3soj PBC-like Gonecty ko reHCkn MOIMpHUKOBAaHUX MHIIIEBA; IMYHHU3AIIH]ja MUIIIEBA

KceHoonoTukom; naaykija PBC-a 6akrepujama.

1.1.9.1 TI'encku Moan(puKOBAHU MUIIIEBH

Tpancdep mumdornura nepudepne kpu ocoda odonenux o PBC y SCID muiese 3a nocnenuiry
¥MMa HacTaHaK JMM(POUUTHUX MHOWITPATa OKO MaIMX OMIIMjapHUX KaHalla U TPOIYKIH]y aHTH-
PDC-E2 (102).

Konrenn NOD.c3c4 wmumeBn n00ujeHHM 3aMEHOM TeHa OCETJBMBOCTH Ha aujaberec Ha
XpoMO30MHMa 3 U 4 ca reHUMa pe3rcTeHIrje Ha qujaderec u3 B6 u B10 mumiesa (103) passujajy
ayTOMMYHCKH XOJIaHTUTHC ca mojaBoM AMA y cepymy y 50% no 60% ciyuajeBa. L{luctuuna
auiaTandja moroheHMX OWIMjapHUX KaHalla, KOja KapaKTepHIIEe OBaj XOJAHTHTUC, CE He

peructpyje kox obdonenux ox PBC; kana qunaranuja y3Hanpenyje, ounujapuau enuten NOD.c3c4
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MHUIIIEeBA je MOJUI0kaH eKchonrjainnju mTo omoryhyje nHQuUITpanujy HeyTpodpuia u He TUIU Ha
XHMCTOJIOLIKE OJTUKE O0JIECTH KO JbYIH.

dnTGF-BRII mumeBn qu3ajHApPaHA TAKO Ja MOjadyaHO SKCIIPUMHUPAjJy JOMHHAHTHO HETaTHBHY
dbopmy peuentopa II 3a TGF-B mox xontpomom CD4 mnpomoropa. OpcycrBo TGF-B
CUTHAJIM3alMje Y3pOKyje pa3IMyuTe UMYHCKe aOHOpMalHOCTH yKJbyudyjyhu konurtuc. dnTGF-
BRIl mumeBn pas3BUjajy THIHYHE CEPOJIOIIKE U XHUCTOJIOIIKE KApPaKTEPUCTHKE MPUMAPHOT
OWIMjapHOT XOJAHTUTHCA KOju ce pa3Buja Kox Jpyau (104), mrto ykasyje Ha 3HAYajHy YJIOTY
curHasiHor myta TGF-B y marorene3u PBC. [Ipoaykinja AMA u XUCTOJIOIIKY TUITMYHE JIE3Uj€ 3a
PBC (mumdonutHa uHuaTpanuja, AECTpyKUUja HHTEPIOOyIapHUX OWIMjapHUX IyKTyca,
(dopmupame rpaHyioMa y MOPTHOM HPOCTOpY). Y HMOPTHUM HMHOMITpAaTUMa Cy 3acTyIJbeHH B
mumbonuty, miaazManutougHe aeHapurcke u NK henmje, makpodaru kao u CD4+ u CD8+ T
TuMQOLHTH.

Kon IL-2Ra—/— mumesa (105), curnanu ca penenrtopa 3a 1L-2 3HayajHU 32 KOHTPOIY Cya0HHE
spenux T nmumdonmra, cy (yHKIMOHATHO OJOKMpAaHH U OBH MHIICBH pa3BUjajy 3arajbeHCKY
oonect mpeBa u nuMdonpomudeparuBHy Oosect. Y cepymy cBux IL-2Ro—/— mumeBa cy
npucyTHa aHTu-PDC-E2 anTuTena, y mOpTHOM HOpPOCTOPY IMOCTOjU H3pakeHa JIHUM(OIUTHA
MHOUITpaLyja, a MUHTEPIA00YIapHHu OMIHjapHU TyKTyCH ¢y omteheHn. Y TOpTHUM HHPUITpaTUMa
cy HajBume 3actymubenn CD8+ T mumbponutu, a aerekryjy ce u CD4+ T u B mumdonuth.
dopmMupame rpaHysoMa je peaak norahaj.. Y cepyMmy OBHX MHIIeBa moBehaHa je KOHIIEHTpaIHja
uHpraamanujckux nurokuHa nomyT TNF-a, IFN-y, IL-12p40, u IL-6. Kopuimhemem moena koju
je nobujen ykpmrameM IL-2Ro—/— mumesa ca CD4 KO u CD8 KO muieBrMa je mokasaHo aa
CD8+ T mumdonutu ydyectByjy y narorenesu PBC xon IL-2Ra—/— mumesa (106).

IlepyraBM MuUIIEBH WMajy MyTalHjy reHa KOjU KoJupa TpaHCKpunuuoHu ¢akrop Foxp3
HEOIXOJIaH 3a HacTaHak peryjatopHux T aumdonurta, ma OBU MUIIEBH UMajy Ae(UIINJEeHTHY
byukimjy oux tumdormra. [Tokaszano je ma 100% oBux mumieBa caapxku AMA y cepymy (107).
ITopen Tora, jaumHa JUMQOUUTHE HHOWITpaLKje Kao0 M CIOHTAHH Pa3BOj OICTPYKIHje
OwnujapHUX KaHanuha CIIMYHY Cy IpoMeHaMma Koje ce Buhajy koj Jbyau odonenux ox PBC-a. ¥
MEPUTIOPTHUM TpocTopuMa ce akymysmpajy CD4+ T mumdonmtn, a murorokcnukun CD8+ T
TUMQOLUTH Ce HAKYIJbaJy OKO XKYYHHX KaHaja. ¥ cepyMy cy moBehane koHueHTpamnuje AMA
(IgG, IgA u IgM) u npoundnamanujckux nuutokuna (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-12p40, 1L-18, IL-

10, IL-23). Mana oBor Mojiena je KpaTak >KHBOTHH BEK MHILEBa- caMo 3-4 Hezelbe.
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1.1.9.2 PBC uHAYKOBAaH HMYHH3aLMjOM KCEHOOMOTHLIMMA

E2 cy0jenunuiue eH3uma uMajy 3ajeJHUYKY CTPYKTYpy Koja caapku jeaaH N-TepMUHAIHU
KaTaJIMTUYKA JIOMEH ca JBa Be3yjyha mecTa 3a KOBaJECHTHO Be3HMBame KO(hakTopa JIMIOWYHE
kucenuae. OBU JIMNIOWIT Be3yjyhin TOMEHH Cy TJIaBHU SMUTOINM Koje mpeno3najy AMA (9) mro
yKa3yje Ha eCEeHIMjaIHy YJIOTy JIMIONYHe KucenuHe y ernonoruju PBC. myHcka peakTHBHOCT
AMA je ycmepeHa Ha KOH(OpPMAIMOHE €MUTOIE KOjU Cy OCETJbUBU HAa XEMHU)JCKY MOAH(UKaLIN]y
IITO yKa3yje Ja ayTOTOJIEpaHIija MOKeE J1a ce 0CiIadn MoaupuKaIyjoM Junonyaor gomena PDC-
E2 xcenobmorunmma. Ilokazano je ma ce MoAW(UKOBaHW JUMOWYHH JomeHn PDC-E2
crnenn(UYHO Be3yjy aHTHUTENAa MPUCYTHa y cepymmMma obosenux ox PBC (51, 108, 109). Osa
ornoHamlajyha jemumerma ce KOpUCTe y npoliecy 1o0ujama Hajpa3IMuUTHjUX IPOU3Boa: nappema,
KapMuHa, nojayrBaya ykyca (108). Ctynuje Ha )KUBOTHIAMa Cy yKazalie J1a )KUBOTUEE KOje Cy
MMYyHH30BaHe KCEHOOMOTHUIIMMa U3abpaHUM Tako Aa uHTeppearyjy ca AMA, npoaykyjy AMA u
pasBujajy omreheme jerpe cimuro onom y PBC-y (110; 111). IToka3zano je ga u B6 u NOD.1101
(NOD.B6 1dd10 1dd18r2) wmwuineBn HMYHH30BaHH 2-OKTaHOMYHOM KuceauHoMm (2-OA)
KoHjyroBaHoM ca BSA umajy nosehane konnenrpauuje AMA, TNF-o u IFNy y cepymy, Beh
4eTBpPTE HEJeJhe TI0CTIe UMYHH3AIH]je, TPAHyJIOMe, TOPTHY HH(IAMII]Y ¥ XOJIaHTUTUC Pa3BHUjajy
12-te venesbe, a oqHoc CD4/CDS8 y jeTpw OBUX MHIIIEBA je MamkH y mopehemy ca KOHTPOITHUM
muieBuma (52).

OBaj mozen no6po miyctpyje panu craaujym PBC, a mpomene mep3ucTupajy IITO Ta YHHU

aTpaKTUBHMM MOJEJIOM 3a UCIIUTUBAkE pa3nuuuThx acnekara PBC.

1193 Moaen PBC wunaykoBanor wundexkuujom 0Oaxtepujom Novosphingobium

aromaticivorans

AHUMaTHU MO TIPUMAPHOT OWJIMjapHOT XOJIAHTHTHCA M3a3BaH OaKTepHjCKOM WH(MEKIHjOM je
ormmcaH 2008. ronune. [Tokazana je 6onect koja Beoma jauun Ha PBC, a n3za3Bana je nuadpekimjom
C57BL/6, NOD, SJL mumera 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans. Novosphingobium
aromaticivorans je I'pam HeratuBHa OakTepuja Koja mpumaaa pamminju Sphingomonadaceae

(112). OBa ekcrpamenynapHa OakTepuja je yOMKBHUTapHa, Claja y KOMEHCaJAe KOjU Hacebyjy
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CITy3HHUITY TUTECTUBHOT TpakTa. henujcku 3un oBe 6akTepuje Hema LPS, anu cagpxu o-aHoMepHU
rnukochunronunuzie (a-ramakryponunepamuze [aGalACer]) (113).

bakrepuja mocemyje Monekyiie Koju uckaszyjy xomonorujy ca PDC-E2. Mudekumja mumesa
oakrepujom N. aromaticivorans unaykyje npoaykiujy 1gG antu PDC-E2 u pa3Boj ne3uja jerpe
koje noacehajy Ha PBC xon sbyu . bonect moxe f1a ce mpeHece ca jeZJHOT MUILIA Ha APYTOT caMo
tpancdepom CD4"u CD8" T. OGonenu ox PBC umajy anrturena cremuduuna 3a PDC-E2
oakrepuje N. aromaticivorans u umajy Behu 6poj NKT henuja xao u eknpecujy CD1d monekyna
Ha henujama ypohene umynoctu (49).

WuBapujatHe NKT henuje (iNKT) ce Hasaze y MapruHaiHOj 30HH CJIE3MHE U 00aBibajy MPOLEC
HAJ30pa y CHHYCOHWJUMA jeTpe TOIITO MAaTOTeHU U3 KPBHU ylasze y nepudepHe muMdHe opraHe.
OBpne, INKT henuje pearyjy ca rmumkonunuaHuMm anturenuma nomyTt aGalACer koju cy
npe3eHTroBann y ckiormy CD1d monexkyna m Tako 3amodmme ypol)eHM M CTEYEHHM HMMYHCKHU
oarosop. JenuHcTBeHu cemu-uHBapujaHTHU T henujcku peuentop iNKT henuja npenosnaje o-
aHOMEpHE TJIaBHE TPYIIE y CKIIOIY MOJIEKYJICKOT oOpaciia MNIMKOJIUINIa MUKPOOPTaHW3aMa, IOy T
aGalACer ox Sphingomonas spp. u a-galactosyldiacylglycerol-a Borreliae burgdorferi u
(YHKIIMOHHITY Kao PELenTOpH 3a MOJIEKYJICKe oOpacie Mmperno3HaBama. [10mTo uX akKTUBUTAjy
MoJleKyJIcku oOpacuu Mukpoopranunzama iNKT henuje ce cBpcraBajy y numdornure ypohene
umyHoctu. [lo aktuBammju oBe henmje Op30 jyde ePeKTOPCKE HUTOKMHE M XEMOKHHE KOje
aKTHUBHpAjy octaie henuje ypol)eHOr u credeHor UMyHCKor oarosopa (114).

N. aromaticivorans, Hamuk 6akrepujama u3 ucre dpamuanje, npoussoau aGalACer, koju mokpehe
WHUIMjaTHU ypoh)leHu HMYHCKH OAroBop Koju kapaktepuiie aktuBanuja iNKT henuja.
AxtuBupane iINKT henuje morom noreHuupajy oarosop T u B numdonuta, mro KyaMuHHpa
MOKpEeTameM IMPOIYKIMje aHTHTEeNa Koja ¢y ycMepeHa Ha Oakrepujcke PDC-E2 koja kacuHwmje
YHAaKpCHO pearyjy ca XOMOJIOTHM €H3MMOM MHUTOXOHJIpHja. Y eKCIIEpUMEHTHMa Ca MUIICBAMA
KOju cy UMyHH30BaHu oBanoymunoM, a iNKT henmje cy crtumynucane a-raqakTo3WIIepaMuIOM
[aGalCer], koju je Omu3ak aGalACer-y, nokazano je ga iNKT hemnuje mory ga momorny B
auM(pOIUTIMA TAaKO Jla KaCHH]E TIa3MOIIMTH MPOIYKY]y aHTHTeH crienduyna anturena (115).
Jom yBek HHje y MOTIYHOCTH pa3jallkeHO na Ju momoh moapasymeBa aupektHy iNKT-B
WHTEpaKIHjy uiu uaaupekTHo, ytunaj iNKT na xonsennuonanue T-B untepakuuje. Pesynratu
jenne cryauje ykaszyjy na iNKT henuje mory na moMorHy y npoiecy npoMeHe U30TUIa aHTUTeNa

mro 3axteBa INKT-B henmmjcky mHTepakimjy, koja moapasymeBa npeacraBibambe aGalACer y
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ckiony CDld monexkyna Ha ucrom B numdouuty koju he um na oaroBopu Ha €H3UM
MHUKpoopranuzama. Takole je mokazano na undekuuja 6akrepujom N. aromaticivorans aktusupa
KOHBeHIMOHATIHE nentu peaktuBHe T mumdonunte Ha iINKT henujcku 3aBucan HaunH. MelhyTim
OB KOHBEHIIMOHAJTHU T JIMMQOIMTH 0CTajy aKTUBUPAHM | 110 eIMMUHaNWju BehuHe OakTtepuja u
MOTY Jla U3a30By 0oJjecT HaKoH TpaHcdepa y 37paBe KUBOTHHE, 0€3 10faTHE UH(EKIHje WU
axtuBanuje iNKT henuja.

Crora, pana INKT henujcku 3aBuCHa LUTOKMHCKA OJlyja KoOja je MOKpeHyTa KOHTakToM ca N.
aromaticivorans-om je rieHTpaiHu goralaj y mpekuay UMyHCKE TOJE€paHIje KOju BOIU Y Pa3Boj
npUMapHoOr 6unmjapHor xonanrutrca. OB Halas3| yKa3yjy Ha [0cTojame Bese u3Mel)y ypohenor
MMYHCKOT O/ITOBOpPA KOjU MOKpehy MUKpPOOpraHU3MHU U XpOHHYHOT ojaroBopa T u B nmumdonura
KOjU je ycMepeH Ha Maie xyuHe kaHaie y PBC.

Mexanuzam kojum aktuBanuja iNKT henuja nokpehe konBennuonanau T henujcku onroBop Ha
ayTOAHTUIe€HE HHje joul yBek 100po nepunucan. bpojue cryauje cy nokaszane na iNKT henuje
koje je akrtuBupao aGalCer tpancaktuBupajy CD4+T hemuje u CD8+T henmje (115). Osa
TpaHCAaKTHBAIIM]ja 3aXTEBa PEIHUIIPOYHY aKkTHBalyjy aeHapurckux henuja u iNKT henuja (116).
Kputnuny ynory y WHUIIMjaTHO] aKTHUBAllMjH W TPajMOBaKky ayTOAHTUTEH CHEIUPUIHUX
KoHBeHIMOHaTHUX T henuja umajy nopex IL-12 kojer npoayKyjy akTUBHpaHe AeHApUTCKe hemnuje
u koctumynaropu momyT CD40L-CD40 wunrtepakmmja wusmelly naenaputckux henmja wu
aytopeaktuBHux T muMponuTa, kao u IFN-y koju cexperyjy akruBupane iNKT henuje (117).

B nmum¢onutu takohe npencrasibajy MHC-pectpuxoBane anturene T mumbonuruma. Mehytum
OBa MHTEpaKIMja 4YecTo u3a3uBa HepeakTUBHOCT T nmumdonuTa. 3aTo ce cmarpa ja je Moryhe aa
KOHBEeHIIMOHATHa uHTepakiuja T-B nmumdponura y npucycrBy akruBupanux iNKT henmja moxe
Ja W3a30Be akTUBalMjy aytopeaktuBHHX T hemuja (5). Jomr yBek HHje pasjallmbeHO ca
curypHomthy koju je o oBux jorahaja y onTHIa)y Y IPUMapHOM OWIIMJapHOM XOJAHTUTHCY.
Hanaz na tpaHcdep aktuBupanux ayropeakTuBHHMX T henuja Takohe mojactuue mpomyKuujy
aytoanTtutena cneuupuunux 3a PDC-E2 yka3zyje na konBeHunonante T-B henujcke nntepakiyje
MOTY Jia UMajy yJIOTY Y OBOj OOJIECTH.

N nasbe je OTBOPEHO HEKOJMKO MHUTama Koja cy o1 (yHIaMEHTATHOT U KIMHUYKOT 3Hadaja 3a
pasymeBame PBC. IIpBo nutame je Koju TMM(HU OpraH UMa KpUTHUYHY yiory y aktuBauuju iNKT
henuja kana je y mutawy N. aromaticivorans? Iomro napekimja 6akrepujom N. aromaticivorans

y3pokyje xuneprpodujy jerpe u cruienomeranujy (50) a CD1d excmpecuja je mojadana y jeTpu
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obonenux on PBC, 3akibyueHo je ma mene OakTepuje WIM TNPOAYKTH OakTepuja MOry na
aktuBupajy iINKT Ha cBUM oBMM MecTuMa. J[pyro M yjenHO HajBaXHHMjE IMHUTAHmE je KakKo

axtuBupane iNKT henuje onakmasajy npekun tonepanuyje T u B mumdonura?

1.2 Crpykrypa u KjIacu(puKaNuja raJleKTHHCKUX MoJIeKyJIa

[Ipotenncky amMunmjy rajmekTHHA JaHAC YMHMA 15 4iaHOBa KapaKTEPUCTHYHUX IO JIOMEHHMA
KojuMa Be3yjy ranaktody. OBU MOJIEKYJIH pPacHpOCTPakEHU y BEIMKOM OpOjy Pa3IU4UTHX
henujckux TUMOBA Halla3e ce€ KAKO Y MHOTHUM HMHTpaIeNyJapHUM OfieJbIIMa TaKo U Ha hennjckoj
MeMOpaHHU aJii Ce U CEKPETYjy y eKcTparenyiapuu npoctop. IIpsu myt onucanu 1970-ux roausa,
Kao JIGKTUHH KOju Be3yjy ragaktos3us (118), oBu MoJIeKyIu Cy HAa3BaHU “TajanTUHU W JICKTHHH
tuna S (119), jep je omrcaHO HEKOJIMKO MOJIEKYJa 3a KOje je 3ajeIHUYKO J1a capiKe HeymapeHe
IUCTEMHE y JOMEHY KOjUM IMpeno3Hajy yribeHe xuupare (enri. Carbohydrate recognition
domains, CRDs) 1 Mamak ocTaraka THOJa BaXXHHX 3a O4yBame MHTErpuTeTa Bedyjyher mecra
(120, 121). Jlanamme ume aobwnu cy 1994 rommue, a o Tama kpehe M mIpaBa eKCILIO3Hja
nH(popMallja 0 TaIeKTUHUMA Y TATOJIOIIKUM CTambHMa, HApOUYUTO Y MHGpIaManuju, Gudpo3u u
TymMopuMa. ["aJIeKTUHY Cy U30JI0BaHU U3 OpOJHHUX BpCTa O] KHUMEaKa 710 cyHlhepa ImTo yKkasyje
112 KJbYYHY YJIOTY OBHX MOJIEKYyJia y OCHOBHUM (yHKIjama henuja (122). ['anekTuHu Cy akKTHBHA
YYECHHUIIM TOTOBO CBHX IpoIleca MMYHCKOT OJI'OBOpa, O] 3aJprkaBama mpe-B mmmdornmra y
pasBOjHMM HHIIaMa CcTpoMe KocTHe cpku (123), perymucama jaunHe CcuUTHajgm3anuje T
TUM(OLIUTHOT PELenTopa TOKOM cenekimje y tumycy (124), perynucama Murpaiyje HeyTpoduia,
MOHOIIMTAa WM JCHAPUTCKUX henuja kpo3 engoren u ekcrpahenujckm marpukc (125) (126),
KOHTPOJIE CEeKpeIfje MUTOKMHA U CUrHanu3anuje perentopa (127), momarama win OJOKHparba
nperno3HaBama naroreHa W npuuBpinhuBama 3a henuje momahuua (128), 1o akTuBarmje win
nnaxuounuje hemmjcke cmptu T u B nmumdonura (129, 130). Cee oBe dyHKIHMje, 32 CBE THUIIOBE
henuja, y cBUM o0nMIIMMa OKpYKeHa, YKa3zyjy Ha 3aBUIHY (PU3HOJIONIKY YJIOTY OBE MOJIEKYJICKE
dbamunuje (131).

VY npupoau mocToju 15 pa3IuuuTuX MOJIEKyJa raJiekKTHHA, JI0 Cajia IO3HATUX YOBEKY (O3HAUCHH
cy O6pojeBuma on 1 o 15), kapakrepuily Ux ABe KJby4HE OCOOMHE: CIIOCOOHOCT J1a c€ Be3yjy 3a
aMHMHOJIAKTO3HE jEMHUIIE TIIMKaHa W KoH3epBHupaHa cTpykTypa CRD-a. ¥V cacraB oBux momeHa

ynasu oko 130 amumHokucenuHckux ocrataka (132, 133), a kpucrangorpaduja je mokaszana
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MIPUCYCTBO BUCOKO KOH3EPBUPAHUX CEHJIBUY HABOja, KOje 00pa3yjy ABE Qyrauyke aHTHIIApaTIeTHO
nocraBjbeHe f HaOpaHe 1iode. OBa B-CEHABHY CTPYKTypa MPaBU Yell 3a KOjU Ce Be3yjy TIIMKaH
(134-137).

YsnanoBu pamuinje nmoaesbenu ¢y y tpu tumna (Cxema 5) (138):

Ipororuncku (ranextunu 1,2, 5,7, 10, 11, 13, 14 u 15): HEeKOBaJICHTHO MMOBE3aHU XOMOJIUMEPH
KOJU caJipKe JIBa JOMEHA 3a NIPET03HABaAkEe YTIbEHUX XUApaTa

TangeMcko nmoHoB/beHM (TanektuHu 4, 6, 8, 9 u 12): mocenyjy JBa pa3Iu4mWTa JIOMEHa 32
MIPETO3HaBAkE YTJbEHUX XUAPATa CIOJeHUX KPaTKUM IMENTHAOM

Xumepcku (caMo TajekTHH-3): MOoceayje caMo je[aH HENEeKTUHCKH JIOMEH 3a IMPETlO3HaBame

YIJbCHUX XHJpaTa 00raT MPOJIMHOM, TIIMIIMHOM ¥ TUPO3HMHOM U JiouupaH Ha N-tepmunycy, (131)
(139)
TP CTPYKTYPHA TUINA TAJTIEKTUHA

XUMEPA TUI TAHOEMCKO
[MPOTOTWNT NOHOBIBEHW TUIT

v

[Ba paznuuuta
ranekTuHcka CRDs

v

[Ba naeHtnyHa
ranekTuHcka CRDs

v

lranektuHckn CRD 3ajegHo ll‘anexTMHm-4 6 8 9 12|
Ca He-NEKTUHCKUM JOMEHOM —_—

v

[[anekTnH-3

\ 4
[ranexTuhm- 1,2, 5,7, 10, 11, 13, 14 1 15|

Cxema 5. CmpykxmypHu munosu 2aiekmuna

1.2.1 Excnpecuja u pyHKIHMja rajjeKTHHA

Hexu ranekTuHM €KCIIPUMUPAHU Cy Y CBUM THUIIOBMMA henMja M TKHBA JIOK Cy APYTU MPUCYTHH
caMmo y TOjeIMHUM OpraHuma uiu henmjama, mpu 4emy CBakd 4jaH (GpaMuiMje rajJeKThHa MMa

jenmHCTBEHH oOpaszar] aucTpuOymuje. Tako cy Ha mpuMmep rajekTuH 1 u 3 excnpuMupaHu
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yOUKBHUTapHO, AOK j€ eKCIIpecHja APYruxX YWIaHOBa FaJIeKTUHCKE (haMuiIvje yriiaBHOM OrpaHHuYeHa
Ha oJjpel)eHO TKHBO, Ma je TAKO TaJISKTHH 2 SKCIPUMHUPAH caMo Y JurecTuBHOM enuteny (140), a
rajektud 7 y enunepmucy (141).

["ajleKTHHU ce CHHTETHINY Ha cl1000 HiM prubo3omuMa y ruroruiasmu (142, 143). CunreTncaHu
FaJIeKTUHU MOTY OCTaTW Yy ILMTOIUIa3MH M YYECTBOBaTH Yy HPOTEHHCKUM HHTEpaKlyjama
perymumnyhu yayraphenujcke morahaje (144). Ila tako ramextud 12 Besyjyhu ce 3a JunuaHe
KaIUbHIIE Y aAUIOUTAMA PETyJTUIIIE TIUTTOIN3Y U OCET/bUBOCT Ha MHCYJHH (145, 146), a rajnekTuH-
3 crpeuaBa ociobahame nuToxpoma C M3 MUTOXOHPHja M TaKO MHXUOMIIE aronto3y (147) amu
MOXE B€3aTH W LUTOIUIA3MAaTCKU [-KaTeHWH W perynucatd Wnt curnamusanujy (148), mok
[IUTOIUIA3MATCKU TaJEKTHH § (PelenTop OMacHOCTH) LuJba omTeheHe JIM3030Me U €HA030ME H
perynuuie ayrodarujy (149). INanektunu cy npucytHu u y Behunu henuja ypohene umyHocTn
(makpodaru, neaapurcke hemmje, macroruti, NK henuje, yoT numponutu u B-1 mumdoruTn),
kao u y henujama creuene umyHoctu (aktuBucanu T u B mumdornurn) (150).

lanexTHHM Cy MPUCYTHH W Y Pa3HUM henMjcKuM oJesblIMMa: jelpo, LUTOIIa3Ma, hesujcka
MeMOpaHa JIOK Cy CoTyOMITHH OOJIMIH TaJIeKTHHA IPUCYTHH U Y TKUBHUM TeuHocTuMma (151).
Onnuka CBUX TajJeKTHHA je MOCTOjake aUHHUTETa NMpeMa TajllakTo3W, a HEKU TaJEKTUHHU CY
crienupUYHNA M 32 pa3In4yHuTe OJIMrocaxapuie Koju caapxe ramakrody (152, 153). IIpumrkom
BE3MBama TraJIeKTHHA 32 OJIMTOCaxapujie MECTO Ha MOJIEKYJy TaJeKTHHA KOje C€ Be3yje 3a IHUX,
J0KMBJbABa MPOMEHY Yy CMHCIy mnpuiarohaBama CTpYKTypu osmrocaxapuma (152, 154).
[anexTHHN MOTY Ja TPENO3Hajy pa3He KOMIUIEKCHE CTPYKType YIJbEHUX XHUpaTa HaCcTaInX
npolecoM enoHranuje. ['anektunu Hajuemrhe noBe3yjy /Ba MUKONPOTEHHA, aJli HeKajia U BEJIMKH
Opoj MoseKyla YMMe HacTajy MYJITHBAJCHTHH TIUKOKOHjyratu y ¢Gopmu pemerke (151).
BesuBameM rajekTHHA 32 TpaHCMEMOpaHCKE MPOTEHHE U HHHUXOBUM YHAKPCHUM TOBE3HBAHEM,
TaJIeKTHHA yTHYy Ha 3alloudibarhe YUTaBe KackajJe CUTHATHHMX Jorahaja y pasauauThM
mpolecuMa Kao mro ¢y nponudepanyja, AudepeHnyjanyja u npoayKiuja TUTOKHHA. MoseKkyan
raJieKTHHa ce Mory Hahu y ¢popMH XOMO- U XeTepo-auMepa, a TOMEHYTO ITOBE3UBAKE MOJIEKYJIa
ce ocTBapyje mpeko riaukana. OBako MOBE3aHW, MOJEKYJIH TaJeKTHHA Cy OUTHH Y TIPOLECY
oJprKaBarba XoMeocTase uMyHCKor cucrema (133, 139). dyukija ekcTpalieTylapHuX rajJeKTHHA
je MUPEKTHO 3aBHCHA O]l eH3uMa riukosuiaTpancdepase (155) koju ce akTUBHpa y pasIuuuTHM
daszama gudepeHumjanmje u akrtuBanmje hemmje (156). VYcemen mojauaHe aKTHBHOCTH

rimko3miTpancdepase, moBehasa ce ekcrpecyja TITUKOKOH]yraTa Ha henujckoj MeMOpaHH 3a Koje
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ce morom Bexe ranekthH (150). ®DyHKIWja HWHTpAIETyTapHUX TaleKTHHA HE 3aBHCH O]
NOBE3MBamba ca YyIJbeHUM XuaparuMa. Haume, nHTpanenyiapHu raJleKTHHE c€ JUPEKTHO BEXY 3a
pa3nu4YnTe MPOTEMHCKE JIUTaHAE M PETyJUIly CUTHAJTHE IyTeBE KOJU Cy BaXKHHU y OpOjHUM
henujckum mporecuma (155). ITokaszaHo je u 1a rajJeKTHHU BE3UBAMbEM 3a TIIHKAHE HA TIOBPIIHHH
xenMuHara omoryhasajy edekropcke ¢pynkiuje henuja ypohene umynocru (157). I'mukanu ca N-
aleTHJUTAKTOAMUHCKAM U ToNmakToaMuHckuM jtannuMa [(GalBl, 4GlcNAc)n] (kao mTo cy
JaMUHUH, (UOPOHEKTUH, MEMOPaHCKH IPOTEUHH JIM3030Ma U MYLIMHU) UMa]y noBehaH apuHUTET
3a raJieKTUHE Jbyau, nTria U amdubuja (158-162). 3aBrcHO 0 pacoloKUBOCTH JIUraHaa KOju
Cy MOTOJIHU 3a rajJieKTuHe, U Ouosomka QyHKIMja oJpeheHuX rajekTuHa MOXe Ja Bapupa oj
MecTa J0 MecTa. EkcrpecHja rajiekThuHA ce Mema y Tpolecy eMOpHuoreHnese, nudepeHInjamje
henuja, Kao ¥ y pa3IMIUTHM KaKo (U3HOJIOMIKUM TaKO U MaToyomkum ycinosuma (163). 3Ha ce aa
nuaehu raleKTHHE OCTBapyjy yuenrhe y rporecy ¢y3uje MuobaacTa, 10K TaJICKTHH- 1 ¥ TaJIeKTHH-
3 rionapa umajy yJory y pa3Bojy HOTOXOpJAE W MHUIIMNHOT TKMBA, KAO U LIEHTPAJIHOI HEPBHOT
cuctema (164-167). Ha BaxkHOCT TajleKTUHA yKa3yje ¥ BUXOBO yuelihe y peryianuju ypohene u

creueHe umynoctH (168-170).

1.2.2 CtpykTypa rajeKkTuHa-3

lanextun-3 (enrn. Galectin-3, Gal-3) (29-35-kD) je Hajupe uaeHTH(PHUKOBAH Ka0 MOBPITHHCKH
aHTHUIeH KOJH Ce IO YTHIIajeM THOTJIMKOJaTa eKCIpuMupa Ha henmujckoj MmemOpaHu Makpodara
MHUIIIEBA U30JI0BAaHKUX U3 TIEPUTOHEYMA, U OHO je o3HadeH kao Mac-2 (171). Kacuuje cy OTKpuBEHH
CTPYKTYPHO CJIMYHU JeKTuHCKH Moiekyi: CBP-35 (enri. 35-kD Carbohydrate Binding Protein)
(172), eBP (enra. e-Binding Protein) (173), RL-29, nektun ox 29-kD (174) HL-29 (175), L-34,
nexktuH of 34-kD (176) u LBP (enrn. Non-Integrin Laminin Binding Protein) (177). Ananuzom
TEHCKUX Ka0 M aMHHOKHCEIIMHCKUX CEKBEHIIM HaBEICHHUX MOJIeKyJa YTBphEeHO je mocTojame
3HayajHE XOMOJIorHje Mel)y OBMM MOJIEKyJuMMa M CBH OBU MOJIEKYyJIH ce oa 1994. romune ce
"o3nauaBajy" kao Gal-3 (119).

Gal-3 uma jemuHCTBEHM XUMEPCKH THII CTPYKTYPE U CACTOJH CE OJl TPH Pa3iIM4yHMTa CTPYKTypHA
nomena: kpatkor NH2 tepmunantor gomena (earit. N-terminal domain, ND) koju ce cactoju of
12 amMuHOKHCENWHA, CaApXKH CEpUH KOjU momiexe (ochopunanuju u Tako y4decTByje Y

perymanuju cnpoBohema curHana; moHaBjbajyha CekBeHIIa KOja je CIUYHA KOJAareHy U Koja
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CaJlp>Ku TIIMIMH, POJIMH U TUPO3UH, CYTICTPAT je 32 METaJIoNpOTenHa3e MaTpukca u o0e3oehyje
crabminy cTpykrypy Mojekyiay; 1 COOH rtepmuHanHor nomeHa koju ce cacrtoju ox 130
aMHHOKHCEIIMHA U CaJIp’KH MECTO 3a Mperno3HaBame yribenux xuapara (CRD) (119, 178, 179). V
Be3MBamwy osinrocaxapujia 3ajenHo ca CRD pernoHoM yuecTByje u N-TepMUHAIHH JOMEH M TO
npeko Tupo3uHa Ha no3unuju 102 u cycennnx amunokucenuna (180). [Topex Tora N-tepmMuHamHu
JIOMEH y MPUYCYTBY YIJbCHOXUIAPATHUX JIUTAHA/IA YUECTBYje Yy (GOpMHUpaAy YIIbEHO-XUAPATHUX
IeHTamepa KOju YHAKpCHO MOBe3yjy IIMKaHe Ha noBpiuHu henuje, Gal-3 onuromepusyje u Tako
aKTHBHpA CHUTHAJIHE MyTeBe Y hellnju Koju yTH4Yy Ha IPOMEHY SKCIPECHje Pa3IMYMTHUX I'eHa IITO
3a mocienuiy uma npomeny ¢ynkuuje hemumje (181-183). Gal-3 ce pasrpahyje n nHakTHBUpa
JICJCTBOM KOJIareHa3a M MaTpHKC MetajonporenHaza MMP-2 u MMP-9 (enrn. Matrix
Metalloproteinase, MMP) koje menyjy Ha CEKBEHIly TajeKThHa-3 ciu4yHy KomareHy-o (184).
Adunuter CRD pernona 3a nurane ce nosehaBa kugameM Be3e n3Mely agaHuHa (Ha MO3ULIUJH
62) u Thpo3uHa (Ha mo3unuju 63), aau ce y HCTO BpEeMe cMmamyje crocoOHocT MelycoOHor
noBe3uBama Mosiekyna Gal-3 mro onemoryhaBa cBe Ouosomke (yHKIMjEe KOje 3aBUCE O]
onuromepusaimje mojekyia (184). Cekperujy Gal-3 omoryhasa N-tepmunanau qomen (185). C-
TepMUHAJHU JOMEH MMa BaXKHY YJIOTY M Y aHTHAIIONTOTCKO] aKTMBHOCTH rajektuna-3. CRD
pPETHOH CaJpKu BHCOKO KoH3epBupaHu (Asp-Trp-Gly-Arg) NWGR MotuB, cTpyKTypHO
xoMmosioran ca BHI1 nomeHom aHTHamonToTckor mpotemHa Bcl-2, ca kojuMm octBapyje
MHTEPAKIIMje U TaKO UCTIOJbaBa CBOjy aHTHATIONTOTCKY akTuBHOCT (186, 187).

Jluranam 3a Gal-3 cy monekynu kKoju caapske mosm-N-amneTuiiiakTo3aMHHCKE CEKBEHIIE KOje ca
Gal-3 octBapyjy nntepakije Bucokor apunurera (188, 189). Jluranau 3a Gal-3 koju ce Hajase
eKCTpalenyJapHo (Ha MOBpHIMHU henMje U y eKcTpalenyjJapHOM MaTpHKCY) cy: GUOPOHEKTHH,
WHTETPUHH, JAMUHUH, BUTPOHEKTHH, enacTuH u Mac-2 Besyjyhu mporeun (177, 188, 190), a
WHTpALCTyJapHA JUTaHAN TATeKTHHA 3 ¢y (Hajmase ce y muTorriasMu u jenpy): Bel-2, K-Ras u

annexin VII (190).

1.2.3 Yjora rajiekTuHAa-3 y KOHTPOJIM OHOJIOIIKHUX Mpoieca

Gal-3 je mpucyTtan je y OpojHuM henujama kao M eKCTpalenayiapHo, a HUBO ekcnpecuje Gal-3
3aBUCU O] €MOPHMOHAJIHOI TMOpEKia TKWBA. EKcrpuMupajy ra roToBO cBe henmje MMYyHCKOT

cucrema, anu u enutende u engorente hemuje (190, 191). V henuju je Gal-3 netekToBan y jeapy,
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[IUTOIUIA3MH, MUTOXOHJIpHjaMa, a IPUCYTaH je U Ha MOBPIIMHM heluje ryie ce Haja3u Be3aH 3a
rinykomnpotenne. Jenapau Gal-3 urpa ynory y perynanuju oopane npumapsor Tpanckpunta PHK
(192), mox ekcrpauenymapau Gal-3 yuecTByje M MelhyuenynapHOj HHTEpakidju Kao H
uHTepKanuju henmje ca ekcrpanenynapuum marpukcom (193, 138). Vikibyuen je y OpojHe
ouonomke Gpynkuuje henuje ykipyuyjyhu henmjecky arxesujy, Murpanmjy, npexuBibaBame heiamja
U TaKO y4YecTBYyje y MH(IAMIHMjCKOM W UMYHCKOM OJroBopy W y Kanueporenesu (139). Ha
muctpubyuunjy Gal-3 yruuy Tun, cratyc nposnmdepanuje U Maiauraa tpanchopmanuja henmje
(194-198).

Gal-3 He caapxu KIacM4Hy CHTHAIHY CEKBEHI[Y TaKO Jia ce He CeKpeTyje u3 henmje KIlacCHYHUM
nytem (199, 200). Mako Huje mo3HAT TayaH HauuH cekpeuuje Gal-3 mokasaHo je 1a MOXe Ja
OCTBapy JAMPEKTHY MHTEPAKIM]y ca JIMIMUANMA MeMOpaHe M Jja CIIOHTAaHO Mpohe Kpo3 JHIUIHA
JBOCJIOj JIMIIO30Ma y OMIIO KOM MpaBIly, a jJa Taj mpolec Huje eneprercku 3aBucad (201).
[IperxoaHo je momeHyTa ynora N TepMHHYyca rajeKTuHa 3 y CEKpelMjH, ald Cy ONHMCAaHU U
er3o3omu koju caapke Gal-3 koju omoryhaBajy mocrneBame OBOT MOJIEKYJIa Y eKCTpalenyIapHu

npoctop (202).

