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Општи подаци и протокол истраживања 

 

Назив Пројекта :  

УЛОГА РЕГУЛАТОРНИХ Т ЛИМФОЦИТА И TH2 ПОСРЕДОВАНЕ ИМУНОРЕГУЛАЦИЈЕ  

У ДИЈАБЕТЕСУ ИНДУКОВАНОМ МАЛИМ ПОНОВЉЕНИМ ДОЗАМА СТРЕПТОЗОТОЦИНА  

Кључне речи : 

дијабетес, Treg, ST2, стрептозотоцин, циклофосфамид  

 

Предмет, садржај и циљ истраживања 

 

Сажетак  

 

              Дијабетес типа 1 (Т1Д) је обољење проузроковано аутоимунским запаљењским 

процесом усмереним према Лангерхансовим острвцима панкреаса (1) што за последицу има 

апоптозу β ћелија (2). Индукција дијабетеса малим поновљеним дозама стрептозотоцина 

(MLD-STZ) je један од најприхваћених модела за испитивање утицаја имунорегулаторних 

механизама у настанаку и развоју овог обољења. Вишедеценијским испитивањима 

имунопатогенезе многих обољења дошло се до закључка да баланс Th1/Th2 лимфоцита игра 

важну улогу у спречавању аутоимунског процеса. Данас је познато да CD4+ Т лимфоцити 

након активације могу да се диференцирају не само у две већ у најмање четири подгрупе: Th1, 

Th2, Th17 и Тreg, што зависи од врсте антигена, активационог статуса APC и цитокинског 

окружења на месту индукције. Док су Th1/Th17 подгрупе лимфоцита повезане са настанком и 

развојем мултипле склерозе, реуматоидног артритиса, Т1Д и њиховим мишијим и пацовским 

експериметалним моделима, дотле се Тreg/Th2 подгрупама генерално приписује заштитна 

улога у овим стањима (3-5). С обзиром, да је трансмембрански ST2 молекул (ST2L (IL-1R4)) 

селективани маркер Th2 лимфоцита, који није нађен на Тh1 лимфоцитима (6-8), могуће је 

испитати улогу два регулаторна механизма у патогенези MLD-STZ дијабетеса типа 1. То су: 

активност CD4+CD25+Foxp3+ регулаторне Т лимфоците (Treg) и сигналисање путем ST2 

молекула. Занимљиво је да су ови регулаторни механизми оперативни, или барем мање-више 

значајни, у зависности од генетске основе мишева, јер урођене карактеристике испитиваних 

сојева мишева условљавају различите реакције у процесима који су у основи орган-

специфичних аутоимунских болести посредованих Т лимфоцитима. 

 

Циљ истраживања  

1. Утврдити дејство MLD-STZ на индукцију дијабетеса код BALB/с и ST2-/- BALB/c 

мишева. 
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2. Испитати дејство CY на Treg лимфоците у MLD-STZ индукованом дијабетесу код 

BALB/с и ST2-/- BALB/c мишева. 

 

3. Испитати улогу Treg лимфоцита у развоју MLD-STZ дијабетеса код BALB/с  и ST2-/- 

BALB/c мишева. 

 

4. Испитати улогу ST2 гена у индукцији MLD-STZ дијабетеса код BALB/с  и ST2-/- 

BALB/c мишева. 

 

5. Испитати улогу проинфламаторних (TNF-α, IFN-γ, IL-17) и антиинфламаторног 

цитокина (IL-10) у патогенези MLD-STZ дијабетеса код BALB/с и ST2-/- BALB/c 

мишева. 

 

Актуелност истраживања 

Познавање морфологије и функције Тreg лимфоцита је неопходно за разумевање 

њихове улоге у аутоимунском процесу (9,10). Иако су ефекти Тreg лимфоцита на смањење Th1 

и Th17 одговора показани (11), није још сасвим јасно у ком степену они имају улогу у генетски 

одређеној осетљивости различитих сојева мишева на настанак и развој инфламаторне 

аутоимуности. Односно није јасно у којој мери су Treg лимфоцити заслужни за релативну 

резистентност BALB/c мишева на Th1/Th17 посредовану имунопатологију, као ни да ли су 

одговорни за контролу Th1/Th17 индукованог β ћелијског оштећења код ST2-/- BALB/c мишева. 

Да бисмо обрадили ова питања користићемо мале дозе циклофосфамида (CY), као модел 

елиминације Тreg лимфоцита (12), како бисмо проценили њихову улогу у индукцији MLD-STZ 

дијабетеса код ST2+/+ BALB/c и ST2-/- BALB/c . 

