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OnumTH noaany U MPOTOKOJ HCTPAKUBAKHA

Ha3zus IlpojexTa :

VJIOI'A PEI'YJIATOPHUX T JIMM®OLIUTA U TH2 ITOCPEJOBAHE HWMYHOPEI'YJIAIITUJE
Y JUJABETECY MHIYKOBAHOM MAJIMM ITOHOBJLEHUM JJO3AMA CTPEIITO30TOLIMHA

KibyuHne peun :

nujaderec, Treg, ST2, cTpenTo30TONMH, IUKIOGoCchHamuy

IIpeamer, caap:kaj u UNb HCTPAKUBAHA

Caxerak

Hujaberec tuma 1 (T1) je obOosbeme MPOY3pOKOBAHO ayTOMMYHCKHM 3allajbeHCKUM
HPOIIECOM YCMepeHUM Ipema JIaHrepxaHcOBUM OCTpBIMMa maHkpeaca (1) mro 3a mocimeauiyy uma
amonrro3y [ hemuja (2). Muaykiuja nujabereca MajauM MOHOBJBEHHM J03aMa CTPENTO30TOIHHA
(MLD-STZ) je jeman on HajmpuxBaheHHMX MoJeia 3a WCIUTHBAKE YTHIAja MMYHOPETYJIATOPHHX
MeXaHW3aMa Yy HacTaHaKy U pa3Bojy OBOT 000JbeHa. BUIleAeleHHjCKUM HCTIHTUBAmBUMA
HMYyHOTIATOTeHEe3e MHOTHX 000Jberha JOIIIO0 Ce M0 3aKbyuka aa Oamanc Th1/Th2 nmumdponunra urpa
BaXKHY YJIOTY Yy CIpeuaBamy ayTOMMyHCKor mpoueca. Janac je mosHato ma CD4" T mumdorutu
HAKOH aKTHBAIMje MOTY Ia ce audepeHimpajy He camo y ase Beh y Hajmame uetupu moarpyme: Thil,
Th2, Th17 u Treg, mTo 3aBHCH OJf BPCTE€ aHTUICHA, akTUBANUOHOT cratyca APC W IUTOKHHCKOT
OKpyXKema Ha MecTy uHaykimje. JJok cy Th1/Th17 moarpymne nmumdonuTa moBe3ane ca HACTAHKOM
pas3BojeM MYITHUILIE CKIIEpo3e, peyMaTouaHor aptputuca, T1/l 1 BUXOBUM MHIIMJUM U MallOBCKUM
eKCIepUMEeTaIHUM Mojennma, jaotie ce Treg/Th2 moarpymama reHepaiHO HPHITHCYje 3allITHTHA
ynora y oBuM cramuma (3-5). C 063upom, ma je TpancmemOpanckn ST2 momekyn (ST2L (IL-1R4))
cenektuBanu mapkep Th2 nmumdonmra, koju Huje Hahen Ha Thl mumdouuruma (6-8), moryhe je
WCIUTATH YIIOTY JIBa peryiaropHa mMexaHusma y matorenesm MLD-STZ nmujabereca tuma 1. To cy:
aktuHocT CD4+CD25+Foxp3+ perynaropue T numdouute (Treg) u curHamucame mytem ST2
MoJIeKyJa. 3aHUMJBMBO je J1a Cy OBH PEryJaTOpHH MEXaHM3MHM OIEPaTHBHHU, HIH OapeM Mambe-BHUILE
3HAYajHU, Y 3aBHCHOCTH O] TCHETCKE OCHOBE MHIIIEBA, jep YpoljeHe KapaKTepUCTUKE MCHUTHBAHHX
cojeBa MHUIIEBA YCJIOBJbABAjy pa3zIMUMTE peaklHje y MpolecuMa KOju Cy y OCHOBH OpraH-
crielM(pUUHUX ayTOUMYHCKUX Oonecty nocpenoBanux T muMdonuTuma.