1.2.3.1 Yaora Gal-3 y peryiauuju heaujckor pacra

Exctpanenynapuu Gal-3 crumynuiie pact ¢puodpobdnacta (203), mesanrujanuux hemuja (204) u
HEeypoHa o0ujeHuX U3 Aop3annux ranrmja (205). Takohe in vitro Gal-3 crumynuiire hopmupame
KalIapHUX [IEBH OJ] CHIOTEIHUX hesrja XyMaHUX YMOWJIMKAIHUX BEHAa M aHTHOTeHe3y in VIVo
(206). UnTpanenynapan Gal-3 mo3uTuBHO yTHYe Ha pacT Opojuux hemmja: Jurkat T mumdornmra
(186), henmja xymanor kapuuHoma nojke (207, 208), npomudepanunjy T aumdponnTa HHIYKOBaHY
muroreHnMa (209) 1 KOHTAKT He3aBUCHH pacT helija XyMaHOT ManuIapHoT KaplIMHOMa THPOUIee
(210). Gal-3 moxe na Oyme u HeraTuBHHU peryiarop hemujckor pacra. Erzorenu Gal-3 uaxubupa
pacta Madin-Darby henuja 6yopera nca (MDCK), anu oBaj edexaT M30CTaje Ha MYTaHTHO]
henujckoj MMHUjU y KOjoj je mopemeheHa cHMHTe3a TIIMKaHA yCie] Yera HeJ0CTajy MOBPIIMHCKH
murangu 3a Gal-3 (211). Gal-3 Takohe wnxubupa nponudepanujy henuje KOCTHE CpxKH
cruMynucanux pekomounanTHuM GM-CSF-om (212), yeciopasa nposudepariujy hemujcke TuHuje
kapiHoMa npoctate LNCaP in vitro u ycniopasa pact Tymopa koa nude mutiesa (213). [Tokazano

je ma Gal-3 unTeppearyje ca TpanckpuniuonuM dakropom tupouaee TTF-1 u Tako ra aktuBupa
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(214). Ha cnuuan HauyuH Be3uBamweM Gal-3 3a mporenn K-Ras aktuBupajy ce Raf-1/MEK/ERK
KuHa3e mro mojactude mponudepannjy hemmja (215). Gal-3 takohe crabunusyje Be3MBame
Tpanckpunuuonux ¢aktopa CREB u Spl 3a mpomoTtepcku pernoH reHa 3a nukinH D1 u Tume
mojayaBa mweropy ekcrnpecujy (216), a Besyjyhu ce 3a B-catenin MOayJIHIIe CUTHAIHA IIyT Wnt

(217).

1.2.3.2 Perynaumja anonro3se

Kopumhemem merona TpaHC]ekiuje W yTHIIaBama €KCIpecuje TeHa, mokazano je Gal-3
MCII0JbaBa aHTHAMIONTOCKHU eekar y Opojuum henujama (129, 218). MexaHn3aM aHTHAIIONITOTCKE
ynore Gal-3 Huje y mormyHoctu jacaH. Gal-3 ce HarommwiaBa y MUTOXOHApHjama hemnuja
U3JI0KEHUX aloONTOCKMM CTHUMYJlycMMa M CMaTpa ce Ja Ty OCTBapyje cBojy yiory (147).
HaromunaBawe Gal-3 y MuToXOHApHjaMa 3aBUCH OJ SYNeXin-a ma ce mpeTrnocraBiba ce Ja Cy
pacrnojoKUBOCT M (YHKUMOHAIHOCT OBOI NpOTEMHa BakaH orpaHuyaBajyhu Qaxtop 3a
AQHTHAIONTOCKY akKTUBHOCT rajektuHa-3 (147). C o03upoM ma caapKk JI€0 XOMOJIOTaH
aHTHANONTOCKOM NpoTenHy Bcl-2 ca xojum in vitro octBapyje natepakuujy (186) moryhe je na je
OBa MHTEpaKkllja y MUTOXOHJpHWjamMa KJby4yHa 3a aHTHAIOINTCKU edekaT raiekruHa-3. Jla Oou
OCTBApHO aHTHAMONTOCKY (PYHKIH]y HeomxoaHa je pochopunaruja ranektraa-3 (219), a kako je
MOKa3aHo Jla TaJICKTHH-3 TPAaHCIOKAIM]jOM IpoJia3u NMepuHykKieapHy memopany (147) moryhe je
Jla je YKJbYUeH y MHTpalelyJlapHe MEeXaHu3Me KOHTpoJie amornTto3e. BaxkHo je HamoMeHyTH Ja
excrpauenyinapuu Gal-3 moactuye amonrosy (190).

Baxny ynory Gal-3 wurpa u y mnpouecy ¢arouuro3e U yKiamama anolnTOTCKUX Tela Yy
makpodaruma in vivo (220) mro ykasyje Ha yJIOry OBOI MOJICKYJa y MMYHCKHM MpOIECHMa

peMOacCiioBaba TKUBA Y KOjI/IMa aIrioIlTO3a Uurpa BaKHy YJIOTY.

1.2.3.3 Perynanuja heaujckor nukiyca

Excripecuja ranexktuHa-3 3aBUCH 01 hellnjCKOT ITUKITyca U YCXOIHO je peryiucana y henmjama koje
nposudepuiry, npeeHcTBeHO Y jeapy (194). Gal-3 momynuine henujcku MUKIYC perysamnyjoM
Tpanikpurnnuje rera (216). henuje kojuma je HHIYKOBaHA MPEKOMEPHA EKCIPECH]ja TaleKTHHA-3

TpaHc(eKkuujoM, oAroBapajy Ha ryourtak hemmjcke arxesuje ymackom y Gl ¢asy hemujckor
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nukiyca 6e3 henujcke cmpru (221). OBaj edekart je moBe3aH ca HUCXOJAHOM pPeryJaiijoM HUBOa
nukinuHa E u muknrHa A (KMHA3e Koje cy MOBe3aHe ca OBUM IUKIMHUMA CE aKTUBUPA]Y KpajeM
Gl u y S ¢da3m henmmjckor nukiryca) moj yTumajeM rajiektuHa-3. [TokazaHo je ja ranekTuH-3
YCXOJIHO PETyJIHIle HUBOE MHXUOMTOpHMX mpoTenHa (p21 m p27) 3a oBe nukiaune. [llTaBuiie,
perunoOnactom (Rb) mporemn moctaje xunodocdopunrcan kaga henmje Koje MPEeKOMEPHO
EKCIIPUMHUPAjy TaIeKTHH-3 U3ry0e KOHTAKT ca okonuHoM. OBe henmje He mory na yhy y S dasy,
nowmro je Rb y xunepdochopunoBanom crawy y S, G2 u y Behem neny M ¢daze. Ciuuno,
ekcrpecuja raiektuHa-3 y BT549 henujama Mema oAroBop Ha perynarope heaujckor mukiyca,
Kao IITO je TeHUCTeHH. ['eHucTremH uHAyKyje ekcrnpecujy p2l y BT549 henujama koje
CKCIPUMUPAJy TalleKTUH-3, anu He y kKouTpoanum BT549 henujama (216), 01HOCHO TeHHCTEHH
euKacHO MHAYKY]j€ amonTo3y 0e3 BHIAJBMBOT mpekuaa hemuwjckor mukinyca y BT549 henujama,
1ok ce y BT549 hennjama kojuMma je TpaHCEKIIHjoM HHIYKOBaHa EKCIpecHja TaJieKTHHA-3 youaBa

camo 3actoj henujckor mukinyca y G2/M ¢dasu 6e3 unaykuuje arnonrose (216).

1.2.3.4 Yjora u 3Ha4aj rajieKTuHa-3 y peryjanuju HHGJIaMaImujcKor 1 HMYHCKOT 0ir0BOpa

[Mocneamux Jecerak roJMHA jeé MHTCH3WBHOM IPOyYaBaHa PEryJiaTOpHA yJjiora TajeKTHHa-3 y
KOHTPOJIM HMMYHCKUX mporieca u uHMaamanuje (222). Gal-3 perynuime k/bydHe mpoiece y
UMYHCKOM/HH(IAMAIMjCKOM  HMYHCKOM  OAroBopy: (opMmupame HMYyHCKE CHHamace,

OpraHu3alyjy ¥ pernapanujy TKHBa, allonTo3y, aKTUBAIM]y U MUTpanujy henmja.

1.2.3.5 Yaora Gal-3 y aTxe3uju U XeMOTaKCH

Exctpanenynapuu Gal-3 je npucyran Ha noBpimuHU henuje (Be3aH 3a IIyKOKOHjyraTe hemmjcke
MeMOpaHe) WK y TeJIECHUM TedHoCcTHMa (y conmyOmmHoM 00muky) (223-229). Gal-3 ce Besyje 3a
alPBl wuaterpun (220) u Tako yTuye Ha henujcKy arxe3ujy. PeKOMOWHAHTHH TajeKTHH-3
NPOMOBHIIE aTXe3Mjy XyMaHux HeyTpodmna 3a mamuauH (230) u engortenne hemmje (231).
Besyjyhu ce 3a yribeHo-xuapaTHe MoJieKyJie Ha henrjama i ekcTpanenyiapaom matpukcy Gal-
3 uma ynory mocta uaMely henuje u excrpanenyjiapHOr MaTpuKca, Ta WHTEpaKIhja aKTUBHPA
henujy mro 3a pesynrar uma mnojadany arxesujy (190). Taxohe Gal-3 monysmiie excrpecHjy

UHTErPHHA, CTUMYyJMIne eHponurtody 1 wmuTerpuna (232, 233). YkibyyeH je U y aTxe3ujy
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auMponuTa Koju excrpumupajy L cenektud u aenapurckux hemuja (234). ITokasano je in vitro
na pexomOuHaHTHH Gal-3 MHXMOMpa MHTEPaKIHjy THUMOIUTA Ca MHKPOOKPYXKEHEM U TaKo
nojcTuye ociobahame TnMonuTa o henuja naguiba TMMyca W W3Ja3aKk TUMOLUTA U3 TUMYyca Ha
nepudepujy (235).

Gal-3 nmemyje 1 ka0 XeMOTaKTUYKH MOJIEKYJI, CTUMYJIUILE MUTPAIjy MOHOLIMTHA, MaKpodara u
aBeoJIapHUX Makpodara in Vitro u in Vivo u noacTiye HUXOBY MUTpanujy kpo3 engoren (181).
OBy yHK1M]y TaneTHH-3 ocTBapyje Be3uBameM 3a N u C 1oMeHe perienTopa Koju je yapyKeH 3a
G nmpotenHom, mTo je npaheHo mHGIyKCOM joHa Kamujyma y hemujy mehyrtum, cneruduyuan

peLenTop OAroBOPaH 3a OlucaHe e(eKTe joIl yBeK HUje OTKPUBEH.

1.2.3.6 YTuuaj Gal-3 na ¢pynkuuje hejsmja uMyHcKor cucrema

Gal-3 je excipumupan y MHOTHM henujama UMyHCKOT cucTeMa. ExCipuMupaH je KOHCTUTYTUBHO
y MOHOIMTHMA, Makpodaruma, JIEHIPUTCKUX henujama, MacTOLMTHMA, HEyTpoduiuma,
cosunoduanma, 10k ra T u B nmumbonutn excnpumupajy Tek HakoH akTuBanuje (236), maaa
KOHCTHTYTHBHY ekrncpecHjy Gal-3 mokasyjy perynatopau T mumdonuru u CD4™ memopujcku T
mumbponuth (237). Gal-3 yrrue Ha nudepenuunjanujy u npoiaudepaiyjy pasaux henmja uMyHCKOT
cucrema. Munykyje anonro3y y T numdonutima u HeyTpoduia, akTuBHUpa pasnuuute henuje
TUM(GOTEHOT U MH]jEJIOTEHOT MOPEKIIa: MacTOIUTe, HeyTpoduie, MoHouuTe u T mumdonuTe mTo
pe3yaTyje ocnobahameM MenujaTopa 3anaberha, CyNepoKCHIHUX aHjoHa u rurtokuHa (150, 238).
lanextnH-3 cynpumupa wmujenouane hemmje maxuOunmjom mnpoaykuuje IL-5 y xymanum
cosnoHopmmmma (239), a wunTepakumjom ca TCR xommiaekcom T aumdormra HEraTuBHO
peryiuiie TpaHcayknujy curHaia ca TCR-a (240). Gal-3 y numdHOM TKHBY perysuiie
opraumzanyjy numa B220" u CD138" henuja (241) u uaxubupa qudepeHnujayjy y mia3MoruTe
in vitro (242) u in Vivo y KOCTHOj CpXH, ME3CHTEPUYHUM JIMM(PHUM YBOpOBHUMA U clie3nHHU (241)
(243). Tlopen Tora Gal-3 uMa aHTUTIONTOTCKY YJIOry y Heomiazmama B mumdormra (244) u
onpxaBamy aHepruje B numdorura (245). Tlepuroneannn makpodaru Gal-3 meduiujeHTHHX
mumeBa cy y mnopehemy ca makpodarmma Wild-type mumieBa oceTIbHMBHjH Ha amonTo3y
WHAYKOBaHy romohy numononucaxapuaa u IFN-y. Namektun-3 mojactude aronutoly Koja je
cTuMyJiacana aktuBanujom Fey perieniropa (246), kao 1 0AroBop MacToIMTa Ha cTuMytaiujy Fee

peuenrtopa (247). Takohe, Gal-3 aktuBupa (harorure u mojayaBa uM (HaroruTHy U MUKPOOHIIAIHY
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CIOCOOHOCT, Nenyjyhu M Kao penentop M OINCOHMH KOjU TMpEeno3Haje MOJEKyJcKe olpacie
omrehenux henuja (DAMP) u mukpoopranuzama (PAMP) (248-252). Excripecuja rajekTuHa-3 y
JACHAPUTCKUM henrjama yTH4e Ha MmoJjapHu3aiujy UMyHCKor oaroopa (253-257).

Kopumhewe Gal-3 npeduiujeHTHUX MHIIeBa je OMOTYhHJIO JIeTaJbHHjE MPOYyYaBame
MMYHOMOAYJIaTOpHUX e(ekaTa rajgekTuHa-3. Oacycrso Gal-3 nmojayaa u Th1 amu u Th2 umyHcku
OJI'OBOP Y 3aBUCHOCTH OJ eKcriepuMeHTanHor mozena (258). [penusau Mmexanusmu kojuma Gal-
3 yTude Ha pa3BOj M MPOTPECH]y ayTOUMYHCKHX OOJIECTH HUCY pa3jallbeHH, Ik € JaCHO Ja Y

peryianuju ayTOMMYHCKOT TPoIieca MOXKe J]a UCTIOJbU JIBOjaKy YJIOTY.

1.2.4 Excnpecuja rajekTuHa-3y jerpu

Excnpecuja Gal-3 y xenmaronuriMa M XOJAHTHOLMTHMA 3JpaBHX jeTpu je HemepsbuBa (259).
MebhyTtum, y paznuuuTuM HHGIAMAIM]CKUM U MAJIUTHUM OoJiecTUMa jeTpe ce 3HadajHo noehasa
IBEeroBa ekcrpecuja y xemnaroruruma (260-263). Takohe, mokasana je 3Ha4ajHa CGKCIpecHja
rayiektuHa-3 y 93% y3opaka XoJlaHTHOKapIIMHOMA, TIPH YEMY j€ €KCITPECH]ja HHTCH3UBHH]a y 00Jhe
nudepenToBaHUM TyMopuMma (259, 264). Muxubuiiyja ekcrpecuje rajekTuHa-3 y jeapy nojctuye
aronTo3y W CEH3UTUBHOCT HAa XEMHOTEpPAIHjy MaJWUTHUX henuja xomaHruokapimHoMa (261).
Ckopuje je moka3ana u noehana excrnpecuja Gal-3 je y y makpodaruma jerpe obomnenux ox PBC
(265)
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2. lIWJb PAJIA

OCHOBHHM LIMJb OBOT UCTPAKMBAaKa j€ J1a C€ UCIHTA yJIOra rajeKTHHa-3 y MaToreHe3u NpuMapHor

6I/IJ'II/IjapHOF XOJIaHT'uTHUCa U TO Y JiBa CKCIICPUMEHTAIHA MOACIIA:

K/

« PBC u3a3BaHOM UMYHM3alLlMjOM KCEHOOMOTHKOM

% PBC nazaBanom 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans

v CKi1ay €a OCHOBHHUM IHUJbEM ITOCTABJbECHHU CY CJ'ICI[ChI/I KOHKPCTHH 3aJalu:

YTBpauTu yTtunaj rajekruHa-3 Ha pa3oj PBC, a Ha OCHOBY XHCTOJIOLIKOI CKOpa,
OMOXEMUJCKUX M CEpOJIOLIKUX MapaMeTrapa, y [Ba pa3jiuuTa eKCIepUMEHTalHa Mojeja
00J1eCTH UHAYKOBaHE:

oo umyHnuzanujom C57BL/6 mumesa kcenoobuotrkom, 20A-BSA,;

ouno undexujom C57BL/6 murieBa 6akreprjom Novosphingobium aromaticivorans.
Vcnutatn yTHIAj TaleKTWHA-3 Ha cacTaB MOHOHYKJIEGApHMX HHQWITpata Kao u
(EHOTHUIICKE KapaKTEepPUCTHKE JUMQOINTA Yy TKHUBY jeTpe MHIIEBAa HMYHH30BaHUX
KCEHOOMOTUKOM.

Ucnuratn ytunaj ranexktrHa-3 Ha MUTOKMHCKH npodun y moxeny PBC mHmykoBaHor
KCEHOOMOTUKOM.

Hcnuratu excripecujy rajiekTuHa-3 y xoyianruoruTuma muiiea ca PBC urmykoBanum
KCEHOOHMOTHKOM.

Vcnuratn yTHLa] TajeKTHHA-3 Ha OCETJbUBOCT XOJIAHTMOLIMTA Ha MPOarnoTOTCKe
CTUMYJTyCE.

AHanmu3upatu yTHUIQ] TaJeKTHHA-3 Ha MPOLEHTyaJlHy 3acTYMJbEHOCT M (DEHOTHUIICKE
kapakTepuctuke nenapurckux, NK u NKT henuja y undunrpatuma jerpe MuiieBa Kojuma
je GonecT n3a3BaHa OaKTEPHjCKOM MHQEKIIH]OM.

AHanu3upaTtd yTUIa] TaJleKTUHA-3 Ha TMPOLEHTYalIHy 3acTylJbEHOCT U (PEHOTHIICKE
KapakTepHuCcTHKE JUMpOoIuTa y HHOUITpaTIMa jeTpe MUIIIEBa KOjuMa je 00JIeCT n3a3BaHa
0aKkTeprjcKOM UH(EKII]OM.

Wcnuratn yTrnaj raiekuHa-3 Ha ctuMynanujy aeuapurckux u NK henuja 6akrepujom in

vitro
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Vcnuraty yTHIaj TajJekuHa-3 Ha eKCIPecHjy KOMIIOHEHTH HH(IIaMa3oMa y MUjEITOUTHUM
henmmjama jetpe u cnesnne HakoH uHAyKIHje PBC 6aktepujom.
Ucnuratu ga nu npumena Gal-3 uaxuOuropa Moxe 1a yOnaku UCIOJbaBambe 00JIECTH Y

mojenny PBC u3a3zBaHoM 6akTepHjckoM HH(EKIH]OM.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. JIabopaTopujcKe ;KUBOTHH>€

Oga cTyuja u3Be/IeHa je Ha )keHkaMa uuctor coja C57BL/6 muesa (enrn. Wild Type, WT) u Ha
’KeHKama MCTOT coja MUILIeBa KOji UMajy IWJbaHy Jeenunjy reHa 3a rainektun-3 (Gal-3 knock-out
[KO] wmu Gal-3-/- C57BL/6), crapum 8 nemema. Gal-3 KO wmwumieBd HaOaBbeHH Cy W3
oJrajanuinTa 3a MuieBe yHuBepautera Kamnpopuuje 3axBasbyjyhu npod. ap Hsu-y (Daniel K.
Hsu, Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine,
Sacramento, California, USA). CBu muIleBu KOju Cy KopuiiheHH Cy OIrajaHd y BHBapHjyMy
LlenTpa 3a MOJIEKYJICKY MEIUIMHY U UCTpakuBamba MaTHYHUX henuja, @akynTera MEJUINHCKHX
Hayka, YHuBep3utera y Kparyjesiy. CBe mpoueaype koje cy paljene Ha MuiieBuMa oj1o0puia je
ETtnuka xoMucuja 3a 3aTuty J0OpOOUTH OTJIeTHUX KUBOTHIbA DakylTeTa MEIUIIMHCKIX HAYKA,
VYuuBepsutera y KparyjeBily m chnpoBeleHe Cy y CariacHOCTH ca CBUM MeljyHapoTHUM

CMEpHHUIIaMa O TPEeTUpamy J1a00paTOPHjCKUX )KUBOTHUEHA

3.1.1. IToctynak gooujama C57BL/6 muieBa ca nn/baHOM JIeJIeIjOM I'eHa 3a

rajJIeKTUH-3

Merononoruja crBapama Knock-out MuieBa ce 3acHMBA Ha 3aMEHH CaMO jEJHOT Jella WITH
KOMIUIETHOT IMJbAHOT (HOPMAJHOT) reHa He(QYHKIMOHATHUM (MyTHpaHHMM) TeHOM momohy
xomoJiore pekombuHanuje (266). Y Toky Xomojore pekoMOMHAIMje JelaBa ce 3aMeHa reHa
u3melhy mapa xomomnorux cexBeHiu ABa Mmoiekyna JJHK koje umajy cianuHe uiam MaeHTUYHE
Hykieoruze (267). OBakBOM 3aMEHOM OPHIMHAIHOT F'eHA HEAKTHBHUM I'€HOM CE STMMHUHUILE UITH

"uckipyuyje" pynkuuja nmocrojeher rena (266).

Crnienehu kopak y TexHonoruju godujama Knock-out MuiieBa je cenekuuja onux henuja y kojuma
ce oxurpaia xomosora pekomOunanuja. Ilpe Tpancdexumje y emOpuonanHe matuyHe hemnuje,
¢parment IHK ca mytupanum resom (wmu pparment JJHK ca "uckipyueHnM" reHom) Hajmpe ce
yrpagu y LWJbaHM BEKTOp KOjH CaApKM M JBa JO0JaTHa TeHa KOjUM C€ KOHTPOJIHIIE

pexkoMOMHaLMja: ['eH 3a Pe3UCTEHIM]y Ha HeoMUIH (Neo I'eH) U I'eH 3a BUPYCHY TUMHUJIUH KMHA3y
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(TK rewn) (268, 269). ITo3unato je na ce Neo reH yBek yrpahjyje y remom hemnuje, nok ce TK ren
ry0u camMo y OHOj CHTYaIlHjH KaJia ce Jecuiia XxoMmoiora pekomOuHaiuja. OBaj BekTop ybairyje ce
y KyaTypy henuja uuju Menujym caapku HeomuiuH, kao u ganciklovir wim FIAU (enrn. 1-(29-
deoxy-29-fluoro-1- B-D-arabinofuranosyl)-5-iodo-uracil) koju ce moa yTuiiajeM THMHIAH KHHA3€
MeTa0O0UIy Y TOKCUYHH MPOIYKT. YKOJIMKO j€ KeJbeHU KIOHUPAHU I'eH HaCyMHUIIE UHTEIPUCaH
y henujy, oBakBa henuja Ouhe pe3ucTeHTHa Ha HEOMHUIIMH, anu he OMTH yHUIITEHAa MOMOhy
ganciklovir-a wiu FIAU. MelytuMm, one henuje y KkojuMa ce ourpaiia XoMoJIora peKoMOnHaImja
ouhe pe3ncTeHTHE U Ha HeoMUIMH 1 Ha ganciklovir wiu FIAU (268, 269). [Toka3zaHo je qa MUIIH|H
TeH 3a TaJeKTHH -3 CaJAp>KMU LIECT er3oHa, MpHU YeMy €r30H 2 U KOAMPajy aMHHO-TEPMHHYC
MOJIEKYJIa TaJIeKTHHA-3, TOK €r30Hu o7 4 10 6 KoAupajy KapOOKCU-TEPMHUHYC ca JOMEHOM KOjUM
npemno3Haje yribenoxuapare (270). YV nabopatopuju npod. ap Hsu-a y nuipy nobujama Gal-3 -/-
MUIIIEBA HAIIPABJBEH j€ NMPEKH]] FeHA 3a TAJIEKTUH-3 Ha HUBOY €MOPHOHAIIHUX MaTUYHHUX henuja
(271). Ilpu Tome je kopuiiheH BEKTOP KOjH je KOHCTPYHCAH TaKo Ja CaAPKU (parMeHT KIIOHUPaHe
JTHK 3a ranextun-3, a ctpateruja 3a qobujame Gal-3 -/- MuiieBa ce 3acHUBasIa Ha MPEKUITY OHOT
TEHCKOT PEerrOHa KOjH KOJUpa TOMEH 3a MPETN03HaBamke yribeHOXuapara. Jpyrium peanma, KpaTak
cermeHT (ox 0.5 xuno 6a3a) Kora YynHe UHTPOH-4 U €r30H-5 je 3aMEHEH T'€HOM 3a PE3UCTECHIIH]Y
Ha HeoMulMH. CerMeHT o/ er3oHa-4 1o ersoHa-5 MUIIMjEr TeHa 3a TaJieKTHH-3 je yrpaheH y
pMCI1Neo Poly(A) Bexrop (Stratagene, La Jolla, CA) u TO Ha ropmeMm Kpajy y OIU3UHU
poMOTepa 3a TAMHJIUH KuHa3y-Neo kacere. J[pyru cerMeHT o] er30Ha-5 10 er3oHa-6 je yrpalhen
HU3BOIHO 01 Neo KaceTe, JIOK je Y BEeKTOpY CETMEHT Ha CIOjy WHTPOHa-4 M er3oHa-5 MpeKuHyT
Neo renHom. [lwmanu BekTtop je yrpahen y wmmumuje maruyHe henuje, D3, a 3atum cy
TpaHcekToBane henmje cenekroBane y3 nomoh G418, 1ok je xomonora pekomOuHanuja y G418-
pesucteHTHUM henmjama nerexroBana momohy nBe Texamke: PCR (enri. Polimerase Chain
Reaction) xopumihemem mpajmepa cnermupuuaux 3a Neo reH, kao u Southern- O6moT
xubpuauzanuja. Ckpuaurom 894 xkjoHOBa eMOPHOHATHUX MaTUYHUX henuja uaeHTHPUKOBaHA Cy
camo /1Ba K1oHa 4A2 u 9A4 y kojuMa je JeTeKToBaHa XOMOJIora pekoMouHaiuja nomohy npobe 4

(271).

Jenan xi10H eMOpHOHAIHUX MAaTUYHUX henMja y KoMe ce ogurpaia XxoMoJjora peKoMOUHaIuja je
HajIpe Mporarupan a oHJa ¢y oBakse henmje yopusrane y 3,5 gana crape 6mactouucre C57BL/6
MUIIIEBA, a 3aTUM Cy OBaKBE 0JIACTOIMCTE UMILIaHTUpaHe y JlaxHo rpaBuane CD1 xenke (cyporat

Majke). Ha taj HaunH cy pBO 10OMjE€HU XMMEPUYHN MUIIIEBH, & 3aTHM YKPIITAkEeM XUMEPUIHUX
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MmyKjaka ca C57BL/6 sxenkama Hajnpe cy noOujeHu xerepo3urotHu knock-out mummesu (Gal-3 -
/+ wmumieBn). WHOpemHMM yKpIITakeM OBaKBUX XETEPO3HUTOTHHX MHIICBA HAKOH JICBET
reHepanyja J00MjeHrn Cy XOMO3WTOTHH knock-out MHINEBM KOju Cy TE€HCKH Ae(HIIMjeHTHH Yy

eKCIpecHju MoJieKyia rajnekruna-3 (Gal-3-/- mumresn) (271).

Kon Gal-3 -/- muieBa m00ujeHMX Ha OBakaB HAYMH H30JIOBAHU CY pPa3lIMuUTH OpPraHU
(manOyOperxHa xJe31a, Mo3ak, cplie, jeTpa, miyha, tumdHau YBOpoBH, ClIe3UHA, TUMYC...) Y KOJUMa
XHCTOJIOIIKOM aHAJIM30M HHCY yOoueHe OMJI0 KakBe mpoMeHe. Takole HHje JeTeKToBaHa pa3jinka
y Opojy hemmja kpBu m3melhy Gal- -/- u Gal-3+/+ mumeBa. Y3 TO, aHanu3MpaHe Cy U
cyornomynamnuje JuMdoruTa y TUMYCy, CIC3MHH U JTUM(PHUM YBOPOBUMA, M IMOKA3aHO je 1A je
yKynaH 0poj nmuMdornuta kao u ogqHoc CD4+/CD8+ henuja npubnmxuao uctu u ko Gal-3 -/- u

kox Gal-3 +/+ mumesa (271).

3.2. HHayknmja npuMapHOr OWJIMjapHOT XOJAHTHTHCA M JIeTeKUHja

aAyTOaAHTUTEIA

[TpumapHa OunmMjapHa UPO3a W3a3BaHA jeé WUMYHH3AIHjOM KCEHOOMOTHKOM (2-OKTHHOMYHOM
KHCEJIMHOM KOHYTOBAaHOM Ca CEPYMCKUM aJIOYMHUHOM roBe/la) HaOaBJbeHNUM 3axBasbyjyhu npod.
ap Gershwin-y (Eric M. Gershwin, Division of Rheumatology, Allergy and Clinical Immunology,
University of California, Davis, School of Medicine, California, USA). XXeunke mumiesa C57BL/6
WT u C57BL/6 Gal-3 KO (n=10 y cBakoj rpynu), ctapux 8 HeJie/ba, UMyHH30BaHE CY MUKCTYPOM
KOHjyraTa 2-OKTHHOWYHE KHCEIMHEe W cepyMckor anOymuHa roeema 20A-BSA 100ug/25ul
HHTpanepuToHeanHo y kommietHoM Freund-osom amgjyBancy (CFA, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) koju caapxu 10 mg/ml Mukobakrepujyma TyOepkynose coja H37Ra u HakoH Tora Ha cBake
2 HezeJbe TaBaHE Cy MOHaBJbaHe 03¢ MUKCTYpe 20A-BSA cana y HekommuietHom Freund-oBom

anjysancy (IFA, Sigma-Aldrich) (272). Kao koHTpose kopuiiheHu Cy HeTpeTUPaHH MHIIICBH.

VY mopeny 605ecTH Koju ce MHAYKyje 6akTepujckoM nHpekuujom xxenke C57BL/6 WT u C57BL/6
Gal-3 KO mumtesa, crape 8 Heslelba, Cy MHTpaBeHcku npumaie 5*10° PFU (Plague-Forming Unit)

oaktepuje Novosphingobium aromaticivorans mysror u 15. maHa ekcriepuMeHTa.
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KpB 3a ananmse je cakymbaHa u3 QalujaiHe BEHE Ipyre, YeTBPTE U 8 Hele/he HAaKOH MOYETHE
UMyHu3ayje/uadexnuje. AHTHTENa Ha MUTOXOHpUjanHu aytoanTuren PDC-E2 nerexroBana cy
ELISA TecToM Kako 64 ce yTBPAMUJIO IPUCYCTBO U KOHILIEHTpalija antuTena yemepenux Ha PDC-
E2 y cepymy. Kopunihene cy ELISA mode ca 96 Oynapa, y cBaku o1 mux cumnaso je 10pg/ml
yucror pekomObuHanTHOr PDC-E2 y 100ul kapbonanTtHor nydepa (pH 9.6), u octaBibeHo npeko
nohu Ha 4°C, motom ompano ca TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20) u 6iokupano ca 5%
oOpanum miiekoM y TBS-y na 30 munyta. ¥V cBaku Oynap goznaro je 100ul qunytupanor cepyma
(1:250) m unkyOupano 2 cara Ha coOHOj Temmeparypu. Hakon mpama nomaBana je HRP
(horseradish peroxidase) kowyroBana ca aHTH-MUIIMjUM UMyHOTIIOOyIuHNUMA (A+M+G)(H+L)
(1:3000)(/nvitrogen ZyMax™). Ilno4ye cy MHKyOWpaHE jeJaH caT Ha COOHO] TemIepaTypu U
IIOHOBO IpaHe, a pa3Bjay 6oje ca 100ul cyncrpara TMB nepokcumase (BD Biosciences, San Jose,
CA) nonasan je y cBaku OyHap. Onruuka ryctuda (OD) yurana je Ha 450nm ypehajem Zenith
multimode detector 3100. IIperxomHo KanuOpHpaHW NO3UTHBHM W HETATHBHU CTaHAApIU

YKJbYYEHHU Cy Y CBaKU TECT.

3.3. Anukanuja Gal-3INH

Gal-3INH je, y ckimaay ca ymyTcTBoM, Hajiipe pactBopeH y 40% nu-metui cyndokcumy (€HII.
Dimethyl sulfoxide, DMSO) uume je HampasibeH mrrok 4mM. DMSO je npeTxoaHo AUIyTHPaH y
NaCl-y. Ilpe ammkoBama y eKCIIEPUMEHTAIHE KUBOTHELE, ITOK cMo NaCl-om mumytupanu 4
myTa yruMe cMo qo0mau 1M mmrok. ITojenHauHa 1032 KOjy CMO KOPHCTHIIH Y €KCIIEPUMEHTHMA
je 6mma 300pg Gal-3INH (omsocrO 462uL m3 1mM mToka). Gal-3** mmmese cy rpymucann
CIIy4ajHHM Y30pPKOBAmeM y JIBE TPyIe M jeIHa Ipylia MHUIIEBA je MpUMaia WHTPAIepUTOHETHO

300ug Gal-3INH ox mpBor naHa ekcriepuMeHTa, TPH Iy Ta HeNleJbHO, Y Tpajamy O/ YeTUPHU HeJleIbe.

3.4. XucroJsiomka aHaIM3a TKHBA jeTpe

MuiieBu cy )KpTBOBaHHU 8 HeJleJba MOCIIe UMYHHU3AIH]e KCEHOOMOTHKOM U YeTUPH, 8 U 24 HeleJbe
nocne uHbpeknrje O0aKkTepujoM, a 3a XUCTOMATOJNIOIIKY aHaMM3y KOopHIIheHa Ccy TKUBa jeTpe

KaJyIsbeHa y GopMainHy. 3a mpoleHy uHdiIaManyjcke nHuiTpanuje KopuheHn cy ucediu
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00jeHN TEeXHHKOM XEMAaTOKCHJIHM-€03WH, a 3a MpoleHy (ubpose jerpe kopuiieheHo je Oojeme
texuukoMm Sirius red. HakoH »xpTBoBama KHBOTHEA HCEUIM TKHBa jeTpe (ukcupanu cy 4%
napadopMaIIeXuI0M Ha COOHO] TEMIIEpaTypH JBa JlaHAa M HAKOH Tora yrpaheHu y mapaduH.
bnoxoBu mapaduHa gOHECEHM Cy Ha COOHy TeMIeparypy IJe Cy CEYeHH Ha poTupajyhem
mukporomy (Leica RM2135). 24 cepujcka 4-um npeceka noramnasa cy y Bogay Ha 40°C , a notom

CTaBJbCHU HA CTAKJICHC MUKPOCKOIICKEC IUIOYUIIC.

3.4.1. bojewe XeMaTOKCHJIMHOM U €03MHOM

[TapaduHCKN MceuI NPETXOIHO 3arpejaHu y TepMmoctaty Ha +56°C y Tpajamy on 45 MUHYTa Ccy
MOTaNaH! y KCUIIOJ, a 3aTUM je ypal)eH mocTymnak pexuaparalyje TKUBa UCIUPABEM Y onaaajyhum
KOHIICHTpalljama eTHJI ajJKOXoJja: JBa IyTa M0 5 MHHYTa Yy arcOJlyTHOM aJKOXOJy, TOTOM 5
MuHyTa y 96% ankoxoiy, 5 munyta y 90% ankoxomy, 5 munyta y 70% ankoxoiny u Ha Kpajy 5
MHUHYTa y JAeCTHJIOBaHO] Boau. HakoH cepuje ucnupama npemnapatu cy 6ojenu Mayer-oBum
xematokcuinraoM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 muHyTa, a 3aTHM Cy HUCIPaHU
JIECTHJIOBAHOM a MOTOM U Tekyhowm Bojiom 5 munyTta. Hakon 6ojema npemnapara eozuHom (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y Tpajamy oj JBa MUHYyTa, ypaljeH je MocTymaKk JeXuaparaiuje u
IIPOCBETJbHBaA Mpenapara. 3a npouec AexuapaTanrje cy kopuurhene pactyhe KOHLEHTpaluje
ankoxona u To: S Munyta 'y 70% ankoxodiy, 3atuM 5 munyta y 90% ankoxomny, 5 munyta 'y 96%
aJIKOXOJIy M Ha Kpajy 2 myTa Mo 5 MHUHYTa y amncoJyTHOM aikoxony. HakoH nexuaparammje
npernapatd Cy NpPOCBETJhEHH MOTaNameM jelaH MUHYT y MEIIaBUHU KCHJIONA M arCONyTHOT
aJikoxosia'y ogHocy 1:1, a moToM JBa IyTa I0 jelaH MUHYT camo y Kcunoity. Ha kpajy je Ha TKUBHe
uceuke HaHeT kaHana Oam3am (Centrohem, CpOuja) W HpeKpUBEHHU Cy HNOKPOBHHUM CTaKJIMMA.
CrvKe XHCTOJIOMIKUX Mpernapara 1o0ujeHe ¢y Ha cBemiocHoM Mukpockomny (Olympus BX51) ca

JTUTHTATHUM (poTOoanapaToM.

3.4.2. Bojeme XHCTOJIOMKHUX NpenapaTa Ha Gpuodpo3y (Sirius Red)

Tperupanu u pexuapupaHu ucedyiy 00jeHH Cy jeJjaH caT ca 3acCHNeHNM MUKPUHCKUM KHCEITHMHaMa
koje caapxe 0,1% Sirius Red F3BA (Sigma-Aldrich, St. Louis). Paguu pactsop Sirius red 3a
0ojemenobujer je Memramwem 0,5 g 6oje Sirius red (Direct Red 80, Sigma Aldrich) u 500ml
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3acuhenor pactBopa mukpuyne kucenune (Picric acid Solution, Sigma Aldrich). Uceunu cy
ucnupanu jpa myta no 5 munyta y 0,005% BojgeHOM pacTBOpy IianujaiHe cupheTHe KucenuHe
(Centrohem, 51 Cp6wuja), a onma nexuapupanu y 100% etanoiy Tpu myTa, a OHIa MPOCBETHCHU
5 muHyTa y Kcuioiy. Ha kpajy je Ha TKuBHE ucedyke HaHeT kaHana 6an3aMm (Centrohem, Cpbuja)
U MIPEKPUBEHHU Cy NOKPOBHUM cTakinMma. KBantugukanuja pubpose y MUILIHJUM HCeULIIMA JeTpe
obojenux Sirius Red-om Ha yBenmmuamy ox 10 myra y 10 mospa oxpehuBana je xopurnhemem

copreepa Imagel (NIHh, Bethesda, MD).

3.5. IIpouneHa XMCTOJIOMIKOI CKOpPa

3a cBaKku UCeYaK Cy ollelkUBaHU cieaehu mapaMeTpu: mepunopTHa HHQIaMalyja, THPUITpaImja
OwnujapHnx KaHama Oe3 omrehema, wmHQWITpanuja ca omrehemeM OWIMjapHUX KaHAIa W
cynkarncyiaapau nHpuiaTpatd. CBH MOMEHYTE MMATOJIONIKE POMEHE CY Ha OCHOBY XHCTOJIOIIKE
cnuke uHIekcupanu ca: O-nema; l-Ouiara; 2-ymepena; 3-jaka; 4-BeomMa jaka maToJIOTHja.
Xucronomku ckop I je u3pauyHaT Kao cpeiba BpEAHOCT CBAKOT OIICHEHOT HHeKca. Takohe cy
aHAIM3WpaHU U TpaHyJomu u Guodpo3a m O6omoBanu Ha cienchu Hawn: O-nema; 1-Gmaara; 2-
yMmepeHna; 3-jaka. Xucrojomku ckop Il je m3padyHaT kao cpeama BPETHOCT TOCICIba JIBa

mapamMeTpa. XucTononka aHajan3a u 60,Z[OB8.H;C ,HO6I/IjeHH Cy CJICIIOM MCTOIOM.