Недавно откриће да је ST2L mRNA присутна само у мишјим Th2 ћелијама D10 ћелијске 

линије, док није нађена у Th1 линијама (13) показују да је ST2L (IL-1R4) селективан маркер за 

Th2 лимфоците (6-8). Захваљујући овом открићу могуће је анализирати улогу Th2 одговора, 

односно ефекате смањења ST2 посредованог Th2 сигналисања на развој MLD-STZ дијабетеса 

код релативно резистентних BALB/c мишева. Пре само неколико година је пронађен IL-33 као 

специфични лиганд за ST2L (14). IL-33 индукује Тh2 одговор кроз ST2L (15,16) и истовремено 

инхибира Тh1 одговор (14,17). Уз наведено, скорија истраживања показаују да ST2L може бити 

снажан негативни регулатор TLR сигнала и да његова повећана експресија на дендритичним 

ћелијама онемогућава њихову матурацију након проинфламаторних стимулуса (18). Због тога 

је значајно утврдити да ли овај пут може бити одговоран за релативну резистентност BALB/c 

мишева на индукцију MLD-STZ дијабетеса. Односно да ли се генетски условљена релативна 

резистентност на појаву дијабетеса код BALB/c мишева може приписати вишем Th2 

посредованом имунском одговору и нижем Th1 посредованом инфламаторном одговору и/или 

активности Treg ћелија осетљивих на дејство мале дозе циклофосфамида.Такође је значајно 

проценити улогу Тreg лимфоцита у контроли развоја MLD-STZ дијабетеса код ST2-/- BALB/c 

мишева (код којих доминира Тh1 одговор) коришћењем мале дозе CY, као модел за 

елиминацију Тreg лимфоцита (19). 
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Предмет и опис истраживања,  

задаци, методологија, очекивани резултати:  

Мишеви 

 

BALB/c сој мишева на којима су извођени експерименти одгајани су у шталама 

Војномедицинске академије (ВМА, Београд), док су ST2-/- BALB/c мишеви набављени из 

мишјих одгајалишта у Глазгову захваљујући Др Лију (Liew FY, Glasgow Biomedical Research 

Centre, UK). У експериментима су коришћени 8-12 недеља стари мужјаци BALB/C, ST2-/- 

BALB/с мишева. 

 

Изазивање и праћење дијабетеса 

Стрептозотоцин (STZ) се раствара у цитратном пуферу са pH 4,5 и убризгава 

интраперитонеално у дози од 40mg/kg дневно током 5 узастопних дана. Нивои гликемије и 

гликозурије се мере свакодневно.  

 

Убризгавање циклофосфамида (CY) 

CY је убризгаван у дози од 200mg/kg тежине два пута у интервалу од 1 недеље, 

почевши од дана 0. Прва ињекција CY је дата после приближно 8 сати од последњег 

убризгавања STZ како би се избегла могућа интеракција CY и STZ (20).  

 

Проточна цитофлуорографска анализа T лимфоцита 

 

Проточна цитофлуорографија је коришћена како би се одредила процентуална 

заступљеност различитих субпопулација T лимфоцита у лимфним чворовима панкреаса. 

Анализа се ради  из свеже изолованих лимфних чворова. Сви мишеви се жртвовују у етру 

након чега им се хируршким прибором извађени дренирајући лимфни чворови панкреаса. 

Прикупљени парапанкреатични лимфни чворови су пуловани према групама и стављани у 

RPMI-1640 (RPMI од енг. - Roswell Park Memorial Institute, Sigma-Аldrich, Germany) са 10% 

FCS. Затим су помоћу мрежица из панкреасних лимфних чворова изолују ћелије стављене у 

RPMI-1640 са 10% FCS и коришћене за дању анализу. У техници бојења мембранских и 

интрацелуларних маркера за детекцију Т и В лимфоцита су коришћена антимишја антитела 

обележена различитим флуоресцентним бојама. Анти-CD25 (IL-2R), анти-CD4, анти-CD8, 

анти-Foxp3, анти-CD19 антитела. Процедура бојења  површинских и интрацелуларних маркера 

изведена је према упутству BD Pharmingen. 
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Одређивање серумског нивоа IFN-γ, TNF-α и IL-17 индиректном ELISA техником 

 

Мишеви су жртвовани у етру, након чега им је крв извучена из абдомоналних аорти и 

центрифугирана 10 минута на 3000 rpm. Серум је појединачним иглама и шприцевима одвојен 

из крви и одложен у замрзивач на -20°C до анализе. Мерени су серумски нивои три цитокина: 

IFN-γ, TNF-α, IL-17 коришћењем ензимоимунотест кита ( енг. – Enzyme - linked 

immunosorbent assay (ELISA); R&D Systems Minneapolis, MN) специфичног за мишје 

цитокине, уз сагласност са написаним протоколом. Стандард као и сви узорци су рађени у 

трипликату. За очитавање резултата коришћен је ELISA читач (Zenyth, Anthos,UK). 

Непосредно пре мерења оптичке густине у сваком бунару микротитар плоче су остављене на 

шејкеру неколико минута. Оптичка густина је очитана на 450nm таласне дужине. 

 

Значај истраживања 

 Значај истраживања је да се открију и утврде имунорегулаторни механизми у контроли 

настанка и развоја MLD-STZ дијабетеса код различитих сојева (BALB/C и ST2-/- BALB/с) 

мишева. Утврђивање имунорегулације се односи на разјашњавање улоге Тreg лимфоцита и ST2 

посредованог Th2 сигнала у ограничавању Th1/Th17 индукованог оштећења β ћелија 

панкреаса. 

 

Временски оквир 

Истраживања ће се спровести у лабораторији за Клиничку и експерименталну 

имунологију, Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу у оквирном трајању од 2 

године.  
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