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OnumTH noaany U MPOTOKOJ HCTPAKUBAKHA

Hasus Ipojexra : YTULIAJ CUTHAJIHOT ITYTA IL-33/ST2 HA HEOAHTMOT'EHE3Y Y
KAPLIMHOMY JIOJKE

KibyuHe peun : HeoaHTHoTeHe3a, curHanHu myT 1L-33/ST2, kaprmHoM mojKe

IIpeamer, caap:kaj u UMb HCTPAKUBAKHA

Caxerak

Pact Tymopa u pa3Boj MeTacTasa AETEpMHUHHCAH je KapakTepuCTHKama henuja kapuuHOMa,
Ay W TIocpemoBameM henwja cTpoMe M 3amaJbeHCKOT WHQMITpaTa. VHTEH3MBaH pacT TyMOPCKOT
TKHBa rpaheH je XUIMOKCHjOM Tj. HEKPO30M, IITO Y3pOKyje MOKpeTame MeXaHn3aMa HeOaHTHOTeHese.
Heoanruorenesa je, npema ToMe, NOCIEANLA HAapyIIeHOT OanaHca u3Mel)y gakropa Koju MPOMOBHUIILY
U CyNpHMHpajy OBaj MpOIEc, a KOju HacTajy y hemmjama Tymopa W/MIM TEPUTYMOPCKOT TKHBA.
HoBonacranu KpBHM CyZIOBH ITOpEN yJIOTe Y UCXPAHU TYMOPCKOT TKHBa IPOMOBHILY METacTa3Hupambe,
anv ¥ THQUATpAIjy TYMOPCKOT TKHBA 3alajbeHCKUM hemrjama.

CaBpeMeHe cTyadje cy TOTBpAwie Aa HH(IaManja Wrpa BakKHY YJIOTY y HacTaHKY
kapurHoMa (1), nako cy MHOTH OJf MOJIEKYJIapHHUX U henujcKuX MexaHu3aMa KOju MOCpenyjy y OBOj
CTIpe3u HepasjammbeHd. [IpeTxojHa HCTpaXkuBamka cy NoKasana Ja ypoljeHa v cTedeHa HMYyHOCT MOTY
MOCPeOBaTH y ENMMHUHALUJU TYMOPCKUX hienrja, Kao U a CBOjOM aKTHBHOIINY MOTY TPOMOBHCATH
HarpenoBame Tymopa (2). [IpyruM pednma, 3amajbeHCKH MHOHUITPAT y TKHUBY TyMOpa MOKE MMaTh
NBOjaKy, MPOTYMOPCKY HJIM aHTHTYMOPCKY YJIOTY, IITO C€ MO3WTHBHO WMJIM HETaTHBHO OApakaBa Ha
TyMOPCKY WHBa3Hjy, pacT TyMOpa, MeTacTa3upame, UCXO[ Jieuemha U CTBapa 3aroHETKE MPHIMKOM
WCIINTHBaka MexaHm3ama jenoBama (3). CMarpa ce 1a je mBojaka yJiora 3amajbeHCKHX henmmja
pe3yaTaT XeTeporeHOCTH TyMopa M pa3HOBpPCHOCTH (eHoTHrnoBa uH(pIaMaTopHuUX henmuja xoje
uHUITpHUIITY 0Be MpomeHe (4).

HctpaknBame HaM MOXE JaTH HOBE IMOJaTKe O MOTyhmMm pasnukama y MehycoOHoj
MOBE3aHOCTH HUCIUTHBAHUX CEPYMCKHMX M HMMYHOXHCTOXEMHjCKHX MapKepa y KapLHHOMY MdOjKe.
Takohe, crynuja 6u morna na omoryhu 0oJjbe pazymeBame OMOJIOTHje TyMmMOpa M pa3jacHH YJOTy U
pa3iinke MCIUTHBAaHUX MapKepa y Tpoliecy HeoaHrnoreHese. [I03UTHBHM pE3yNTaTH MCTPAKHBaHba
MOraM OM J]a OTBOpE Bpara, MOTCHIMjaJTHO, APYraddjeM TEeparujCKOM IPHCTYIY Yy CYHPUMHpPAY
HEOAHTHUOTCHE3e.
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/b ucTpaxuBama

OCHOBHH IMJb TIAHUPAHOT HCTPaKUBarba je NCITUTHBAM-E 3Ha4Yaja curaaaHor myrta IL-33/ST2
Ha (DakTOpe HEOAHTHOTeHE3e, KAa0 M HECrOBOI YTHIAja HAa 3aCTYIJbEHOCT pa3jMYUTHX THUIIOBA
MOHOHYKJICapHHUX henrja y TyMOPCKOM M MEPUTYMOPCKOM 3alaJbeHCKOM HH(DHUITPATy y MHUIIHjeM
MOJIEITy KapIImHOMa JOjKE.