3.6. OnpehuBame KOHLEHTPALKje €H3MMA jeTpe Y CepyMy

MueBy eKCIepUMEHTATHUX M KOHTPOJIHUX TPYyTIa CY )KPTBOBaHH LIEPBUKAITHOM TPAHCIIOKAIIN]jOM
1 y3€Ta UM je KpB U3 TpOyIlIHE aopTe Koja je neHTpudyrupana 15 munyra Ha 1200 obptaja. 3atum
je cepyM (V=150 pL) u3aBojeH 3a cBaKOT MOjeIMHAYHOT MUIIIa paau oapehuBama KOHIIEHTpalHje
TpaHcaMmHHa3a: acnaprat Tpancamunase (AST) u ananun Tpancamunase (ALT). Konmnenrtpanuje
TpaHCAaMHHA3a Cy U3MEpEeHEe KOpHIThemeM crielin(pUIHNX KOJIOPUMETPH)CKUX KUTOBa: Mouse AST

ELISA kuta u mouse ALT ELISA kura (Elabscience).

3.7. OnpehuBame KOHIEHTPALMja HUTOKMHA Y CEPYMY
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Konnentpanuje murokuna (IL-6, 1L-13, IL-17 u IL-23, IL-17 u IFN-y) y cepymMuMa MuiieBa
onpehusane cy komepuujaaauM ELISA kutoBuma cnermduyunnm 3a muiije nutokune (Mouse IL-
6 DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-13 DuoSet ELISA Development kit; Mouse 1L-17
DuoSet ELISA Development kit, Mouse IFN-y DuoSet ELISA).

Crangapau cy npe ynotpebe pactBopenu y PBS-y (pH 7.2), Tako na modetHe KOHIEHTpalldje
oymy 2000pg/ml 3a IL-13 u [FN-y; 1000pg/ml 3a IL-6 u IL-17. Ox oBakBHX IITOKOBA HaNpaBJhCHA
cy pacryha cepujcka pazbiaxema y 8 Tayaka y KOMEPIIMjaJHOM pacTBapady, mpemMa ymyTCTBY
npou3Bohaya.

100ul pamne xonuneHtpanuje Besyjyher antutena (enrn. Capture Antibody) cumano je y
OyHapumnhe mukpotutap rioua (eHri. microtiter plate- MTP) ca 96 6ynapuuha ca paBHUM JTHOM
(Sarstedt). Ilnowe cy mpenersbene aaxesuBHoM (onujom (enrn. ELISA Plate Sealers) u
OCTaBJbEHE NIPEKO HOhM Ha COOHO] TeMIIEpaTypH, HAKOH Yera ¢y OyHapunhu ucrpanu mydepom 3a
ucrimpame (enra. Wash Buffer) y ayromarckoj mammuan 3a ucnupame MTP-a. 3atum je y cBe
oynapuuhe nonmat Onokupajyhu nydep (Block Buffer, 1% BSA y PBS-y) ¢unanHor Bonymena
300ul u MTP cy ocraBjbeHE MUHHUMYM jelaH caT Ha COOHOj TeMmIepaTypH, a MOTOM HCIpaHe
nydepoM 3a ucnupame. CBU y30pIH Cy MPEeTX0HO pa3dnakenu 10 myTa y 1¢jOHH30BaHO] BOJIH.
Pa3zbnakeHu y30piy U MpUNIPEeMIbEHH cTaHAapAu cy cumanu y MTP, npekpuBeHn aaxe3uBHOM
¢donmjoM 1 OCTaBJBEHHU J[Ba caTa Ha cOOHO] TeMmepaTypu. Hakon nnky6anuje u ucrimpamwa MTP,
y cBe Oymnapuuhe je momaBano 100ul pamgHe KOHIIEHTpalMje aHTUTENA 3a JETEKIHUjy (€HTIL.
Detection Antibody), mode cy 000keHe agxe3uBHOM (DOJIHjOM U TOHOBO OCTaBJbCHE JIBa caTa Ha
coOHoj TemmepaTypu. [lmode cy morom ucnpane ma je y OyHapumhe cumano 100ul paane
koHnentpanuje Streptavidin-HRP (enrn. Streptavidin horseradish peroxidase). Muky6anuja Ha
COOHO] TeMmmeparypu U 0e3 JUPEKTHOT M3Jarama CBETIOCTH MPEKUHYTa je HakoH 20 MUHYTA,
ucrtmpambem MTP-a. ¥V 6ynapuwnhe je cummano 100ul pactBopa cyncrpara (enri. Substrate Solution:
Color reagent A + Color reagent B, 1:1). /IBagecer MuHyTa KacHuje, aomato je 5S0ul crom
pactBopa (enri. Stop Solution: 2N H2SO4) u ounrtaHa je onTHYKa TyCTUHA HA TaJlaCHO] JTy>KUHU
450nm, Ha Microplate reader-y (Zenyth 3100 Multi-Mode-Detektor, Anthos, Austria).

CBe m3MepeHe BpPETHOCTH Cy yMameHE 3a BPEIHOCTH arcopOaHiie cierne mpobe (1ejoHrn30BaHa
Bosa). Ha oCHOBY M3MepeHHX BPEIHOCTH CTaHAap/a HalpaBJbeHa je CTaHAapHa KpUBa, a MoMohy

€ Cy U3padyHaTe BPEAHOCTH 3a CBaKH MojeJuHaYaH y30pak. CBU y30pIM Cy MEPEHHU Y TPUIUIUKATY.
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3.8. M30aanuja MoHOHYKJIeapHuX hesiuja jeTpe u mpoToYHA IUTOMETPHja

CBu MUIIIEBH KOjUMa Cy M30JI0BaHEe MOHOHYKJIeapHe henuje u3 jeTpe Cy )KPTBOBAHH [IEPBUKATHOM
JUCIIOKAIMjOM. 3a U30JIalli]y MOHOHYKJIeapa U3 jeTpe KOPUIIheH je METOI MEXaHUUKE pa3rpaamhe
jerpe. HakoH oacTpamuBama jeTpe YKJIOWaHa je )KydHa Keca, a jeTpa MOABprHyTa nephys3uju
arukoBambeM 7 ML PBS-a kpo3 nmopTHy BeHy. JeTpa je mOTOM yCUTH-EHa Maka3uliama 1 HeKHO
3po0JbeHa Kpo3 YeIndHy Mpexy (oTBopa on 200um) kopumrhemeMm ,,loayre’’ MIpUlia a 3aTHM
je cycnens3uja nptucHyTa u Kpo3 henujcko cuto (cell strainer BD Pharmingen, USA). [lo6ujenn
campikaj je pecycnengoan y 50ml memujyma RPMI-1640 (koju campxku GlutaMax 1,25mM,
HEPES i 10% FCS) u nentpudyrosan Ha 60g jenan MUHYT Ha COOHO] TeMIepaTypH, 6e3 Harjaor
3aycraBibama leHTpudyre (enrit. off break setting). Cymepuarant (45ml), xoju je caapikao
uHTpaxenatuuHe henuje, je npebanuBaH y HOBY enpyBeTy U LeHTpudyrosan Ha 480g 8 MunyTa
Ha COOHOj TeMIlepaTypH, ca aKTUBHPAHOM OIIMjOM Haryior kodema (eHri. high break setting).
Jlobujenn tanor je pecycniengoBH y 10ml 37.5% Percoll-a y mequjymy HBSS koju je campxao
100U jemuuuma xemapuHa/ml u onma uentpudyroBan Ha 850g 30 muHyTa Ha COOHO]
TeMreparypu, 6€3 Harjor 3aycTaBibama IeHTpudyre. OBako H00H]EHU TAJIOT PECYCIICHIOBAH je
y 5ml nmydepa 3a nuzupame eputponura (eHri. Er Lysing buffer). henuje cy norom mnkyOHupane
y 5ml lysing pacTtBopa y Tpajamy o1 5 MuHyTa, Ha jJeny (Ha +4°C). Hakon ucreka unkyoauuje,
noxasano je 5Sml RPMI-1640 ca 10% FBS-om unme je 3aycTaBibeHO Aajbe JH3Hparmbe. hemuje cy
3atnM 1eHTpudyroane Ha 480 g y Tpajamy on 8 mmayTa Ha 8°C, ca aKTMBHPAHOM OIIIIH|OM
Haryior koyema. Konauno, nodujenn tanor pecycrnennios je y 1ml PBS koju campxu 1% FCS
oarocHo 0,1% NaN3 (13B mydep 3a ananuzy nporoyHoM ruromerpujoM, eHrin. FACS buffer) wmm

y Iml kommierHor RPMI-1640 meaujyma (koju cagpxu GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10% FCS).

3.9. U30s1a11Mja MOHOHYKJIeapa cJIe3uHe

[TojenuHauyHe cre3nHe H30JI0BaHE U3 MUILIEBa Cy pebadeHe y enpysete o1 S0ml koje cy caapkane
meaujym (RPMI-1640; PAA Laboratories GmbH ca nogatkom 10% FBS-a) ca momatkom DNA-
3e (Sigma-Aldrich St. Louis, MO United States) 1201U/ml. Hajmpe je kiaumom mmpuia npoTUCHY Ta

cnesnHa kpo3 hemmjcko cuto (cell strainer, BD Pharmingen, USA) y enpysetry ox 50ml y3
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nonaBamwe Sml menujyma (RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH) ca nogatkom 10%-or FBS-a).
OBgako pazaBojene nojenuHayHe henuje cy ueHrpudyrupane S munyrta Ha 1500rpm. CynepHatant
je outiBeH, a Ha heujcku Tanor je nogaro 5 ml lysing pactBopa. ¥ 1iiby JTu3npama epUTPOLIUTA
uHkyOanuja henuja y lysing pactBopy je Tpajama 5 munyTa, Takohe Ha nmemy. JlomaBamem Sml
RPMI-1640 (10% FBS) 3aycraBibeHO je najbe Iu3upame. 3aTuM Ccy henuje neHTpudyrupane,
CYIIEpHATAHT je OJUTMBEH a Tajor pecycnennoan y 8ml RPMI-1640 (10% FBS). Jla 6u ce nzderia
KOHTaMHHAIIMja CIUICHOIMTAa XUCTUOIMTAMA CIIe3uHE, henuje ce joIl JeTHOM MPOIyIITajy Kpo3
hemnjcko cuto. JloOWjeHa cyclieH3Wja IOjeIMHAYHHUX CIUICHOIIUTA KOPUCTU C€ y JaJbUM
UCIHMTUBakUMa (3a cTuMyJianujy O6akrepujama). HakoH n3onanyje, npuinkom Opojama hemmja
onpehuBaHa je U BUX0Ba BUjaOMIHOCT oMohy trypan-blue-a o cBeTJI0CHIUM MUKPOCKOTIOM U Y
EKCIIEpUMEHTAITHOM paay cy kopuirheHne camo cycnensuje henuja ca Bujadbminomnthy Behom on

90%.

3.10. IIporouyHa uuromerpuja

3.10.1. ObenexkaBame henujckux MeMOpaHCKHX MapKepa.

VY uaentuduxanuju MeMOpaHCKUX Mapkepa 3a GeHOTUIIN3ALN]Y U ojpeluBambe PYHKIIMOHATHOT
¢denotumna cybnomnynanyja MOHOHyKIeapHuX henuja TuMQHOT U30JI0BaHUX U3 jJeTpe MpUMEHeHa
Cy aHTH-MHIIja MOHOKJIOHCKa aHTUTela crheuu(puyHa 3a LubaHe Mapkepe olesexeHa
pasmmunTiM (ayopecieHTHEM 6ojama. Ha 5x10° hemmja pecycnenmoBanux y 50ul mydepa 3a
0ojeme (enrn. Staining Buffer; BD) noxaBana je oaroBapajyha KoOJWYMHA MOHOKJIOHCKHX
aHTUTENA TIPUMapHO OOENeKEHUX pa3TuIUTUM (QIiyopecieHTHHM Oojama y oapehenum
KoMOuHanujama. lcnutuBaHe MOHOHYKIJIEpaHE CYCIIEH3Hje cy Takohle HHKyOupaHe U ca

oaroBapajyhum M30THUIICKMM KOHTpOJIama.

CBa aHTHTENa 32 MOBPIIMHCKO 00jee, Ka0 W M30THIICKE KOHTpOJe, KopHilheHa Cy Y TaKBHM
KOHIIEHTpallMjaMa J1a ’/hUuXoBa (GUHAIHA pa3dnaxema y cycnen3uju Oymy 1:100. 3aTum je Tayor
henuja ca aHTUTETMMA KPAaTKOTPAjHO BOPTEKCOBAH M OH/IAa MHKYOUpPAH y MpaKy Ha TeMIEpaTypHu

on +4°C y tpajamy 20 munyTa. Ilo ucrexy nnkyOamuje, henmje cy "onpane" nonaBamem 1,5ml

44



xnagHor mydepa 3a 6ojeme (enr. Staining Buffer, BD) u uentpudyroamem 5 munyta na 400g.
[ToToMm je cympeHaTaHT oJJIMBEH, a Tajor hemmja pecycnennoBan y 350ul mydepa 3a 6ojeme.
Henocpenno nakoH mponenype Oojema henmuje cy aHamm3upaHe Ha NMPOTOYHOM ITUTOMETPY
FACSCalibur (BD). Ykonuko y JajbeM TEKCTy HHje Apyraddje HasHau€HO, 32 [IUTOMETPHUjCKY
aHanmu3y kopuithen je peruon (enrn. Gate) mononykieapuux henwja y FSC/SSC miorty.
PeructpoBano je majmame 20.000 norahaja y cBakoj nuromerpujckoj aHamusu. I[lomamu cy

ananusupanu nomohy codraepa FlowJo.

3.10.2. MaTpanenyjapHo 00je¢ HIUTOKHUHA

m™ mertoan. Kako

bojeme nnTparnenynapuux urokuHa crposolheno je mo BD Cytofix/Cytoper
Ou ce neTekToBalie henmuje Koje MpOIyKyjy HHMTOKHHE, IMpeMa MojaluMa W3 JIMTepaType, 3a
cruMyanujy henuja ce kopucte paznumuure in Vitro merone (276; 277; 278; 279; 280; 281; 282;
283;284; 285), Koje ce yriIaBHOM CBOJIE Ha YIIOTpeOy pa3IHUUTHX MOJUKIOHCKUX aKTUBAaTOpa Kao
mro cy: koHkaHaBamuH A (Con-A), ¢uroxemariyTHHHH, CTapUIOKOKHH EHTEPOTOKCHUH f3,
nmunononucaxapua (LPS), moHokmoHcka anTuTena cnenuduuna 3a komruiekc TCR/CD3 (ca ninm
0e3 aHTHTeNa Ha KOCTUMYJATOpHE perentope, kao mTo je CD28) u ectpu ¢opboma ca Kanuujym
jonodopom (enrn. phorbol esters plus calcium ionophore). ¥V oBom uctpaxkuBamy henuje cy
crumyJucane popooix mupucrar arerarom (enri. Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA; Sigma)
U joHomuimHOM (eHri. lonomycin; Sigma), koju nmokpehy akTUBHOCT npoTerH KuHaze C (SHII.
Protein kinase C, PKC) u unbiykc joHa kamiujyma y henwujy, IMTO HHAYKYje EKCIPECH)Y
IUTOKMHA y henMju NpeTxoJHO aKTUBUPAHO] (U3MOJOUIKUM cTuUMyiycuma (286). Tpajame
uHKyOamnmje ox 4 10 6 4acoBa je onTUMaiHO 3a BehwuHy IMTOKWHA, jep je yka WHKyOarmja
yIpy)KE€Ha ca T0jaBOM IIUTOTOKCHYHHMX edekara MOMEHyTHX akTHBaTopa. Y TOKy in Vitro
crumyianuje hemuja Kopucre ce MHXMOMTOPU WHTpALEIyJApHOT TpaHCIOpPTa mpoTenHa, BD
GolgyStop™ (campsxu momencun) u BD GolgyPlug™ (caapxu 6pedenaun A). Brokupame
MHTpAIENyJapHOT TPAaHCIIOpPTa MOMEHYTHM WHXHOWTOpUMA pe3ysTHpa akymyianujom BehuHe
IIUTOKMHA Yy €H/IOMJIa3MaTCKOM PETUKYIyMy Wi ['onjmjeBoM KOMIUIEKCY, 1a je Tako moehaHa
MoryhHocT aerekiuje henuja koje IpoaAyKyjy HUTOKHHE. MOHEHCHH U OpedenuH A uMajy 103HO
Y BPEMEHCKH 3aBUCAaH LUTOTOKCUYHM e(eKaT, ra u3jiarame hemuja OBUM areHcuMa Mopa OuTH

orpaHUYeHO, MHKyOamuje ayxe o 12 yacoBa cy Tokcu4uHe 3a henuje.
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3.10.2.1 Crumyaanuja henunja.

CycreHsuja 1ojelMHaYHUX MOHOHYKJepa u3onoBaHux u3 jerpe (1x10%/ml) mpunpemibena y
komiuieTHoM Menujymy (RPMI 1640) je crumynucana wuukyOamujom Ha 37°C (5%CO2) y
npucyctey PMA (Sigma; 50ng/ml) u jomodopa (lonomycin, Sigma; 500ng/ml). ¥V cycnensujy je
nonasas 1 BD GolgyStop™ (0,7ul/ml) koju 610kupa cexpelujy MUTOKMHA U TToBehaBa BHUXOBY
uHTpalenyiapny akymynanujy. I[Tocie 4 cata unky6anuje henuje cy onpane u pecycrneHaoBaHe
y KOMILJIETHOM MEAMjyMy, a OoToM rnpebauene y miactuune enpysere (FALCON round-bottom
test tubes, BD) 3a umyHodiyopeciieHTHO Gojerbe.

Jlasse mpoueype cy o6aBsbane Ha +4°C.

3.10.2.2. bojem-¢ MOBPIIMHCKUX AHTHICHA.

EnuTonu noBpIIMHCKKUX MapKepa MOTy Ja ce ouTeTe (pukcaiujoM U nepmeadbuIn3anujom, mna ce
TIOBPIIMHCKO Oojeme obaBba Tpe ¢ukcarmje hemwja. Tako je ma 1x10° momomykmeapa
pecycnengoBanux y 50ul mydepa 3a 6ojeme (enri. Staining Buffer; BD) nogasana oarosapajyha
KOJIMYMHA MPUMApHO KOHjYTOBAaHMX MOHOKJIOHCKHMX aHTUTENAa CHElU(PUUHHX 3a MOBPIIMHCKE
anturene. hemnuje cy takohe mHKyOupaHe u ca oaronapajyhum m3orunckum koHTposnama. Cea
aHTHTENa 3a MOBPIIMHCKO Oojeme KopuilheHa Ccy y TakBUM KOHIIEHTpalujama Ja HhUXOBa
¢dbunanHa pazbnaxema, y cycnensuju hemuja 6yay 1:100. henuje cy nakyoupane 30 muHyTa Ha
+4°C, y Mpaxy.

3.10.2.3. ®ukcanuja henuja u nepmeaduausanuja heaunjcke memopane.

Hakon wunHKyOamuje ca MpUMapHO KOHjyrOBaHMM AaHTHUTEIMMa 3a IOBPIIWHCKE aHTUTEHE,
MOHOHYKJI€apH Cy OIpaHH JiBa ImyTa y mydepy 3a 6ojeme (1ml/enpyseru; 300G). henujcku Tamor
je pecycnenmoBan y 250ul Cytofix/CytoPerm™ pacrsopa (BD Pharmingen) u unkyoupan 20
muHyTa Ha +4°C. 3atum cy henuje onpane asa myta 'y Perm/Wash™ nygepy (BD Pharmingen;
Iml/enpysetn; 300G).

3.10.2.4. bojewe HHTPaNeTyJAPHUX HUTOKHHA.

Remujcku Tanor je pecycnenmoan y 50ul Perm/Wash™ mydepa u nomara cy mpumapno

KOHjyroBaHa MOHOKJIOHCKA aHTHUTeNa crienupuyHa 3a nuTokuHe. CBa aHTHTENa KopuiheHa cy y
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TaKBUM KOHIIEHTpallMjaMa Ja kbuxoBa punamHa pazonaxkema Oyay 1:100. henuje cy unkyoupane
30 munyta Ha +4°C, y mpaky. Hakon nukyGanuje, henuje cy onpane y Perm/Wash™ nygepy
(1ml/enpysern; 300G). hemujcku Tamor je pecycnenaoBan y 350ul mydepa 3a Gojeme u
aHAJIM3MPaH Ha IPOTOYHOM IIUTOMETPY. YKOJIMKO y JaJbeM TEKCTY HHUje Jpyraduje Ha3Ha4eHOo, 3a
LIUTOMETPHjCKY aHaIN3y KopuiheH je peruoH (eHria. Gate) MmoHonykieapuux henuja y FSC/SSC
wioty. PeructpoBano je Hajmame 20.000 morahaja y cBakoj nuromerpujckoj anamusu. [logamum cy

ananusupanu momohy FlowJo (Tree Star) codrepa.

3.11. UmyHoXHCTOXEeMHja MUIIIHjUX y30paKa jeTpe

NmyHuXucTOXEMUjCKO 00jerhe mapauHCKUX ucedaka jerpe ypaheHo je KopuihemeM 3e4ujer
cnenupuunor konjyrara (Expose Rb-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; Abcam) wu
crieruduunor mumujer koujyrata (Expose Ms-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; Abcam) 3a
6ojewe nurokeparuna 7 (CK-7) u Gal-3. JlenapadunnzoBanu napa@uHCKU UCEUIN TKHUBA jeTpe
ne0JpuHe Spm HaKOH pexujpaTalyje TKUBa, ¢y Hajupe KyBanu 21 munyt y 10mM Na-uutpary, a
HaKoH xJaljerba MHTEH3WBHO HCIpanu Tpu nyTa y PBS-y. Ha TkuBHe uceuke je moToM goaaro 2-
3 xaru Hydrogen Peroxide Block-a ca miusbem fa ce HHAKTHBHIITY €HIOTSHE MTEPOKCHIa3¢ U HAKOH
unkyOanuje 10 MuHyTa Ha COOHOj TeMIepaTypH, IpernapaTH cy J1Ba myTa onpanu y PBS-y. 3atum
je Ha mpemnapate noaaro 2-3 xarmu Protein Block-a koju je mocie 10 munyTa HHKYyOAaImje uctpan
jenrom y PBS-y. Ha TkuBHe nuceuke cy norom goxaro 150ul mpumapHor antuTena, 3e4ujer aHTu-
mumujer Gal-3 (Abcam) u mumujer antu-mumujer CK-7 (Abcam). CBa nmpumapHa aHTHTENA Cy
pactBopeHa y PBS-y ca 1% BSA. Hakon jenqHocaTHe nHKyOaluje ca mpUMapHUM aHTUTEIUMa y
BJI&KHO] KOMOPH Ha cOOHO] TeMIIepaTypHu, MpenapaTu ¢y OnpaHu TpU ImyTa 1o 5 MuHyTta y PBS-y,
TKUBHM Wce4ylM Ccy WuHKyOupanu 30 wMuHyTa Ha COOHOj TemmepaTypu Yy NpPUCYCTBY
OMOTHHU3HUPAHOT CEKyHAapHOT aHTHTeNa. HakoH nHKyOaIuje, mpenapaTs Cy OIpaHu TPH Iy Ta 1o
5 munyta y PBS-y u Ha TKMBHe Hceuke je armnkoBana Streptavidin Peroxidase-a. Hakon 10
MUHYTa MHKyOaluje ca mepoKCUIa30M Ha COOHO) TeMIIepaTypy UCEUIU Cy UCTIPaHH TPH IyTa IO
5 munayTa y PBS-y u Ha muX je ammikoBaHo je 2-3 kanu DAB pearenca mpeTxoaHo J00HjeHOT

nonaBameM 20ul DAB Chromagen-a y Iml DAB cynctpar mydepa. Hakon pasBujama 06oje
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npenapary cy UCIpaHH TPH MyTa y IECTUIOBAHO] BOAN M 000jeHN XeMaTOKCHIMHOM 1o Mayer-y
7IBA MHMHYTa, a 3aTMM HMHTEH3MBHO omnpaHu TeKyhom Bomom. O00jeHHM HCeUly Cy HMOKPUBEHH
BOJICHUM MEIWjyMOM 3a TIOKPHBAEKE M TOKPOBHOM JhYCITMIIOM. XHWCTOJIOIIKH TPECEIH jeTpe
BU3YEIM30BaHU Cy M (hoTorpadMcaHu je IUTUTATHOM KaMepoM Ha CBETIIOCHOM MHKPOCKOILY

(Olympus BX5).

3.12. U3oaanuja NK hesunja mo3duTuBHOM cejieKHUjoM moMohy mMarHeTHmx

KyIrJauua

NK henuje cy M3/1BOjeHH M3 jeTpe MO3MTHBHOM CeNeKiMjoM Kopumrhemem kuta Dynal® Mouse
CD49b isolating kit (Invitrogen). 107 nperxoxHo u3onosanux henuja u3 jerpe pecycneHa0BaHo je y
500ul mydepa 1 [PBS (6e3 Ca** u Mg?") w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)]. 3atum je noaato
25ul FlowComp™ Mouse CD49b anrturena (Invitrogen). Io ucrexy nnky6anmje (15 Munyra Ha 2-
8°C) ycnenuno je npamwe henuja y mydepy 1 (2ml/enpyseru; 350 G). Ilenet je pecycrieHa0BaH y
500ul mydepa 1 Ha miTa je mogaro 75ul mpeTxoaHo onpaHux MarHeTHUX Kyriauia m49b Dynabeads
(Invitrogen). Hakon wunkyOanmje (15 muuyTta Ha 2-4°C y3 HOBpeMeHO Melame) hemuje cy
pecycnenaoBane y 6ml mydepa, a enpyBera ca hemujama mocraBjbeHa j€ y MarHeTHO I10JbE
(Invitrogen) y Tpajamy on aBa MuHyTa. [I0TOM je O/UIMBEH CynepHATaHT, a enpyBeTa u3BaheHa u3
Mar"eTHoOr noJba. Ha henuje ocrane y enpysetu (mo3utuBHO cenekroBane NK henuje) nomar je 1ml
nydepa FlowComp™ Release buffer (Invitrogen). Hakon unky6anuje (30 munyta ma 20-25°C y3
MOBPEMEHO Mellame) ernpyBeTa ca henrjama mocTaBbeHa je y MarHeTHO TOJbE Y Tpajamy O] 1Ba
MHUHYTa, a 3aTUM je CyNepHaTaHT ca ciao0oaHuM henmjama (6e3 MarHeTHUX KyTjuia) rnpedadeH y
HOBY enpyBeTy. OBako nobujene henmje cy onpane y KOMIUIETHOM Meaujymy (4ml/enpyseru; 300
G), pecycrienoBane y 500ul ucror meaujyma, a 3atum je oapeheH HUXOB OpOj U BUjaOMITHOCT.

Ho6ujene NK henuje cy name kopuithene kao edpexropcke henvje y MTT TecTy HIMTOTOKCHYHOCTH.

[Ipame MarHeTHUX KyIJIMIIA [T0/Ipa3yMeBa Ja ce JKEJbEHU BOJIyMEH KyTJuIla IIOMella ana partes ca
nydepom 1, a empyBera ca pecycCleHJOBaHMM KyIJHMIlaMa OCTaBU C€ Y CHa)KHOM MarHeTy
(Invitrogen) jeman muuyT. Ilocie omyuBama CynepHaTaHTa, €lpyBeTa c€ yKiIama M3 MarHeTHOT

MoJha a MeJeT pecyCcreHayje y modyeTHoM (KeJpeHOM) BolyMeHy mydepa 1.
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3.13. U3aBajame nenapurckux heamnja nomohy MarHeTHUX KyrJjauna

Henapurcke henuje cy u3aBajane u3 MOHOHYKJICAPHUX NENH]CKUX CYyCIIEH3Hja CIE3UHE METO0M
oborahuBama y3 nomoh kuta Dynabeads® Mouse DC Enrichment Kit (Invitrogen), tako mro je
1x107 npeTxoxHo n3on0BaHKX hemuja pecycnennosano y 100ul mydepa 1 [PBS (6e3 Ca?" u Mg?*)
w/0.1% BSA u 2mM EDTA (pH 7.4)]. OBako npunpemsbeHe henuje cy uakyoupaune (20 MunyTa
Ha 2-8°C) y 20ul FBS-a ca 20ul Antibody Mix-a (Invitrogen) koju caap:ku pa3jinyuTa aHTUTEIa
cneunpuyna 3a T mumdornure, migM+ B mumdponure, NK henuje, epurporute n Behuny
rpanynonuTa. [lo ucreky makyOamuje henuje cy npane y nydepy 1 (2ml mo enpyseru; 300G) a
Tajor je pecycrnennoBan y 800ul mydepa 1 u y cycnensuje je nomaBano mo 200ul mperxomno
ompanux MarmetHux kyriuia Mouse Depletion Dynabeads (Invitrogen). Ilpame MarHeTHHX
KyTJIMIa Mojpa3yMeBa Ja Cce JKeJbeHU BOJIYMEH KyIJIMIa MoMella ana partes ca mydepom 1, a
ernpyBeTa ca PeCyCICHIOBAaHUM KyTJIMI[aMa OCTaBH y CHa)XHOM MarHetHoM moJspy (Invitrogen) 1
muHyT. [locne ommmBama cymepHaTaHTa, €lpyBeTa C€ yKJIamka W3 MarHeTHOT T0Jba a Tajor
pecycrieHayje y mouyeTHoM (KeJbeHOM) BoiyMeHy mydepa 1. henuje cy 3atum uHKyOupane 15
MuHyTa Ha 18-25°C y3 moBpeMeHO Melame, a 3aTUM pecycrieHaoBane y 6ml mydepa u ernpysera
ca henujama mocraB/beHa y MarHetTHo moJbe (Invitrogen) y tpajamy oj aBa MuHyTa. Tako Ccy y
CyIepHaTaHTy OCTaJle CaMO HEraTHBHO celieKToBaHe JeHaputcke henuje, Behunom CDI11c¢’, koje
cy notoM ompane (4ml/enpysetu; 300G), pecycnengoBane y 500ul kommuetnor meaujyma. Ha
Kpajy je oxapehen Opoj M BHjaOMIHOCT OBakBUX henuja, Koje cy JHajbe KopuiiheHe 3a

(YHKIIMOHAIHO UCTIUTHBAE.

3.14. [Ipoayknuja MM TOKHHA U eKCIIPEeCHja MapKepa aKTHBAIlMje HAKOH IN Vitro

CTUMYJIALIMje

Henapurcke henmje M30J0BaHE OMMCAHOM METOJIOM MAarHETHE Cemapalifje, W3 CBAaKOT MHIIA
T0jeJIMHAYHO, Cy pecyCleH0BaHe y KOMIUIETHOM Meaujymy fo rycrude 10%ml, a NK henuje
M30II0BaHe U3 jeTpH JIBa MUINA Cy pecycnenaosane 10 ryctune 10%ml u mo 100ul cycrensuje je
CHITaHO Y MUKpOTHTap Tutoue ca paBHUM JHOM (100000 nenaputckux, onnocHo 10000 NK henmja

nmo Oynapuery). Tako mpunpemsbeHe hemmje cy crumyiaucane TLR4 — aronucrom
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(munonomucaxapua, LPS) ¢unannoj xonuentpaumju lpg/ml m  mocebHo Gakrepujom
Novosphingobium aromaticivorans y oxgnocy 1:10 pecycrneHzoBaHOM y KOMIUIETHOM MEUjyMY Y
Tpajamy ox 24 cara. CBaku y3opak je pahen y tpurummkary. [lo mcreky mHKyOamnmje miode cy
nentpudyrupane 5 munyTta Ha 400G ¥ MOKYIUBEH je CyNepHAaTaHT W U3JIBOjeHe henuje koje cy
aHaJM3UpaHe Ha MpoToyHOM IuToMmeTpy. OnpehuBan je mporeHaT henuja Koje eKCIpUMHpPajy

MapKepe aKTHUBaIUje U PO- U aHTU- UH(ITAMAIN]CKE IUTOKHHE.

3.15. M30s1an4ja X0JIAHTMOLMTA M TECTOBH aloITO3e

Kaxko 01 n3010BaJi MHTpaxemaTuyHe XOJaHTHOLIUTE, TOTpeOHa je epdy3nja jeTpe y ABa Kopaka.
JeTpa je HaKOH TOra M30J0BaHA, a XENATOLUTH Cy CEIEKTUBHO YKIOWEHU 0J1aruM MPUTHCKOM KPO3
MHIM3H]Y jeTpe. XOJIaHTHOLUTH Cy 3aThM cycnenaoBann y DMEM menujymy ca nomatkom 10%
FBS, 5% NuSerum IV (BD), 0.5mg/ml insulin-transferrin-sodium selenite (Gibco), 1 mmol/Il
ackopouncke kucenune 2-ocdara, 10K7 M aekcamerasona (Sigma-Aldrich Corp.), 10 ng/ml
EGF (R&D, Minneapolis, MN, USA), 10ng/ml HGF (R&D, Minneapolis, MN, USA). Hakon 10
nana hemuje cy u3noXeHe joHOMHUIMHY lpg/ml 22 cata W mpoleHaT amonTOTCKHX hemuja
oapehuBaH je mpoTouHOM ITUTOMEeTpHjoM Koprctehn anekcun (Annexin V FITC Detection Kit[BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA]).

3.16. AHaqmn3a exkcnpecHuja reHa y TKHBY jeTpe MeTOJIOM KBAHTHTATHBHE

JaHYaHe peaKiiije MojuMepase y peaTHoM BpeMeHy

3.16.1. M3onanmja PHK u3 TKHBa jeTpe Muma

W3zonammja yxkynae PHK u3 TkuBa jerpe muima ypalena je ynmorpebom Tpuzos pearenca. Jleo
M30JI0BaHOT TKWBa jerpe muma (100mg) je Hajmpe UcCeKaH Maka3uiama, a MOTOM IOTITYHO
MexaHuuku xomorenu3oBan y 1ml tpusomna (TRI Reagent® Solution, Applied Biosystems, Foster
city, CA, USA) nmomohy pyd4HOr XOMOreHH3aropa. XOMOIEHAT je MOTOM MpebdaueH y HOBE
enpyBete Benuuute 1,5ml (Eppendorf, Hamburg, Germany) unkyOupan 5 MuHyTa Ha COOHO]

TeMIeparypu, a notom neHtpudpyrupad 10 munyta Ha 12000 rpm Ha +4°C. ¥V cnenehem kopaky
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Ha cymnepHaraHt je momato 100ul 6pomxmopnpomnana (1-Bromo-3-chloropropane, BCP, Sigma
Aldrich), y3opuu cy BopTekcoBaHW, WHKyOMpaHu |5 MuHHyTa Ha COOHO] TeMIIepaTypH H
nenrpudyrupann 20 muayta Ha 12000rpm Ha +4°C. HakoH neHTpudyrupama je TOpHH
MPOBUAHM cJI0j y KojeM ce Hanmasu PHK mpeGaven y HOBe empyBere y koje je mpomato S00ul
pacxnahenor nzonponun ankoxona yume je PHK npeunnurupana. Y3opium cy 61aro npoMemiasm,
uHKyOupanu 15 mMuHyTa Ha CcOOHOj TeMmmepaTypu W TOTOM HEHTpUyrupaHu 8§ MUHYTa Ha
12000rpm na +4°C. Tanor u3 enpyBera je ompan aBa myta ca no 1 ml pacxmahenor 70% etwn
aJIKOXOJIa ¥ IOTOM CYIIIEH 2 710 5 MUHyTa Ha COOHOj TemneparypH. TaJor je moToM pacTBOPEH y
BoJM Koja He canpxu Hykiease (Nuclease free wather, Applied Biosystems). Konnenrpanuja u
npeunmrhenoct RNA oxapelhena je cnekrpodoTomeTpujcku MepemeM abcopbanie Ha 260/280 nm

kopurthemem anapata Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.16.2. PeBep3Ha TpaHCKpUNuuja

[Tpouec peBep3ne Tpanckpumnimje ypahen je kopumthemem kura High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), mpema ymyTcTBY
npousBohaua. Y enpysere koje cy caapxaine PHK nomar je mactep mukc, caapikaj je jaraHo
npomeniad u uHKyoupan 10 munyta Ha 25°C, 3atum 120 munyTa Ha 37°C, moTom je peakiuja
3aycTaBJbeHa rpejameM 5 muHyTa Ha 85°C 1 y3opim cy notom oxnahenn na +4°C (Mastercycler®
ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany). OBako mobujeHa cDNA xkopumrhena je 3a

KBaHTU(HKAIN]Y €KCIIPECH]je reHa.

3.16.3. KBanTnukanuja ekcrnpecuje reHa

MeTtosoM KBaHTUTaTHBHE JIaHYaHe peakiuje monumepase (enrn. Polymerase Chain Reaction,
PCR) y peanmnom Bpemeny (Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) mepena je ekcrmpecuja
onpehennx rena on uHTepeca. Peakmmja qRT-PCR je ypahena y Mastercycler® ep realplex
amapary (Eppendorf, Hamburg, Germany) y 96-komopaum miodama (Twin.tec. real time PCR
plates 96, Eppendorf). Borymen ox 20ul peakipone cMere mo KOMOpH, caapkao je: 2l y3opka
cDNA, 10ul mactep mukca (Power SYBR Green PCR Master Mix(2x), Applied Biosystems), 2l
CMellle apoBa mpajMepa 3a reH ox uatepeca (,,forward* u ,,reverse) u 6pl Boae kKoja He caapKu

nykiease. Kopumrhenu cy komeprujanto goctynau npajmepu 3a NLRP3 u ASC (R&D Systems,
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Minneapolis, MN). [Ipajmepu 3a B aktun (sens 5’-TCCTTCTTGGGTATGG-3" u antisens 5°-
ACGCAGCTCAGTAACAG-3’) cy mm3ajuupanu kopuctehu Primer Express® software v2.0.
[Tnoue cy motom mpenernbeHe onTHUKOM aaxe3usHoM domujom (Masterclear real-time PCR Film,
Eppendorf), uenarpudyrupane 1 munyt na 3000 rpm u cmemrene y qRT-PCR amapar
(Mastercycler® ep realplex). Temnepatypau npodun peakuuje qRT-PCR amapar 6uo je: 4
munyTa 57 Ha 95°C, 3atum 50 rukiyca y Tpajamy on 1o 15 cexynnu Ha 95°C u mo munyT Ha 62°C.
Ecej je pahen y aynnukary 3a cBaku y3opak. [Ipoceune Ct BpeTHOCTH KOHTPOJHHUX TPUILTAKATA
(axTHR) cy oxy3ete o npocedynux Ct BpeJHOCTH TPUIUIMKATA I€Ha O]l MHTEpeca U Ha Taj HAuMH je
nobujen ACt, 10K je penaTHBHA €KCIIpecHja reHa n3paxeHa kao 2- ACt. Pesynararu cy npukazaHu

Kao pelaTHBHH Yy OJTHOCY Ha KOHTPOIY, KOja je apOuTpapHo mojerieHa Ha 1.

3.17. JAerekuuja rajJeKTUHHA Y XyMaHOM CepyMy M XMCTOJIOLIKHM IpecenumMa

jerpe.

Konnenrpamnuje Gal-3 y cepymy manujenara ca PBC-om (n=11) u 3apaBux kontpomna (n=11)
onpehene cy kopucrehu xymanu Gal-3 Quantikine ELISA kit (R&D).

VY3opuu Owornicuje XymaHe jeTpe AOOHjeHH Cy ca OJesbeHha 3a MaTOJIOTH]y, YHHBEP3UTETa Y
Kparyjesiry. Konekmuja y3opaka 6ojeHa je Mumujum antuxymanum Gal-3 antutenuma (Abcam,
Cambridge, UK) u mummjum crneruduuanm konjyratom (Expose Ms-Specific HRP/DAB

Detection IHC Kit; Abcam), xako je panuje onmcaHo.