HI/III) HCTPpaKuBamba

1. Vrepautu aejerBo MLD-STZ ma mmpykimjy amjabereca xon BALB/c u ST2” BALB/c
MHUILIEBA.
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2. HWcmuraru pejctBo CY Ha Treg mumdormre y MLD-STZ unnykoBanoMm mujaberecy Koj
BALB/c u ST2” BALB/C muuesa.

3. Mcnurarn ynory Treg mumdbonura y passojy MLD-STZ nujabereca kox BALB/c u ST2"
BALB/c muresa.

4. HUcnuratu ynory ST2 rena y unaaykuuju MLD-STZ aujabGereca kog BALB/c u ST2”
BALB/c muriesa.

5. Hcnuratu ynory mpounpnamatopux (TNF-a, IFN-y, IL-17) u anTumHpramaTopHOTr
muroknsa (IL-10) y marorenesu MLD-STZ mmjaGereca xox BALB/c u ST2” BALBI/c
MHUILIEBA.

AKTyeJIHOCT HCTPaKuBalba

[lo3znaBame Mmopdonoruje u ¢yHkmuje Treg numdonnTa je HEOMXOTHO 33 pPa3syMeEBambE
BHUXO0BE yiore y ayroumyHckom mpouecy (9,10). Mako cy edextu Treg numdornmra Ha cMambemne Thl
u Th17 oarosopa nokaszanu (11), Huje joIr cacBUM jaCHO Yy KOM CTEIIEHY OHH UMajy YJIOTY Y TeHETCKH
onpeheHoj OCETJPMBOCTH PAa3IMUMTHX COjeBa MUINEBA HAa HACTAHAK W pa3Boj HHGIAMATOpPHE
ayroumyHocTd. OZHOCHO HHje€ jacHO y K0joj MepH cy Treg JUMQOLUTH 3aciy>KHU 3a pellaTUBHY
pesuctentHoct BALB/c mumeBa na Th1/Thl7 mocpenoBany WMyHONATONOTHjy, Ka0 HU JAa JH Cy
oxroBopHH 3a koHTpory Th1/Th17 unaykosanor P hemujckor omrrehema kox ST2" BALB/C mumresa.
Jla OucMo oOpammiii oBa MHTama KopucTuhemo Mane mo3e mukiaodochammma (CY), kao momen
enumuHaimje Treg mumdonuta (12), kako GHCMO IPOICHWIN BUXOBY yIIOTY y HHAYKIuju MLD-STZ
nujabereca KoJ ST2"*BALB/c u ST2""BALBI/C.