V tom ouJjby, NOCTaBUJIN CMO cnez[ehe CKCIICPUMCHTAJIHC 3a1aTKE!:

1. Hcnuraté npuCyCTBO MapKepa HEOAHTHOTeHe3e y PUMapHOM TyMOpY y 3aBUCHOCTH O]
NoCTOjama curHaiHor myta [L-33/ST2.

2. HWcrnuratm wmukpoBackynapHy Tryctuny (MVD) wu  ekcrpecujy npyrux —Qakropa
HEaHT'HMOTEHE3€e Y TYMOPCKOM H MEPUTYMOPCKOM TKUBY KO ,, wild type” u MuieBa Koj
KojuX je renercku enumunucad ST2 (IL-33) peunenrop.

3. OpnpenuTtu cepyMcKe KOHIICHTpAIMje PEIeBAHTHUX PETYJIATOPHUX M TPOUH(IAMATOPHUX
IIUTOKKMHA y 3aBUCHOCTH O] PUCYCTBA cUrHaiHor myTta [L-33/ST2.

4., OppenuTw TPOLEHTYaIHH YIeo, yKymaH Opoj Kao M pa3IuKe Y 3acTYIJbEHOCTH
WCIUTUBAHUX THUIIOBa MOHOHYKJIEapHUX henuja y TyMOPCKOM H MEPUTYMOPCKOM TKUBY
Kox ,, wild type “ n ST2 neduIijeHTHAX MUIIICBA.

VY by Kopenanyje npeaBul)eHuX UCTpakMBamba ca Halla3uMa Yy XyMaHO] MaTOJOTHjH TyMopa
ncrmrrBahemo:

5. IIpucyctBo ST2R m IL-33 y XymaHoM KapOMHOMY IOjK€, Ka0 M IOBE3aHOCT OBHUX
Mapkepa ca CTaHJAapHUM  TAaTOXHCTOJOIIKAM  TapaMeTpuMa ©  MapKepuma
HEOaHTUOI€HE3E.

AKTyeJIHOCT HCTPaKuBaba

Crynujama y KojuMa Cy aHanusupaiu cBe wiaHoBe IL-1 moponunie nurokuHa, Schmitz u
capanHuuu cy TokoM 2005 ronuvHe oTKpuiau jauradn 3a ST2 penentop M O3HAUMIM ra Kao
unrepieykud-33 (IL-33) (5). Jasbum uctpakuBamiMa yTBpheHo je aa je IL-33 uaeHTHyan npoayKTy
Dvs27 reHa Kkoju je akTHBHpaH y EKIEPUMEHTAIHOM MOJAEIy cyOapaxHoMJalHe XeMoparuje u
HyKJIeapHOM (akTtopy BeHysna ca BucokuMm cuioteisom (NF-HEV enrn. nuclear factor of high
endothelial venules) (6,7).

ST2 momekyn ce jaBiba y aBe dopme: comyomrtHoj (sST2) m ka0 MeMOpaHCKH PpeIenTop
(ST2L) npucyran Ha memOpanu Th2 numdonuTa, macrouuTa, Makpodara, 6azoduna, eo3uHodua,
iNKT henuja, neanpurckux hemuja u NK henuja. Besyjyhu ce 3a oBaj peuentop, 1L-33 unmykyje
cexpeunjy IL-4, IL-5, IL-10 u IL-13 nojagaBajyhu Th2 umyHCKH 0aTr0BOpP.

VY oxacrycTtBy npouH(pIaMaTopHUX MUTOKMHA U UHGIaMaryje, 1L-33 je Jokanu3oBad y jeapy
(7,8) Tae je 3a xpoMaTHH Be3aH cBOjuM amuHO KpajeM (N terminus) HasBanum LANA (enri. latency
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associated nuclear antigen) (9). Ceojy 6uonomky aktuHocT IL-33 octBapyje mocpeactsom IL-1-like
JIOMEHA JIOKaJM30BaHOT Ha KapOockuTepMuHANHOM Kpajy (C terminus). HTepecaHTHO je 1a TOKOM
HEKPOTHYHE CMPTH henmuje momasw [0 MacoBHOI ociobahama ¢ynkumonammor IL-33 (10,11)
MEXaHH3MOM KOjH je W Jajbe Hemo3HaT. CMmaTpa ce aa je ocnobahame Benuke xoimunne 1L-33 u3
HEKpOTHYHMX henuja 3ampaBo mpolec amapmupama cycenanux henmja, a ga I1L-33 wma ymory
aJlapMHHA KOjU yII030paBa ocTaje hienuje na je aomnuio ao aecrpykuuje Tkupa (8). Ocnodohenu 1L-33
ce 3aTuM pasrpaljyje aejctBoMm kacmnaze 7 u kacnase 3 (10,11) unme HacTajy OMOJIOIIKM WHAKTHBHH
npoxykTy pasrpahenor 1L-33.