3.18. CraTucTHYKA aHAJIN3A

[Togamm cy ananu3upanu kopumhemeM craTucTudkor mporpama SPSS Bepsuja 20. Ilpe
CTaTHUCTUYKe oOpaje TMojaTaka, MPBO j€ HCIOUTHBaHA MPABUIHOCT pacrojene I00HjeHUX
BPEIHOCTH (BeJMYHMHA Y30pKa onpelyje BpCcTy TecTa KOju ce KOPUCTH). YKOIUKO CY BPEIHOCTH
uMaJie MpaBUIHY pacroieny KopuiiheH je mapamerapcku Student-os t tect 1 ANOV A TectoM riue
je 6mo moTpeOHO, JOK je y ciydajy HempaBHIIHE pacrozeie KopuiiheH Hermapamerapcku Mann-

Whitney-eB Tect. Pe3ynrtati eKCriepuMeHTa Cy M3paKCHH Kao CPeima BPETHOCT + CTaHAap/Ha
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rpemka (SE). 3a craTMCTHYKM 3HAYajHy pasziavKy y J0OMjeHMM BpeaHocTHMa u3Mel)y rpyna

cmartpa ce kaja je p<0.05, 1ok je cTaTUCTUYKH BeoMa 3HavajHa paznuka kazaa je p<0.001.
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4. PE3YJITATH

4.1. Konuentpanuja Gal-3 y cepymy 4 leroBa eKcrnpecuja y XoJaHrHoUTUMA

cy noBehane koa odosiennx og PBC

Gal-3 monynuire 6pojue henujcke GyHKIHUjE U MTOKA3aHO j€ 1a MMa Pa3IMdUTe, Ye€CTO MOTITYHO
CYNpPOTHE YJIOT€ Y NaTOT€He3W MHOTUX XPOHWYHUX MH(]IaMaiujckux Oojectd u Tymopa (273-
277). Tlo3naro je na enurenHe heiuje MHTpaxXeMaTHYHUX OMIIMjapHUX KaHala KOHCTUTYTHBHO
MCKa3yjy HuU3aK HUBO ekcrnpecuje Gal-3, a 1a ce ekcrpecuja 0BOT MOJICKYJIa Y XOJaHTHOLIUTUMA
3Ha4ajHO moBehaBa Ko 000JIeIHX 0/ XomaHrnokapuuHoMa (269, 278). Jlo cana HUje UCIMTBaHA
yJIoTa OBOT MOJIEKYJIa y MaTOT€HEe3U MPUMAPHOT OUITUjapHOT XOJaHTUTHUCA.

Jla Ou ce ucniurana esentyaina ynora Gal-3 y Hacranky u pa3ojy PBC Hajmpe je ananusupaHa
eKCIIpecHja OBOT MOJICKYJIa ¥ Y30pIHMa TKHMBA jeTpE Ka0 W HEroBa KOHIEHTpAIHja Y CepyMy
000J1eNIUX 1 MOKa3aHo je Ja je cpeama BpeaHocT KoHeHnTpanuje Gal-3 y cepymy 11 obonenux y
Pa3IMYUTUM XHUCTOJOIIKUM CTaJdjyMHUMa OOJIECTH CTaTUCTHYKH 3HadajHo Beha (p<0.05) y
nopehemy ca cpeiroM BpeaHolIhy KOHIIEHTpaluja y cepyMy 37paBux 0coda CIIMYHE CTPAOCTH U
nona (I'paduxon 1). UMyHOXxuCTOXeMHjcKa OOjera MCedaka jeTpe Cy yKa3ajia Ha 3HadajHy
excripecruja Gal-3 y muromnasmu u jeapy xomnanrwonurta obonenux on PBC (Cnuka la). ¥V
y30pIMa TKHBa jeTpe 000JIeuX o1 Xenatutuca (n3a3Banux Bupycuma B u C) ce, Takole, yomasa
noBehana ekcripecuja Gal-3 1 To U y jeipy U y IIUTOIUIA3MH XOJIAHTHOLIMTA U XETMATOINTa, aJld U
y eKCcTparielryJIapHOM IPOCTOPY Kao U OKO 3amasbeHckux uHdmirpara (Ciuka 1b u ¢). Ca npyre
ctpane, Gal-3 ce He neTekTyje y jenpuMa XoylaHTuoIuTa (MOoCToju OJjlara IUTOTUIa3MaTcKa

eKcrpecHja) oboenux o1 ckieposupajyher xonanrutuca (Ciuka 1d).
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KoHueHTpauuja Gal-3 y cepymy

25 - . .
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¢ 3paBe KOHTpone APBC

Tpagpuron 1. Y cepymy obonenux 00 PBC je nosehana konyenmpayuja Gal-3. Konyenmpayuja Gal-3 y cepymy oboneaux 00
PBC je oopehena ELISA memooom. Ananuzupanu cy cepymu 11 obonenux, 6e3 063upa Xxucmonowku cmaoujym 6orecmu, a 3a
KoHmpone ¢y yzemu cepymu 30pasux ocobva. Cmamucmuuxa 3navajuocm pasnuxe je oopehena Student-oeum t mecmom. *p < 0.05.

4.2. Gal-3 nepuumjeHTHH MUIIEBH pa3BHjajy Texky (opMy NpUMaPHOT

OMJIHMjapHOT XOJIAHITUTHCA HHAYKOBAHOT KCEHOOMOTHKOM

[Tomro je yrBphena mojauana exkcrnpecuja Gal-3 y xemaronmuTuMa M XOJIAHTHOIUTHUMA U Beha
KOHIIEHTpAIlKja OBOT MOJIeKyJa y cepyMy obonenux og PBC y nasbeMm paay ucnuTiBaHa je yjora
Gal-3 y narorenesu 6onectu u To kopuiihemem C57BL/6 muiesa ca nenerujom rela 3a Gal-3

KojuMa je OoJyiecT WMHAYKOBaHa HMMyHH3alujoM KceHoonotukom 20A-BSA. Kao konTponne
XUBOTHIbE Kopulitheru cy Wild type mumesu coja C57BL/6. Tokom pa3Boja 6osectu npahenu cy
napameTpu OOJIECTH y cepyMy, a HaKOH JKPTBOBamba MHUIIEBA OJApehMBaHM Cy W XUCTOJOMIKH

napameTpu uHpIamanuje.

4.2.1 XucTOJIOMIKU NapaMeTpu

OcaM Henesba HAaKOH MMYHH3aIMje KCEHOOMOTHKOM XHBOTHH-€ Cy KPTBOBaHE, a y HCEUIMMa

TKHBAa JeTPE aHAW3WPAHW Cy XHUCTOJOIIKH TapaMmeTpu wuH}IaMauje: WHPWITpaImja
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NEpUNIOPTHUX TMpocTopa, HMHOWITpauuja 3uja OwnMjapHux KaHamuha ca u 0e3 mpekuaa
KOHTHHYHTETa enuTena, cyOKamncyjapHa W MHQUATpanuja nmapeHxuma- ckop | u mapamerpu

omrehema (hopMupame rpaHyIoMa U HHIAITAjeHTHA Gudpo3a)- ckop II.

Cnuka 1. Ynopeonu npuxas umynoxucmoxemujcku pezucmpogane excnpecuje Gal-3 y uceuyuma mkuga uemupu paznuiuma
obomermwa jempe: a) PBC; b) eupycnu xenamumuc B; c) eupychu xenamumuc C; d) ckieposupajyhu xonaneumuc. Llpne cmpenuye
o3znauasajy excnpecujy Gal-3 y xonaneuoyumuma, a ypeeme cmpenuye nokasyjy xoraweuoyume 6e3 excnpecuje Gal-3 y
cKknepo3upajyhum ounujapnum KaHaruma.

OcaMm HeJiesba 10 UMYHU3ALU]U KCeHMOMOTHKOM, cBUX 10 Tectupanux Gal-3 KO mumesa pa3uiio
je rpanynome, a 9 ox 10 je pazBuino ¢hubposy jerpe. 3a pa3nuky oa mux camo y 5 ox 10 WT
MUIIICBA MHIIEBA TPETHUPAHUX KCECHOOMOTHKOM Cy JICTEKTOBAaHU TIpaHyioMu, a kox 4 ox 10
¢ubpoza (I'paduxon 2B). ¥V wuceunmma jerpu WT MumieBa 3amaxkajy ce caMO OrpaHWYCHHU

nepuaykranau uHGuiaTpatn (Ckuka 2:a-c), 1ok ce kox Gal-3 KO mumeBa peructpyjy jacHo
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yousbuBO Behu u nenynapauju uHdramujcku GoKycH, U TO HE caMO OKO OMIIMjapHUX KaHaja,
KOju ¢y uecto oonutepucany, (Cnuka 2: ¢,f) Beh u y napeaxumy (Cnuka 2: d-f).
Ckop II koju yka3zyje Ha omreheme TkuBa (popmupame rpanyioMa u Guodpo3a) je CTaTUCTHIKA

3HavajHo Behu y jerpama Gal-3 KO y nopehemy ca jerpama WT mumesa (p<0.05; I'paduxon 2A).

3.9 oWT 2.5 %
A 3.0 mGAL3 KO
2.0
- 2.9 —
o Q1.5 -
S 20 | ] S
S 15 O 1.0 |
1.0 0.5
0.5 :
0.0 - —_— 00 -
20A-BSA HETPETUPAHM 20A-BSA HETPETUPAHU
b
12 7 WT
m Gal-3 KO
10 -
(1]
2 8-
3
S 6
g 4 -
T1]
2 -
0 r r r r r r
nepunopTHa wHuUNTpaunja uHunTpauuja nHdunTpaumja cybkancynapHa rpaHynomMm dunbposa

MHUNTpaumja GunujapHmnx GunujapHmnx napeHxvmMa uHdunTpaumja
kaHanvha 6e3 kaHanuha ca
owTehewa owrtehetem

I'paduxon 2. Gal-3 nedpunnjeHTHN MULIeBH pa3Bujajy u3paxenuja omrehema omnnjapanx kanaaunha HakoH MHAYKIUje
PBC kcenoouorukom. TkuBo jerpe C57BL/6 WT u C57BL/6 Gal-3-/- MuieBa je n30j0BaHO 56 naHa IOCIE€ MMyHH3aIMje
KCEHOOMOTHKOM, a Hcedln nebsbuHe Sum cy 000jeHH XeMaTOKCHIMHM U eo3uHoM. A) Ilpukazan je xucrtomomku ckop [
(vadunrtpauyja u omrehewe ounrjapHux kanaianha) u ckop I (hpubposa jerpe u Gopmupare rpaHynoMa) Kao Cpe/imba BPeIHOCT
+ SE) jenHor exciepuMenTa ca 9 muineBa y cBakoj rpynu. CTaTHCTHYKA 3Ha4ajHOCT pas3nuke je oapehena Student-oBum t TecTom.
B) IIpukasas je Opoj MUIIEBa ca MO3UTUBHKUM ITapaMeTpuMa HH(IaMalmje y cBakoj ox rpyma. *p<0.05.
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Cunuka 2. Xucroaoruja jerpe WT (a-¢) u Gal-3 KO (d-f) mumeBa 56 naHa mo MMyHU3aUHjH KCeHOOHOTHKOM Kao W
Herpernpannx WT (g u h) u Gal-3 KO (i n j) mumesa. [{pue crpenuie nokasyjy nepuaykrajiHe MOHOHyKIeapHe HHpHITpaTe,
LpBeHe HHOUITPALH]y TapeHXuMa, JbyOndacTe HHIMINjEHTHE rpaHyJIoMe, )KyTe omrehemha OnnnjapHux KaHasa, 3efeHe kananuhe
6e3 uHdUITpaIHje Y HeTPETHPAHHUM MUIIEBHMA.

JacHo ce youaBa 1a cy cBu mapameTrpu uH(pIamanuje u omrehema nzpaxenuju y jerpama Gal-3
KO wmwumreBa umyHn3oBanux kceHoomorukoMm (Crmka 2 u ['padukon 2), mehytum paznmke 3a
napamerpe ckopa | m3mehy WT u KO mumeBa He 1ocexy HHBO CTaTUCTHUYKE 3HAYaJHOCTH

(I'pacdukon 2A).
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I'paguron 3. Y cepymy Gal-3 depuyujenmnux muwesa je demexmosan 3nauajuo eéehu nueo IgA anmumena cneyuguunux
3a PDC-E2. Cepymcku nusou anmu PDC-E2 anmumena npe, 4, 6 u 8 nedewa nocie umyHuzayuje KCeHOOUOMUKOM oopeljenu
ELISA memooom npukazanu xao cpedra gpeonocm +SE 3a ykynno 9 muwesa no epynu. Cmamucmuyka 3HA4ajHOCM pasiuke je
oopehena Student-osum t mecmom; *p<0.05.
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4.2.2CepymMcKH apaMmeTpu

Bynyhu na je 3matuu cranmapa y aujarnoctuii PBC nojaBa antuTena cenuuyHuX 32 aHTUTCH
PDC-E2, ELISA Tectom je ogpehuBano mpucyctBo kinaca A, G 1 M 0BHX aHTUTENA Y CEpyMHUMa
WT u Gal-3 KO muiieBa u To y 4eTBpPTOj, IECTOj K OCMO]j HEJIeJbe 110 MMYHH3aIMju. Y TBphEeHo je
3Ha4ajHo nnoBehame KOHIEHTpalKja OBUX aHTuTeNa kiace A, M u G y cepymy o0e rpyre MuiieBa
y nopehemy ca Hetperupanum MuiiesuMa (I'padukon 3). Hema 3HauajHe pa3inuke y HUBOY aHTHU-
PDC-E2 IgM u IgG uzmehy WT u Gal-3 KO mumesa, anu je konuentpanuja antu-PDC-E2 I1gA
3Ha4ajHo Beha y cepymmuma Gal-3 KO mumera (p<0.05) y ogHocy Ha rpymry WT muieBa u To o1

YeTBpTE Henesbe o umyHu3anuju (I'padukon 3).

—=WT

3.05 - -GAL3--

2.85 -
2.65 -
2.45 -
2.25 -
2.05 -
1.85

AST/ALT

4 Heperba 6 Heperba 8 Heperba

I'pagpukon 4. Oonoc AST/ALT je éehu y cepymy Gal-3 oepuyujenmuux mumesa. Cepymcke KoHyeHmpayuje eHuma jempe cy
Mepene Konopumempujckom memooom 4, 6 u 8 nedemwa nocne umynuzayuje kcenobuomukom, a npuxaszan je oonoc AST/ALT 3a
YKynHo 9 muuiesa no epynu.

On mecte Hene/be HakOoH MMyHH3anuje y cepymuMma Gal-3 KO Oenexu ce moBehaH WHICKC
AST/ALT (I'padukon 4). Mako paznuka u3mel)y rpyna Huje CTaTUCTUUKH 3Ha4YajHa, Behu nHaeKc
y rpynmu Gal-3 KO mumesa moxe aa ykaxke Ha Behe omreheme MPBEHCTBEHO XEMaTorora y

oncyctBy Gal-3.
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4.3. Jepuumjenuuja Gal-3 je yapyxeHa ca 3HATHO Ogaxkom ¢QopmMom
NPUMAPHOT OMJIHjAPHOT XO0JIAHTHTHCA HHAYKOBAHOT HH(peKIujoM daKTepujom

Novosphingobium aromaticivorans

Kako cy pesynratu uctpakuBama yTHIlaja TaaektuHa 3 Ha pa3Boj PBC y moneny uHayKoBaHOM
KCEHOOMOTHUKOM CYNPOTHH pe3yJTaTuMa MNPETXOJHUX CTyAHja KOje Cy HCIUTHBAIE YJIIOTY
raJieKTHHA 3 y MATOTeHE3W ayTOMMYHCKUX OOJIECTH JKEJIed CMO J1a MCIUTaMO YTHUIA] OBOT
MOJIEKyJia y MATOreHe3n 1 KopuiihemeM Apyror Mojiena 3a uHAyKuujy 6onectu. PBC koju ce kox
MuIeBa WHAyKyje uHpekuujom Oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans, koja ce
JeTeKTyje KOJ JbYIH, HajBepOBAaTHHUje Ja OBaj MOJEN MMa BHIIE CIMYHOCTH Ca MPHPOTHUM
HaCcTaHKOM, TOKOM M pa3BojeM OoJiecTu Koj Jbyau y nopehemy ca 6osemhy koja ce MUIeBUMa
MH/IyKY]j€e UIMYHH3all1jOM KCEHOOMOTHKOM Yy a/ijyBaHcy. bakrepuja caapku KOH3epBUPAHH €IUTOI
PDC-E2 anturena u aktuBupa cnenuduune ayropeaktuBue T mumdorute (279) (280) (281).
hemujcku 3un Novosphingobium aromaticivorans-a He campu JIHMIONOIHCAXapui, HEro Cy
rJIaBHE KOMITOHEHTE 3UJa O-TJIYKYpOHO3WJI- U O-ranakTypyHoswi-iiepamuan (113) (282) xoju
aktuBHupajy NKT henuje. NKT henuje npeno3Hajy oBe riukoaunuie npukaszane y ckiaony CD1d
MoJieKyJia Ha geHapuTckum henujama (283). Akruupane NKT henuje cy kipyune henuje ypohene
MMYHOCTH KOj€ UTpajy yJIOry y MOKYIlajy eTUuMUHaIMje 0akTepHja, a IUTOKUHU U XEMOKHHH KOje
ocnobahajy oBe u pgeHmputrcke henuje pompuHoce aktuBauuju PDC-E2  cnenmdpuynmx
nuMdonura.

C57BL/6 “wild type* u Gal-3 nedunmjeHTHUM MHIIIEBAMA je HHTPABEHCKH alUIMKOBaHa OaKkTepuja
Novosphingobium aromaticivorans asa myta y pa3maky o JBe Heaesbe. MUIIIEBH Cy )KPTBOBAHU
8 Hemespa Mmocie MpBe 03¢ OaKTepHja W aHAJM3UPAHHU Cy XHCTOJIOIIKU M CEPYMCKH MapaMeTpu

0oJiecTH.

4.3.1 X¥CTOJIOIKY NapaMeTpH

XHUCTONOMIKK TapaMeTpyd KOju yKa3yjy Ha wuHbIamanujy y TKUBY jerpe (uHHITpamnuja
MEPUIIOPTHUX TPOCTOpa, HMHPMITpanuja 3ufa OunmjapHux KaHanuha ca u 0e3 mpekuaa
KOHTHHYHTETA enuTena, cyOKancygapHa 1 HHQUATpaIyja napeHxumMa) npuka3zanu Kpo3 ckop I cy

CTaTUCTHYKH 3Ha4yajaHo m3paxkeHuju (p<0.001) y rpynmu WT mumea y nopehemy ca Gal-3 KO
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muieBuma (I'padukon 5SA). Cauuno u napamerpu omrehema TkUBa (popMupame rpaHyjioMa 1
MHIMINYjeHTHa (uodpo3a) npukaszaHu kpo3 ckop Il cy cratuctuuku 3HayajHo (p<0.05) Behwm y
rpymu WT mumieBa (I'paduxon SA).

Hu y jennom uceuky jerpe Gal-3 KO murmieBa Huje aeTekroBaHo omreheme OunujapHux KaHaauha
1ok je xox 6 on 8 WT muiueBa peructpoBaHa uHpuiITpanyja ounujapHux kanainuha npahena
npekuoM KoHTuHyuTeta enmrena (I'paduxon 5b, Cnuka 3). ®ubposa je neTeKToBaHA y jeTpH
jennor ox 8 Gal-3 KO mumiesa 3a pasnuky ox WT muieBa koJ Kojux je y 6 oa 8 aHanu3upaHux
MuUIeBa 3anaxeHa (udposza. dopmupame rpaHyjomMa u cyOKacmyyiapHa HHOUITpalHja HHjE

3abenexxeHa HU y jeqHoj rpynu muiena (I'paduxon 5b, Cauka 3).

62



6poj muweBa
O FRP N WP OUlLoOoN 0O

nepunopTHa
MHUNTpaumja

HeTpeTUpaHu

uHuNTpaunja  mHUNTpaumja

GunujapHunx GunujapHmnx
kaHanuha 6e3 kaHanuha ca
owrTteherwa owTeherwem

16 7 IL

mWT
m KO

HeTpeTUpaHU

mWT mKO

uHunTpauuja cybkancynapHa
napeHxmma MHUNTpauvja

rpaHynomm ¢pnbposa

63



oWT
MHUNTPATH Y NapeHXUM o
¢untpatu y nap y ¢pubposa ©Gal-3 KO
3.5 - " Kk " 2.5 4 ' *%kk .
3 L 2 2 - ¢
2.5 -
1.5 -

2 2

14 *»

0 - -a» . 0 *» . L

MHdUnTpaumja GunujapHux MHdUNTpaumnja GunujapHux
kaHanuha ca owtehewem enutena kaHanuha 6e3 owTeherwa enutena
4 - 4 - KKk
*x%k ' '

3 L 3 1 4

0 *» . - . 0 - - @

nepunopTHa uHdunTpaumja

. **%k

. ¢

»e

1 L 4

1 ®

o B N W A O
1

T'paguxon 5. Owmehemwe ounujapuux xananuha naxon unoykyuje PBC oaxmepujom je 3nauajuo mamwe y epynu Gal-3
oepuuyujenmnux muweea. Txuso jempe C57BL/6 WT u C57BL/6 Gal-3-I- muwesa je uzonoearno 56 oana nocie ungexyuje
6axmepujom NA, a uceuyu 0ebmune 5 um cy obojenu mexnuxom xemamoxcuiun-eosut. A) Ipuxazan je xucmonowxu cxop 1
(ungunmpayuja u owmeherwe bunujaprux xananuha) u cxop Il (pubposa jempe u popmuparse epanynoma) Kao cpedrva 8pedHoOCm
+ SE) jeonoe excnepumenma ca 8 muwesa y ceaxoj epynu. b) I[lpuxasawn je 6poj muwiesa ca no3sumusHuUM RaApaMempumad
ungnamayuje y ceaxoj 00 epyna. B) I[Ipuxaszane cy 6peonocmu Xucmonowkoe cKopa 3a c8aKoe Muua nojeOuHa4Ho 3a UCNUMuane
xucmonowxe napamempe. Cmamucmuyka suauajnocm pasauxe je oopehena Student-oeum t mecmom. *p<0.05, ***p<0.001.
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XHCTONOMIKK CKOp 3a CBaKW OJl UCIIUTHBAHHMX XMCTOJIOMIKUX Mapamerapa omirehema jeTpe je
craructuun 3HadajHo Behu (p<0.001) y rpynu WT mummesa y nopehemwy ca Gal-3 KO mumeBnma

(I'pacdukon 5B).

Cnuxka 3. Xucmonozuja jempe WT (a-6) u Gal-3 KO (2-})) muwesa 56 oana no ungpexuyuju 6axmepujom Novosphingobium
aromaticivorans. Llpue cmpenuye nokasyjy unuimpayuje y napeHxumy, scyme nepuoyKmyniapre unguimpame, ypeexe niage
obnumepayuje dunujaprux Kkanana, niage kananuhe 6e3 ungunmpayuje.

4.3.2CepyMcKH napamMeTpu

VY cepymuma 00e rpyre UCIIMTHBAHUX MUIIIEBA C€ OJ1 YETBPTE Henesbe 1o uHdeKuju nopehasa
HuBo aHTH-PDC-E2 IgM u IgG, oBaj nopacTt Tpaje 10 ocMe Hefiesbe, a naaa 'y 24-0j HeiesbH ajau
je u nasbe Behu y mopehemy ca HMBOOM KOJA 37paBUX MuIleBa. Hema cTaTUCTHYKM 3HauyajHE
paznuke y HuBoy antu-PDC-E2 IgM u IgG usmehy WT u Gal-3 KO murieBa H1 y jeTHOM BpeMeHY
ucnutuBama (['papukon 6). Huso antu-PDC-E2 IgA y cepymy WT wmuieBa detupu Hejiesbe
nocie nHdekuuje 6akTepujoM je craTucTudky 3HavajHo (p<0.005) sehu y nmopehemwy ca rpynom
Gal-3 KO mumiesa (I'paduxon 6). Ox ocMe Henesbe o H(EKIuju Mel)y rpyrnama Hema pa3imke
y HuBoy aHTH-PDC-E2 IgA y cepymy.

MepeHa je ¥ KOHIICHTpaIlMja eH3|Ma KOoju yKa3yjy Ha omreheme jetpe y cepymy WT u Gal-3 KO

MUIlleBa Npe uHeKnuje ma yerBpre, 8. U 24. Henesbe mocie HHPEKIuje OakTepujoM
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Novosphingobium aromaticivorans. Kounentpauuje AST u ALT y cepymuma WT wmumieBa
CTaTUCTHYKHU 3HA4YajHO pacTy 4eTBpTE U §. Helesbe mocie uHpekuuje, 10K ce 24. Heaesbe mocie
nHdpeknje Bpahajy Ha KOHIEHTpamnuje 3abenexene kon 3apaBux MmumieBa (I'papuxon 7). Y
cepymuma Gal-3 KO mumeBa Huje peructpoBano nosehame konnentparuja AST u ALT uerBpre
u 8. Hezesbe mociie UHQEKIHje, a Cpemba BPeJHOCT KOHLIEHTPAIMje OBUX €H3MMa y KOJ OBHUX
MHUIILIEBA j€, Y OBUM MEPHHUM TadKama, CTATUCTUYKH 3Ha4ajHO Mama Hero y cepymuma WT mumesa

(I'paduxon 7).

W3 cBera je cacBuM jacHo Aa Gal-3 neduunjeHTHE MUIIIEBH pa3BUjajy 3Ha4ajHO C1a0uju IPUMapHU

OWiMjapHU XOJIAHTUTUC UHITyKOBaH HH(pekIujom 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans.
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I'paguron 6. Y cepymuma WT muwesa je uemepme nedeve HaKon uHngexyuje baxkmepujom demexmosana 3nauvajno eeha
konyenmpanuja IgA anmumena cneyuguunux sa PDC-E2. Cepymcke konyenmpayuje anmu PDC-E2 anmumena npe, uemspme,
6. u 24. Hedewa nocie ungpexyuje 6axkmepujom oopehenu ELISA memooom u npuxazanu kao cpedra 8pedHoCm 3a 5 muuiesa no
epynu. Cmamucmuyka 3Havajuocm pasiuxe je oopehena Student-oeum t mecmom; **p<0.005.
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I'paguron 7. Konyenmpayuja AST u ALT je eeha y cepymy ungpuyupanux WT mumesa. Cepymcke konyenmpayuje eH3uma
jempe cy mepene KOTOPUMEMPUjCKOM Memodom npe undexyuje kao u yemepme, 8. u 24. nedewe nocne ungexyuje baxmepujom.
Tpuxasana je cpeorwa epeonocm (+SD) konyenmpayuje AST u ALT 3a ykynno 5 muwesa no epynu. Cmamucmuuxa 3Ha4ajHocm
pasnuxe je oopehena Student-oeum t mecmom,; *p<0.05, **p<0.005.

AHanu3a XHCTOJIONIKMX M CEPYMCKHX Iapamerapa MpHUMapHOr OWJIMjapHOT XOJIaHTHTHCA je
nokaszana na cy edektu nenenuje resa 3a Gal-3 Ha passoj PBC y nBa pasznnuuTa HauumHa
uHAyKIuje 6onectu cynpoTHu. Jlenenuja rena 3a Gal-3 je moBeszana ca Texxom gopmom PBC y
MOJIENTy WHIYKOBaHOM MMYHH3AIlMjOM KCEHOOMOTHUKOM, JIOK Y MOJETY M3a3BaHOM HH(EKIIHjoM

oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans mma nporexktuBHu edekar. Kako 6u ce yrBpania
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ymora Gal-3 y pasBojy PBC pamse cy wucnuruBaHe KapakTepucTHKe OosiecTH y o0a

CKCIICPUMCHTAJIHA MO/JICJIa.

4.4. Uupayke unduiamuujckux CD8+ aumdonura y jerpy je Behum kon

o0osiestux Gal-3 KO MumeBa MMyHH30BaAaHMX KCEHOOMOTHKOM

[IperxoaHu pe3ynrTaTH, KOjU Cy yKa3zalu Ha 3HauyajaHo noBehamwe uHpuiarpara y jerpama Gal-3
nepUIMjeHTHUX MHIIEBAa UMyHH30BAaHUX KCEHOOMOTHKOM, MOTBPHEHU Cy M aHAJIM30M YKYIHOT
Opoja MoHOHYyKJIeapHux henuja uzonoBaHux u3 jerpu. Ha rpadukony 8 koju npukasyje yKynaH
Opoj MOHOHYKJICapHHUX hellMja M30JIOBaHMX W3 TKHMBAa jeTpe jacHO ce yodaBa aa kox Gal-3
neguLMjeHTHUX MHIIeBa Opoj M30J0BaHMX henuja craTUcTWdkd 3HadajHo Behu (p<0.05) y

nopehemy ca 6pojem henuja nzonoBanux u3 jerpu WT muinesa.

xm 4-0_ * * %k
£ 351 — ¢ -
o< 3.0 -
L=
S 25- wi
>0 2.0 - mGAL3 KO
2L
S5 1.5
=5 1.0 -
.O_E ;
o< 0.5 -
0.0 -

20A-BSA  HETPETMPAHM

I'paguron 8. Behu opoj mononykneapnux henuja je uzonoean us jempu Gal-3 depuyujenmuux muuieea uMyHuU308aHUX
kcenobuomuxom. Jempe C57BL/6 WT u C57BL/6 Gal-3-I- muwesa cy usonosane 56. oana nocie umynusayuje KCeHoOUOMUKOM.
Csakoj jempu je ymephena maca npe He2o wimo je nooesbeHa Ha nonogute. M3 jeone noiosune cy uzono8ane MOHOHYKIeapHe
henuje. Yxynawn 6poj mononykaeapuux heauja no jempu je uspauynam Ha 0CHO8Y (hopMyie 3a RPpOnopyujy y3umajyhu y oosup macy
jempe u rwene nonosute. Ilpuxazana je cpedra epedHocm 6poja uzon08anux MoHonykieapuux henuja no epynu +SE u3 jeonoe
excnepumenma ca 9 muuiesa y céaxoj epynu. Cmamucmuuka 3nauajnocm pasiuke je oopehena Student-osum t mecmom, *p<0.05,
**p<0.005.
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4.4.1 CyononyJjaunuje MOHOHYKJIeapHuXx hemja

JlaJboM aHaJ M30M je UCIHTAaH IeNyJapHU cacTaB WHOUITpaTa jeTpe MHIICBAa MMYHH30BaHUX
KkceHoOMoTuKoM. IIponenTyanana 3acTynsbeHOCT ucnutuBaHux henujckux nomynanuja CD4+ u
CD8+ T mum¢ponura, CD11c+ neanpurckux henuja, CD19+ B numdorura u F4/80+ makpodara
ce He paznmKyje 3HadajHo Mehy rpymama umyHm3oBanux wmumieBa (Cnuka 3). Paznmke y
MPOICHTUMA UCTIUTUBAHKX TOITyJIAIija HeMa HU U3Mel)y rpyna UMyHHU30BaHUX M HETPETUPAHUX
MHUILIEBA.

control WT control Gal3 KO

20A-BSA Gal3 KO

i 21,3 104_3”% _ ' .:. 24,3_ 1u4'32‘?% . .

.ol

.k 226

Jetpa CD4+TCR+ CD8+TCR+ CD19+ F4/80+ CD11c+
20A-BSA WT 26,21+3,26 23,24+4,67 24,64+4,29 | 3,25+1,57 | 16,19+2,97
20A-BSA Gal-3-/- 22,20+3,56 22,61+4,77 29,56+8,78 | 3,27+1,25 | 19,88+67,98
WT 25,25+3,92 25,80+2,23 26,54+7,88 | 3,31+0,84 | 15,18+3,22
Gal-3-/- 23,30+2,81 23,88+6,07 31,1046,30 | 3,38+1,29 | 13,00+2,64

Cnuxka 4. Hema pasnuke y cacmagy ungpunmpama jempe WT u Gal-3 depuyujenmnux mumiesa. Mononyxneapue henuje cy
uzonoeane uz jempe 56. 0ana nocie umyHusayuje KceHobuomurkom u Hakon unkyoayuje ca anmu -CD4 -CD8 -CD19 -F4/80 -TCR
-CD11c anmumenuma ananuzupare npomounom yumomempujom.. A) Ipuxazanu cy penpezenmamuenu pseudocolor dot plot-oeu
3a nonynayuje CD4+ u CD8+ T rumghoyuma. b) Cpedrwa epednocm +SE npoyenama CD4* CD8* CD19* F4/80* u CD1Ic* heauja
no epynu, ykynto 9 muwesa no epynu. Cmamucmuuxka 3Havajrocm pasiuxe je oopehena Student-osum t mecmonm.
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Kako je ykynHu Opoj MOHOHYKJIeapHUX henuja n300BaHUX U3 jeTpe uMyHu3oBanux Gal-3 KO
muieBa Behu Hero 6poj nzaBojeHux henuja u3 jerpu uMyHu3oBaHuX WT MHUIIEeBUMa U YKYITHH
Opoj MCTTUTHBAHUX TTONyJanyja je Behu y rpynu MuIieBa Koju UCTIoJbaBajy jady 0oiect. Melhytum,
kako je nporieHat CD4+ T numdonnra Behu y rpynu WT mumeBuma (Tabena y OKBUpPY CIIHKE 2)
Mely rpynama MMyHH30BaHUX MUIIEBAa HEMa CTATUCTHYKY 3HaYajHe pa3iuke y Opojy oBux henuja.
bpoj CD8+ T numdonura je crarucTHuku 3HadajHo Behm y jerpama Gal-3 KO mwumeBa y

nopehewy ca WT mumesuma (p<0.005; I'pacduxon 9).

8 - WT g - &k WT
mGAL3 KO = GAL3 KO
T T ~ T
‘Q_ (=]
x 6 - T o 6
o o _
a 5 - © 5
?‘ 4 - ® 4 J T
o | 'I' o 3
g 3 3
. 2 * 2
Q [a] ‘
Q 1 . O 1 |
0 - -r- - 0 r
20A-BSA  HETPETUPAHMU 20A-BSA  HETPETUPAHHU

T'pagpurxon 9. Jempe umynuzosanux Gal-3 KO muwesa caopoce éehu opoj CD8+ numepoyuma. Mononyxneapne henuje cy
uzonosane u3 jempe 56. dana nocie umynuzayuje kceHobuomuxom. Anconymuu 6pojesu CD4* u CDS* T mumepoyuma cy
uspauyHamu Kao cpeorwa epednocm bpoja ucnumueanux henuja no epynu. Ipuxasana je cpeorwa spednocm bpoja heauja +SD
PenpeseHmamusHoe ekxcnepumenma ca ykynno 9 muwesa y ceakoj epynu. Cmamucmuyxa 3uadajrocm pasiuxe je oopehena
Student-oeun t u Kruskal-Wallis mecmom *p<0.03, **p<0.005.

4.5. Y jerpama o6osennx Gal-3 KO mumeBa MNMyHHM30BaHUX KCEHOOHOTHKOM

AOMUHMPajy npouH@pIaMannjcke JeHApuTcKe heauje

HNako Hema pasnuke y NpOLEHTYaTHO] 3aCTyIJbEHOCTH ICHAPUTCKUX henrja y jeTpama Kako
MMYHH30BaHHUX TaKO U HETPETHPAHUX MUIIIEBA allCOyTHU Opoj AeHapuTcKux henuja je HajBehu y
rpynu umynuzoBanux Gal-3 KO muieBa u craTucTudky je 3HayajHo Behu (p<0.05) y nopehemy

ca 6pojeM oBux henuja y rpynu umynuzoBanux WT mumiesa (I'padukon 10). Takohe, anconyTau
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Opoj axktuBupanux aeHaputckux hemmja, CD11c'CD86" u CDI11c*MHCII" je cratuctiuku
3HavajHo Behu (p<0.05) y jerpama nmyHnuzoBanux Gal-3 KO mumesa y nopehemy ca rpynom WT

mutesa (I'papukon 10).
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I'paguron 10. Y jempama oéonenux Gal-3 KO muwesa je npucyman eehu 6poj akmuseupanux oenopumckux henuja.
Mownonyxneapne henuje cy uzonosame u3 jempe 56. oama nocie umyHuzayuje KCeHOOUOMUKOM U AHATUZUPAHE NPOMOYHOM
yumomempujom. Ilpuxaszane cy cpeowe gpeonocmu +SE 6poja CDI11c*, akmusupanux oenpumckux henuja CDI1c*CD86+ u
CD11c*MHC II* no epynu ca ykynuo 9 muwesa no ceaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3navajuocm pasiuke je oopehena Student-osum
t u Kruskal-Wallis mecmom *p<0.05.

Excnpecuja mapkepa axtuBauuje monekyna II xiace MHC u CD86 y momynammju CD1lct
nenaputckux henuja je Beha y rpymm obonenmux Gal-3 KO mumeBa y mopehemy ca rpynom

ob6onemux WT mumesa (Cnuka 4).
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Cnuxa 5 CD1lc* oenopumcke henuje y jempama umynuszosanux Gal-3 KO muwesa umajy eehy excnpecujy mapkepa
akmueauuje. Mononyrneapue henuje cy usonosame usz jempe Gal-3 KO u WT muwesa 56. oana nocie umyHuzayuje
KCEHOOUOMUKOM U AHATU3UPAHe NPOPYHOM yumomempujom. Hza6pana je nonynayuja CD11c* heauja y oxeupy koje je kpoz MFI
ananuzupana excnpecuja CD86 u monexyna Il kiace MHC. Ilpukazanu cy penpe3eHmamusHy Xucmozpamu.

Wudnamanujcka mnpupona AeHAPUTCKUX henuja je noTBpheHa aHanmM3oM eKcopecuje
npouHpaamanujckux nutokuHa. [Iporenatr CD11c+ henmja xoje excnipumupajy TNFa je Behu
Melhy mMoHoHykiieapHuM henujama m3onoBanuMm u3 jerpe Gal-3 KO mumeBa y mopehemy ca
rpyniom WT mumesa (Cnuka 5), am 6€3 CTaTUCTHYKE 3HAYAjHOCTH JIOK j€ YKyMnaH Opoj TaKBUX
uH}IaMaIMjCKUX JIEHAPUTCKUX henuja cTaTUCTHUKY 3HadajHo Behu y rpynu Gal-3 KO mumesa y

nopehemy ca WT rpynom mumiesa (I'padukon 11; p<0.05).

WT 20A-BSA Gal3 KO 20A-BSA WT Gal3 KO
321

Cnuka 6. Hema pasnuke y npouenmy ungnamayujckux oenopumckux henuja y ungpuampamuma jempama WT u Gal-3
dehuyujenmnux mumiesa. Mononyxkneapne henuje cy uzonoeame us jempe 56. 0ana nocie umMyHusayuje KCeHOOUOMUKOM U
ananusupane npomounom yumomempujom. Ipuxasanu cy penpezenmamuenu pseudocolor dot plot-osu CD11c¢*TNF-a* henuja.
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I'pagpuron 11. Y jempama obonenux Gal-3 KO muwesa je npucyman éehu o6poj ungpnamayujckux denopumckux henuja.
Mownonykneaprne henuje cy usonosane us jempe 56. oama nocie umyHusayuje KCeHOOUOMUKOM U AHATUSUDAHE NPOMOYHOM
yumomempujom. Ilpukazane cy cpeomwe epeonocmu +SE 6poja ungramayujckux oenpumcexux heauja, CDI11c*TNF-a*, no epynu
00 ykynto 9 muwiesa no céaxoj epynu. Cmamucmuyxa sHavajHocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05.