Henasno otkpuhe na je ST2L MRNA npucytHa camo y mumjum Th2 henmjama D10 henmjcke
nunuje, 1ok Huje Hahena y Thl nmunujama (13) mokasyjy na je ST2L (IL-1R4) cenextuBan mMapkep 3a
Th2 numdornure (6-8). 3axBabyjyhu oBom oTkpuhy Moryhe je ananusupatu ynory Th2 oarosopa,
olHOCHO e(ekare cmamema ST2 mocpenosanor Th2 curnanucama Ha pa3Boj MLD-STZ nujaGereca
Ko peratuBHO pe3ucteHTHUX BALB/c mumesa. [Ipe camo Hekonmko roauna je nponahen IL-33 kao
crierpuunn aurang 3a ST2L (14). IL-33 unaykyje Th2 oarosop kpo3 ST2L (15,16) u ucroBpemeHO
naxubupa Thl oxrosop (14,17). Y3 HaBeneHo, cKopyja HCTpakuBama mnokasayjy aa ST2L moxe outu
cHaxxaH HeraTwBHHU perynarop TLR curnana u na merosa nosehaHa ekcripecHja Ha JCHIPUTHIHUM
henujama oHemoryhaBa BHXOBY MaTypalujy HaKoH npouHpaaMaTopHux ctumysyca (18). 30or tora
je 3HauajHO YTBPAMTH Ja JIK OBAj IyT MOXKe OWTH OArOBOpaH 3a pelaTuBHY pe3ucteHTHocT BALB/c
mumieBa Ha nHAYKIH)y MLD-STZ nujabereca. OmHOCHO Aa M ce TEHETCKH YCJIOBJbEHA pellaTHBHA
PE3UCTEHTHOCT Ha TojaBy nujabereca konm BALB/c mumeBa Mmoxxe mnpumucaté BuineM Th2
MOCPEI0BaHOM MMYHCKOM o1roBopy u HmkeM Thl mocpenoBaHoMm MH(pIaMaTOPHOM OITrOBOPY W/HIIH
aktuBHocTH Treg henuja oceTJbUBHX Ha JigjcTBO Masie 03¢ Iukiodocamuaa.Takohe je 3HauajHO
npoueHuTr yiory Treg mamdornuTa y KoHTponu passoja MLD-STZ mmjaGereca xox ST2” BALB/c
mumeBa (xkonx kojux mgomuHHpa Thl oaproBop) xopumhemem wMame moze CY, kKao Momen 3a
enmuMuHanyjy Treg mumdormra (19).
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IIpeameT u onuc UCTPAKUBAKHA,
3aJalH, METO/10JI0THja, O4EeKUBAHHU Pe3yJITATH:

MumeBu

BALB/Cc coj muimeBa Ha KojuMa Cy H3BOlCHH EKCIIEPUMEHTH OJrajaHd Cy y IITajzama
Bojuomenunuacke axkanemuje (BMA, beorpax), mok cy ST2" BALB/C muureBn HaGaBibeHH W3
Muijux onarajanuinra y ['masroBy 3axBasbyjyhu p JIujy (Liew FY, Glasgow Biomedical Research
Centre, UK). V ekcnepumentuma cy kopuinhenn 8-12 Hemespa crapm myskjam BALB/C, ST2”
BALB/c mumiesa.

HN3a3uBame u npaheme nujadereca

Crpenrozorounn (STZ) ce pactBapa y uurpatHom mnydepy ca pH 4,5 u yOpusraa
UHTpanepuToHeanHo y no3u of 40mg/kg nHEBHO TOKOM 5 y3acTomHHX jaaHa. HuBouM rimkemuje u
[JIMKO3YpHje Ce MEpe CBaKOAHEBHO.

YopusraBame nukiaopochamuna (CY)

CY je ybOpmsraBan y mo3u ox 200mg/kg TexkmHe nBa TyTa y MHTEpBATY O 1 Hedesbe,
moueBmn on ngaHa 0. [Ipea ummekunmja CY je gara mocie TpHOMIKHO 8 caTH OXl TOCIEIHEr
yopusraBamwa STZ kako 6u ce usberia moryha unrepakiuja CY u STZ (20).