AxrtuBanmja 1L-33/ST2 curnanHor myrta peryinucana je conyOoumnauM sST2. OBaj MoOJeKy:
nMa MoryhHocT nma 6mokupa IL-33 y mupKyJamuju u eKcTparelyJIapHOM IPOCTOPY YAAJBEHUX TKHBA
u oprana (5,12).

O63upom na je ST2 pernenTop eKCIpUMUpaAH Ha TOTOBO CBHM henmjamMa MMYHCKOT CHCTEMA,
Kao U y MHOTUM TKHBMMAa M opranuma, [L-33/ST2 curHaiHu myT uMa Ba)KHy YJIOTY y MATOTCHE3H
Opojanx Oosectn y kojuma aktuBaruja IL-33/ST2 curmamsor myrta cympummpa Thl u Thl7, a
noactuye Th2 umyHcku oarosop (12). M3yserak je peyMaTouIHH apTPUTUC Y YHjOj MATOTEHE3H je
BakaH Thl w/mmu Thl7 umyncku oarosop, a npumeHna 1L-33 moBoau 1o ersauepOauuje KoJareHOM
WHAYKOBAHOT apTpuTHuca nonapusyjyhu umyncku oarosop y Thl w/mmm Th17 cmepy (12).

Excmpecuja aykmeapror IL-33 omaga Ha mMoYeTKy aHTHOT€HE3€ TOKOM 3apacrama paHa (13).
[Iponndnamaropuu murokuau (IL-1PB 1 TNF) u npoanrunorenu ¢axropu pacra (anp.VEGF), unja je
eKCrpecHja MHIYKOBaHa TOKOM 3apacTama paHa cynpumupajy excnpecujy IL-33 y enporenHum
hemnjama (13). Y ocrammm crymujama morBpheno je ga IL-33 mpomoBuIEe HEOaHTHOTEHE3Y
crumynumyhu nponudepanyjy, MUrpanujy ¥ audepeHnujanujy eHIOTeNHMX henwja Kao H
BacKyJapHy HepMeaOHiIHOCT peaykurjoM mehyhenujckux Besa (14).

IIpenmMeT u onuc UCTPaKUBaKbA: 3371111, METOIOJIOTH]a, OYEKHUBAHH PE3yJITaTH

A. HcnutuBama HA MaTepHjaJly y3eTOM O MalujeHara

Y cryaujy he Outu ykibyueHo oko 200 TKMBHHMX y30paKa MalUjeHTKUEbA Ca KAPIHHOMOM
J0jKe Koje cy omepaTWBHO JjedeHe y Kimuunm 3a xupyprujy Kmmnwmukor mentpa Kparyjesar.
[TaToxucronomka nujaraosa, y3 oapehuBame cranmapaHuX mapamerapa Ouhe moctaBibeHa Ha H&E
npenapatuMa. Knacugukaumja tymopa he outn yuumena npema UICC-TNM kpurepujymmuma, a
rpagupame npema WHO kiacudukanuju.

NMyHOXHCTOXEMHjCKO HCTIUTHBAK€

3a MMYHOXHCTOXEMHjCKO ojpehnBame HUBOA eKclpecuje ucnuthBaHux wmapkepa (IL-33,
ST2L, PDGF, IL-8, VEGF-A, CD34, CD105, D2-40) y TtkuBHOM Matepujany Ouhe kopumtheHu
(UKCHpaHN y30pLH TKUBA, YKAITyIUbeHH y napaguH. AHanu3a he Outu o0aBibeHa MPUMEHOM HajieTe
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MOHOKJIOHCKHX ~aHTHTENa pPa3M4uTHX Npou3Bohaua, TpemMa MPernopyyeHUM MPOTOKOIMMA.
Excripecnja wcrnmTuBaHMX Mapkepa Owmhe aHanm3MpaHa Ha OCHOBY TIIpolleHTa hendja Koje
eKCIIpuMHpajy oapeheHn MapKkep, HHTEH3UTETa eKCIIPECH]je, alll U Ha OCHOBY CKOpa JI€TEPMUHHCAHOT
Ha OCHOBY NIPETXOJHHX CTyIHja, criequduyHor 3a cBaku Mapkep. [lopen HaBeleHHMX MOHOKIOHCKHX
aHTUTeNla, Ha TKUBHUM IpecelMMa IalWjeHTKHba OINEPUCAaHMX OJf KapuuHoMma Jojke, Ouhe
onpehuBana u exnpecuja [L-33.