4.6. Uunyxkumja PBC kcenoOmoruxkom mnoBehaBa ecknpecujy Gal-3 y

XO0JaHTHOMTHMA

Kaxo je ananuza ekcrpecuje Gal-3 y TKUBY jeTpe ykaszaia Jja THIT M CTETNIEH MaTOJIOMKUX ITPOMEHa
y jeTpu MoOXe Jia Kopenupa ca ekcrpecujom Gal-3 y XoJlaHTHOIIMTHMA HCITUTAHA je eKIcpecHuja
Gal-3 y TtkmBy jerpe MuIIeBa WMYHU30BaHMX KceHoOMoTHKOM. Ekcnpecuwja Gal-3 Huje
JIeTeKTOBaHa y jerpama HeTpetupanux- KoHTpoHux WT u Gal-3 KO mumesa, anu je 3Ha4ajHO
noBehame ekcnpecuje Gal-3 neTekToBaHa y XOJAHTHONMTHMA Kao W HWHQIAMAIU]CKUM
nauirpatuma jetpe WT wmumeBa umyHuszoBanux ca 20A-BSA (Cnuka 5). YV jerpama

umyHunzoBanux Gal-3 KO nuje nerekroBana ekcripecuja Gal-3.
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20A-BSA GallK

Cnuxa 7. Penpesenmamuenu npumepu excnpecuje Gal-3 y jempama umynuzosanux u 30pasux mumesa. Gal-3 je excnpumupan
y Xonaneuoyumuma u ungaramayujckum unguimpamuma y jempama WT muwesa umynusosanux 2-OA-BSA (a-c, ypeene u ypne
cmpenuye) kao u 'y epanyiomuma (d; senema cmpenuya). Excnpecuja Gal-3 Huje Oemexmoeana y Xonaneuoyumumd,
ungurmpamuma (e-g; scyme cmpenuye) u epanynomuma (h, zenene cmpenuye) 20A4-BSA umynusosanux Gal-3 KO u obe epyne
Hempemupanux Muniesd.

4.7. Texkn 00s1uk PBC unaykoBanor kceHoo0uoTtuxkom ko1 Gal-3 KO muinesa je

yApY:KeH ce BehoMm (ppekBeHIIOM anonrTo3e Xo0J1aHTHoLMTA

[TozHaro je na Gal-3, ekcnipumupat y enutenHuM henujama, uma antuanontoTcke edexre (151).
Kako je youeno na ce y xonanruonutuma WT mumeBa HakoH uaaykiuje PBC kceHoOMOTHKOM,
noBehaBa ekcripecuja Gal-3, a na y xonaaruoruruma odonenux Gal-3 KO mwuireBa Koju 1o cBUM
napameTpuma uMajy Texy Oozect, Hema Gal-3 y enumTenHuM OmimjapHMM KaHanuhuma, nasba
aHallM3a ce OJIHOCHIIA Ha MCIUTHBame anonrtose xojanruonura y Gal-3 KO u WT mumieBuma.

[Mpouenar amontorckux, TUNEL mo3uTuBHUX XojaHruomnmra, y uceunuma jerpe Gal-3 KO
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MulleBa 56. qaHa Mociie UMyHHU3alje KCeHOOMOTHUKOM je CTaTUCTUUKH 3HayajHo Behu (p<0.05) y
nopehemy ca mpoueHTOM anonToTckux xojanruouuta y rpynu WT mumesa (I'pagukon 12). Ha
Conm 10 ce youaBa MEOIITBO TUNEL MO3UTHBHHX XOJIAHTHOIIMTA YHYTap OMIIHjapHOT KaHanha
Ha uceuky jerpe umyHuzoaHor Gal-3 KO muma, 1ok je y uceunuma jerpe uMyHu3oBaHux WT

mumeBa TUNEL mo3uTtuBHO caMoO jelaH A0 JBa XOJAHTHUOIMTA YHYTap jeIHOT OWUIMjapHOT

kanaiuha.

uWT
mGAL3 KO

o O O

npoueHaTTUNEL
o

MO3UTUBHUX XONMaHIrmouunTa

PN W b OO o N
o o

o

o

20A-BSA

TI'pagpuron 12. Ilpoyenam anonmomuunux Xonanzuoyuma je cmamucmuyxu snauajuo eéehu y zpynu Gal-3 KO muwesa
UMYHU308AHUX KCeHOOuomukom. Hceuyu jempe umynusosanux muwesa obe epyne cy 56. 0ama nocne umynuzayuje obojenu
TUNEL memooom, npoyeram anonmomuyHux Xonaneuoyuma je je npukazan kao cpeora épeonocm +SE 3a ykynno 9 muwesa no
epynu. Cmamucmuuka 3navajuocm pasiuke je oopelena Student-osum t mecmom *p<0.05.

20A-BSAWT N ~ 20A-BSA Gal3 KO
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Cnuka 8. Penpezenmamuenu npumepu TUNEL nozumuenux xonanzuoyuma y jempu umynuzoeanux muuwieea. Cmpenuye
VKA3YJy HA ANONMOMuYHe X01aH2uoyume.

Kako Ou ce morBpamia mojadana amonro3a xojanrumonuta Gal-3 KO mwumeBa u3omoBaHH cy
xomauruorutu Herpetupanux WT um Gal-3 KO wmwumieBa W u3goxeHd IN Vitr0 amomnToTcKom
CTUMYJIycy (JOHOMHIIMH) HaKOH 4Yera je MEpeH MpoLIeHAT amonTOTCKUX henuja MpOTOYHOM
uTomeTpujoM. Behu nporienar anonrorckux (Annexin V+) XxoiaHrHoIUTa HakKoH 22 cata in Vitro
U3JI0’)KEHOCTH JOHOMUIIMHY je nerekroBaH Mely hemnjama nobujenum uz Gal-3 KO mumena y

nopehewy WT rpynom mumesa (Cnuka 11).

WT . Gal3 KO
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Annexin V

v

Cnuxa 9. Penpezenmamugnu 00m naiomoeu anonmomuyHux xonanzuoyuma uzonosanux uz nempemupanux WT u Gal-3 KO

Mmuuiesa 08ojenux Annexin-om V u nponuoujym joouoom HaKoH uznazary joHOMUUUHY.

4.8. Behe omrTehewe Owiaumjapuux kanaaumha kox Gal-3 KO wmwumena
HMYHH30BAHUX KCEHOOMOTHMKOM IMOBe3aHO je ca mojadyaHnuM Thl mmyHckum

0JITOBOPOM Y jeTpH

Pa3Boj PBC 3aBucu on wHbramanujckux JIUMQONHUTa KOjU HHPWITPUIIY jeTpy. 3aTo je y
MOHOHYyKJIeapHUM henujama Koje HHQUITPUILY JeTpy o00O0JenuX >KUBOTHHa aHaJu3upaHa
eKCIpecHja HUTOKUHA KOju uMajy yiory y narorenesu PBC. Ilporounom nutomeTpujoMm je 56.
JlaHa HAKOH UMYHH3aIje KCEHOOMOTHKOM aHanu3upana 3actymbenoct CD4" u CD8" niumdorura

KOJH eKCpuMupajy npouHdpiamarjcke nutokuae [L-17 u [FN-y.
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Melhy MoHOHyKIIeapHUM henujama HM30J0BaHUM M3 jeTpe o0e rpyrne MHIIeBa UMYHU30BaHHUX
KCEHOOMOTUKOM HeMa paziuke y npoueHty CD4+ u CD8+ nmumdornuta koju cagpxke Thl u Th17
uurokune (Crnuka 12).

Arnconytau 6poj CD4+ u CD8+ numdoruta koju caapxke IFN-y je ctatucTiuku 3Ha4ajHO Behu
(p<0.05) y rpynu Gal3 KO muieBa UMyHHU30BaHUX KCeHOOMOTHKOM Yy nopehemy ca WT rpynom
umyHun3oBanux muineBa (I'padpuxon 13). Hema cratucTuyky 3Ha4yajHe pa3jiHKe Yy arncolyTHOM
6pojy uu CD4+ uu CD8+ mumdonmra koju canpxe 1L-17 nzonoBanux u3 jerpu Gal3 KO u WT

MHUIIIEBa UMYHHU30BaHUX KceHOOnoTHKOM (I'padukon 13).
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Cnuxka 10. Penpezenmamuenu 0om naomoseu CD4+ u CD8+ numgpoyuma xoju caoprce Thl u Thl7 yumokxune.
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I'pagukon 13. Y jempama Gal-3 KO muwesa, naxon undyxyuje PBC kcenobuomuxom, je euuie tumpouuma Koju caopaice
IEN-y. Mononyxneapue henuje cy usonosane u3 jempu 56. 0ana nocie umynuzayuje KCeHOOUOMUKOM U AHANUSUPAHE NPOMOUHOM
yumomempujom. Ipuxasane cy cpeore epednocmu +SE 6poja CD4* u CD8+ henuja koje cadpaice npoungpnamayujcke yumoxune
IL-17 u IFN-y, no epynu, ca ykynno 9 muwiesa no céaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3Havajuocm pasiuxe je oopefena Student-osum t
*0<0.05.
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4.9. Ilojauan cucremcku Thl7 umyHcku oarosop koa Gal-3 KO mumena
HMYHH30BAaHUX KCEHOOMOTHKOM je yapyxkeH ca Behum omrehemem

ounujapuux kanajauha u Behom pudpo3om jerpe

4.9.1. Y cepymy Gal-3 KO MumeBa uMyHH30BAaHUX KCCHOOMOTHKOM je IIPUCYTHA

Beha KOHIeHTpanuja npopuOPOTCKUX HUTOKNHA

VY cepymy u WT u Gal-3 KO mumiesa je 56. 1ana HAaKOH UMyHH3a11je KCEHOOMOTHKOM MPUCYTHA
CTaTHCTUYKK 3HauajHO Beha konmeHtpammja IL-6, IL-17 u IL-13 y nmopehemy ca obe rpyrme
HeuMmyHM30BaHuX MunieBa (I'paduxon 14). Konnentpauuja IFN-y y cepymy umynuzoBanux WT
MHUILIEBA j€ CTATUCTUYKH 3HauajHO Beha y mopehemy ca KOHLIEHTPAL1jOM OBOI' IIUTOKMHA Y CEPYMY
HeTpetupanux WT MuIieBa, anu CTaTUCTUYKHM 3HAyajHE pas3iiuke y KoHueHTpauuju IFN-y y
cepymy Hema m3Mmel)y umyHn3oBaHux u Herperupanux Gal-3 KO mmmesa. Hema cratuctuyku
3HayajHe pa3nuke y KoHueHTpauujama IFN-y m IL-6 y cepymy usmely kcenHoOmoTukom
nmyHuzoBaHux Gal-3 KO u WT mumesa, ann umyHuzoBanu Gal-3 KO mumieBu y cepymy umajy
3HavajHo Behy (p< 0.05) xonuentpanujy npodudbporckux murokuna IL-13 u IL-17 (I'padukon
14).

4.9.2. Gal-3 nepuuujeHTHN MUIIEBH UMYHH30BAHH KCEHOOMOTHUKOM pa3BHjajy

3Ha4ajHujy pudpo3y jerpe

Cnuka 12 wunycTpyje MMyHOXHCTOXEMHJCKY EKCIpecHjy IUTOKepaTHHa 7. YouaBa ce Mama
eKcIIpecHja nuToKepaTHHa 7 y uceunumMa jerpe Gal-3 nedunujeHTHUX MHIIEBa UMYHH30BAaHHX
KCEHOOMOTHKOM IITO YKa3yje Ha m3paxkeHuje omreheme oBux henmja. Kako omreheme TkuBa
jerpe mpatu ¢pudpo3a UCIUTAHO je Ja Jiu je Behe omTeheme TKUBaA jeTpe y TPy UMYHU30BaHUX
Gal-3 nedunmjentaux npaheno u m3paxeHujom ¢GuOpo3omM, HMcediy jeTpe HMMyHH30BaHHX
MHUIlleBa cy 000jeHH TeXHHKOM Sirius red u aHanmu3upaH je MPOICHAT TKWBa jeTpe 3axBaheH

¢bubpo3uum mporuecom. Ha rpadukony 15 ce Buau aa je cratuctuuku 3Ha4dajHo Behu (p<0.005)
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IpoIeHaT TKHUBa jeTpe 3axBaheHuM ¢ubpo3om y rpynu uMmyHuzoBanux Gal-3 neduimjeHTHHX

MHUIILIEBA, IITO je UIYCTPOBAHO CIUKOM 13.
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I'paguxon 14. /leneyuja Gal-3 je nosezana ca nosehanom konuyenmpayujom npoguopomckux yumorkuna IL-13 u IL-17 y
cepymy muuiesa ca PBC unoyxosanum xcenoouomurkom. Konyenmpayuja 1L-13, IL-6, IL-17 u IFN-y y cepymy muwesa je
oopehena ELISA memodom 56. dana nocne umynusayuje xcenoouomurxom. Ilpuxasane cy peoHocmu KoHyenmpayuje yumoxuna
VY cepymy 3a ceaxoe muuia nojedunauno. Cmamucmuuka suavajuocm pasnuke je oopehena Student-osum t *p<0.05.
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Cnuxa 11. Penpesenmamugnu npumepu eKcnpecuje yumokepamuna 7 y jempu umMyHu308aHux Muuiesd.
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I'pagpuxon 15. Ilpoyenam mxuea jempe 3axeahen puopozom je eehu y spynu Gal-3 depuyujenmnux umynu3zo08anux muuieea.
Tlpuxasana je cpeorwa speonocm +SE npoyenma mxuea 3axsahenoz Quopo3om uspauynam anaiuzom uceuaxa jempe 000jeHux
mexnuxom Sirius red y Image J . Cmamucmuuka 3navajuocm pasnuke je oopehena Student-ogum t **p<0.005.
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Cnuxka 12. Penpe3zenmamuenu npumepu uceuaxa jempe uMyHuU306aHux muiieea 00o0jenux mexuuxom Sirius red.
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4.10. OacycTBO rajieKTuHa 3 3HA4YajHO cMambYyje nmpoueHat qeHaputTckux u NK
heauja u peaykyje nmpouenar T aum¢ponura koju npoaykyjy IL-17 y jerpu

muieBa nHpumupanux 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans

Kako je mokazano na je nedunyjeHnyja rajekTHHa 3 yAp)KeHa ca 3HAyajHOM DPEIyKIHjOM
omrehema OWIMjapHUX KaHajda M TKUBA jeTpe Jajbe Cy JeTajbHHje UCIHUTAaHEe KapaKTePHCTUKE
OostecTi KOjy pa3BHjajy muiieBu uHbuimpanu oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans
(NA). IIpoTOYHOM IIMTOMETPH]OM j& aHaIM3HpaH cacTaB HH(HITpaTa y TKHBY jeTpe 8 Hemelba
nocie NA wuHpekuuje. 3abanexeHe cy 3Ha4YajHE pPas3IUKEe y IMPOLEHTYaHO] 3aCTYIJbEHOCTH
henuja ypohene umynoctu y uandunrparuma usmel)y WT u ranextun-3 aeduuujeHTHUX MUIIEBa,
KOje HUCy 3a0enexxeHe Mel)y rpynama MuIlleBa MMyHHU30BaHUX KceHoOmoTukoM. Mako moctoje
3HaYajHe pa3iauke y TexkuHH Oojectd m3mehly WT u ramekTuH-3 AeQUIMjEeHTHUX MHIIEBA
MMYHHU30BaHUX KCEHOOMOTUKOM, Mel)y lbuMa HeMa pa3jiMKe y cacTaBy MH(pUITpaTa jeTpe, OCTOjH
camo Behu arcomyTHr O6poj mojeMHUX helnjcKuX MoIyiamyja.

VY undunaTpaTUMa jeTpe rajekThH-3 AeQUIMjeHTHUX MulleBa 8 Henesba nocie NA uHbpekuuje
npucyTaH je 3HayajHo Mamu npoueHat NK u genapurckux (CD11c+) henuja (I'padukon 16) y
nopehemy ca rpynom WT. Maly rpynama nHema pasnuke y 3actymibeHoctd NKT henuja u
CD3+CD4+ u CD3+CD8+ T nmumdorura u CD19+ B mumdornura.

Jla;boM aHann3oM ¢GeHOoTHUIa IeHIPUTCKUX hemuja mokas3aHo je 1a je JeuiijeHIrja rajleKTuHa 3
yApY’KEHa ca 3Ha4ajHO MambHUM IPOLEHTOM aKTUBUPAHUX JEHAPUTCKHUX henuja y jeTpu MuIIeBa
uHpunmpanux Oakrepujom (I'padpuxon 17). Meby rpymama Hema pasiMke y HpPOLEHTY

neHaputckux henmja koje npoaykyjy IL-12 (rpadukoH Huje mpukazaH).
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TI'paghuxon 16. Y jempama unpuyupanux Gal-3 KO muwesa npucyman je marwwu npoyenam oenopumckux u NKT henuja.
Mounonyxneapne henuje cy usonosame u3z jempe 8 nedema oana nocie uHgexyuje 6axmepujom u anaiuzupane nPomoyHOM
yumomempujom. Ipuxazane cy cpedre epeonocmu +SE npoyenma ucnumusanux henuaj no epynu ca ykynno 8 muuiesa no ceaxoj
epynu. Cmamucmuuka 3uavajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05 ***p<0.001.
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I'pagpukon 17. Oocycmeo zanekmuna 3 je yopysyuceno ca marwum npouenmom axmusupanux CD40+ oendpumckux henuja y
Jjempu muweea unpuyupanux daxkmepujom. Mononyxieapue henuje cy uzonosane u3 jempe 8 Hedewa dana nocie umpexyuje
baxkmepujom u anaruzupane npomouHom yumomempujom. Ipuxasare cy cpeore spednocmu +SE npoyenma ucnumueanux henuaj
no epynu ca ykynuo 8 muuiesa no céaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3nauajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05
**¥p<0.001.

Nako Hema paznuke y npouentuma CD3+CD4+ u CD3+CD8+ T numdonnTa y jerpama ralekTHH
3 nepunmjentaux 1 WT mumeBa nnduuupanux O0akrepujom aHanuza ¢peHoTUmna oBux henuja je
yKa3zaJjia Ha [0CTOjambe Pa3iuKa.

[Tponienar u CD4+ u CD8+ T numdonuTa xoju caapxe IL-17 je cTaTUCTUYIKU 3HAYAJHO MakU y
rpyny rajnexkTuH 3 ae@uuujeHTHUX muiiena y nopehemy ca rpynom WT muineBa nadunmrpanux
6aktepujom (I'paduxon 18). Mehy wucnutuBaHMM TpynamMa HeMa pa3ivKe Yy MpoueHTty T
muMdoruta koju npoaykyjy IFN-y. V jerpu ranextus 3 neuiujeHTHUX MUIIEBa HHPUITUPAHUX

0aKkTepHjoM HeMa IopacTa MpoIleHTa WHGIaMaIjcKuxX JuMmdonuTta y nopehemy ca rpymnom

HeTpetupanux muiena (I'padukon 18).
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I'pagpuxon 18. Oocycmeo zanexmuna 3 je yopysceno ca marwum npouyenmom ungnamayujckux, IL-17+, CD4+ u CD8+
aumpoyumay jempu muuieea unguyupanux 6axmepujom. Mownounyxkneapue henuje cy usonosate us jempe 8 neoeswa oana nocie
unghekyuje Gaxmepujom u aaruzupame npomoyHom yumomempujom. Ilpuxazane cy cpeowe peonocmu +SE npoyenma
ucnumusanux henuaj no epynu ca ykynio 8 muwesa no ceéaxoj epynu. Cmamucmuuxa suauajnocm pasnuxe je oopehena Student-
ogum t mecmom *p<0.05 **p<0.005.
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4.11. T'anexktun 3 moayJaumie oaropop aenapurckux a He NK heamja Ha

Novosphingobium aromaticivorans

Jo cana je moka3aHo aa oAcycTBo rajiektuHa 3 ynau C57BL/6 mumieBe roToBO pe3UCTCHTHUM Ha
uaaykuujy PBC Gaktepujom Y3umajyhu y 003Wp OBy UYMELEHHUIY Ka0 M YOUCHE DPa3juKe y
3acTymjbeHOCTH henuja ypol)eHe MMyHOCTH y jeTpu Mel)y MCHMTHBAaHUM Tpyliama, HapeIHUM
eKCIIepUMEHTHMA Cy HCITUTaHe (EeHOTHUIICKE pa3nuke AeHapuTckux U NK henuja Tpu nana Hakon
undekuuje dakrepujom Novosphingobium aromaticivorans. C 003upom a ce MCHuTyje BeoMa
paHa (ha3za UMYHCKOT OJIrOBOpa Ha OaKTEpHjy | Jia ce OaKkTepHja aIiiKyje HHTPAIIEPUTOHEATHO U
7la je joIll YBEK HHUje jaCHO Jia JI c€ UIMYHCKH oAroBop koju nokpehe passoj PBC nemasa y jerpu
WIK CJIC3UHU aHaJIW3upaHe Cy HaBeAcHe momynamuje y jerpu u cinesmnn WT um Gal-3
neUIjeHTHIX MUIIIEBA.

Tpu nana nmocne nndexuje 6akTeprjom HeMa paziuke y nporieHTy NK henuja y jetpu u cine3unu,
anu je npoueHat aeHaputckux CD11c+ henuja craructuuku 31auajuo sehu (p<0.05) u y jetpu u
y cne3unn y rpynu nHpunupannx WT mumesa y nopehemy ca rpynom Gal-3 nedunmjeHTHIX
muniena (rpaguxon 19).

Hamom ananuzom penoruna NK henuja (CD49b+CD3-) pano o nHdekuuju 6akTeprujoM youeHo
je 1a mopeJ Tora IITO HeMa pasiifKe y 3acTyIUbeHOCTH oBUX henmuja y jerpu u cnesuan WT u Gal-
3 nedunujeHTHUX MHIIEBa, Mel)y rpynama Hema pasnuke HU y 3acTymubeHoctd NK henuja kxoje
eKCIPUMHUpAJy MapKepe IMTOTOKCMYHOCTH (mepdopuH rpanzuMm B), mnpouHdamarmjcke

nutokune (IFN-y, IL-17), mapkepe aktuBaruje (NKG2D, KLRG1) (mogaiu HuCy mpuka3aHnu).
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I'paguron 19. Tpu oana no ungpexyuju d6axmepujom npouyenam denopumckux henuja y jempu u cnesunu WT muwesa je
3nauajnuo eéehu y nopeljerwy ca Gal-3 oepuyujenmnum mumwesuma. Monounyxkneapue henuje cy usonosare us jempe u ciesune mpu
dana nocie uHpexyuje dakmepujom u aHaIuzupane npomouHom yumomempujom. Ilpukaszane cy cpeowe epedonocmu + SD
npoyewma ucnumueanux henuaj no epynu ca ykynHo 6 muwesa no epynu. Cmamucmuyxka 3HAUajHOCM pasnuke je oopehena
Student-osum t mecmom *p<0.05.

90



4.11.1. denapurcke heanje jerpe u ciaesnne Gal-3 nepunujeHTHUX MUILIEBA TPH
naHa HakoH nH(pekuuje 6akTepujom Novosphingobium aromaticivorans umajy

u3paxkeHuju uHdpaamanujcku penorun y nopehewsy ca WT mumeBuma

YV cnesunn WT wmumeBa je Tpu gana no wunHbekuuju Oakrepujom Novosphingobium
aromaticivorans 3zabenekeH 3Ha4ajHO Behu MpoIleHAT aKTUBHPAHUX JICHAPHUTCKUX henudja, Koje
exnpumupajy CD86 (p<0.05) u MHC II (p<0.001) (I'pa¢puxon 20). Takohe y cne3unu
ununapanx WT mumeBa y nopehemy ca Gal-3 nedunujeHTHUM MUIIEBUMA je MPUCYTaH U
3HayajHO Behu mpoueHaT AeHIpUTCKUX henrja Koje eKCIpuMupajy npouHgiIaManujcki MUTOKUH

IL-12, a mehy rpynama Hema paznuke y nporeHty IL-1+ CD11c+ hemmja (I'padukon 20).

40 - mWT ®mGal-3KkO _ 257 ™ w®WT mGal-3KO
g * E\izo 4
+ 30 &
O ® 15 -
O
20 g
= + 10 -
5 3
\3 10 — 5 i
= o)
aQ O
O 0 0 -
NA HeTpeTupaHu NA HeTpeTupaHu
N , mWT mGal-3ko 107 mWT =Gal-3KO
S S
+ 6 +
= 56
i 54
—
3 p
= 2 a2 -
o @)
© 0
0
NA HeTpeTMpaHm NA HeTpeTUpaHu

I'paguron 20. Cne3une Gal-3 depuyujenmuux mumwiesa mpu oana nocie ungexyuje d6axmepujom caopce 3nauajuo éehu
npoyenam akmugupanux u IL-12+ oenopumckux heauja. Mononykneaphe henuje cy uzonogame uz jempe u ciesune mpu OaHa
nocie ungexyuje baxmepujom u anaruzupare npomounom yumomempujom. Ilpuxkasane cy cpeore speonocmu + SD npoyenma

uchumueanux henuj no epynu ca ykynuo 6 muwiesa no epynu. Cmamucmuyka 3nauajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t
mecmom *p<0.05 ***p<0.001

Jerpe nnpummpannx WT mumeBa cagpxke y nopehemy ca napunupanum Gal-3 nedurmjeHTHUM

MuieBrMa 3HavajHo Behu nponienar (p<0.05) aeHapurckux henmja Koje eKCIpUMHPajy MapKep
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aktuBanuje CD86 u nmpounduamanujcku uurokud IL-1 (I'padukon 31). Mebhy unpunupanum
Gal-3 nepunmjentoum 1 WT mMuieBuma y jeTpu Hema pa3jivke y MPOLEeHTY ASHAPUTCKUX hemuja

koje excripumupajy MHC II u nponndnamanujcku nurokus I1L-12 (I'paduxon 21).
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TI'pagpuron 21. Jempe WT muweea mpu oana nocie ungpekyuje 6axmepujom caopaice 3nauajuo éehu npoyenam CD86+ u IL-
12+ oendpumckux heauja. Mononyxneapne henuje cy uzonosamne u3 jempe u cieune mpu 0ana nocie uHgpexyuje baxmepujom u
ananusupane npomoynom yumomempujom. Ilpuxazane cy cpedrwe epeonocmu + SD npoyenma ucnumuganux heauj no epynu ca
YKynHo 6 muwiesa no epynu. Cmamucmuuka 3navajuocm pasiuke je oopehena Student-ogum t mecmom *p<0.05.

Kako je mehy ucnutuBaHuM TpynamMa HHQUIMpPAHUX MHILIEBAa yOou€Ha 3HAyajHa pas3ivka y
npoueHty IL-1 y jerpu, a u nmo3Hato je na Gal-3 aktuBupa mH(pazamMazoMm Jajbe jeé TPOTOYHOM
UTOMETpHjoM Mel)y MOHOHyKJIeapHUM hennjama M30J10BaHUM U3 jeTpe U CIe3MHE aHAIW3HUpaH
npoueHat neHapurckux CD11c u mujenonanux CD11b henuja koje caapxe NLRP3.

Kako ce youaBa Ha rpadukony 22 nporeHat u aeHapurckux CD11c+ u mujenongaux CD11b+
hemnja xoje caapke NLRP3 je craructuukum 3naudajuno Behu y rpynmu WT mwumieBa caapxke y
nopehewy ca nnpunupanum Gal-3 gedunujeHTHIM MHIIEBUMA. Y 00a opraHa ce yo4ana Jia, ako
ce ynopezae nomnyiaurje henuja koje excnpumupajy NLRP3, oBaj Monekyn BUIlle eKCIPUMHUPA]Y

neagpurcke CD11c+ henmja mero CD11b+ henmje. Takohe muoro Behu mponentn NLRP3+ u
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CDllc+ u CDI11b+ henuja cy npucyTHu y jeTpu y nopehemwy ca ciesuHoMm. Y rpynu Gal-3
neguIMjeHTHUX MUIIeBa TPH JaHa HAaKOH HMH(peKuuje OaKkTepujoM YOMIITe W HeMa IopacTa

3actymbeHocTH henuja koje excpumupajy NLRP3, vu y jerpu vu y ciiesunu (I'paduxon 22).
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TI'pagpuron 22. Hugpexuyuja d6axmepujom 3nauajuo nosehasa npouenam mujenouonux u oenopumckux henuja WT muwesa
koje excnpumupajy NLRP3. Monouyxneapne henuje cy uzonosane uz jempe u ciesune mpu 0aHa nocie uHgexyuje 6axmepujom u
ananuzupane npomoyHom yumomempujom. Ipuxasane cy cpedre epeonocmu + SD npoyenma ucnumuganux henuj no epynu ca

YKYnHO 6 muweea no epynu. Cmamucmuyka 3HavajHocm pasnuxe je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05 **p<0.005
3k k.
‘»<0.001

4.11.2. Behu npouenar nenapurckux heanja uzonoanux u3 ciesuna Gal-3
nepUIMjeHTHUX MUIIeBa MO iN Vitro crumyaanuju 6akrepujom Novosphingobium
aromaticivorans ekcnpuMHpa MapKepe aKTHBaluje, MPpouHQIaMaUjcKe IATOKUHE

U KOMIIOHEeHTY UH(p1ama3oma y nopehewsy ca WT mumesuma

Jlocamammy pe3yaTaTH yKaszyjy Ja je oACYCTBO rajeKThHa 3 y paHoj ¢a3u pa3Boja 00JeCTH, TPH

JaHa rmocie uHpekIyje, MPBEHCTBEHO yTHYe Ha (yHKIMOHATHU (HEHOTHUIT AeHAPUTCKUX henuja u
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jetpe u cne3uHe. PaHuje mpukazaHM pe3ylnTaTH ykKasyjy Aa je y KacHHjuM (azama Oojectu
3HauajaHo MoBehame mpolieHTa akTuBMpanux uWHmamanujckux NK henmja y jerpama Gal-3

nedunrjeHTHUX MumIeBa y nopehemy ca WT mumieBnma.

Kako Ou yrBpannmu aupextHu edekat Oakrepuja Ha hiienje ypohene umyHnoctu uzononane cy NK
hemuje uzonoBane u3 jerpu Herperupannx WT u Gal-3 nedunujeHTHUX MHUIIEBA U ACHIPUTCKE
henuje W3 cie3WHa MCTHX MHUIIEBa W IN VIIFO TpeTUpaHe JIMIIONOIMCAXapHIOM M >KHBOM
oakrepujom Novosphingobium aromaticivorans 24 cara. Hakown in Vitro crumyiaruje mpoTO4HOM

LIUTOMETPUJOM j€ HCIHMTHBAHA ECKIpecHja MapKepa aKTUBAaIMje M LUTOKMHA y TOMEHYTHM

henujama.
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I'pagpuron 23. I'anexmun 3 ne ymuue na excnpecujy akmueayuonux mapkepa na NK henujama naxon in vitro uznazarwa
oaxkmepujama. NK henuje cy uzonosane u3 jempu Hempemupanux Jcusomurba MazHemHom cenapayujom u in vitro uziaeane LPS-
v (1ug/ml) u 6axmepuju (oonoc 1:5) 24 cama u ananuzupare npomounom yumomempujom. llpuxasane cy cpedmwe gpednocmu +
SD npoyenam mpemupanux heauja xoje excnpumxupajy KLRGI u NKG2D, 6 muwesaa no epynu. Cmamucmuixa 3Ha4ajHocm
paznuxe je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05.

Hewma pasnuxke y npouenty NK henuja nzonoBanux u3 jerpu WT u Gal-3 nedunujeHTHIX MHIIEBa
Koje excnpumupajy mapkepe aktuBanuje NKG2D u KLRGI1, Hu 6e3 ctumynaiyje, HI HaKOH
CTUMYJIallje HU JUnonoaucaxapuaoM Hu 6akrepujom (I'padukon 23).

Kao mTo ce Buau Ha rpagukoHy 24 Hema pasiuKe HU y MPOLEHTY hennja n3010BaHUX U3 JETpH
WT u Gal-3 geduuunjeHTHUX MHIIEBa KOje eKIPUMHPAjy npouHdiamarujcke nurokute IFN-y u

IL-17, H1 Ha CTUMYJIALK]y JUITOTIOINCAXAPUIOM HU OAKTEPHjOM.
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I'pagpuron 24. I'anexkmun 3 ne ymuue na npodykuyujy ungramayujckux yumoxuna y NK henujama nakon in vitro uznazawa
oaxkmepujama. NK henuje cy uzonosane u3 jempu Hempemupanux jHcusomurba MazHemHom cenapayujom u in vitro uziaeane LPS-
v (1ug/ml) u 6axmepuju (oonoc 1:5) 24 cama u ananuzupare npomounom yumomempujom. Ilpuxasarne cy cpeorwe epednocmu +
SD npoyenam mpemupanux henuja xoje excnpumxupajy IFN-y u IL-17, 6 muwesaa no epynu. Cmamucmuyxka 3Ha4ajHocm pasnuke
Jje oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05.

JNennputcke henuje uzonosane u3 WT muiesa cy Ha in VitrO cTumyJaimjy JUMONOIHCAXapUaIo0M
onrosopuJie 3Ha4ajHUM (p<0.05) moBehameM excrpecuje mapkepa aktubamnuje CD86 u MHC I,
a 'y OJITOBOPY Ha CTUMYJIalK]y OakTepujoM 3HauajHo je moBehana (p<0.05) ekcripecuja camo CD86
monekyna (I'padukon 25). Hema pasnuke y ekcripecuju HaBeIeHHMX Mapkepa akTupauuje melhy
HETpeTHpaHuM (MenujyMm) AeHApUTCKUM henmjama wu3omoBanuM u3 cinesunn WT u Gal-3

nedUInjeHTHIX MUIIIEBA.

95



N
ol
)

mWT x 70 1 mwT
m Gal-3 KO

*

| mGal-3KO —

= = )
() ol o

Ul
MHC I+ gpeHapuTcke henuje

CD86+ peHgputcke henuje
(%)

Meavjym LPS NA Meaujym LPS NA

I'pagpuron 25. Oocycmeo zanexkmuna 3 cmamyje excnpecujy CD86 monexkyna nakon in vitro uznazarwa oenopumckux henuja
oaxkmepujama. /Jencpumcke henuje cy u30n06ane u3 Cie3una HEMPEeMUPAHUX HCUBOMUIbA MACHEMHOM CEenapayujom u in vitro
usnaeane LPS-y (1ug/ml) u 6axmepuju (oonoc 1:5) 24 cama u ananuzupane npomounom yumomempujom. Ilpuxasamne cy cpeorwe
speonocmu + SD npoyenam mpemupanux heauja xoje excnpumxupajy CD86 u MHC 1I, 6 muwesaa no epynu. Cmamucmuuxa

3Hayajnocm pasnuke je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05.

Taxohe, nenapurcke henuje WT muieBa cy Ha in Vitro crumynammjy 0aKTepHjoM OATOBOPHIIE
3HavajHo Behom (p<0.005) unTpanemynapaom ekcrpecujom nutokuna IL-12 u IL-4 (p<0.05) y
nopehemy ca penapurckum hemmjama Gal-3 nedunmjentnux mumesa (I'paduxon 26). Mehy
rpynama HeMa pas3jiMKe y IpOLEeHTY ASHIpPUTCKUX henuja koje ekcpumMupajy uutokuHe TNF-o u
IL-10 HakoH cTumynanuje 6aktepujom. 3HauajHo Behu nporeHar (p<0.05) nenapurckux hemmja
KOje eKCIIpUMHpajy TaJeKTHH 3 je Ha CTUMYyJalujy JHUIONOJIMCAXaphua0M OArOBOPUO

npoxaykuujom IL-12 u IL-10 (I'padukon 26).
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I'pagpuron 26. Oocycmeo zanekmuna 3 cmarmyje npodykyujy IL-12 u IL-4 naxon in vitro uznazamwa denopumckux henuja
oaxkmepujama. [Jencpumcke henuje cy uzonoeane u3 Cie3una HEMPeMUpaHux HCUBOMUIbA MACHEMHOM CEenapayujom u in vitro
uznaeane LPS-y (1ug/ml) u 6axmepuju (oonoc 1:5) 24 cama u ananuzupane npomoynom yumomempujom. Ilpuxasane cy cpeore
epeonocmu + SD npoyenam mpemupanux henuja koje excnpumupajy yumoxune IL-12, 1L-4, TNF-a u IL-10; 6 muwesaa no epynu.
Cmamucmuuka 3Hauajuocm paziuke je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05, **p<0.005.

3HayajaH Hayla3 je U cTaTUCTUYKK 3Ha4yajHO (p<0.005) moBehame npornenTa neHApUTCKUX hemmja
uzonoBanux 3 WT muieBa koje Ha In VIitro ctumynanujy 6akrepujom excrpumupajy NLRP3
(I'paduxon 27). Takohe je Behu npouenatr WT aennputckux henuja crumynucanux LPS-om y
nopehewy ca hemujama Gal-3 nepuumjentHux wmumeBa exkcrnpumupao NLRP3, amu 06e3

CTAaTHCTUIKE 3HAYQJHOCTH.
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I'pagpurkon 27. Oocycmeo 2anekmuna 3 cmamwyje excnpecujy NLRP3 naxon in vitro uznazawa oendpumckux henuja
oaxkmepujama. [lencpumcke henuje cy uzonoeane u3 cie3und HEMPeMUpPaHuX HCUBOMUILA MACHEMHOM CEenapayujom u in vitro
usnaeane LPS-y (1lug/ml) u 6axmepuju (oonoc 1:5) 24 cama u ananuzupane npomounom yumomempujom. Ilpuxasamne cy cpeore
speonocmu + SD npoyenam mpemupanux henuja xoje excnpumupajy NLRP3; 6 muwesaa no epynu. Cmamucmuuka 3Ha4ajHoCm
pazauke je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05, **p<0.005.
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4.12. Nuxubutop rajiekTHHa-3 3HA4YajHO cMamyje omrTeheme OmHjapHuUX

KaHaJia n3a3BaHo uHexknujom dakrepujom Novosphingobium aromaticivorans

Hakon mro je nokazano na nenenuja Gal-3 rena 3HauajHO cMmamyje omTeheme OmnnjapHUX
kaHanma jerpe mumeBa ca PBC wuuaykoBanum wuHpekuujom Oakrepujom Novosphingobium
aromaticivorans, a na je To Mame omirehermne mpaheHo U MambUM PUCYCTBOM JeHAPUTCKUX 1 NK
hemnja u wHbnamamujckux T mumdornura koju mnpoaykyjy IL-17 y jerpu, HapeaHum
eKCIIEPUMEHTUMA j€ MCIUTAHO Ja JH NMPEeBEHTHUBHA NMpHMeHa MHXuOuTOpa ranekruna-3 (Gal-
3INH) Takohe mosxe na peaykyje omreheme Onnnjapaux kanana kog WT muiesa.

Kako 6m ce ucniurao yrumaj Gal-3INH na tox PBC nakon undekuuje 6akTeprjoM yBeaeHa je
rpyna WT muimeBa koju cy HeaesbHO mpuManu 300ug oBOT MHXMOUTOpA WHTPANICPUTOHEATHO
II0YEB O/ IPBOT J1aHa UH(EKIH]je, a y TOKY NpBe 4 Hezlesbe, XUCTOJIOMIKN U CEPYMCKU TTapaMeTpu
Oomectn Kao M cactaB MH(pUITpara ca (PEHOTHIICKMM KapakTepukama henuja NPUCYyTHHX H
uHuUITpaTUMa npaheHu cy y rpyny MUIlIeBa Koja IpuMa HHXUOUTOp U yrnopehuBanu ca rpynama

napummparnx WT u Gal-3 KO.

VY jerpama MmwuIeBa TEPTHPAHUX HWHPHUIMPAHUX OAKTEPHjOM U TPETHPAHHX WHXUOHTOPOM
TaJIeKTUHA 3 je MeTeKTOBaHa 3HayajHO Mama WHuITpanuja ounrjapuux kananuha (I'paduxon
28). Y jerpama Gal-3 KO murieBa uetupu Henesbe nocie nHdekipje 6akTeprjoM roToBO J1a Hema
HukakBor uHuitpata (I'padukon 28, Cnuka 13). V jerpu WT muiieBa yetupu Heaesbe mocie
uHpeKIje 6aKTeprjoM ce youyaBajy HHQWITPATH y MapeHXUMY, OKO OMIajapHUX KaHaia, Kao |
oOnurepucanu ounujapuu kananuhu (Cnuka 13r). Yetupu Henesbe nocie nHdekiuje 6akrepujom,
MUIIEBH TPETUPAHU MHXUOUTOPOM pa3BHjajy 3HaUajHe HHPHUITpATe y MapeHxumy jerpe. Takohe
yo4aBajy ce TpakacTa Iojba HEKpO3€ Yy jeTpH MHIIeBa TpeTHpaHUX 4 Helesbe MHXHMOOTOpOM

ranektrHa 3 (Cnuka 1371) u nepuBackyinapHu HHQUITPATH (cauka 13:x).