IIporouna nuurodayoporpadceka ananusza T sumpouura

[Iporouna uurodayoporpaduja je kopumheHa Kako OM ce oOJApeawIa TPOIEHTyallHa
3aCTYIJBEHOCT DPA3IMUUTHX cyOnomynanvja T nuMdounuTta y JuMGHMM 4YBOPOBMMAa IaHKpeaca.
AHanuza ce paiu U3 CBEXE M30JIOBaHMX JIMM(HHX uBOpoBa. CBM MHILEBU C€ XPTBOBYjY Y €TpY
HaKOH 4era UM ce XHPYPIIKUM mNpubopom uzBaljeHn apenupajyhu nuM@HU 4BOpPOBH MaHKpeaca.
[IpukynibeHu mapamnaHKpeaTHYHH JUM(QHA YBOPOBH Cy IYJOBAaHH NpeMa rpynama M CTaB/baHU Y
RPMI-1640 (RPMI ox enr. - Roswell Park Memorial Institute, Sigma-Aldrich, Germany) ca 10%
FCS. 3atum cy nmomohy mpexuia M3 NaHKpeacHMX JUM(QHUX YBOpOBa M301yjy henmje cTaBibeHE Y
RPMI-1640 ca 10% FCS u xopumheHe 3a namwy aHanuzy. Y TeXHHLIU Oojerma MEMOPAaHCKUX H
WHTpalelylapHuX Mapkepa 3a aerekuujy T u B numdonunra cy xopumhieHa aHTHMUIIja aHTHTENA
obenexeHa pasnmuuuTuM QuiyopecueHTHUM Oojama. AHTH-CD25 (IL-2R), antu-CD4, antu-CDS,
antu-Foxp3, antu-CD19 antutena. [Iponenypa 00jema MOBPIIMHCKUAX M MHTPALICIYIapHUX MapKepa
u3BezieHa je npema ynytctsy BD Pharmingen.
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OnpehuBame cepymckor HuBoa IFN-y, TNF-o u IL-17 unaupextHom ELISA Texnukom

MureBu cy KpTBOBaHHM y €TpPy, HAKOH 4era M je KpB N3By4YeHa U3 a0JOMOHAIHUX aOpTH U
nentpudyrupana 10 muryta Ha 3000 rpm. CepyM je mojeTMHaYHUM UIJIaMa | [INPHLIEBUMA OJIBOjCH
13 KPBH U OJUIOKEH Yy 3amp3uBad Ha -20°C 1o ananusze. MepeHH Cy cepyMCKH HUBOU TPH LIUTOKHHA!
IFN-y, TNF-0, IL-17 xopumhemem ensumonMmyHnorect kuta ( ednr. — Enzyme - linked
immunosorbent assay (ELISA); R&D Systems Minneapolis, MN) cnenuduunor 3a wmumije
[IUTOKKHE, y3 CarJIaCHOCT Ca HAIMCaHUM NpoTokoioM. CTaHmapa Kao M CBH y30pLu cy palheHu y
TPUILTMKATy. 3a ouuTaBame pesynrara kopumhen je ELISA uwmrtau (Zenyth, Anthos,UK).
Henocpenno npe Mepema ONTHYKE TYCTHHE y CBaKOM OyHapy MUKPOTHTAp IJIOYE CYy OCTAaBJbEHE Ha
mIejKepy HeKOJIuKo MuHyTa. ONTHYKa rycTHHA je ounTaHa Ha 450nm TanacHe gy XuHE.

3Hayaj ucTpakuBama

3Hayaj UCTpaXKMBamka j€ J1a Ce OTKPH]Y U yTBPE HMYHOPETYIATOPHI MEXaHU3MHU Yy KOHTPOIH
HacTanka u pasBoja MLD-STZ gujaGereca kox pasmuumtux cojeBa (BALB/C m ST2” BALB/c)
MuIIeBa. Y TBphrBame UMyHOpPETYJIAIHje ce OJHOCH Ha pa3jalrmaBame yinore Treg mumdonura u ST2
nmocpenoBaHor Th2 curHama y orpanmuaBay Thl1/Thl7 wungykoBanor omrehema [ henmja
naHKpeaca.

BpemeHckn oxkBHP

UctpaxuBama he ce cmpoectn y maboparopuju 3a KiIMHHYKY W eKCIEpUMEHTAIHY
AMYHOJIOTHjY, MeaumuHcKor ¢akynrera YHuBep3utera y KparyjeBily y OoKBHPHOM Tpajamy o1 2
TOJIUHE.
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PykoBoaunai npojexra:

Acc. np Hemama 3apaBkoBuh

I'nmaBHu HCTPpaKuBa4:

Acc. np Hemama 3apaBkoBuh

AHra;koBaHu HCTPpaKUBAYU:

Ipod. np Muonpar Jlykuh
[Ipod. mp Hebojma ApcernjeBuh
Acc. Cnabhana I[TajoBuh