OapehuBawe MVD

MuxkpoBackynapay ryctuny (MVD) mpouemnBaheMo OIBOjeHO, MMYHOXHCTOXEMHjCKOM
MeronoM, mpumeHoM aHTH-CD34 um aatn-CD105 MOHOKIOHCKMX aHTuUTena. AnHanmu3za he Outu
cupoBeniena Carl Zeiss Axioskop 40 ceriocHumM MmukpockonoM. Ilojenunaune enporenHe henuje
win kjactepu no3utuBHU Ha CD34 w/nmm CD105 6uhe motBphern kao KpBHU cyAoBH. [IpucycTBO
KpBHUX henuja nim ¢ubpuHa 6e3 NEeTEKTOBAaHWX EHAOTENHWX henmuja Hehe OWTH aHATM3UpPAaHU Kao
MHUKpPOBacKyJIapHHU eneMeHTH. KpBHU cynoBu ca MummhanM 3u0M Hehe Out 6pojanu. Cee miouunie
he mpBoOWTHO OWTH aHaTM3WpaHEe Ha MHUKPOCKONCKOM yBenndamy 400x. Ha oBaj maumna he Outm
onpehena Tpu o xkapumra“ (eng. , hot spots”) Tj. moba ca HajsehOM MHKPOBACKYJIapHOM
KOHIICHTpPAITMjOM a 3aTHM he oBa moJsba OmtH ¢otorpaducana Ha 100X yBenmmuamy npumenoM Carl
Zeiss Axiocam ICcl gururamne kxamepe. HesaBucHo, nBa maronora he mpumenom Carl Zeiss
AxioVision v.4.x software-a cnpoBecTu aHaiamM3y reHepucaHux ¢ororpaduja U yTBpIUTH OpOj
MHKPOBACKYJapHUX CTPYKTypa y HPEeTXOIHO omabpaHa TpH ,pkapumra’“. MVD (MHKpoBacKylapHe
cTpykrype/ mm?) he GuTH M3padyHATa HpeMa KpHTEpHjyMHMa Koje cy moctaBumn Weidner u
capagaunu (17) Tj. Kao cpeama BpenHOCT mojeauHadHux MVD y Tpu omabpaHa MHUKpPOCKOIICKa
doxyca.

Opnnoc cpenmwux Bpeanoctu CD34 u CD105 (CD34/CD105) 6uhe ananu3upaH kao noceOHa
Bapujabia.

B. Uenurupama na WT u ST2” mumesuma

Kao excrniepumenTaiie ’UBOTHI-E KoprucTrhemo MuiieBe gyuctor coja BALB/c ("wild type",
WT) ST2""* u knock-out mnmu ST2” mumese na BALB/c MOJJI037, TOOWjeHe UJbaHOM JIEJICIIHjOM
rera 3a ST2 (18). ExciepumenTanHe U KOHTPOJHE Tpylie Y HCTpaXUBamy canapkahe mo 50 murmresa,
JKEHCKOT ToJa, crapoctu o 8 o 10 Henesba.

HNunykoBame TymMopa

WNnnykoBame Tymopa obaBuhemo armmkanujom 4T1 henmjcke auHMje MUIIHjET KapIruHOMA
J0jKe 06MjeHe U3 CIIOHTAHO HACTAIOr TyMopa nojke y BALB/c mumy. Mamursae hemuje 4T1 (5x10%)
hemo pecycniennoBaru y 50ul PBS-a u nHOKynmucatn AupeKTHUM yOpH3raBameM y MacHO jactyde 4.
MJIEYHE JKJIE3/IE.



JYHHOP ITPOJEKAT
MEJUIIHCKHU ®PAKYJIITET

YHUMBEP3UTETA Y KPAT'YJEBIIY J H 03' 13

Amnmukanmja IL-33

BALB/c ("wild type", WT) ST2"* mumese hemo mogenuTn caydajHIM y30pKOBAEmEM Ha JBE
rpyne. ExcmepuMeHTaqHMM TrpynaMa MHUILIEBA, HHTPAIEPUTOHEANHO, AaIiMKoBaheMO MUILIHUjH
uHTepieykuH 33, mo moaeny Miller-a u capagauka (15) (Ha 3-4 mana 1j. yKynHo 5 mo3a 0 16-or maHa
eKCIIepHMEHTa), oK heMOo KOHTPOJHUM rpylnaMa HcToBpeMeHo yoOpusraBatu PBS, moueBmm ox
HYJTOT J]aHa EKCIIEPUMEHTA.