[Tepubunujapuu uHbuUNTpaTH ce 3aapxkaBajy y jerpama WT mumeBa u 24 Hemesbe Mocie
uHpenkuje 6axrepujoM, 1ok Gal-3 KO mumieBa He pa3Bujajy XHUCTOJIONIKE MapaMeTpe OosecTu
(Ciuka 14). Y mapenxumy oBe rpyme mumeBa (WT) ce 24 Heesbe HaKOH OaKTepHjcKe HHEKIH]je
youaBajy rpanyjiomu y napeaxumy (Cmuka 14). Y jerpama MuieBa TpeTUPAHUX WHXHOUTOPOM
raiekTuHa-3 ce 24 Heaesbe O]l MOYETKa MHAYKIHje OOJNECTH PErucTpyjy caMo TPaHYJIOMH Y

napeHXxuMy, HemMa MoJba HeKpo3e HUTU HHpunTpanuje ounujapaux kananuha (Cnuka 14).
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I'pagpuron 28. Huxuoumop 2anekmuna 3 3nauajuo cmawyje owmeherwe ounujapnux kananuha uemupu neoemwe nocie
ungexuuje baxmepujom. Truso jempe C57BL/6 WT u C57BL/6 Gal-3-I- muwesa je excmupnupano 28 oana nocie ungexyuje
b6axmepujom NA, a uceuyu debmune 5 pum cy 060jenu mexHuKom xemamoxkcuniun-eosun. Ilpuxasane cy peOHOCmU XUCMOIOUKO2
cKOpa 3a C8AK02 MUWLA NOjeOUHAYHO 3a UCnNUmueane xucmoaouike napamempe. Cmamucmuuka 3navajHocm pasnuxe je oopehena
Student-oeum t mecmom. ***p<0.001.
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WT+ Gal-3 INH Gal-3 KO

Cnuxa 13. Xucmonozuja jempe WT (a-2), WT+Gal-3 INH (0-21¢c) u Gal-3 KO (3-j) muwesa 28 dana no unpexyuju 6axmepujom
Novosphingobium aromaticivorans. Ilpue cmpeauye nokasyjy unpuimpayuje y napewxumy, xcyme RepudyKmyiapHe
unguimpame, ypeene obiumMepayuje OUTUJAPHUX KAHATA, 3eleHe Op2aHu306ane UHGUIMpame y NApeHXumy, mybuuacme
HekpomuuHo owmelierse napenxuma, Hapanypacme Nepusackyiapte unguimpame, niase kananuhe 6e3 unguimpayuje.
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Cnuka 14. Xucmonozuja jempe WT (a-6), WT+Gal-3 INH (2-h) u Gal-3 KO (e-o1c) muwmesa 24 nedemwe no ungexyuju
baxmepujom  Novosphingobium aromaticivorans. Illpne cmpenuye nokazyjy uH@uimpayuje y RNaApeHXuMy, icyme
nepuoyKmynapHe uHguimpame, ypeéene obiumepayuje OUIUjapHUX KAHAIA, 3eleHe SPAHYIoMe Yy NAPeHXUMY, hiaee kananuke 6e3
ungurmpayuje.
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Herexuujom autu PDC-E2 anturena y cepymy WT, WT+Gal-3 INH u Gal-3 KO mumesa uetnpu
Hezesbe nociie nHpekurje 0akTeprjoM je yOueHO J1a MPUMEeHa HHXHOUTOpa rajieKTHHA 3 3Ha4ajHO
cmamyje (p<0.005) kommumny antu PDC-E2 antutena knace A y cepymy y nopehemy ca WT
rpyniom muiieBa (I'padukon 20). Hema ctuctuuku 3HadajHe pasnuke y HuBOy antu PDC-E2
antutena kiace A y cepymy WT+Gal-3 INH u Gal-3 KO mumesa. Mely rpynama Hema pasinka

y auBoy antu PDC-E2 antutena xnace M u G (I'paduxon 28).
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I'pagpuron 28. Y cepymuma WT muwmesa mpemupanux unxuoumopom Gal-3 cy, 4 nedewe naxkon ungexyuje o6axmepujom,
OemeKmosane 3HaAUAjHO mare KoHyermpayuje anmumena knace A cneyuguunux 3a PDC-E2. Cepymcke konyenmpayuje anmu
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PDC-E2 aumumena, 4 nedesmwe nocne ungpexyuje 6axmepujom, oopehene ELISA memoodom npukasane cy kao cpedrba 8pedHocm 3a
5 muwesa no epynu. Cmamucmuyxa 3nauajnocm pasiuxe je oopehena Student-osum t mecmom; **p<0.005.

Jlaspa aHanm3a OMOXEMU]CKHUX TTapaMeTapa y cepyMmy je yKasajia Ha 3Ha4ajHO CMameme omTehema
jeTpe y Tpynu MHUIIeBa TPETUPAHUX HHXUOUTOPOM TalleKThHa-3 y mopehemy ca HeTpeTupaHuM

WT mumeBuma nHUIMPAHUX OAKTEPUjOM.
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T'pagpuron 29. Konuyenmpayuja AST u ALT je 3nauajuo mara y cepymy uH@uuupanux muuieéa mpemupanux uHXuoumopom
canexkmuna-3. Cepymcke KoHyenmpayuje en3uma jempe cy mepene 4 nedeme nocie ungpexyuje 6aKmepujom KoiopumempujcKom
memooom. Ilpuxaszana je cpedra epeonocm (+SD) xonyenmpayuje AST u ALT 3a ykynuo 5 muwesa no epynu. Cmamucmuyxa
3Hayajnocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom; *p<0.05, **p<0.005.

Kao mto ce Bunu Ha rpadukony 29 konnentpanuja AST u ALT je cTaTHCTHYKU 3HaYajHO Mamba
y cepyMy HUHOUIUPAHUX MHUIIEBA TPETHPAHUX HHXUOUTOPOM TajeKkTuHa-3 y mopehemy ca
HETpETHpaHUM HH(PULIMpPAHUM MUIIEBUMA YETUPH Henesbe nocie uHpekuuje. Y ocme Henmesba
nociyie uHeKrje KOHIeHTpalrja o0a eH3UMa je U J1aJbe Mamba y CepyMy MHUILEBA TPETHUPAHUX
MHXUOUTOPOM TaliekThHa-3 y mnopehemwy ca rpymnom Herpetupanux WT MuimeBa amu je

cTaTUCTUYKM 3HauajHa camo 3a ALT (I'padukon 29).

4.12.1. lIpumena Gal-3 INH 3Ha4ajHO cMamyje 3aCTYIUbEHOCT U POLEHAT
aktusupanux CD8+ mumpounra y nnpuiarparuma jerpe MmuieBa HHGUIMPAHUX

6akrTepujom Novosphingobium aromaticivorans

Kako je mokazaHo jga mpuMeHa MHXMOMTOpa TajieKTHHAa-3 3Ha4ajHO CMamyje Kako olieheme
OWNMjapHUX KaHaJla Tako M CepyMCKe mapamarpe OOJeCTH HWHAYKOBaHE OaKTepHjCKOM
MHQEKIN]OM Y JaJbeM TOKY j€ MCIUTAHO Ja JIM MPUMEHa HHXHOUTOpa yTHYe Ha 3aCTYIJbEHOCT U

¢denorun T numdonuta y HHPUITpaTUMa jeTpe.

Huje nokasana pasnuka y npouentuma CD4+ n CD8+ numdonura y jerpama MUIIeBa TPETUPAHUX
MHXUOMTOPOM TaJIeKTHHA-3 U HETPETHPAHUX )KUBOTHIbA Ka0o U y mopehemy ca ocTaje JBe rpyre
unpunupanux mumesa (WT Gal-3 u KO) kako ueTBpTe Tako u 8. Heaesbe mocie MHpEKIuje
6axrepujom (I'paduxon 30). MehyTtum, naspa aHanu3a je mokasania Jia je mpoleHaT aKTUBUPAHUX
CD8+CD69+ num¢onura cTaTUCTUYKU 3Ha4ajHO Mamu (p<0.05) y jeTpu MuIlIeBa TPETUPAHUX
MHXUOUTOPOM TrasiekTuHa-3 y nopehemy ca mpouenToM oBux henuja y rpynu Herpetupanux WT
muiea 8. Heaespe nocie uHdekmnuje 6axrepujom (I'padukon 30). Mctu edekar nma u aenennja
reHa 3a Gal-3, OBM MMIIEBM MMajy CTAaTUCTYKHM 3Ha4dajHO MawmM mnpoueHatr CD8+CD69+
mumdorura y nopehewy ca WT mumesuma u yerspte (p<0.005) u 8. nenesmse (p<0.05) mocne

HHQEKIHje OaKTepHjoM.
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I'pagpuron 30. Tpemuparwe muwieea unguyupanux 6aKmepujom UHXUOUMOPOM 2aneKmuna-3 3HAYAJHO CMaryje npoyenam
akmueupanux CD8+ numgpouyuma y jempu. Monounyxreapue henuje cy usonosare uz jempe uempu u 8 Hedena nocie unpexyuje
b6axmepujom u anaruzupare nPomoyHom yumomempujom. [lpuxasane cy cpedrwe speonocmu +SE npoyenma ucnumueanux henuaj

no 2pynu ca ykynto 8 muwesa no céaxoj epynu. Cmamucmuuxa snauajrocm pasiuke je oopehena Student-ogum t mecmom *p<0.05
k3%
"p<0.005

4.12.2. lIpumena Gal-3 INH 3Ha4ajHO cMamyjy 3aCTYyIVbEHOCT HHGJIAMALMjCKHUX
JuM¢ponnTa y tHGWITpaTHMa jeTpe MuIIeBa HH(pUUUpPaHuX OaKkTepujom

Novosphingobium aromaticivorans

Kako y marorenesu PBC yuectByjy T numdonntu koju npoayjy T1 u T17 Tun uutokuHa nasse je
aHAJM3WpaH yTUIA] TPUMEHE HHXUOUTOpA TaJIeKTHHA-3 Ha MPUCYCTBO npouHbaamanujckux IL-
17+ u IFN-y+ CD4+ u CD8+ numdornura y jeTpu cBe Tpu rpyne muuena. [TokazaHo je 3HauajHO
(p<0.05) cmamemwe mporienta CD4+ u CD8+ numdonura xoju mpoaykyjy IL-17 u CD4+

mumdormTa Koju npoaykyjy IFN-y y jeTpu mumeBa TpeTHpaHHX MHXHOMTOPOM TalleKTHHA-3 Y
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nopehemy ca nporeHToM oBux henuja y jerpu Hetpetupanux WT muiieBa, yeTUpU HeJleJbe MocIie
ungeknuje 6axkrepujom (I'padukon 31). Cnumune paznuke cy 3adenexene u mehy rpynama WT u

Gal-3 nedunujeHTHIX MHIIIEBA YSTHPH HECIbe TOCie HHPEKITH]E.
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+ +
< 2 g 4 - T —
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o @)
0 . . 0 -
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s WT * sWT
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= 10 - X
< 214 -
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> ° S0
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B 4 - T & 6 .
o 2. o 47 ~
O O 21 T
0 - T T 0 -
HeTpeTupaHu NA 4 Heperbe NA 8 Heperba HeTpeTupaHu NA 4 Heperbe NA 8 Hepgerba

I'pagurxon 31. Tpemupare muuieea unuyupanux 6aKmepujom UHXUOUMOPOM 2aneKmuna-3 3HAYAJHO CMaryje npoyenam
ungpnamayujckux IL-17+ aumgpoyuma y jempu. Mononyxneapue henuje cy uzonosane uz jempe uempu u 8 Hedewa nocie
unghekyuje Gaxmepujom u aaruzupame npomoyHom yumomempujom. Ilpuxazane cy cpeowe peonocmu +SE npoyenma
ucnumueanux henuaj no epynu ca ykynno 8 muwesa no ceaxoj epynu. Cmamucmuyxa snavajuocm pasnuxe je oopehena Student-
osum t mecmom *p<0.05 **p<0.005

Ocawm Hezesba nocse HHQEKIMje MpoleHaT nHpIaMalujcKuX JuMGOIUTA je ¥ JaJbe MatbH y TpyIn
MHUIIEBa TPETUPAHUX HHXUOUTOPOM y mopehemy ca rpynom Herpetupanux WT anu He mocTike
CTaTUCTUYKY 3HauyajHOCT. [Iponenar manamanujckux CD4+ u CD8+IL-17+ nmumdonuta je 8
Hezesba mocie nHdeknuje Mawu y rpynu Gal-3 nepunmjeHTHIX MuIIeBa y mopehemy ca rpymnom

WT mumesa.
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4.12.3. Ilpumena Gal-3 INH 3nauajHo cmamyje 3actymsbeHoct NK henmja y
nHuITpaTHMA jeTpe MuleBa nHpUUUpaHux d6axkrepujom Novosphingobium

aromaticivorans

Kako je panuje nokaszano na je cnabuje uspaxen PBC y rpynu Gal-3 nedunujeHTHUX MHIIEBa
npaheH CTaTUCTUYKU 3Ha4ajHO MambuM npoueHToM NK henuja naspe je ucnurad yTHIaj mpuMeHe
MHXUOUTOpA rajJeKkTUHa-3 Ha MPHUCYCTBO OBUX henuja y jerpu. Kao mro ce Bunu Ha ['padukony
32 u nmpuMeHa MHXHOMTOpA rajleKTUHA-3 Kao M JAejelrja IeHa 3a FajieKTUH-3 3Ha4ajHO CMambyjy

npornenat NK henuja y jerpu u uetupu u 8 Heziesba ocie HHPEKIje GaKTepHjoM.

sWT BEWT
*
16 1 mGal-3KO  —= __g mGal3ko
14 WT Gal-3 INHA S, FWTGal-3INH *,
S S
+ 12 T E 6 -
o 1 1 T
o) 10 cq-D 5
< 8 4
- &) Il
O 6 O 3 -
™ 4 &2
0 a
2 1 -
@)
0 O 0 -
HeTpeTupaHu NA4He.qerbe NA 8 Heperba HeTpetupann NA 4 Hegerbe NA 8 Heperba

T'pagpuron 32. Tpemuparwe muwieea uHGuUUUpPanux 6aKmMePUjoM UHXUOUMOPOM 2aneKmuna-3 3HAYAjHO cMaryje npoyeHam
NK henuja y jempu. Mononyxkneapue henuje cy usonosane us jempe wempu u 8 nedesba nocie ungpekyuje 6axmepujom u
ananuzupane npomournom yumomempujom. Ilpukasane cy cpeomwe speonocmu + SE npoyenma ucnumueanux heauaj no epynu ca
YKYnHO 8 muwesa no ceaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3asajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05 **p<0.005.

[Ipouenat NKT henuja je cratucTuuky 3HayajHO Mamu y rpynu Gal-3 geduiujeHTHUX MuUIIeBa

y nopehemy ca rpynom WT mumieBa camo 4eTBpTe HeAesbe Mociie OakTepujcke HMH(DEKIH]je

(T'paduxon 32).
4.12.4. llpumena Gal-3 INH 3Ha4ajHO cMamyje NPOLEHAT AKTUBUPAHUX U

ouToauTHYkux NK hesamja y jerpu Mumesa unpuuupanux d0akrepujom

Novosphingobium aromaticivorans
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Hasba ananmuza ¢perotuna NK u NKT henuja y jerpama WT, Gal-3 nedunujeHTHUX 1 MuIIeBa
TPETHPAHUX MHXUOUTOPOM TalleKTHUHA-3, YeBpTE U 8. HeJesbe mocie HHPEKIuje OaKTeprujoM je
yKazaia J1a 0JICyCTBO TajiekTnHa-3 Bumie yrude Ha (peHotun NK Hero penorun NKT henuja. Mako
je mpucyctBo NKT henuja nHeonmxomHo 3a pa3Boj PBC nakoH wuHbekmuje OaxTepujom
Novosphingobium aromaticivorans Huje yo4eHo jaa rajJekTHH-3, HaKO yTHYE Ha TEXKHUHY came
OoslecTH, Mema 3aCTYIJBEHOCT Kao HU (eHoTun oBUX hemmja y jerpu. IIpumena nuxuOutopa
rajJiekTuHa-3 Kao u aenenuja rena 3a Gal-3 y jerpu 3Ha4ajHO cMmamyje nporieHat NK henuja koje
excripumupajy mapkep aktuBanyje KLRG1 u uerBpre u 8. Heaespe nocne nHekIuje 6aKkTepujom
(I'paduxon 33). Ilpouenat NK henumja koje excnpumupajy mapkep aktuanuje CD69 je
CTaTUCTHYKH 3Ha4YajHO MambK caMmo y jerpu Gal-3 nedunujeHTHrX MuIeBa y nopehemy ca rpymnom
WT mumesa u To camo ueTBpTe Henesbe nocie nadeknuje. Mako je mporenat NKT henuja koje
excripumupajy mapkepe aktuparje KLRG1 u CD69 Behu y jerpu WT mumeBa y nopehemy ca
rpynama Gal-3 nepunujeHTHUX ¥ MUIIEeBa TPETUPAHUX MHXUOUTOPOM TajieKTHHA-3 Te pa3jMKe
HUCY CTaTUCTHYKHU 3Ha4yajHe ocuM 3a npoueHar CD69+ NKT henuja u To camo 8. Henesbe mocie

un¢ekuuje 6axrepujoM (I'papukon 33).

OncyctBo ranektuHa-3 takohe cmamyje mpoueHat NK henuja koje ekcnpummupajy mapkepe
murotokcnyHocTn FASL u mepdopun. Ilpornenar NK hemuja koje exkcripumupajy FASL u
nepQopuH je CTaTUCTHYKH 3HAYajHO MambHU Yy JeTpU Kako MHILIEBAa TPETUPAHUX HHXUOUTOPOM
rajieKThHa-3 Tako U MUIIIeBa ca JenenujoM rera 3a Gal-3 y nopehemwy ca WT muieBuma uetTBpre
Henesbe mocie uHbpekuuje Oakrepujom (I'paduxon 34). 3nauajuo mamu (p<0.05) mporeHat
FASL+ NK henmja ce 8. Henesbe mociie nHpeknuje 0akrepujoM oapxkasa camo y rpymnu Gal-3

nepujeHTHUX MulleBa y nopehemy ca rpynom WT muiiesa.
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I'pagpuron 33. Tpemupare muwieea unguyupanux 6axKmepujom uHXuUOUMOPOM 2aneKmuna-3 3HAYAJHO cCMaryje npoyenam
akmueupanux NK henuja y jempu. Mownouyxkneapne henuje cy usonosane uz jempe uemepme u 8. nedeme nocie umpexyuje
b6axmepujom u anaruzupane npomoynom yumomempujom. [lpuxasane cy cpeorwe speonocmu +SE npoyenma ucnumueanux henuaj
no epynu ca ykynto 8 muwiesa no ceéaxoj epynu. Cmamucmuuxa suasajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05
**p<0.005.

lNanextun 3 yrinaBHOM He yTHue Ha nuronutuuke kapakrepuctuke NKT henuja y jerpu muiena

ca PBC unnykoBanum undeximjom 6akrepujom Novosphingobium aromaticivorans.
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I'pagpuron 34. Tpemuparwe munieea ungpuyupanux dGaKmepujom UHXUOUMOPOM 2aNeKMUHA-3 3HAYAJHO cMmaryje npoueHam
yumonumuukux NK henuja y jempu. Mononyxneapne henuje cy uzonoeane uz jempe uemspme u 8. nedeswe nocie ungexyuje
b6axmepujom u anaruzupane npomoynom yumomempujom. [lpuxasane cy cpedrwe speonocmu +SE npoyenma ucnumuganux henuaj
no epynu ca ykynuo 8 muuiesa no céaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3nauajuocm pasnuxe je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05
**p<0.005
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4.12.5. Ilpumena Gal-3 INH u gesienuja resa 3a rajieKTHH 3 3HAYajHO CMambYjy
npouenat IFN-y+ a nosehaBajy npouenar IL-10+ NK hesmja y jerpu muiesa ca

PBC-om nnaykoBanum nHpekmujom dakrepujom Novosphingobium aromaticivorans

O63upom na NK u NKT henuje npoaykuujom paziudyMTUX LUTOKMHA MOAYJIMILY HUMYHCKU
OJIFOBOP M YTHUYY Ha aKTHBALM]y ayTopeakTUBHUX T nmumdonura u na Cy IilaBHE IPOMEHE Y
(dhenoTumny oBux henuja 3a0enexeHe YeTBPTE Helesbe Tocie HH(EKIMje, Tajbe je UCITUTAH YTHUIIa]
rajiekTHHa-3 Ha 3acTymjbeHocT uHpaamanujckux IFN-y+ u IL-17+ u antunndpnamanujckux IL-
10+ NK u NKT henuja y jerpama muineBa wHpumupanux Oakrepujom Novosphingobium

aromaticivorans, yeTBpte HeeJbe ocie HHPEKIH]E.

Kao mro ce Buau Ha ['paduxony 26 nponenar IFN-y+ NK henuja je cTaTHCTHUKH 3HAYajHO MatbH
KaKo y Ipyld MHILIEBa TPETUPAaHUX MHXUOUTOpoM rajiektuHa-3 (p<0.005) tako m mwuiueBa ca
nenerjom reda 3a Gal-3 (p<0.001) y mopehemwy ca nerperupanum WT mutieBumMa HHQHUITUPAHUM
6akrepujoM. OOpHYTO, CTATUCTHYKU 3Ha4ajHO Behu mporeHat antunHpnamanujckux IL-10+ NK
henuja je 3a0enexeH y jeTpu MHIIEBAa TPETHPAHUX MHXHOUTOPOM TaleKTHHA-3 M MHUIIEBa ca
nenenrjom rexa 3a Gal-3 y nopehemy ca npouenTtom oBux henuja y jerpu HeTperupanux WT
MmulleBa MHGUIUpaHux OakrepujoM. CIMYHO AOCANAIIBUM pe3yiaTarnMma, Mel)y UCIIMTHBAaHUM
rpynamMa MUIlIeBa HHje 3a0eliekeHa 3HayajHa pas3lidKa Yy TMPOLEHTY HWHGIAMALU]CKUX H
antunHpnamanujckux NKT henuja. [lerekroBan je camo Behu npouenat IFN-y+ NKT henuja y
rpymu uHGuuupanux WT mumesa y mopehewy ca rpynom Gal-3 nedunujeHTHUX MHIIEBA

(I'paduxon 35).
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I'pagpuron 35. Tpemuparwe munieea ungpuyupanux d6aKmepujom UHXUOUMOPOM 2aieKmuna-3 3HAYaAjHO cmaryje npoyeHam
ungramayujckux a nosehaoa npouenam pezyramopnuux NK henuja. Mononykneapune henuje cy uzonosamne us jempe uemapme u
8. nedemwe nocne ungexyuje bakmepujom u anaruzupare npomouHom yumomempujom. Ilpuxaszane cy cpeore epeonocmu +SE
npoyenma ucnumuseanux heauaj no epynu ca ykynno 8 muwiesa no ceaxoj epynu. Cmamucmuyxa 3nasajrocm pasiuxe je oopehena

Student-osunm t mecmom *p<0.05 **p<0.005
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4.12.6. OaycrBo rajgekrnna 3 u npumena Gal-3 INH 31a4ajHo cMamyjy npoueHar
aKTUBHMPAaHUX JAeHApUTCKUX henuja Koje npe3enTtyjy anturede T sumdounTuma u
NKT henujama y jerpu MmumeBa uHduiupanux 6axkrepujom Novosphingobium

aromaticivorans

henuje koje mpe3eHTyjy aHTHIeHE MMajy LEHTPAIHY YJIOTY y IPENO3HaBamby MOJICKYJICKHX
oOpasala naToreHa u npukasuBamwy Oakrepujckux anturena T auMporuruma u NKT henujama.
Opn ajekBaTHE aKTHBAalLlMje aHTUTEH Npe3eHTyjyhux henuja 3aBucu u ctumynanuja NKT hemnuja
KOje Cy HEONXOIHE 3a 3alouhmamke ayTOMMyHCKor mpreca y woxaeny PBC wum3azBaHom
nHpeknujoM OakTepujoM JOK je crumynanuja T nuMmdonuTa KBYYHH 3a Op’KaBamke
ayTOMMYHCKOT Tporeca. J[aJboM aHaJIM30M j€ UCHUTAH yTHIA] TaJeKTHHA 3 Ha 3aCTYMJbEHOCT U
(GyHKIIMOHATTHE KapaKTepUCTHKE NEHIpPUTCKUX henuja. Ananmusupane cy nomynamuje CD1lc+
neHapuTckux henuja, kao u nomynanuje CD11c+CD11b+ koje ce o3nayaBajy kao nHpIamMaImjcke
neHapuTcke henmje kKoje Ha MH(IAMaIUjCKe CTUMYIyCe J10Jla3e y IUJbHA TKUBA U3 MepudepHe
KpBH, a Takohe u nomynauuja CD11c+CD1d+ nennpurckux henuja koje mpukasyjy aHTUIEHE Yy

ckiomry CD1d monekymna u BaxHe cy 3a aktuBainujy NKT henuja.

[TpuMena HHXUOHUTOpA TaJIEKTUHA-3 Kao W JIeNielfja TeHa 3a TaJeKTHH-3 YTUYy Ha CTAaTHCTUYKH
3HauYajHO cMameme nporerTa CD11c+ (p<0.005; p<0.001), CD11c¢+CD11b+ (p<0.005; p<0.001)
u CD11c+CD1d+ (p<0.005; p<0.001) nenapurckux henvja yeTHupu Hene/he HAKOH WH(EKIIH]je
6aktepujom (I'paduxon 27). Ocam Hexesba mnocie HHGeKUHje OaKTepHjoM OJpKaBa ce
cTatucTUdky 3HauajHO (p<0.005; p<0.05) cmamen nporeHat CD11c+ henuja y o6e rpyne muiieBa

ca nepunujenjom rajgektuna 3 (I'padukon 36).

[Ipouenat aktuBupanux CD11c+CD86+ henuja je cTaTUCTUUKY 3HAYAJHO Maby Y JETpHU FaIeKTHH
3 nedpunujentHux muieBa y nopehemwy ca rpynom WT mumesa u 4 (p<0.005) u 8 (p<0.05)
Hezesba nocie uHpekuyje, a mpoueHaT oBUX henuja y jeTpu MHIIEBa TPETUPAHUX WHXUOUTOPOM
TaJIeKTHHA-3 je CTaTUCTUYKHU 3HadajHO Mamu y nopehemy ca rpynom WT mumreBa (p<0.005)

yeTupu Henelbe nocie nadpeknuje (I'padukon 36).
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I'pagpuron 36. Tpemuparwe unxudbumopom 2aneKmuna muuie6a UHGUUUPAHUX OAKMEPUJOM 3HAYAJHO cMarbyje npoueHam
CDl1Ic+, CD11c+CD11b+ u CD11cCDI1d+ oendpumckux henuja xkao u npoyenam oeux henuja Koje excnpumupajy mapkep
axkmueauyuje CD86. Mononykneapne henuje cy uzonosamne us jempe uemupu u 8 Hedeba 0AHA NOCIe UHDEKYUje bakmepujom u
ananusupane npomoynom yumomempujom. Ilpuxasamne cy cpedre epeonocmu + SE npoyenma ucnumuganux heauaj no epynu ca
yKYnHO 8 muwesa no ceéaxoj epynu. Cmamucmuuxa 3uauajuocm pasiuke je oopehena Student-osum t mecmom *p<0.05 **p<0.005
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[Mponenat axtuBupanux CD11c+CD11b+CD86+ (p<0.05, p<0.005) u CD11c+CD1d+CD86+
(p<0.001) henuja je CTATUCTUYKU 3HAYAJHO MambH y JETPU MHUIIEBA TPETUPAHUX MHXUOUTOPOM
rajekTuHa-3 Kao M jeTpH rajekTuH-3 aeduiujeHTHHX MumeBa y mopehemy ca rpymom WT

MHUIIIeBa YeTUPU Hefesbe nocie nHpeknuje 6akrepujoM (I'padukon 36).

4.12.7. OnycTBO rajieKTuHa 3 3Ha4ajHO CMambYyje MPOueHAT NPOUH(IaAMAIHjCKUX
penapurckux henuja y jerpu mumesa ca PBC-om naaykoBanoM nH(peKIHjoM

oaxrepujom Novosphingobium aromaticivorans

CMmameme NpoleHTa JeHAPUTCKUX heuja y jeTpi MUIlIeBa TPETUPAHUX HHXUOUTOPOM T'aJIeKTHHA
3 kao u ranexkTuH 3 gedunujeHTHUX MuiieBa y nopehemwy ca WT mumeBuma npaheHo je u
cmamemeM nponeHTta uH@uamanujckux CD1lc+, CD11¢+CD11b+ u CD11c+CDI1d+ henwmja.
UYetupu Hepesbe mocie nHPeknuje OakTepujoM MporeHaT HABEACHX IMOITyjamuja IeHIPUTCKUX
henuja koje exncpumupajy npouHduamanujcke nurokuse 1L-12, TNF-a u IL-6 je cratucTuuku
3HAYajHO MamU Yy jEeTpU MHUIIEBA TPETHPAHUX HHXHUOUTOPOM TajeKTHMHAa 3 W TaleKTHH 3

nepujeHTHUX MuIeBa y nopehemy ca rpynom WT muiesa (I'padukon 37).
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TI'paguxon 37. Tpemuparwe unxuobumopom 2aneKmuna muniesa UHGUUUPAHUX OAKMEPUJOM 3HAYAJHO cMarbyje npoyeHam
ungramayujckux CD11c+, CD11¢+CD11b+ u CD11cCD1d+ dendpumckux henuja. Mononyxieapne hemuje cy uzonosane u3
jempe 4 u 8 nedewa dana nocne ungexyuje bakmepujom u auaruzupare NPOMouHoOM yumomempujom. Ilpukasane cy cpeorbe
speonocmu + SE npoyenma ucnumusanux heauaj no epynu ca ykynto 8 muwiesa no céaxoj epynu. Cmamucmuuka 3HavajHocm
pasznuxe je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05 **p<0.005
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3HayajHMja akTUBaIMja HH(]IamMa3oMa youeHa y mujenougHoMm henujama WT Muriesa, Tpu naHa
nocne uHpeknuje 0akrepujoM, MOTBpheHa je u aHanu3oMm ekcrpecuje reHa 3a NLRP3 y TkuBy
jerpe nHpUIpPaHNX MUIIEBA U TO |5 Hemesba HaKOH IpBe n03¢e 6akTeprja. CTaTUCTUYIKU 3HAYAJHO
Beha (p<0.001) excripecuja rena 3a NLRP3 (u1 no yetnpu nyta Beha) je youena y TkuBy jetpe WT
muieBa y nopehewy ca rpynom Gal-3 nepunujentnux mumena (I'paduxon 38). Taxobe
CTaTUCTHYKH je 3Ha4yajHo Beha (p<0.05) excnpecuja rena 3a NLRP3 y TkuBy jetpe WT murea y
nopehemy ca rpynoM MHUIIIEBa TPETHPAHUX MPBE YETPUPH, HEJEJhEe HAKOH IPBE /03¢ OakTepHja,
uHXUOUTOpOM rasiektuHa 3. CauuyHM pe3yiTaTH cy N0OWj€HH M aHAIM30M EKCIpecHuje Apyre
komnoHeHTe nHpiaamazoma ASC. Ckopo 3 Tpu nyta Beha excnpecuja rena 3a ASC je youeHa y
TkuBy jerpe WT mmmeBa y mopehewy ca rpynom Gal-3 nedunumjentnux mumea. Takohe
CTAaTUCTUYKK 3HavajHo Mama (p<0.05) excrpecuja ASC je yodeHa y TKHUBY jeTpe MHILIECBA

TPETUPAHUX HHXUOUTOPOM TaliekThHa 3 y nopehemy ca rpynom WT mumesa (I'padukon 38).
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I'pagpuxon 38. Ungpexyuja 6axmepujom snauajno ecknpecujy NLRP3 u ASCy mkuey jempe. PHK je usonosana uz mxuea jempe
15 nedema nocne npge dose bakmepuja u real time PCR memodom je oopehen nuso peramusne excnpecuje mRNA 3a NLRP3 u
ASC y oonocy na f-akmun. Ipukazane cy cpedrse epeonocmu + SD nueoa MRNA, 4 muwia no epynu. Cmamucmuuka 3snavajuocm
pasnuxe je oopehena Student-oeum t mecmom *p<0.05 **p<0.005 ***p<0.001
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5. TMICKYCHJA

Jlo manac o0jaBJbeHa HCTpPaKMBabka JaCHO Cy yKas3ala Ha MOTHyHO cympotHe ynore Gal-3 y
MATOr€HEe3U PA3IMYUTHX XPOHHMYHUX MH(pIamanujckux O6onectu. Tako je mokasaHo 1a Jenernyja
reda 3a Gal-3 yOmakaBa HEKOJIMKO ayTOMMYHCKHUX OOJIECTH y 4YHMjO] MATOI€HE3H IJIaBHY YJIOTY
urpajy T nmumdonntu: nujaderec, eKCIEPUMEHTAIHA ayTOMMYHCKH eHtedanomujeautuc (273) u
uH}pIaMaKjcKUM OosiecTuMa, Kao MTO ¢y akyTHO omrehemwe jerpe T mumdorutuma u NKT
henujama (276) u akytHu konutHC . Takohe mocroje nokasu na y Mozeny aujadereca WHIyKOBAaHOT
JIMjETOM ca BUCOKHM canpskajeM Mactu (274) u creatosu jerpe (284) Gal-3 ocTBapyje moTmyHO
CynpoTHH edeKaT, J1eiyje MPOTEKTUBHO.

PaznuuuTh, a yecto u cynpoTHH, epektu Gal-3 mory na Oyny pe3yiarar peryiaiuje JOMUHaHTHOT
MMYHOIIATOTEHETCKOT MEXaHH3Ma y Pa3luuuTUM Mojienuma Oosecty, na tako Gal-3 momynuie
pa3Boj XpOHUYHUX OOJIECTH KOj€ Y OCHOBH MMajy UMYHCKE MEXaHHU3ME Ha HajMame JBa HUBOA:
NpBU TOApa3syMeBa MoayJanujy ¢yHkuuje henwja MMyHCKOT CHCTEMa, a JIPYrd KOHTPOIY
pasnuuuTuxX mporeca y henujama onpeheHor TkuBa koje je 3axBaheHo Oonemhy, a koje He
MIPUTIAIA]y IMyHCKOM CHCTEMY.

VYTHnaj ranekTuHa-3 Ha MATOreHe3y MNPHUMAapHOT OWJIMjapHOT XOJIAHTHTHCA 10 cajga HUje
WCIIUTHUBAH, a PE3yITaTH OBE CTyAH]€ JaCHO Moka3yjy aa Gal-3 Moke 1a uMa MOTIyHO CYNPOTHE
edeKTe Ha TOK OOJIECTH y JIBA pa3IUIIUTA MOJIENa 1A U3rJie/Ia CACBHUM JOKYMEHTOBAHO JIa YTHIIA]
raJleKTHHAa-3 Ha pa3Boj U TOK 0OJIECTH 3aBUCH OJ1 JOMUHAHTHOT MEXaHU3Ma UHAYKIHje 00JIecTu.

Y Mojeny mpuMapHOT OWITHjapHOT XOJIAHTHTHCA WHAYKOBaHOT nMyHH3arjom C5S7BL/6 muiieBa
KCEHOOMOTHKOM y anjyBaHcy Gal-3 uma npotexkTuBHH edekar, yoanaxkapajhu 60JIeCT BEpOBaTHO
TaKO MITO ITHTH XOJAHTHOILUTE O]l allONTO3¢ YUME CMambyje JOCTYIMHOCT ayTOAHTHUIEHA U TaKO
orpaHuyYaBa ayTOMMYyHCKH mpouec. CynpoTHO, y MOJely oBe 0ojecTH u3a3BaHe OakTepujoM
Novosphingobium aromaticivorans oacycTtBo rajiekThHa-3 TOTOBO Jla YHHH MHUIIEBE
pesucteHTHUM Ha pa3Boj] PBC HajBepoBaTHHje 300T HeaJeKBaTHE aKTHBAIU]j€ IEHIPUTCKUX
henuja GakTepujoM y OACYCTBY TaJIeKTHHA-3, yCIlIe]] Yera U30CTaje U aKkTUBAIMja CBUX OCTAIUX
hemja (NKT u NK henuja, T numdonura) koje yuecTByjy y pasBojy omrehema OMiInjapHUX

KaHaJia.
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5.1. Xoganrmouutu 000Ji€eIUX O] NPUMAPHOI OWIMjaPHOT XOJAHTMTHCA

excnipumupajy Gal-3

Panmje o6jaBibeHe cTyauje ykasyjy Ja je y 3[paBUM XyMaHMM jeTpama ekcipecuja Gal-3 y
XEMaTOUUTHMa M XoJIaHTHonuTtuMa HemepspuBa (259). Mehyrum, ekcrnpecuja Gal-3 je y
pPa3IMYUTUM TIATOJIOIIKUM CTarbMMa TI0CTajeé €BHJICHTHA Ta j€ TaKO IOKa3aHa je eKCIpecHja
rajgektuHa-3 y 93% y3opaka X0oJlaHTHOKapIMHOMa, IIPH YeMY je eKCIIpecHja HHTCH3UBHHUja y 00Jbe
mudepeHToBaHUM TymMopuMma (259, 264). IHTpaxenaTu4Hu XOJaHTHOKAPIIMHOM CE YeCTO jaBJba y
noJpy4juMa Jayrorpajue mHdmamanuje u ¢pudbpo3e OmnujapHUX KaHana ma je moryhe na je u
XOJIAaHTUTHUC yApYKeH ca noBehanom exnpecujom Gal-3. PesynraTu Halie cTy1uje cy 1o MpBU Iy T
yKa3ajly Ha 3Ha4ajHy EKCIpPEeCHjy TaleKTHHA-3 y XOJAHTHOIMTHUMA 00O0JeNUX O]l MPUMAapHOT
ounujapHor xosanrutuca (Cnuka 1). MehyTtum ekcrpecuja rajnexktuHa-3 je 3abenexeHa Uy
XOJIAHTHOIIUTAMA OOOJIENIUX OJf BHUPYCHHUX XEMAaTUTHCA, a HHUje JCTEKTOBaHA y OWJIHMjapHUM
enuteTHUM henujama 000JIeIuX 0J] XPOHUYHOT ckiiepo3upajyher xomanruruca (Ciuka 1) (285).
Pesynraru Hamre ctyamje cy cariacHU ca HOBHJUM MOJaTKOM O TToBehaHO] eKCTIPEeCHjH TaJIeKTHHA-
3 y tkuBy jetpe obosenux ox PBC (265), mama y 0BOj CTyQuju HHje HCIUTAHA EKCIpecHja
rajeKkThHa-3 y xonanruonuruma. Moryhe je na je nosehame excrpecuje Gal-3 y xonanruonuruma
KOMIICH3aTOPHU MEXaHW3aM KOjU IITHTH OBe henuje o amomoro3e H3a3BaHe Pa3IHUUTHM
crumyirycuma 'y PBC anu u ipyrium nH(IaManyjckuM CTamiMa, Kao IITO Cy BUPYCHH XEaTUTUCH
(286). V mpuior oBoj XMIIOTE3W HJe Haya3 ojacyctBa ekcrnpecuje Gal-3 y xonaHruonutuMa y
kacHUjuM ctanujymuma PBC koje kapakrepuine nspaxena pudposza u nporpecuBHo omreheme
OunujapHux KaHana. MelyTuM, TajnekTuH-3 ekcnpuMupajy u hemmje HIMyHCKOT CHCTEMa U OBaj
MOJICKYJT Pa3IMIUTO YTUYE Ha BUXOBY (QYHKIIM]Y 3aBUCHO O] BpCTE henrja u maToJIONIKOT CTamha
OJIHOCHO cTaaujyma 6onectu. Edekar ranexktuna 3 Ha henuje ypoheHe UMYHOCTH je yTJIaBHOM
npouH(IaMalMjCKU jep OBaj MOJIEKYJ: T0jayaBa XEMOTAKCy M €KCTpaBa3alujy HeyTpopuia u
ocnobahame npomHpuamanujckor uurokuna IL-8 (287), wmoaymuine pgerpaHynanmjy u
MpEeXXUBJbaBakbe HEyTpO(dHiIa, BUXOBY WHTEPAKIN]y ca JIAMUHHHOM M (PUOPOHEKTHHOM U TaKO
nojayaBa aTxe3ujy Jeykormra 3a enmoren (230), momctuye xemoTakcy MoHormrta (288) u
MHTEpaKUUjy OBUX hemuja ca ekcrparenynapHuM MaTtpukcoMm (289), mosehaBa darommtHy
ciocoOHocT Makpodara (246) u mojauaBa pECIUpPATOPHU Mpacak y HeyTpodpwinma u

makpogaruma (290-292).
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VY ckiany ca OBUM IOJAIMMa Kao M CKOPUJUM Haia3oM noBehaHe ekcrpecuje rajekTuHa-3 y
Mmakpogaruma jerpe obosenux ox PBC (265) moryhe je na oBaj snexktun nenyjyhu Ha henuje
ypohene nmyHocTH urpa u npouHpaamanujcky ynory y maroreHesu PBC. Kako 6u neraspHuje
UCTINTAIM KOja je yiora rajekTuHa-3 y narorernesn PBC ucnuTHan je TOK eKCIiepUMEHTaTHIX

Mmojena 6onectu ko Gal-3 neduiumjeHTHUX MUIIEBA.

52. Gal-3 nepuumjenTHH MHUIIEBH Ppa3BHjajy Texky ¢opMy NpuMapHOT

OMJIMjapHOT XOJIAHTUTHCA HHAYKOBAHOT KCEHOOMOTHKOM

ExcnepumenTannu Haja3u oBE CTyIMj€ yKa3yjy Aa aenenuja reHa 3a Gal-3 yOp3aBa u moropiaBa
MpUMapHu OWJIMjapHU XOJIAHTUTUC WHAYKOBaH HWMYyHHU3alHMjoM KceHoOnotukoM. C57BL/6
MHUILIEBHU ca jenenrjom resa 3a Gal-3 pa3Bujajy 3HaTHO jauy OosiecT y nopehemy ca mumeBuma
Koju nMajy pynkimonannu rex 3a Gal-3. Kox mumieBa kojuma Hepoctaje rex 3a Gal-3 3anaxeHu
Cy 3HAYajHO M3PaKEHHjH MOHOHYKJICApHH WHOWITPATH Y jeTpH y KojuMa noMuHupajy CD8+ T
mumbonuty, Beha omrehewa OnnnjapHux KaHana, jada ¢pudposa jerpe, Behe KoHIeHTpalllje aHTHU-
PDC-E2 IgA y cepymy u Behu AST/ALT unaekc y cepymy.

3HavajHuje omreheme OWIMjapHUX KaHala KO JbyId OOOJENUX OJi MPUMAapHOI OWIIHMjapHOT
XOJIAaHTHTHCA JUPEKTHO Kopenupa ca 3actymbeHouthy CD8+ T numdonunTa y nHGUITpaTUMA Y
TkuBy jetpe (293). Behe npucyctBo CD8+ T nmumdormra y nHGUATpaTHMA OUIHjapHOT TPAKTA je
3abenexxeHa u kop IL-2Ro—/— mmumeBa koju cmoHtaHo pasBujajy PBC, xao u koa mwuiieBa
UMYHH30BaHUX KceHoOnotukom- 20A-BSA (74) (294). LIuToTOKCHYKH JTUM(OIMTH CriCIUpUIHH
3a PDC-E2 wurpajy rnaBuy yiory maroreHesun PBC u oumrnenHo maupextHo omrehyjy TKuBO
OJTHOCHO JUPEKTHO Ju3upajy xomanrwormre (295). V TomM cMmuCIy 3aHa4ajaH je W Haja3 ja
nacuBHU TpaHcpep CD8+ T numdonura, nzonoanux uz dnTGFBRII mumesa, nuaykyje pasBoj
ayTOMMYHCKOTI' XOJIaHTUTHCA (Ca U3pakeHOM HH(IaMaIijoM OKO OMIMjapHUX KaHala, lbUXOBOM
JIECTPYKIMjOM B (OPMHpAEmEM TpaHyJIoMa y MOPTHOM IpocTopy) kon Rag-1—/— mummeBa, mok
tpanchep CD4+ T nmumbonura yommre Huje npahen pazsojem PBC-like mpomena y jerpu (296).
Hedunpmjenuuja xemokuHckor perenrtopa CXCR3 mojauaBa ayTOMMYHCKHM XOJAHTHTHUC KOjH
pa3Bujajy dnTGFBRII mumeBn u To nojauaBameM (yHnkiuje narorenux CD8+ T num¢ponura

(297). ITomenyTu pe3ynraT Cy y CKJIaay ca pe3yjITaTHMa OBJE MpHKa3aHe CTYIHje Koja jaCHO
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nokymeHtyje na je sehu 6poj CD8+ T numdonura y TkuBy jerpe Gal-3 nepuunjeHTHUX MHIIEBa
nose3aH ca TexxuM obsnmkom PBC, Behum omreheme jerpe n noBehanum muaekcom AST/ALT
(264, 298).

HNako je nokymentoBano na cy CD8+ T numdonuTd TiIaBHM €r3eKyTopu y omrehemy
XOJIaHTMOIIUTA CTYJHUje CIPOBEACHE Kako Ha Yy30pLUUMa XyMaHOI I[OpeKiIa Tako U Y
excrepuMeHTaTHUM MozennMa PBC ykasyjy na neHTpanHy yjory y MaTOoreHe3w oBe O0JecTH
urpajy Thl numdouuTu 3a unjy je nudepenumjanujy HeonxoaHo npucyctso IL-12. Tako cy nse
HE3aBHCHE CTyJMje TeHOMa ToKasasie aa cy oxapeheHe Bapujante reHa 3a IL-12A u IL-12RB2
ynpyxene ca nojasom PBC (299, 300). Takohe ykonuko ce dnTGFbRII muiieBumMa Koju ClIOHTaHO
pa3Bujajy 6omect (koja Beoma nmuun Ha PBC) ykiionu red koju koaupa p40 cyOjeuHHITy IMTOKIHA
IL-12 oHuM pa3Bujay 3HaA4YajHO Mamy HH(IaMalW]y OWIMjapHUX KaHaja ca CMambeHmheM
KOHIIEHTpalja npouHpaamanujckux urokuda y jerpu (301). Crontanu pas3Boj 60aeCTH KO
MHUIIIeBa KOJH KOHTHHYHpAHO MojayaHo excnpumupajy IFN-y ykazyje Ha KJby4HY yJIOTYy OBOT
UTOKMHA y paHuM ¢a3zama pazoja PBC (302). [TokazaHo je ja cTajaHa eKCHpecHja MOACTHYE
excripecnjy MHC Il y xematouuTumMa W XOJAHTHOIMTHMA INTO JONPUHOCH HWHHIUjATHOM
omrrehemy oBux henuja (302). V ckiiaay ca HaBeIeHUM Haja3MMa je U pe3yJITaT OBJE MPUKa3aHe
CTyIWje KOju yKazyje na je Texe ¢opma xomanrutuca kon Gal-3 aedurujeHTHUX MHIIEBa

yapyxena ca noBehamem Opoja u CD4+ u CD8+ T mumdonura koju excripumupajy [FN-y

(rpadukon 9).

5.3. Texxn o06auk 06oJiecTH, MHAYKOBaHe KceHoOmMoTMKOM, koa Gal-3 KO

MHUIIIEeBA je yapy:keH ce Behom ¢pekBeHIIOM anonTo3e X0JaHTMOIHUTA

Wzmepene xonneHtpanuje aHTH-PDC-E2 antHTena y cepyMy WMHIIeBa HMYyHH30BaHUX
KCEHOOMOTHKOM carjlacHe Cy ca pe3yJITaTHMa MpeTXoaHo o0jaBibeHux cryauja (298). Tako je y
cepyMy MHUIIEBa UMYHHU30BaHUX KCEHOOMOTHKOM YOUEH je OpacT KOHLEHTPAI1ja CBUX MEPEHUX
kinaca antutena crnenupuanux 3a PDC-E2 ( 1gG, IgM u IgA), npu yemy HemMa CTaTHCTHYKH
3HauvajHe pa3nuke y koHneHtpanujama IgM u IgG msmely WT u Gal-3 gedunujeHTHUX MHIIIEBa
1OK je koHueHTpanuja IgA cneunduynor 3a PDC-E2 cratuctnuku 31avajHo sehu y cepymy Gal-
3 nedunmjentaux mumeBa. AHTH-PDC-E2 antutena xmace A ce NETEKTyjy Yy Ky4H, CaJHBH,

ypuny u cepymy odonenux (303). Kao kibyuHu Hanma3 3a joKa3uBame OOJECTH HABOAU CE
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npucyctBo IgG crnenmdpuunnx 3a PDC-E2 (304). Konuentpauuje antu-PDC-E2 IgA y cepymy
Gal-3 nmepunmjeHTHUX MHIIEBa, MMYHH30BaHUX KCCHOOMOTHKOM, KOpenupajy ca Behum
omrehemeM Ounujapanx enurenaux henwja. OBaj Halla3 je 3HAYAjaH jep je paHuje IMOKa3aHo Ja
antu PDC-E2 anturena knace A TpaHCIMTO30M IIPOJIa3e KPO3 XOIAaHTHOLUUTE U Ja TOM HPUIIUKOM
aKTHBUpAjy Kaclas3e W WHAYKYjy amonTtoly OwimjapHux enutenHux hemuja (68). AxTuBHOCT
Kacrasza JTUPEKTHO Kopenwpa ca KoHieHTpanujoM antu-PDC-E2 antutena kimace A 'y cepymy
obomnonenux o PBC (68). ¥V ckimaay ca oBuM pe3y/ratuma je U Haja3 OBJE MPUKA3aHE CTYIH]e
KOJH jaCHO JOKyMEHTyje Ja cy moBehaHe koHueHTpamnuje aHTu-PDC-E2 anturena kmace A 'y
cepymy Gal-3 neduuujeHTHUX MHILIEBA UMYHU30BaHUX KCEHOOMOTHKOM YAPY>KEH ca 3HauajHO
BehoM anonTo30M XOJIaHTHOIUTA.

VY3umajyhu y 003up TpeTxoHO HaBeleHy Kopenamnujy uamely koHnentpanuje antu-PDC-E2
aHTHUTENA Kjace A y cepyMy M aIloNTO3€ XOJIAHTMOIUTA UCIUTAHE Cy €BEHTUYAIHE Pa3HKe y
IPOLEHTY anonToTu4HuX Xomanruonura usmehy WT u Gal-3 neduuujentux muimesa. Beha
koHreHTpanuja antu-PDC-E2 antutena knace A y cepymy Gal-3 nedunujeHTHUX MHUIIEBA je Y
KOpeJalyju ca 1ojaqaHoM aronTo30M X0JIaHTHouTa ko oBux mutesa (I'padukon 12, Cruka 8).
Gal-3 je excripumupaH y enuTeIHUM henujama CIly3HHIIE JKeylla, KOJIOHa U [POCTATe allkd Uy
henmjama MMyHCKOT cucteMa Kao mTo cy MoHomutu u Makpodaru (305, 306). Excnpecuja
rajekTiHa-3 ce nmosehasa y enutennuM henujama u henrjaMma UMyHCKOT CUCTEMA y Pa3IHUUTHM
uH(pIAMAIWCKUM CcTalkbuMa. Y OBOj cTyadju je moka3aHo na je Gal-3 ekcnpumupan y
XOJIAaHTHOIIUTHMA O00JIeNTUX O] mpuMapHor OwnujapHor xojanrutuca (Cnumka 1). ITopem Tora
MOKa3aHO je J1a y XOJAHTHMOIMTHMAa 3[paBUX MuieBa ckopo na Hema Gal-3 (Cmuka 7), a
eKCIpecHja OBOT MOJIEKYJIa PacTe y XOJAHTHOIMTHMA MUIIEBA UMYHU30BAHUX KCEHOOMOTHUKOM,
IITO yKa3yje Ha 1ocTojame Be3e n3mely exkcripecuje Gal-3 u nadnamanuje y TKUBY jeTpe MHUILIEBA.
Henenuja rena 3a Gal-3 unnu henuje XyMaHOT KOJIOPEKTATHOT KapLIMHOMA M XOJIaHTHOKapLIHHOMA
oceTspMBHjuM Ha amonTto3y (148, 307, 308) mok mpexoMepHa eKCIpecHja raleKTHHA-3 IITUTH Of
amonrrorcke cmptH (309). Cynehu mo npeTxoaHo HaBeaeHUM Hanazuma excrpecuja Gal-3 y jetpu
KUBOTHA HMYHU30BAaHUX KCEHOOMOTMKOM MOXE Jla MMa MpPOTEKTHBHY YIOry, ImTuUTehu
XOJIAHTHOIIUTE O] allONTO3E.

Moryhe o6jammemne je u aa je exnpecrja Gal-3 y xonaHruourumMa y mpuMapHOM OWITHjapHOM
XOJIAHTUTUCY KOMIICH3aTOpPHU MEXaHHM3aM KOjUM ce OunujapHe enuTenHe henuje mrTute of

ariornTo3e Kojy y 0BOj 0OJIECTH MHAYKY]Y Pa3IUIUTH CTUMYITYCH. Y TIPHIOT OBOj XUIIOTE3H HJIC U
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Hana3 ciabe uiu MOTIyHOT ojicycTBa ekcnpecuje Gal-3 y xonaHnruonuruma y kacHUjuM (azama
IPUMapHOT OWJIMjapHOT XOJAHTHUTHCA JbyIW KOj€ KapaKTepHIle MporpecuBHO omTeheme
OwMjapHUX KaHaia U u3paxena puodposa (Cruxka 1).

VY cknagy ca oBje NMpUKa3aHUM pe3yiTaThuMa Moryhe je Ja mojadyaHa amonTo3a XOJaHTHOIUTA,
peructpoBaHa koja uMyHu3oBaHuX Gal-3 nepuuMjeHTHHX MMIIEeBa, OJlakliaBa ociioOahame
ayTOAHTUIE€Ha W MHIYKYyje jady aKTHBalWjy ACHAPUTCKUX henMja ca 3HAYajHUjUM HHQIIyKCOM
uH(pIaMaujcKuxX JUMQoLunTa WTO 3a nociaeauny uma Behe omreheme OmnMjapHUX KaHaja U
n3paxkenujy Gopmy 6osiectu u hudpo3y jerpe. [Ipema Tome, U3pakeHHja arONTO3a XOJAHTHOIIUTA
Moke Ja Oyne mocieauna OJCyCTBa rajekTuHa-3. 3HauyajHo Behu mpoleHaT amonTOTUYHHUX
OWIMjapHUX CNUTETHUX helvja HAKOH H3Jlaramba IPoarnoTOTCKUM CTUMYyJycuma in  Vitro
JIETEKTOBAH j€ Mel)y XOJIaHrMoLTUMA IOTEKIUM U3 jeTpe 31paBux Gal-3 nedunujeHTHUX MuUIieBa
y mnopehewy ca wucrum henmjama wu3omoBaHuM u3 3apaBe jetpe WT mTo mnotBphyje
aHTHAIONITOTCKY YJIOTY rajlekTuHa-3 y oBuM henujama.

ArornTo3a X0JIaHTHOIIMTA je BeoMma 3HauajaH poralaj y marorenesu PBC (310, 311) jep Tokom oBor
npoueca antureH PDC-E2 ocraje MHTakTaH ca O4yBaHUM EMUTONMMA, a HEroBa eKCcIpecuja Ha
anuKaaHoj (JTyMHUHAJIHO]j) TOBPIIMHY OWIMjapHUX KaHanuha je moTBpleHa UMyHOXUCTOXEMU)CKU
0ojemeM crierupuunum antu-PDC-E2 monoknoHckum antutenuma (312-314). Muartaktau PDC-
E2 ce nmerektyje M y alONTOTCKUM TEJNAILIIMMa MOTEKIMM O]l YMUPYNHX XOJIaHTHOIMTA IITO Ta
YHHU JJOCTYITHHM aHTU-MUTOXOHIpUjcKUM anTHTenuma (61). Jlakiie Moxke 1a ce mpeTnocTaBy Jia
mojayaHa amonTo3a xojanrwomuta Gal-3 nmeduimjeHTHUX MUIIEBa Y3pOKyje IOjavyaHO
ocnobahame ayTOaHTUIeHA U TMOCIEIUYHY CTUMYJAIUjy UMYHCKOT OJArOoBOpa IITO Ha KOHILY
nojayana 0oJiecT.

[Tojayana amonTo3a XoNaHTHOIMTa perucrpoBana kox Gal-3 pedunujeHTHUX MUIIEBa MOXe Ja
JOTIpPUHECE TEKUHU 0O0JIECTH M HA IPYTH HAYHMH U TO MOjadyaHOM CTUMYyJaiujom hennja ypohene
uMyHOCTH. Makpodaru A00HjeHH U3 JHHHM]j€ MOHOIMTA 00OJEeNUX OJ MPUMAapHOT OWUITHjapHOT
XOJIAaHTMTHCAa MHKYOMpaHH ca arnoNTOTCKMM TeJallllMMa KOja MOTHUYY OJI XOJAHTHOIHTA, a Y
npucyctBy AMA mpojyKyjy 3Ha4ajHy KOJUuuHy uHpamanujckux rurokuHa (310). Omucano je
na Gal-3 Moxke J1a urpa yJory KJIacu4dHoOr ,,eat me “ CHTHaJIa Ha alloNTOTCKAM TeJalllMa 1 Ja Ha
Taj HAYMH CTUMYJIHIIE (haronuTosy anonrornuynux henuja u hemujckor nedpuja (315). INanexkTun-
3 crumynuie Makpodare Ha yKJIambambe alloNTOTHYHUX HeyTOpH(HiIa YMMe yTHUYE Ha Pe30ITy L)y

undnamarmje (316). Ysumajyhu y o03up oBe Hamaze moryhe je 3akspyuutd na je kox Gal-3
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nepUUUjeHTHUX MuIleBa MopeMeheHo yKiIamame arnonNTOTMYHUX XOJAHTHOLUTa  KOjH
eKCpuMHupajy uHTakTHH aytoaHntureH PDC-E2 ycnen uera mocroju Beha mocTymHOCT
ayTOAHTHUTEHA KOJH CTUMYyJHUIIE creruduuHe JuMEAOIHUTE IITO JONPUHOCH I0jadamby
nH(pamanuje u omrehemy OnnMjapHuX KaHaimha.

VY Hamoj CTyJMjU je IoKa3aHo Ja aAeHapuTcke henuje npucytHe y jerpama Gal-3 neduuunjeHTHUX
MUIIIEBA, HMYHH30BaHMX KCEHOOMOTHKOM, HMAjy W3paXECHUjU WHGIAMAIMCKH (EHOTHII
(I'paduxon 11, Cnuka 6), To HUje y CKJIaAy ca IPETXOHO HABEACHUM I10/lalliMa J1a alloNTOTCKa
TeJIa OPEKIIOM XOJIAHIHMOLUTA Y IPUCYCTBY CHELM(UYHUX ayTOAHTUTENA CTUMYJIUIITY Makpodare
Ia MpoayKyjy npouHduamaiyjcke nutokune (310) koju Ou oHIIa BEpOBATHO MOJCTHUIIATH Pa3BO]
uH}pIaManujckor (eHoTuna M JeHIPUTCKUX henwja. MelhyTum ranektuH-3 Ha JACHAPUTCKUM
hemnjama Takohe momymumie (yHKIM)y camux neHaputckux hemmja. Gal-3 nmedunmjeHTHE
NeHApUTCKe henuje MpoaykKyjy Mame aHTuuH(uamarujckor nurokuHa IL-10 u momctuuy
nponykuujy IFN-y y anorenum T mumdonuruma (317). HoBuja cryamja mokasyje aa in vitro
CTUMyJalja JeHApUTCKUX henmmja wm3onoBanux u3 Gal-3  pedunujeHTHMX — MuUIIEeBa
JUIIONoIMcaxapuaoM nosehaBa MpoayKIujy npouH(uamanujckux nutokuHa 1L-1, 1L-12, 1L-6
amu ¥ antuuH(pramanmjckor 1L-10 (318). V cknany ca HaBeneHuM Hanmasuma Moryhe je na
nenapurcke henuje Gal-3 geduuumjeHTHHX MHIIEBA y OAroBopy Ha crumyiauujy TLR
arOHUCTHMA, IPUCYTHUM Y aJIjyBaHCy KOjU c€ J0Jaje MPHINKOM HMYHHU3aIHje KCEHOOMOTHKOM,
pa3BHjajy CHAXHHjH WHQIAMAIUjCKH (PEHOTUI M TaKO JOTPUHOCE AKTUBAIUU CHCIHPUIHUX

muMmdonnTa U TIojayamy nHpIamaluje u omrehema OMIMjapHUX KaHama.

5.4. Gal-3 nepunmjeHTHH MHIIIEBH MMYHM30BAHH KCEHOOMOTHKOM pa3BHjajy

uspaxxenujy ¢puodpo3sy jerpe

JucOanan u3Mmel)y amonmToTcke CMPTH XOJIaHTHOLMTa W mponudepanuje mpeoctanux hemnuja
oapehyje Tok OoiecTH, jep MOjauaHO YHMINTaBame henuja BOAM y Tporpecujy Oosectu ca
3HA4YajHUM TYOMTKOM OWiIHjapHHX KaHaia ¥ GuoOpo3om jerpe. Y oamaxiuMm ctamujymmuma PBC
XOJIAHTHOIIUTH Ty0e CIIOCOOHOCT /1a pOoauepuIly U JOMHUHUPA allONTOTCKa CMPT OBUX henwja.
AmnonTo3a moactuye (hudporeHesy akTHBaIMjoM cTenatHux henuja jerpe (enr. Hepatic Stellate
Cells, HSCs) (314, 319). V jerpama Gal-3 npedunMjeHTHUX MHUIIEBA HWMYHH30BaHHX

KCCHOOMOTHKOM yodaBa ce m3pakeHuja pubposa. Gal-3 aktuBupa pazmuaure mpoPuOpoTcke
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¢dakTope ykipyuyjyhu dakrop pacra ¢pudbpodnacta u TGF-f u ctumynuie npoayKuujy KoiareHa
y pa3nuuuTuM OosecTuM (222). A OBJie IPUKA3aHH, @ OUUTIICTHO CYIIPOTHU PE3YITaTH MOTY Ja
ce o0jacHe 3HaYajHO M3PaKCHUJOM aroNTO30M XoJlaHTHonuTa y jerpama Gal-3 medurmjeHTHHX
MHUIlIeBa MTO cCHaXXKHMje akTuBUpa HSCs u 3a mocnenuiy numa uzpaxenujy Guodpo3y koja jacHoO .
Kopenupa ca Behum koHreHTpanujama npopuodporckux uutokuna IL-13 u IL-17 y cepymy (320)
(321).

Hanas Beher ykynsor 6poj IFN-y+ CD4+ u CD8+ numdouuTta y jerpama Gal-3 neduiumjeHTHHX
MUIIIEBA, UIMYHU30BaHUX KCEHOOMOTHKOM, j€ Y CarjilaCHOCTH ca MPETXOJHUM CTyJHjaMa Koje Cy
nokazasnie na umyHuzauuja IFN-y neuumjentnux mwumena, ca20OA-BSA y axgjyBaHcy, He
y3pokyje unduamanujy y jerpu (322). Takohe, Behu Opoj IFN-y+ CD4+ u CD8+ numdonura y
jerpama Gal-3 nedunMjeHTHHUX MHIIEBA je y TOBE3aH Ca H3PaKEHUJUM HH(DIAMAIN]jCKUM
(eHoTUIIOM IEHIPUTCKUX henuja y jeTpyu OBUX MUILIEBA.

[Tokaszana uspakenuja uHdiamaimja, Gpudposa u omreheme Ouarjapuux Kanana y jerpu Gal-3
nepULMjeHTHUX MHUIIEBa HMMYHM30BAaHUX KCEHOOMOTHKOM YyKa3zyje Ha HpPOTEKTUBHY YJIOTY
raJieKTHHA-3 y ayTOUMYHCKOM XOJIAHTHUTUCY WHIYKOBAHOM KCEHOOMOTHKOM.

Mehytum paerasbHHje mpoyuyaBame HMyHomatoreHese y PBC 3axteBa u pa3maTpame BUILIE
¢bakTopa, y3uMameM y 003Hp J1a BUIIE €TUOJOIIKUX (aKkTOpa MOXKe YTHIATH Ha pa3Boj OoyecTH

Kao M Ha BHIIE3HAYHOCT MMYHCKOT OIrOBOpA y pa3nuuTHM (azama donectu (323-325).

5.5. lepunujenuuja Gal-3, kao u npumena unxuduropa Gal-3 xkon WT
MHIIEBA, je YAPYXKeHa ca 3HATHO 0,1a:xoM ()OPpMOM NPUMAPHOr OMJIMjapPHOT

X0JIAHTUTHCA HWHAYKoBaHor 6akTepujom Novosphingobium aromaticivorans

Novosphingobium aromaticivorans je yOukBHTapHa «-MpoTeo0aKTepHja Koja CaapiKH
koH3epBupanu enuton PDC E2 u Moxe na ce AeTekTyje Ha Ciay3HULamMa y JTUTeCTUBHOM TPaKTy
mwyau (49, 326, 327). Novosphingobium aromaticivorans merabosuiire kcenobunoruke (328, 329)
U Tako HMHTEepdepHpa ca EHTEPOXCHMATHYHUM KPYKEHEeM JKyYHHX KHCEIHHA U METabIu3MOM
xopMoHa. HaBesieHe kapakTtepucTHke OakTepuje W MeTaboIMYKe MHTEpaKIMje KOje OCTBapyje

JOMPUHOCE PEKUIY ayTO TOJEpaHIIMje Yy TKUBY jeTpe.
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Nugekuuja oceT/bUBUX cojeBa Mumena G6aktepujom Novosphingobium aromaticivorans (5x107
cfu) y aBe no3e (HynTe U qpyre Henlesbe) UHAYKYje MPOaYyKIMjy aHTuTena cneunduaaux 3a PDC
E2 wm aktuBamujy ayropeakTBHHX T smMm@onuTa KOjU YYECTBY]Y Y pa3BOjy XpOHHYHE
nH(pamanuje y jeTpu Koja BeoMa nojceha Ha mpomeHe koje ce Buhajy y jerpu obonenux og PBC.
Haxo ce cBpcraBa y I'pam HeratuBne Oaktepuje hemujcku 3un Novosphingobium aromaticivorans
HE caIpku Jurnononucxapaun. Y hemujckom 3uay oBuX OakTepwja Ccy TPUCYTHH
MIMKOCUHTONUNUIN (Kao TOo je TayKypoHuinepamua) koju akuupajy NKT hemuje koje
npemno3Hajy oBakse antureHe y ckiorny CD1d monekyna (113). OBako akruBupane NKT hemnuje
IPOAYKY]Yy LMTOKHHE U XeMOKHHE Koje oMoryhaBajy akTUBalujy u AudepeHnujarujy mnoMaraukux
T mumdormra (283, 330). NKT henuje kao u henuje koje excnpumupajy CD1d monenkyi cy mpse
henuje ypoheHe WMYyHOCTH KoOje JeTeKTyjy mpucyctBo Oakrepuje Novosphingobium
aromaticivorans u moactudy aHTUMHKpoOHH MMyHCKH oiroBop. NKT hemuje cy mpucythe y
BEJIMKOM Opojy Yy jeTpH Tae ce Kpehy Mo CHHyCOMAaIHMM €HJIOTeJHUM henujama u 00aBibajy
¢byHKIMjy Ham3opa oBor BackysapHor mpocropa (331, 332). IlpucycrtBo oBux henuja xao u
excripecuja CD1d y jerpu ce 3nadajHo nmoBehasajy ko obonenux ox PBC (333-335).

Kako ayTOMMyHCKH XONIQHTHTHUC KOjU C€ KOJ| MHILEBa pa3BHja HaKOH HMH(EKIHje OaKkTepHjoM
Novosphingobium aromaticivorans, 3a pasnuky oa 0oJieCTH WHIYKOBaHE KCEHOOMOTHKOM, MMa
BUIIIE CIIMYHOCTU Ca MPUPOAHUM HACTAHKOM, TOKOM U pa3BojeM 0O0JEeCTH KOJ JbyaU KOPUCTHUIIH
CMO H OBaj Moen 3a ucnutuBame yinore Gal-3 y marorenesu PBC. ExcriepumeHTaiHi Haiaszu
OBJIC MPUKA3aHOT UCTpaKMBama ykazyjy aAa Gal-3 y oBom mozeny 6osiecT Ma CymnpoTHE edeKTe
y nopehemy ca onucannM epextuma y moaeny PBC koju ce n3a3uBa kceHOOMOTHKOM. MuiieBu
ca aenenujom resa 3a Gal-3, a kojuma je Oonect U3a3BaHa OakTepHjoM, TOTOBO Jla HE pa3BUjajy
MHOQUITpATe y jeTpH, uMajy 3HadajHo Mame BpeaHoctd AST/ALT muaekca u Mame BPEIHOCTH
aatu- PDC-E2 IgA y cepymy, 1 MambH Opoj akTHBHPAHUX ACHIPUTCKUX, HHIamanujckux NK u
NKT u Thl7 u Tcl7 henwja y jerpu y mnopehewy ca C57BL/6 mumeBuma koju umajy
¢bynkunonanuu red 3a Gal-3. JenHom peujy ranexkTuH-3 AeUIMjeHTHH MUBH, y OJrOBOPY Ha
undekuunjy 6axrepujom Novosphingobium aromaticivorans, passujajy MHOTO 01Ky 00JIeCT HEr0O
MUIIIEBH KOjU TTOCeAy]jy 0Baj reH. OBCj Haja3 yka3yje Ha MOTIYHO JIPyradujy yJIOoTy IeleKTHHaA-3
y JIBa pa3IMyUTa MO/ENa OOJIECTH.

Kibyunu enementu 3a aujarHoctuky PBC, xao mro cy cHakHa MH(UATpaIMja MaIUX >Ky4YHUX

nmyTeBa W (GopMHpame TpaHylIoMma, Cy JETeKTOBaHH y jeTpama uHpumupanux CS57BL/6 WT
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MHUILIEBA a IPUKA3aHU OBOM CTY/IHjOM, OIIMCAHU Y U MOJIeNTy O0JIECTH U3a3BaHOM Ha MCTU HAaYMH Y
NOD 1101 cojy muma. 3a pa3nuky oX Hanmaza momeHyTe crynuje Ha NOD 1101, y oBne
MPUKA3aHUM HCTPaKHBAmBIMa PETUCTPOBAH je U pa3Boj pudpo3e y jerpu unpunupannx C57BL/6
WT muliuesa, a 0Ba pa3jyka je BEpOBaTHO MOCIEANLA COJHUX pasinka. Pubpo3a je peakiyja TKUBa
Ha eKCcTpaBasallMjy KyYHHUX COJIM yciel AecTpyKiuje OunnjapHux kaHaiuha, a cMaTpa ce 1a je 3a
pa3Boj ¢udpo3ze HeonxoaHo npucyctBo Th2 murokuna. [Iponykuurja Th2 nuTokuHa je 3HA4ajHO
cynpumupana kojx NOD mumesa (336) qox C57BL/6 WT mumesu, nako cnabuje Hero BALB/c
MmuieBy, unak npoAaykyjy Th2 murokune (337). OBne nmpukasaHu pe3ysTaTH Takohe ykasyjy Ha
pa3Boj u Th2 umyHckor oarosopa ko uHpunupanux C57BL/6 WT muresa, rna Tako JSHIPUTCKE
henuje oBMX MwuIIEBa y OAroBOpy Ha IN Vitro crumynmanujy OakrepujoM mnponykyjy IL-4
(I'paduxon 24), mto Moxe na obOjacHu mojaBy ¢uopose. Octasie ne3wje Koje pa3Bujajy
uHpumuparn NOD 1101 mwumieBu, a Koje BHIINE OATOBapajy ayTOMMYHCKOM XEMaTUTHUCY
(BeHynHMTHC, MHQUITPATH Y MAPEHXUMY U eKcnaH3uja rasmonuta) (338) ce Takohe youaBajy y
jerpama unpunupanux C57BL/6 WT mumesa (Cnuke 13 u 14). Mehyrum, y jetpama Gal-3
nepUIMjeHTHUX MUILIEBa CKOPO J1a C€ M HE YOuaBajy XHUCTOJIOIIKH MapaMeTpH omrehema, 0CUM
Oyiare nHGUITpanKje OMIMjapHUX KaHaiduha O0e3 omTeherma enurena, U TO He KOJI CBUX MHUIIIEBA
u3 rpyne (I'pagukon 5, Cnuka 3). ¥V jerpama C57BL/6 WT mureBa TpeTupaHUX UHXUOUTOPOM
raJieKTHHA-3, Y TIpBE YeTUPU HelleJbe HaKOH MH(eKIrje, Takohe ce He youyaBajy MepUIIOPTHU U
nepuouIujapHu MHGUATPATH HU HAKOH YETHPH HHU HAKOH 24 Henesbe Of MpBE J03e OakTepHja
(I'paduxon 28, Cnuke 13 u 14). YMecTo Tora y jerpama OBUX MHILIEBA C€, YETUPU HEJEIhe HAKOH
IpUMEHEe UHXUOUTOpa, youaBajy 1udy3HU MHQUITPATH y NApEHXUMY M TpakKacTa I0Jba HEKpO3e
xenatouuTa (Cnuka 13), a HakoH 24 HeZlesbe 0CTajy caMO Mamba MoJba HHPHUIATpAIHje Y HapeHXUMY
(Cnuka 14). ¥V ckiany ca HaBeIeHUM Hajla3uma cy U Hemto Behe BpenHoct ensuma jerpe (AST
u ALT) y cepyMuma uH(puupaHux MHILIEBa TPETUPAHUX HHXHUOUTOPOM TrajieKTHHA-3 y iopehemy

ca rpynom Gal-3 nedpunujentaux mumena (I'paduxon 29).

128



5.6. Jdepunujenuuja Gal-3, kao m npumena unxudOutopa Gal-3 kox WT
MHLIEBA, je yApy:KeHa ca 3Ha4YajHo MamoM ¢pexkBeHuujom Thl7 m Tel7
aumounnra y jerpama CS57BL/6 mumeBa wuHUUUpaHux OaKTepujom

Novosphingobium aromaticivorans

Naxo ce PBC onmcyje kao 6051ecT y 4Hjoj MaTOreHe3un JOMUHAHTHY yiory urpajy Thl numdouunTu
[I0CTOj€ MoJIally KOJU yKa3yjy ¥ Ha 3HayjaHy yiory Th1l7 numdonura y MHULIMjallUju U IPOTPECU]U
oonectu. Onucana je 3HavajHa akymynanuja Th17 mumdonura y jerpu obonenux ox PBC, xao u
Beha excripecuja xemoknHa CCL20 koju BepoBaTHO y4ecTBYje y IpUBIauekhy oBuX henujay jetpy
(339). V apyroj cryauju je omucaHo 3HauajHo npucyctBo 1023+ u IL-17+ MoHOHYKIICapHUX
henmnja y mopTHMM mpocTopuMa jerpe y oamakiauMm crtaaujymuma PBC kao um mo3uTuBHA
kopenanuja m3mely konnentpamuje of IL-23 u IL-17 y cepymy obGonenmux oxm PBC ca
KOHLICHTPALIMjOM Y TIyTaMui Tpancepase y cepymy (340). JlokyMeHTOBaH je U 3Ha4ajaH mopact
opoja IL-17+ nmumdornura y unpuntpatuma jerpe odbonenux ox PBC y nopehemy ca nporienrom
oBuX henuja y uHUITpaTHMa IPUCYTHUM Yy IPYTHM OOJIECTHMA jeTpe Kao U y jeTpama 37paBux
ocoba (75). Hana3 IL-17+ nmumdonuTa y jeTpu KapaKTepHCTHKA je KacHHjuX (a3za pa3soja PBC,
mTo yKasyje Ha 3Hauaj kousep3uje Thl y Th17 umyHcku oaroBop 3a nporpecujy 6onectu (341).
Taxobhe je y jerpama IL-2Ra nedunujeHTHUX MHUIIEBa, KOjU CIIOHTAHO pa3BHUjajy 00JeCT CIUYHY
PBC synu, ommcano mnpucyctBo arperata IL-17 mno3utuBHHUX auMdonHTa y TMOPTHUM
npocToprMa, Kao U Beha gpekBeHla oBakBUX henuja y jerpu y ogHocy Ha nepudepujy (75). ¥
uctoj cryauju je mokazaHo aa CD4+ T numdbomnutu u3 jerpe 3apaBux C57BL/6] muriena
cekperyjy Behe kommuuue IL-17 y mopehewmy ca CD4+ T nmumdonntuma U3 Clie3uHe HUCTHX
MUIIIEBA IITO YKa3yje Ha CKIOHOCT JIMM(OLHUTA Ja Y MUKPOOPKPYKEwY jeTpe npoaykyjy IL-17.
ITopen Tora kokyntypa CD4+ T numdponura mzonoBanux u3 cinesumdHe CS57BL/6]J mumesa u
HenapeHxuMckux henuja jetpe je moBehana 10 myta mpoaykuujy IL-17 y T numdornutuma y
nopehewmy ca henujama koje cy rajeHe 0e3 monatka hemmja m3aBojeHux u3 jetpe. OBaj Hama3
yKa3zyje Ja MUKPOOKpykeme jerpe Oapem kon CS57BL/6)J mumieBa momctude pas3Boj Thl7
HMMYHCKOT OJIFOBOpa y ayTOUMYHCKHUM U MH(]IIaManujckum 0oJiecTuMa jeTpe.

VY ckmagy ca HaBeIGHHMM IMOJAllMMa Cy M pe3ydTaTd OBJE MpHKa3zaHe CTyAWje KOju jacHO

JIOKyMeHTyjy na je 6poj Th17 u Tcl7 numdonura y jerpama C57BL/6 muineBa nHPUIPaHUX
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6akrepujom Beha on 6poja Thl u Tcl numdonnta y jerpama uctux mumesa (I'papukon 18). ¥
jetpama Gal-3 nepunujeHTHHX MumeBa kao U WT MuIIeBa TpeTUpPaHUX HMHXHUOUTOPOM
TJIEKTUHA-3, a Y CKaJJIy Ca XHUCTOJIONIKAM M CEPYMCKHUM IapaMeTpuma 0o0JiecTH, 3Ha4ajaHo je
Mamu 1 ipotieHat Th17, Tcl u Tcl7 henuja (I'paduxon 31). llltaBuie, y jerpama HHGUIIUPAHUX
Gal-3 nepuumjentHnx u WT mumeBa TpeTupaHHMX WHXHOUTOPOM TalIEKTHHA-3 HHUje YOUCHO
noBehame npouenat Tcl u Tcl7 y omHOCY Ha TPOIEHTE Yy jeTpamMa HETPETHPAHUX MHUIIEBA Y3
He3HatHo nosehame nporenTa Thl u Th17 mumdonura (I'padukon 31). Y3umajyhu y 063up oBe
pe3ynTare ¥ pe3yiraT MPEeTXOJHO HaBejaeHe cryauje (75) Moxke 1a ce 3ak/bydd Ja y pa3Bojy
ayTOMMYHCKOT ITporieca u3a3Banor nndekuujom C57BL/6 mummesa 6akrepujom Novosphingobium

aromaticivorans kspyuny yiory urpajy CD4+ u CD8+ numdoruru koju mpoaykyjy IL-17.

5.7. Jepunujenuuja Gal-3, kao u npumena unxuOutopa Gal-3 kox WT
MHUILIEBA, je YIPYKeHAa ca 3HA4YAjHO CJIA0HjoM AKTHBALMjOM JE€HAPUTCKHX
heauja xox C57BL/6 mumeBa undpuumpanux daxkrepujom Novosphingobium

aromaticivorans

lNanexTnH-3, Be3uBameM 3a perientope Ha hennjama, ocTBapyje OpojHe yjaore y (pU3UOJOMKUM U
MATOJIONIKKM TIpollecuMa. EHIOTeHH pelenTopu 3a TajJiekKTHH-3 Cy BeoMa pasinduTe (Gopme
TITUKOC(HUHTOIMIIIA KOje MOTY Ja UMajy Pa3iIMuuTe YIJbEHO XUApaTHe KOMIIOHEeHTe (342).