/KprBoBame, oBajal-e TKUBHOT MaTepujaja U BepupuKanuja HHIYKOBAHOT TyMOpa.

Mumesu he OuTH XPTBOBaHM Yy NPOIYKEHO] €TapCKOj aHECTE3WjH, HAKOH dera hemo um
y3uMaTH KpB U3 abpomuHamHe aopTe. lIpucycTBO WHIyKOBaHOT TyMopa, BepupuKkoBaheMo
MHUKPOCKOIIUPAkEeM Ipenapara A0O0MjeHHX CeUeHeM Y30paka TKHBA, YKalyIJbeHUX Yy mapaduH, a
3atuM 60jeHunx crangapaauM H&E Gojemem.

OxapehuBame BeJIMYNHE NPUMAPHOT TyMopa

Pact manmaGmiHor mpumapHor Tymopa he OuTu mpaheH CBakKOZHEBHO y3 HCTOBPEMEHO
MOppOMETPHjcKO onpehuBame HEroBe BENMYWHE. 3ampeMuHy Tymopa hemo u3padyHaBaTh mpema

dhopmymu (16):

L (rajsehu npeunux) x W? (HajMamu npeusnnx)
2

V(mm)? =

Mepeme cepyMCKOT HUB0A IMTOKMHA

BpenmHocTr peneBaHTHHX pETyJIaTOpHUX M MPOUH(IAMATOPHHX LUTOKMHA Y CEpPyMy
onpehuBahemo cranmapmaom ELISA texnukom, y3 mpumeny ELISA ceroBa, mpema ymyTcTBHMa
mpou3Bohada.

AHaJIn3a nomyJianuja MOHOHYKJeapHux heiauja y tymopy

[IpoToyHOM IIMTOMETPUjOM H KOpHIINEHEM aJIeKBaTHHUX MOHOKJIIOHCKAX aHTHMHIIjUX
aHTUTeNa, ojApenuhieMO TMPOIEHTYalHH YAeo0 W YKynaH Opoj pa3iMYuTUX —[OIyJialuja
MoHoHyKieapaux hemmja (CD4+ mumdornmra, CD8+ mmmdonura, B mumdonnra, NK henuja, iNKT
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henmuja, HeyTpodmia, Makpodara, MacToluTa U €O3MHO(PUIA), Y TYMOPCKOM H IEPUTYMOPCKOM
TKUBY.

HNmyHoXuCTOXeMHUjcKO HCTUTHBam-e U ogpehuBame MVD

HNmyHHuxucToxeMujcka aHalin3a kKao u ojpehuBame MUKpoBackyiapue ryctuae (MVD) ouhe
YYHE-CHA IPUMEHOM HCTE MAaJeTe aHTHTENa Kao M Ha MPETXOHO OMMCAH HAYWH 32 MaTepujall y3eT o]
TaIyjexHara.

CraTtuctnuka o0pajga nogaraka

3a cratucTHuKy oOpany noOHjeHux pesynrara ouhe ynorpedsbeH KOMEpUUjaIHU POrPaMCKH
maketr SPSS (Bep3uja 15.0, SRSS Inc.,Chicago, IL). 3a ananu3y mobujeHnx mojaraka, Kopuctuhemo:
MeToze JecKpunTHBHe cratuctuke, Studentov T Ttect m/mmu Mann-Whitney-jeB Tect, y° Tect n
Pirson-oB miu Spearman-oB koedunujeHt kopenaiuje. JepuHUTHBHA H300p CTATUCTHYKUX METOIa
3apucuhe o Tpupoae Ao0ujeHMx moxaaraka. [Ipar 3HawajHocTH (0) 32 CBa CTATUCTHYKA
u3pauyHaBama 6uhe 0,05.

3Ha4aj HcTpakuBama

UctpaxuBame HamM Moxe natu HoBe momatke o 3Hauajy ST2R u IL-33 y Tymopckoj
AQHTHOTEeHE3W Kao M O MOTEHIWjaIHO HOBOM NPHUCTYNYy MPUMEHH LMUJbHE Tepanuje y CyNpHUMHUpPabY
HEOaHTHOT'€HE3E.
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