[anexTHHU OCTBapyjy OUPEKTHY HWHTEPAKIHM]y MU ca TIMKaHMMa TMPHCYTHHUM Ha TOBPIIUHH
OaxTepujckux henuja. [lopen Tora 6akTeprjcka HH(DEKIMja MOIYIIUIIE EKCIIPECH]Y TaJIEKTHHA Ha
henujama momahuHa koju oHAa peryiuie (QyHKIHje JEYKOLUUTAa U MOAYJHIIE MH(IAMAIU)jCKU
oxarosop. Jlokazano je na I'pam mosutuBHe Oaktepuje (Streptococcus pneumoniae) kao u ['pam
nHeratuBHe Oaktepuje (Klebsiella pneumoniae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa) Ha MOBPUIMHU HMCKa3yjy YIJbEHOXHAPATHE
KOMITOHEHTe Koje ce Be3yjy 3a ranektuHe (343-346). TamexktuH-3 ce IBOjako Besyje 3a
munononucaxapunae: C tepmunyc CRD nomena ce Besyje 3a ocrake jakroze LPS-a Klebsiellae
pneumoniae, a N TepMHHYCOM KOjH HE CaJpKd yrjbeHe Xujapare ce Besyje 3a aunua A LPS-a
Salmonellae entericae subspecies enterica (343). HHrpauenymapHu rajiekTHH-3 0CTBapyje

UHTEpaKIFje ca TIHKOMUIHIMMa U (PochaTHIMIMUHO3UTON MaHo3uauma, Mycobacterium
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tuberculosis koju ce akymynupajy Ha MeMOpaHu (harozoma Koju cajapike MUKOOAKTEpHje Y TOKY
uHdekuuje oBuM Oakrepujama (347). Takohe ramexktuH-3 Be3yje OouHe nanne O aHTHreHa
oaktepuje Helicobacter pylori, koja m3asuBa ractputuc. Anxe3uja oBe OaKTEpHje 3a CHHUTEIN
)Kelyla yrude Ha nmoBehame ekcrpecuje rajekTiHa-3 y enurennuM hearjama (348) mro ykasyje
Ja TaJeKTHH-3 yTudye Ha oAroBop aoMahvHa Ha MH(EKIM]y U TO TAaKO LITO IMPOMOBHIIE
perpyroBame (aronura Ha MecTo HHPEKIMje U moacTude nHpIaMaIuyjcku oaropop. ['anexTun-3
MOJICTUYE M E€KCTpaBaszalll]y U perpyToBame HeyTpodmia y TOKy HHGeKuuje OakTrepujoM
Streptococcus pneumoniae u Tako yoOiakaBa ITHEYMOHHjy W3a3BaHy oBoM Oaktepujom (349). V
mumjeM mozaeny wuHpekuuje riyha Streptococcus-om pneumoniae je takohe mokazaHo na
TaJIeKTUH-3 Jellyje XeMOAaTPaKTaHTHO Ha HEyTpoQHIe IITO MOXE Ja IOMOTHE YKIamarmby
Oakrepuja anu u Behem omtehewy iyha (350). [Tokaszano je aa ranekTHH-3 ITUTH O] Pa3Boja
eHJOTOKCUYHOT IoKa m3a3zBaHor LPS-om koju mormue w3 Salmonellae, anu mapamoxcaiHo
noBehaBa npexuBsbaBame camux Oakrepuja (351). CymupaHo OBH NOJALM YKa3yjy Ja TaJIEKTHH-
3 MO’e Ja ce BexXe 3a MIyKOKOHjyrate OakTepuja u TUME, WK OJIaKIIaBa, WM WHXUOUpa yla3zak
narorena y henmmje nomahuna. Takohe Be3nBame rajekTHa-3 3a IIIyKOKOHjyraTe 0akTepuja MOxe
U J1a TIOJICTUYE aJlU U J1a HHXHOMpa ypol)eH! U CTeYeHU NUMYHCKH OATOBOp JoMahuHa.

Hema nogaraka o Mmoryhoj HHTepaKIL1ju rajJeKTHHA-3 U MOJIEKYJIa IPUCYTHUX Y CKIIOIY hesujckor
3WjIa WM MOBPIIMHCKUX Mosekyna oakrepuje Novosphingobium aromaticivorans. Melhytum nHa
OCHOBY TPETXOJHO HAaBEIEHHX TIOJaTaka O HMHTEPAKIMjU TaJleKTHHA-3 M TIIyKOKOHjyrara
pasnmuuuTUX OakTeprja, Ka0 U HAa OCHOBY IOJaTaka Ja TaJeKTHH-3 OCTBapyje MHTEPaKIHjy ca
INIMKOC(UHTOIUININMA Ha XyMaHUM henujama, a uMmajyhu y BUAy Ja je IiiaBHa KOMITIOHEHTa
hemmjckor 3mma Novosphingobium aromaticivorans-a ympaBo TIMKOC(HHUHIONMIL BeoMa je
BEPOBATHO J]a ¥ OBa aKTepHja 0CcTBapyje AMPEKTHE KOHTAKTE ca XyMaHUM hemrjaMa mocpeicTBOM
raJieKTHHa-3.

[Toznato je nma y marorene3sn PBC koju pa3Bujajy MuIIeBH HakoH HH(eEKIHje OaKTepHjoM
Novosphingobium aromaticivorans kspyuny ynory urpajy NKT henuje koje muToKMHHMA KOje
NPOJYKYjy CTUMYJIMIIY HacTaHaK MH(IaMaIjckux ayropeaktuBHuX tuMponuta (50). Mehytum
kako NKT henuje yrmaBHOM mperno3Hajy TIUKOCHUHTONHUIKAE MPUKA3aHEe Y CKJIOMY MOJEKyia
CD1d wuckazanor Ha neHapuTckuM henujama anammsupaHe cy kapaktepuctike U NKT wu

JIeHApUTCKUX henuja y MHQUIIMpaHUM MUIIEBUMA Y IPUCYCTBY U OJICYCTBY rajleKTUHA-3.
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Nako je youeno cmamerme nporenta NKT henuja y jerpama Gal-3 nedwunujeHTHHX MHIIeBa
4eTUpU Helesbe HakoH OakTepujcke nHpekuuje (I'paduxon 32) u3mely uCIUTHBAHUX TpyTIa HUCY
youeHe 3HauajHe pasnuke y perotuny oBux henuja, ocum Beher nporeara CD69+ u FASL+ NKT
hemuja y jerpu WT mumesa (I'paduxonu 33 u 34).

AHanuza QeHoTHna OEHIPUTCKUX henMja y jeTpu M CIE3UHM TpU JaHa Iociie HHQEKIuje
0aKkTepHjoM MoKa3ala je 3Ha4ajHO MarbH MpoleHaT akTuBupanux u 1L-12+ nennpurckux henmja
y cie3unu Gal-3 nedpunujentaux muiesa y nopehemy ca WT mumesuma (I'paduxon 20) 1ok je
y jerpu Gal-3 neduimjeHTHUX MUIIIEBA MPUCYTaH 3Ha4YajHO Mamu nporeHat IL-1+ neHapurckux
henmmja (I'paduxon 21). ITopen Tora y da3u pa3sujene 6onectu y jerpama Gal-3 neduunjeHTHUX
muieBa kao 1 WT muieBa TpeTHpaHUX MHXUOUTOPOM TaJIeKTHHA-3, JETEKTOBAH j€ 3HAYajHO
Mamu mporeHaT aktuBupanux CD86+ u wuHbnamammjckux (IL-6+ TNF-a+ u IL-12+)
mujenouaHux CD11c+CD11b+ kao m CD11c+CDI1d+ nmenmpurckux henmja koje npukasyjy
munuaHe antureHe NKT henujama (I'paduxonu 36 u 37).

HaBenenu pesynraTé cy CympOTHH pe3yiTaThMa J0OHjeHUM Yy Mojely OOJIeCTH HWHAYKOBaHE
KCEHOOMOTHKOM aJIv Cy CarjlaCHH pe3yJITaTUMa MPETXOIHO HaBeICHE CTy IH]j€ Koja ykasyje aa Gal-
3 nedunujeHtHe neHapUTCKe henuje mpoayKyjy Mame anTuuHdnamanujckor nutokusa IL-10 u
tako noactudy npoaykuujy IFN-y y anoreanm T mumdormruma (317), kao 1 HasazoM J1a 610Kaaa
excnpecuje Gal-3 xopumhemem siRNA wmewma nponHpIamanujcku (GEHOTHI W YYHHAK
nenaputckux henuja nodujenux u3 monorwmra (352). bokana excrpecuje Gal-3 y AeHAPUTCKUM
hemja mosehasa mponykuwmjy IL-12 p35 u IL-10, a cmamyje 1L-23 pl9, IL-6, IL-1B mTo 3a
nocJIeAnIly UMa HeajiekBataH pa3soj Th17 mumdponuta (352). Hanas oBe ctyauje je y carinacHOCTH
ca OBJIe IPUKA3aHUM Hajla30M 3HAYajHOT CMamema npoueHTa IL-1+ nennpurckux henuja y jerpu
Gal-3 nepunmjenTHux mumiesa, 6e3 pasnuke y npoueHty IL-12+ nennpurckux henuja mrTo Moxe
na objacan u cMmameme Opoja Thl7 m Tcl7 numdonmra y jerpu y OACYCTBY TajieKTHHA-3.
ATtenyanuja uH(pIaManyjckor (GEeHOTHNa ACHIPUTCKUX henuja y OJACYCTBY TajeKTHHa-3 je y
CarjacHOCTH ca pe3yJiTaTMMa JIPYTHX CTyJdja y KOjuMa je MpoydaBaHa yJiora OBOT MOJIEKYJa Yy
NaTOreHe3! pa3InYuTuX UHpIaMamnujckux oonectu jerpe (279, 284) u akyTHor koiurtuca (277).
Takole oBzie prKa3aHu pe3ynTaTH MMOKa3yjy aa in Vitro 6akTepujcka CTUMYIAIja JCHIPUTCKUX
henmja m3omoBannx u3 3apaBux WT mumieBa 3HadajHo noehasa nporeHat aktuBupannx CD86+

n unpramanujckux IL-12+ nenppurckux henuja (I'paduxonu 25 u 26), a 1a HUCTOBETHA
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CTUMYyJalja qeHapuTckux henuja u3onoBanux u3 Gal-3 neuiyjeHTHUX MUILIEBA CKOPO Aa U HE
Mema (penorun oBux henuja.

[IperxomHo HaBemeHW pe3ynTatu ykasyjy na Gal-3 nmedwuivjeHTHU MHIIEBH CKOPO J1a U HE
paseujajy PBC HakoH nHdekiuje 6akTeprjoM HajBepOBaTHH]jE 300T HEMOTYNHOCTH JIEHIPUTCKUX
henuja na ce anekBaTHO aKTUBUPAJy OaKTEpHjOM Yy OJICYCTBY rajleKTHHA-3 ycCliel yera u30cTaje
anexkBatHa aktuBauuja u NKT hemuja m aytopeaktuBHux T numdonura ma ce u He pa3Buja
xpoHnyHa OwnrjapHa uHpaamanuja. OBaj 3aKkJbyuak je y CKIady ca pe3ysiaraTuMa MPeTXOTHUX
CTynMja y Kojuma je moka3ano aa Gal-3 nmoBehaBa kamanureT JeHAPUTCKUX henuja 1a moacTakHy
edekropcky ynory NKT hemmja u omreheme jerpe y Mojeny XemaTHTHCa H3a3BaHOM 0-
rajakTo3ui nepamuom (278).

[Tokazano je na npucyctBo rajekrua-3 Ha NK henujama He yTHue Ha akTUBaUUjy U (EHOTHII
oBux hesuja HakoH iN VIitro crumynamuje GakTepujama ald W Ja je CTHMyJalija oBUX henuja
6akrepujom Bpio cnaba (I'paduxonu 23 u 24). Takohe melhy nucnuruBanum rpynama, Tpu JaHa
HAaKOH HMH(EKIMje, HEMOCTOje pa3jiMKe y MPOIEHTY WH(MIAMAIMjCKUX W MUTOTOKCHYKHX NK
henuja. Mehytum on uerBpre Henesbe mo MHpekuuju y jerpama WT mumieBa npuCyTHH Cy
3HayajHO BehW MpPOIEHTH AaKTUBHUpAHMX, HHQIaMalMjcKuX M nuTtoTokcuukux NK hennja
(I'pacduxonu 34, 35, 36). OBaj pe3ynraT je cynpoTaH 0 caja MyOJIMKOBAaHUM pe3yjiTaTUMa O
yTHIajy ranekTrHa-3 Ha ¢yHkuujy NK henuja y xojuMa je mokazaHo Ja TaleKTUH-3 CynpuMHpa
AHTUTYMOPCKY ITMTOTOKCHYKY akTUBHOCT oBuX henuja (353, 354). Mehytum, Hamu pe3ynraTu
takohe yka3yjy maa NK henuje BepoBaTHO HHUCY YyKJbyuy€HE Yy paHU HMMYHCKH OJrOBOp Ha
Novosphingobium aromaticivorans u moryhe je na je unpnamanujcku GpeHorun opux hemuja y
¢a3u ucnosmene Oonectu nocneauua aktuauuje NK henuje nHdramanujckum IeHAPUTCKUM
hemujama xonx WT mummeBa. Moryhe je na madmamanujcke nenaputcke henmje WT muriesa,
aKTUBUpaHe OakTepujoM, MPOIYKIMjoM UTOKMHA akTuBHpajy NK henmje koje oHza npoaykyjy
IFN-y koju moBpaTHO JAenyje Ha JeHApPUTCKe henuje yume ce yCrocTaBiba MO3UTHUBHA MMOBpPAaTHA
cripera K0joM ce 3HaTHO nojauyaBa nHdmamaryjcku oarosop (355), a na kox Gal-3 nedunujeHTHHX
MUIIIEBA OBa MHTEPAKIIMja U30CTaje jep HemMa aJileKBaTHE aKTUBAIje IeHAPUTCKUX henuja mro je
pasnor nojaBe perynaropHor ¢enoruna NK hemmja y jerpu Gal-3 nedunmjeHTHUX W MUIIEBa
TpeTupaHux HHXuOUTOpoM rajektuHa-3 (I'padukon 35). [Toznato je na ce NK henuje aktuBupajy

y TOoKy pa3Boja PBC u gonpuHOCe MyJITHUCTETICHO] MaToreHe3n 00JiecTy, AeTUieja opux hemmja
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3HATHO CMamyje MPOAYKIHM]y ayTOAHTUTENIa Kao W MPOAYKIH]Yy MHGIAMIMjCKUX HUTOKHMHA T

mumoruta (356).

5.8. Jdepunujenuuja Gal-3, kao u npumena unxudOutropa Gal-3 kox WT
MHIIIEBA, 3HAYAjHO CMaBbYjy akTUBanujy nadpaamaszoma kog C57BL/6 muinena

nnumupannx dakrepujom Novosphingobium aromaticivorans

[To3naro je ma aktuBanMja uHGIamMazomMa y MakpodaruMa jerpe Wrpa 3HauyajHy YJory y
NATOr€HEe3U Pa3IMYUTHUX OOJIECTH OBOT OpraHa, AonpuHocehu omrehemwy jeTpe, HHpIaMAMH |
¢udposu (357, 358). NLRP3 ce Besyje 3a aganrropcku nporend ASC u ¢popmupa ce uHdpiamazom
KOjH IIema mpokacma3y 1 1o aktuBHe GopMme kacmase 1 Koja ydecTByjy y ocinobahamy akTHBHE
dopme npounpaamanujckor nutokuna IL-1B (359). TpaHncrenu MuieBH KOju KOHCTUTYTHUBHO
excnpumupajy aktuBHy ¢opmy NLRP3 wucnospaBajy y3paskeHy NHPONTO3Y XEMaTOLUTA,
unduamaijy u Guoposy (358) mok merutenja NLRP3 mtutu muiieBe on pazBoja omrehema
jerpe. Pe3ynratm HemaBHO IyOnMKOBaHUE CTyJHje yKa3yjy Ja je TaleKTHH-3 HEeOnXoJaH 3a
aJlleKBaTHy aktuBanujy nHpuamazoma (360). V ckiany ca oBUM Halla30M Cy M pe3yJTaTH OBJIE
NpUKa3aHe CTyAMje KOjH jaCHO JTOKYMEHTY]y 3HauyajHo Behu mpouenar aenapurckux CD1lct u
mujerougaux CDI11b+ henmja koje excrmpumupajy KoMmoHeHTy wuH(pramazoma NLRP3 y
NOITyJIAIj MOHOHYKJI€apHUX henMja M3010BaHMX U3 jeTpe M ciesnHe WT muieBa Tpu JaHa
HaKkoH OaxTepujcke uHGpekuuje y mnopehemy ca rpynmom Gal-3 nepunMjeHTHHX MHIIEBa
(I'pacdukon 22). 3HauajHO je HaTTIOMEHYTH 1a je Behu npoueHat henuje koje ekcripumupajy NLRP3
netekToBaH Mel)ly MoHOHykieapHUM henujama jetpe y nopehemy ca hennjama M3010BaHUM U3
cnesune. Takohe crumynanuja neHApuTckux henuja uzonoBanux u3 Gal-3 nmedunujeHTHHX
MUIIEeBa OaKTEpPHjOM U JIMNIONOJIHCaxapuaoM In Vitro He yrude Ha ekcrpecujy NLRP3 y oBum
henujama, 10K MCTOBETHA cTUMYyJanMja AeHapuTckux hemuja WT mumeBa nmoBehaBa mporeHar
hemmja koje ekcnpumupajy NLRP3+ (I'paduxon 27). V ckiagay ca HaBeJCHUM pe3yiTaTuMa Cy
HaJla3u HeslaBaHO MyOIMKOBaHe cTynuje y Kkojoj je moka3zaHo aa dnTGF-BRII koju cnoHTano
pas3Bujajy Oonect, koja tnun Ha PBC Jpynu, pazBujajy 3HauajHo Mamwy HH(pIamanujy u ¢pudposy

jeTpe YKOJIMKO MM C€ YKIOHM W TeH Koju komupa Gal-3 mTo ce objammaBa HEaJgcKBATHOM
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CTUMYyJalyjoM HH(]IaMa3oMa KOjU UMa BaXKHY yIOry y maTtoreHe3u oBor mojnena PBC u
nonpunocu aktuBanuju Th17 mumdonuTa (361).

AxTuBanmja uH}IaMa3oMa je BaKHa y MAaTOreHe3W META0O0IMYKUX M WH(IAMAIN]CKUX O0JIeCTH
jerpe koje mokpehy moHaBibajyhu ciabu CTEMYJTyCH (QJIKOXOJIHA OOJIECT jeTpe, HEaTKOXOIHH
CTEAaTOXEMAaTUTUC WM XPOHWYHM BUPYCHM XemaTutuc). MHdmamanuja kKoje ce pasuja y OBUM
OoslecTMa 3aBHCH O] MH(aTaMa3zoMa KOji UHTETPHILE MYJITUIUIE Cilade CUTHAJIe, aKTUBUPA CE U
nokpehe nnpnamanujy. Ca npyre crpane y Oosiectuma Koje nokpehy jaku CTUMYJIyCH UMYHCKOT
CHUCTeMa Kao INTO Cy ayTOMMYHCKHM XEMaTUTUC, WM XEMaTUTHUC HHIyKOBaH IapaleTaMmosioM
aKTHBalMja nHGIaMa3oMa He Urpa HUKaKBY yiory. OBakBe CTUMYJyce JETEKTYy]y PeLenTOpH Ha
henujama ypoleHe UMYHOCTH KOju MOKpehy Apyradnje CUTHAIHE MyTeBE KOjU OMET 3a Pe3yJiTaT
umajy uaduamanujy (362).

Kako je Novosphingobium aromaticivorans 6akrepuja ca aTHIHYHEM heIMjCKMM 3HIOM KOjH
caJip’kKu TIMKOC(UHTONIMITUIE Kao U eyKapuoTcke henuje U Koja, Hako ce JeTEeKTYyje Ha CIly3HUIH
JMTECTUBHOT TPAKTa, YIIIABHOM HE M3a3uBa MH(IamManujy HUTH omrehemwe TkuBa (49, 326, 327)
cacBUM je Moryhe Ja ce Koj MHIleBa WH(]IIaMalujCKi OJrOBOP Ha OBY OAaKTEpH]y M aKTHUBaIM]ja
neHapuTckux henmuja mokpehe ctumynanujoM uHGIaMazoma (MHTETPAlldjoM CIa0MX CHTHaja)
mro omoryhasa fajby akTHBalgjy heiuja MMyHCKOT CHCTEMa M pa3BOj XoJaHruTHca. M3pa3uro
cnabuja Oonect kox Gal-3 nmepuIMjeHTHHX MHUIIEBa TOBOPH y MPHJIOT OBE MPETIOCTaBKE C
003UpoM J1a TaJleKTUH-3 MOJICTHYE aKTHBanujy uHdnama3zoma. Ca apyre crpane y mozaerny PBC
MHAYKOBAHOM HMMYHHU3allMjOM KCEHOOMOTHMKOM Yy aJjyBaHCy KoOju caipxu ctumynarope TLR
UCKJbYUYyje ce€ YTHUIIa] aKTHBallMje nH(pIaMazoMa Ha CTUMYJIAIU]y YpoheHOT UMYHCKOT OATOBOpa.
VYTH1aj ranekTuHa-3 Ha NPOAYKIK]y HH(IaMalKjCKUX IUTOKUHA Y JCHIPUTCKUM hesrjaMa HaKoH
cHakHe ctumynanuje TLR aronucruMa Hema TONMKHM 3HAa4yaj Kao INTO MMa y aKTHUBAIMjU
nHpmamazoma. Jleaapurcke hemuje m WT u Gal-3 nedunmjeHTHMX MUIIEBa ce aJIeKBaTHO
aKTUBUpAJy HAaKOH MMYHH3allMje, OJHOCHO BEpPOBATHO ce MOKpehe BpJO CiIMyYaH WHIIMjaIHU
MMYHCKHU OJI'OBOP, 1A €KCIIpecHja raleKTuHa-3 y OBOM MoJiesly uMa Behu yTH1iaj Ha TOk 6ojecTu.
VY oACyCTBY rajeKkThHa-3 XOJAHTHOLUTH Cy TMOJJIOXKHMjU allonTO3U KOjy TMokpehe MMyHCKH
OJITOBOP, TUME ce ociobala BUIlle ayTOAaHTUTEHA KOjU MOBPATHO Jieyje Ha JOJATHY aKTHUBAIIH]Y
ayTOpEeaKTUBHHUX JTUM(OIIMTA IITO MOBPATHO I0jauaBa UMYHCKH OJIFOBOP U I0javyaBa omTeheme

jerpe.
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Cxema 6. [Ipukasyje kJby4Hy yJIOTY TaJIeKTHHA-3 y 1Ba pa3IMINTO HHIYKOBaHA MOJIENa IPUMAapHOT OHIIHjapHOT
XOJIaHTUTHCA
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6. 3JAKJbYULIN

HNedunumjenuuja ranektunHa-3 mnoropmaBa PBC ako je Ooject u3a3BaHa MMYyHM3allljoM

KCeHOOMOTHKOM Y ajjyBaHcy. Ha oBaj HauuMH n3a3BaHy OOJIECT KapaKTePUIILY:

® U3paKeHM]ja aroITO3a XOJIAHIHOLUTA MITO MoBehaBa KOJMUMHY JOCTYITHOT ayTOAHTUI'€HA

e Behu wHGAyKC wHGIamanujckux T numdormTa ¥ ISHAPUTCKUX henuja, 6e3 MpoMeHa y
peNaTUBHOM OJIHOCY IOj€AMHUX IMOIMyJaluja UMyHCKuX henuja kao M HH(IAMaLMjCKUX

TuMQOIINTA U ICHIPUTCKHX henuja.

Axo ce Oonect wusasuBa wuHpekmujom Novosphingobium aromaticivorans-om HegocTaTak
rajJieKTHHa-3 Kao U MpUMeHa HHXUOUTOpa raJieKTHHA-3 3HayajHo pelyKyjy omrehema OunnjapHux
KaHana. ETnonaTorenesa oBako MHIYKOBaHE OOJIECTH MMa MHOTO BHIIe cauyHOCTH ca PBC-om
Koz Jbyau y nopehewy ca PBC koju ce uHayKyje NpuMEeHOM KCEHOOMOTHKA Y BEIMKO] KOJTUYUHU
aznjyBaHaca. PeqykoBaHo omrehewe OnnnjapHuX KaHana y O[CyCTBY FaJIeKTHHA-3 y OBOM MOZEIY
Oonectu je mpaheHo 3HayajHO C1a0MjOM AKTUBAIM]OM ACHIAPUTCKUX henuja, BepoBaTHO 300T
JOMUHAHTHE yJore WH(IaMa3oMa y CTUMYJIALWjd HUMYHCKOT OATOBOpa OakTEpHjoM INTO 3a
nocnenuily uma crnabujy aktuBannjy NK henmuja xao m cnabuju pas3Boj mH(pmamarujckux T

TuMQOIIMTa KOjU OJIpKaBajy ayTOUMYHCKHU MIPOLIEC.

EBenryanna 6yayha npuMena nuaxuburtopa ranektuna-3 y repanuju PBC mopaina 6u ce 3acHuBaTH
Ha MpPEelM3HO] IeNyJIapHO] M MOJEKYJICKO] IMPOLIEHH OCHOBHMX IATOT€HETCKUX MeXaHH3aMma
uH(pIamMaIrje y CBaKoM MojeJUHAYHOM CIIy4ajy. Y KOJIMKO OU ce MPEelr3HO yTBPIUIIO Ja ce O0JIecT
MPEBaCXOJHO OJIBHja CIMYHO MOeNy OakTepujcke HH(QEKIHje MOTIo Ou ce OYEeKUBATH Aa
MpPUMEHA HHXUOUTOpPA YOIaku 6oJecT. Ayn y ciydajy aa o0omenu nMmajy HH(EKIHjy Koja n3a3uBa
CHUCTEMCKH HH(IaMAIM]jCKH OJrOBOpP, €BEHTyallHA TTpUMEHa HHXHOUTOpa Ou Ooria aa moropiia
cTame 300T yapyXeHor eekTa jaue akTuBaiyje henuja ypol)eHe IMyHOCTH HIUTOKMHIMA KOJH C€
MPOAYKYjy Y TOKY CHCTEMCKOr HH(pIamarujckor oaroBopa u Moryher Beher ocmobahama

AYTOAHTUI'CHA U3 XOJIAHTMOLUTA.
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BaKJ'LyLII_II/I Cy IMPOUCTCKIINA U3 CJ'IC)IehI/IX CKCIICPUMCHTAJIHUX pE3yJiTaTa:

10.

OpncycTBo ranekTrHa-3 nojadasa omreheme OmnujapHux kanana y mozaeny PBC uzazBanom
MMYHU3alMjOM KCEHOOMOTHKOM, cylaehum mnpema BpeAHOCTHMAa XHCTOJIOIIKOI CKOpa M
CEepyMCKHX IapaMeTapa.

OncyctBo ranektuHa-3 y PBC MHIyKOBaHOM HMMYHH3alMjOM KCEHOOHMOTHMKOM IOjadaBa
cuctemcku Th17 umyHcku onrosop u ¢pudposy jerpe.

OncyctBo ranexktuna-3 y PBC unayKkoBaHOM UMYHHU3aIIHjOM KCEHOOMOTHUKOM j€ YIPYIKEHO,
ca sehum Opojem CD8+T numpornura kao u unpaamanujckux CD4+ u CD8+T numdornura
koju caapxe IFN-y y MoHOHYKII€apHUM HHUITpaTUMA jeTpe.

Texwu 00auk PBC uHIyKOBaHOT MMYHH3AI1jOM KCEHOOMOTHKOM Koju ce pa3Buja koxa Gal-3
neUInjeHTHUX MUIIIEBA j€ YIPYKEH Ceé MAaCHBHH]OM alloNTO30M XoJaHTHouuTa Oyayhu nma
cy oBe hemuje Gal-3 nepunmjeHTHUX MUIIEBA OCETJHUBUjU Ha alONTOTCKE CTHMYJyce in
vitro.

OpcyctBo ranektuHa-3 y moneny PBC uHIykoBaHOM MMYyHH3allMjoM KCEHOOHMOTHUKOM j€
noBe3aHo ca nosehamem 6poja aktuBupanux (CD86+ u MHC I1+) u undnamanujckux (TNF-
o+) neHapuTckux henmja.

OncycTBo TajekTHHa-3 3Ha4ajHO cMamyje omrteheme OmnnjapHux kaHana y mozaerny PBC
n3a3BaHoM uHdekiujom 6akreprjom Novosphingobium aromaticivorans.

OpcyctBo ranektuHa-3 y Mmozaeny PBC unnykoBanoMm 6akTepujckoM HHGEKIM]oM je mpaheHo
cMamemeM 3actysbeHocTr Th17 u Tcl7 mumdornuTa y jetpu.

Mame omrehewe Omnujapuux kanana kox Gal-3 KO mwumeBa uHpuuupanux 6akrepujom
Novosphingobium aromaticivorans mose3ano je ca cmamemneM mporienra NK henuja, Mmambum
MPOLIEHTOM AaKTHUBUPAHUX, LUTOIUTHYKUX U mpouHpnamanujckux NK henuja, kao u
noBehamweMm anTunHpnamanujckux NK henmja y jetpu y edextopckoj ¢azu 6onectu.

Mame omrehewme Onnmjapaux kanana y jerpu Gal-3 KO mueBa nndunupanux 6akrepujom
Novosphingobium aromaticivorans je moBe3aHO ca CMambEHOM EKCIIPECHjOM KOMIIOHEHTE
nH(pIamMazomMa y MHjETOMAHUM henvjamMa IITO pe3yiTyje HEaJeKBaTHUM pa3BOjeM
uH(pIaAMAaIH]CKUX JeHAPUTCKUX henuja.

[IpeBentuBHa mpumena Gal-3 wmHXHMOMTOpa 3HAYajHO CMamyje omreheme OWIMjapHHUX

kaHana y PBC n3a3Banom OakTepujckoM HH(EKIIN)OM.
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11. TlIpeBentuBHa npumena Gal-3 nHXuOUTOpa 3Ha4ajHO cMamYyje 3acTymibeHocT Thl7 u Tcl7
mumdonura, nHramarmjckux NK, NKT u nenapurckux henuja u muronutnakux NK, NKT
hemmja y PBC n3a3Banom 0akTepujcKOM HH(EKITHjOM.

12. TlpeBentmBHa mnpumena Gal-3 wunxuOutOopa 3HauajHO cMmamyje ekcnpecnjy NLRP3

KOMITOHEHTE WH(IaM030Ma Y TKUBY jeTpe.
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8.4 NHIAETUPUKALINOHA CTPAHHUIA JOKTOPCKE

JMCEPTALIMJE

1 Aymop

Nme u npesume: Anekcangap Apcenujesuh

Hatym u mecto pohema: 30.11.1986. KparyjeBan

Capamme 3anociemne: ACHCTEHT 32 Y:KY Hay4Hy 00s1acT OCHOBH OHKOJIOTHje

11 /lokmopcka oucepmayuja

Hacnos: 3HAYAJ EKCITPECHUJE 'AJIEKTUHA-3 ¥ IIATOI'EHE3HU
INPUMAPHOI' BWINJAPHOI' XOJTAHI'HNTUCA KO/l MUIIIEBA

bpoj cTpanwnma:

Bpoj cnuka: 58

bpoj 6ubnuorpadckux nmogaraka: 362

VYcranoBa u MecTo T1ie je pan uzpahen: MakyaTeT MeIMUMHCKUX HAYyKa,
Yuusep3urer y Kparyjesuny

Hayuna o6nact (YAK): Meaununa

Menrop: Ilpog. np Mapuja Muwiosanosuh

11 Ouyena u 00o6pana

Hatym npujase teme: 05.11.2015

Bpoj omyke u maTym npuxBarama JokTopeke aucepranuje: 1V-03-374/24; 05.04.2017.

Komucuja 3a orieHy moJjoOHOCTH TeMe U KaHIUaTa:
IIpo¢. np Muoapar Jlykuh, npod. emepuryc, Yuusepsurera y Kparyjesuy 3a yxy
Hay4Hy 001acT MUKpPOOHOJIOTHja M1 MMYHOJIOTHja
Ipod.np Aannio Bojsoauh, Banpennu npogecop Meanuunckor paxkyiarera BMA,
YuuBep3urtera onopane y beorpaay 3a y:ky Hayuny odJjact Kiiuauuka
HMYHOJIOTHja
Hou. np I'opanana PagocaBbeBuh, 1oneHT @akyarera MeJUIHHCKUX HAYKa,
YuuBep3urtera y KparyjeBuy 3a yxy HayuHy o0Jjiact MukpoOuoJioruja u
HMYHOJIOTHja

Komucwja 3a orieHy mogoOHOCTH TeMe U KaHuaTa:
IIpod. ap Muoapar Jlykuh, npod. emepuryc, Yuusep3urera y Kparyjesuy 3a yxy
Hay4HY 00s1acT MUKpPOOHOJIOTHja M HMYHOJIOTHja
IIpod.ap Aanunio Bojsoauh, Banpennu npodecop Mennuunckor pakyiarera BMA,
YuuBep3utera onopane y beorpaay 3a y:ky Hayuny ooJsiact Kiinauuka
HMYHOJIOTHja
Hou. np I'opanana PagocaBbeBuh, 1oueHT @aKyarera MeJUIHHCKUX HAYKa,
Yuusep3urera y Kparyjesuy 3a y:xxy Hayuny o0;1act MukpooOuoJioruja u
HMYHOJIOTHja

Komucuja 3a onieHy JOKTOpCKE AUCEpTaIyje:
IIpod. np Muoapar Jlykuh, npod. emepuryc, Yuusep3urera y Kparyjesuy 3a y:ky
Hay4Hy 00;1acT MUKpPOOHOJIOTHja M MMYHOJIOTHja
Ipod.np Aannio Bojsoauh, Banpennu npogecop Meannunckor pakyiarera BMA,
Yuusep3urera ondpane y beorpany 3a yxy Hayuny o6sact Kimauuka
HMYHOJIOTHja
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IIpod. np Baagucnas Boaapesuh, Banpeanu npogecop Paxkyarera MeAUIHHCKHX
Hayka, YHuBep3uTera y Kparyjesuy 3a y:ky Hay4yHy o61act MukpoOuoJ0ruja u
HMYHOJIOTHja

Komucwuja 3a onOpany TOKTOpCKe AMCepTallyje:
IIpod. ip Muoapar Jlykuh, npod. emepuryc, YuuBep3urtera y KparyjeBuy 3a yxy
Hay4Hy 00;1acT MUKpPOOHOJIOTHja M MMYHOJIOTHja
I[Ipod.ap Aanuno Bojsoauh, Banpeanun npodecop Meanunnckor paxkyarera BMA,
Yuusep3urera ondpane y beorpany 3a yxy Hayuny odsaact Kimauuka
HMYHOJIOTHja
IIpo¢. np Baraguciaas Boaapesuh, Banpeanu npogecop @akyarera MeIHIHHCKUX
Hayka, YHuBep3utera y KparyjeBuy 3a y:ky Hayuny o6jaact Mukpoounosoruja u
HMYHOJIOTHja

JlaTtym onOpaHe qucepTaimje:
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Oopazay 1

H3JABA AYTOPA O OPUTHHA/THOCTH /IOKTOPCKE /THCEPTAILIHJE

Ja, Anekcanmap ApcenujeBuh, u3jaBpyjeM Aa TOKTOPCKA JUCEPTAIIH]ja IOl HACJIOBOM:

3HAYAJ EKCITPECHUJE I'AJIEKTUHA-3 Y IATOI'EHE3HU IIPUMAPHOT
BUJINJAPHOI' XOJIAHI'HTUCA KOl MULLIEBA

Koja je onOpameHa Ha DakyiaTeTy MEIMIIMHCKUX HayKa

VYuusepsuteta y KparyjeBily npeacraBiba opucuHaino aymopcko 0eno HacTallo Kao pe3yTar

CONCNMeEeHo2 ucmpadsicueauxKoe pada.

Osom H3zjasom maxohe nomephyjem:

e J1a caM jeOuHu aymop HaBeJCHE JOKTOPCKE TUcepTaIyje,
e Jla y HaBEJIEHO] IOKTOPCKO] AUCEPTAIUJU HUCAM U3BPUILO/IA NOBPed) ayTOPCKOT HUTU
JpyTOr MpaBa UHTEJIEKTyallHe CBOJUHE JPYTHX JHIIa,

¢ J[a YMHOXXEHHU MPUMEPAK TOKTOPCKE AUCEPTAlIN]j€ Y IITaMIAHO] U eJIEKTPOHCKOj popMu
y 4MjeM ce MPWIOTy Hayla3u oBa M3jaBa caapiku TOKTOPCKY AMCEPTAIM]y UCTOBETHY
0JI0pamEHO]j TOKTOPCKO] AUCEPTAIIH]H.

VY Kparyjesity , 2017 roaune,

Anekcangap Apcenujeuh
MOTITUC ayTOpa
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O6paszay 2

U3JABA AYTOPA O UCKOPULLRABAKY [JOKTOPCKE ANCEPTALINIE

Ja, Anekcannap Apcennjesul,

JI03BOJbaBaM
YHuBep3uTeTckoj ondauoternu y Kparyjesily ga HauMHuU J1Ba TpajHa YMHOXKEHA TPUMEPKA y
€JIIEKTPOHCKO] (OpPMH TOKTOPCKE AMCEPTAIje O HACTIOBOM:

3HAYAJ EKCIIPECHUJE 'AJIEKTUHA-3 Y HTATOI'EHE3U IIPUMAPHOT
BUJINJAPHOI' XOJIAHI'MTUCA KOJ MUILIEBA

Koja je onOpamena Ha _DakynTeTy MEIUIIMHCKUX HAayKa

YuuBepsutera y Kparyjesity, u TO y IEJIHHHU, Kao U JIa 10 jeJaH MPUMepaK TaKo YMHOKCHE
JOKTOPCKE JUCEepTalldje YYHHH TPajHO JOCTYMHHM JaBHOCTH TIYT€M JIUTHTAITHOT
peno3utoprjyma YHuBep3uTeTa y KparyjeBiy u EHTPaTHOT PErno3uTOopHjyMa HaJICKHOT
MUHHUCTAPCTBA, TAaKO JIa MPHUITATHUIN JABHOCTH MOTY HAUWHUTH TPajHE YMHOXKCHE TIPUMEPKE

y eNIeKTPOHCKO] (hopMH HaBeJeHE IOKTOPCKE AUCEePTAIHje IyTEM npey3umarsd.

OBom U3jaBom Takohe

J03BOJbaBaM
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MPUIIAAHALIMA JABHOCTH /1a TaKO JOCTYITHY JOKTOPCKY JUCEPTALU]y KOPUCTE MO/ yCIOBUMA

yrBphenum jennom on cnenchux Creative Commons nuneHnu:

1) AyropctBo

2) AyTOpCTBO - ICJIUTH TOJ] UCTUM yCJIOBUMA

3) AyTopcTBo - 6€3 pepaa

4) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]jaTHO

5) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHJATHO - JICJTUTH 10T KCTUM YCJIOBAMA

6) AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjATHO - 6e3 Ipepaia’

V Kparyjesuy, 2017 roaune,

Anexcanngap Apcenujesuh
HOTIHC ayTopa




2 Monumo ayTope Koju cy u3abpanu aa A03BO/fe NPUNAAHULMMA jaBHOCTM Aa TakKo LOCTYNHY AOKTOPCKY
AvcepTaumjy KopucTe nog yciosuma ytepheHnm jeaHom og Creative Commons AVMUEHUM A3 3a0KPYIKe jeaHy o4,
noHyheHmx anueHuu. [etasbaH cagpskaj HaBeaeHUX IMLEHUM AOCTyNaH je Ha: http://creativecommons.org.rs/
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